
(57)【要約】
本発明は、 zcytor17ligポリヌクレオチド、ポリペプチド及び抗－ zcytor17抗体分子に関
する。 zcytor17ligは、新規サイトカインである。前記ポリペプチドは、インビトロ及び
インビボで免疫系、及び造血細胞の増殖及び /又は成長の刺激のための方法に使用され得
る。本発明はまた、前記タンパク質生成方法、その使用及びそれに対する抗体も包含する
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 27（ Leu） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；  
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 24（ Thr） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ； 及 び
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 １ （ Met） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；
　 か ら 成 る 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基
の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 73、 133及 び 147が シ ス テ イ ン で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ５ 又 は 71に 示 さ れ る よ う な zcytor17受 容 体 を 結 合 す る 請
求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ 又 は 11の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117； 及 び
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152か ら 成 る 群 か ら で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 N末 端 か ら C-末
端 の 方 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 順 序 が 、
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ６ ～ 27個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 １ ス ペ ー サ ー ；
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 168の IL-2ヘ リ ッ ク ス Bア ミ ノ 酸 残 基 ；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス B残 基 65～ 83；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス B残 基 73～ 86；
　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス B残 基 72～ 81； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ５ ～ 11個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ２ ス ペ ー サ ー ；
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス C残 基 102～ 116；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス C残 基 94～ 118；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス C残 基 91～ 103；
　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス C残 基 85～ 103； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ３ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ３ ～ 29個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ３ ス ペ ー サ ー ；
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス D残 基 134～ 149；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス D残 基 123～ 141；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス D残 基 133～ 151；
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　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス D残 基 120～ 131； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る
融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 N末 端 か ら C-末
端 の 方 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 順 序 が 、
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス A残 基 27～ 48；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス A残 基 30～ 42；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス A残 基 35～ 45；
　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス A残 基 30～ 441； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ６ ～ 27個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 １ ス ペ ー サ ー ；
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 168の IL-2ヘ リ ッ ク ス B残 基 ；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス B残 基 65～ 83；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス B残 基 73～ 86；
　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス B残 基 72～ 81； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ５ ～ 11個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ２ ス ペ ー サ ー ；
　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス C残 基 102～ 116；
　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス C残 基 94～ 118；
　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス C残 基 91～ 103；
　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス C残 基 85～ 103； 及 び
　 　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ３ ポ リ ペ プ チ ド ；
　 ３ ～ 29個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ３ ス ペ ー サ ー ； 及 び
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を
特 徴 と す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152を 含 ん で 成 る 請 求 項 ６ 記
載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド が 、
　 （ ａ ） ヌ ク レ オ チ ド 139～ ヌ ク レ オ チ ド 483の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
　 （ ｂ ） ヌ ク レ オ チ ド 106～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
　 （ ｃ ） ヌ ク レ オ チ ド 97～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う な ヌ ク レ オ チ ド
； 及 び
　 （ ｄ ） ヌ ク レ オ チ ド 28～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う な ヌ ク レ オ チ ド
；
　 の 群 か ら で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ：
　 （ ａ ） 転 写 プ ロ モ ー タ ー ；
　 （ ｂ ） （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52；
　 　 　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98；
　 　 　 　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117； 及 び
　 　 　 　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト
； 及 び
　 （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ：
　 （ ａ ） 転 写 プ ロ モ ー タ ー ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） に 対 し て 少 な く と も 90
％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト
； 及 び
　 （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ；
　 を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ：
　 （ ａ ） 転 写 プ ロ モ ー タ ー ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト ； 及 び
　 （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ；
　 を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 13記 載 の 発 現 ベ ク タ ー ；
　 を 含 ん で 成 る 培 養 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 15記 載 の 細 胞 を 、 前 記 DNAセ グ メ ン ト が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て
　 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 含 ん で 成 る タ ン パ
ク 質 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 生 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） ９ ～ 141個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ア ミ ノ
酸 番 号 24（ Ala） ～ ア ミ ノ 酸 番 号 164（ Thr） の 配 列 番 号 ２ に お け る ア ミ ノ 酸 の 連 続 配 列 と
同 一 で あ り ；
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 52の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 番 号 83～ 98の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｅ ） ア ミ ノ 酸 番 号 104～ 117の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｆ ） ア ミ ノ 酸 番 号 137～ 152の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｇ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 152の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｈ ） ア ミ ノ 酸 番 号 24～ 164の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 52の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 番 号 85～ 98の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｅ ） ア ミ ノ 酸 番 号 104～ 118の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｆ ） ア ミ ノ 酸 番 号 141～ 157の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｇ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 157の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｈ ） ア ミ ノ 酸 番 号 24～ 163の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
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　 （ ｉ ） 配 列 番 号 ２ 又 は 11の Hopp/Woods浸 水 性 プ ロ フ ィ ー ル に 従 っ て 抗 原 エ ピ ト ー プ を 含
ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ で 、 前 記 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ス ラ イ デ ィ ン グ ６ － 残 基 窓 に 基 づ
か れ 、 隠 さ れ た G、 S及 び T残 基 及 び 暴 露 さ れ た H, Y及 び W残 基 は 無 視 さ れ る ） ；
　 の 群 か ら の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 動 物 を 接 種 し 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 を 生 成
す る た め に 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 し ； そ し て
　 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ２ 又 は 11の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 請 求 項 17記 載 の 方 法 に よ り 生
成 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ 又 は 11に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 原 又 は 病 原 体 に 対 し て 暴 露 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、
　 （ １ ） 前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 定 し ；
　 （ ２ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 組
成 物 を 投 与 し ；
　 （ ３ ） 前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 定 し ； そ
し て
　 （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル に 対 し て 、 段 階 （ １ ） お け る 抗 原 又
は 病 原 体 の レ ベ ル を 比 較 し ；
　 こ こ で 前 記 レ ベ ル の 変 化 が 免 疫 応 答 の 刺 激 を 示 す 、
　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 （ ５ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 組 成
物 を 再 投 与 し ；
　 （ ６ ） 前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 定 し ； そ
し て
　 （ ７ ） 段 階 （ ６ ） に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル に 対 し て 、 段 階 （ １ ） お け る 抗 原 又
は 病 原 体 の レ ベ ル を 比 較 し ；
　 こ こ で 前 記 レ ベ ル の 変 化 が 免 疫 応 答 の 刺 激 を 示 す 、
　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 哺 乳 類 に お け る 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 を 拡 張 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 zcytor17
ligの 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お
け る リ ン パ 細 胞 の 数 の 上 昇 を 引 き 起 こ す た め に 、 十 分 な 量 の zcytor17ligを 含 ん で 成 る 組
成 物 と 共 に 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 が リ ン パ 細 胞 で あ る 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 リ ン パ 細 胞 が 、 単 球 細 胞 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は Ｔ 細 胞 で あ る 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 原 又 は 病 原 体 に 暴 露 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ １ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的 抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ２ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 組 成
物 を 投 与 し ；
　 （ ３ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的 抗 体 の 後 － 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル を 比 較 し
；
　 こ こ で 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 免 疫 応 答 の 刺 激 を 示 す 、
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　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 生 成 物 学 的 サ ン プ ル に お け る zcytor17lig RNAの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） zcytor17lig核 酸 プ ロ ー ブ と 、 （ ｉ ） 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 試 験 RNA分
子 、 又 は （ ii） 単 離 さ れ た RNA分 子 か ら 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 の い ず れ か と を 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 プ ロ ー ブ が 請 求 項 10記 載 の 核 酸 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 一 部 、 又 は そ の 補 体 の い ず れ か を 含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し ； そ
し て
　 （ ｂ ） 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 、 及 び 前 記 試 験 RNA分 子 又 は 前 記 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 の い ず れ
か の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を 検 出 す る ；
　 段 階 を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド の 存 在 が 生 成 物 学 的 サ ン プ ル に お け る zcytor17lig RNAの 存 在
を 示 す こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る zcytor17ligの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と を 接 触 せ
し め 、 こ こ で 前 記 接 触 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル へ の 抗 体 又 は フ ラ グ メ ン ト の 結 合 を 可 能 に す
る 条 件 下 で 行 わ れ ； そ し て
　 （ ｂ ） い ず れ か の 結 合 さ れ た 抗 体 又 は 結 合 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る ；
　 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 癌 細 胞 の 殺 害 方 法 で あ っ て 、
　 患 者 か ら の 癌 細 胞 を 含 む 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 エ ク ス ビ ボ で 獲 得 す る か 、 又 は
癌 細 胞 を イ ン ビ ボ で 同 定 し ；
　 請 求 項 16記 載 の 方 法 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 し ；
　 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル に お い て 、 前 記  ポ ロ ペ プ チ ド を 配 合 し ； そ し て
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 患 者 に 投 与 す る か 、 又 は 前 記 配 合 物 に 癌 細 胞 を 暴 露 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 細 胞 を 殺 害 す る 、
　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 、 ト キ シ ン に 接 合 さ れ る 請 求 項 28記 載 の 癌 細 胞 の 殺 害 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 抗 体 が 、 （ ａ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｂ ） ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｃ ） ヒ
ト 型 化 抗 体 （ ｂ ） 、 （ ｄ ） 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び （ ｅ ） ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 群 か
ら で あ る 請 求 項 19記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 27（ Leu） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；  
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 24（ Thr） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ； 及 び
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 １ （ Met） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド ；
　 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 抗 体 が さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は ト キ シ ン を 含 ん で 成 る 請 求 項 19記 載 の 抗
体 。
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【 請 求 項 ３ ３ 】
　 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lig－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 抹 消 血 液 細 胞
に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は 分 化 を 低 め る の に 十 分 な
量 の 請 求 項 19記 載 の 抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ
と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 が リ ン パ 細 胞 で あ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 リ ン パ 細 胞 が 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は Ｔ 細 胞 で あ る 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 zcytor17lig－ 誘 発 さ れ た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 で あ っ て 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分 な
量 の 配 列 番 号 111の ア ミ ノ 酸 残 基 20～ ア ミ ノ 酸 残 基 227及 び ク ラ ス Ｉ サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の
請 求 項 19記 載 の 抗 体 の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ １ ） 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ２ ） 請 求 項 19記 載 の 抗 体 、 及 び に 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル を 含 ん で 成 る 組 成 物 を
投 与 し 、
　 （ ３ ） 炎 症 分 子 の 投 与 後 の レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル
を 比 較 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 炎 症 分 子 の 上 昇 又 は 低 下 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 を 示 す こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 抗 体 が さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は ト キ シ ン を 含 ん で 成 る 請 求 項 31記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lis－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 の 阻 害 方 法 で あ
っ て 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 抹 消 血 液 細 胞 に 比 較 し て
、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は 分 化 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 請 求 項
31記 載 の 抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で
成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 が リ ン パ 細 胞 で あ る 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 リ ン パ 細 胞 が 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は T細 胞 で あ る 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 zcytor17lig－ 誘 発 さ れ た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 で あ っ て 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分 な
量 の 請 求 項 31記 載 の 抗 体 の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 方
法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ １ ） 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ２ ） 請 求 項 31記 載 の 抗 体 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投
与 し 、
　 （ ３ ） 炎 症 分 子 の 投 与 後 の レ ベ ル を 決 定 し ；
　 （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル
を 比 較 す る ；
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　 こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 炎 症 分 子 の 上 昇 又 は 低 下 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 を 示 す 、
　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理 方 法 で あ っ て 、
　 炎 症 が 低 め ら れ る よ う 前 記 哺 乳 類 に zcytor17ligの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 し 、 こ こ で 前
記 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ ） の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド フ ラ
グ メ ン ト を 、 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 群 か ら で あ る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 疾 患 が 、 慢 性 炎 症 疾 患 で あ る 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 疾 患 が 、
　 （ ａ ） 炎 症 性 腸 疾 患 ：
　 （ ｂ ） 潰 瘍 性 大 腸 炎 ；
　 （ ｃ ） ク ロ ー ン 病 ；
　 （ ｄ ） 関 節 炎 ； 及 び
　 （ ｅ ） 乾 癬 ；
　 か ら 成 る 群 か ら の 慢 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 疾 患 が 急 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 疾 患 が 、
　 （ ａ ） 内 毒 素 血 症 ；
　 （ ｂ ） 敗 血 症 ；
　 （ ｃ ） 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 ； 及 び
　 （ ｄ ） 感 染 性 疾 患 ；
　 か ら 成 る 群 か ら の 急 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 抗 体 が さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は ト キ シ ン を 含 ん で 成 る 請 求 項 44記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 患 者 に お け る 炎 症 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 獲 得 し ；
　 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 と を 、 前 記 抗 体 が 組 織 又 は 生 物
学 的 サ ン プ ル に お け る そ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 結 合 す る 抗 体 を 可 視 化 し ； そ し て
　 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル を 、 正 常 な
対 照 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の レ ベ ル と 比 較 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 、 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 患 者 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ
ン プ ル に 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 患 者 に お け る 炎 症 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 患 者 に お け る 炎 症 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 獲 得 し ；
　 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 １ の 補 体 の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ リ ン グ し ；
　 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
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　 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 可 視 化 し
； そ し て
　 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル を 、 正 常 な 対 照 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ
の レ ベ ル と 比 較 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 、 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 患 者 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ
ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 上 昇 が 患 者
に お け る 炎 症 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景 ：
　 多 細 胞 生 物 の 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 は 、 ホ ル モ ン 及 び ポ リ ペ プ チ ド 成 長 因 子 に よ り 調 節 さ
れ る 。 そ れ ら の 拡 散 性 分 子 は 、 細 胞 の お 互 い の 連 絡 を 可 能 し 、 そ し て 細 胞 、 組 織 及 び 器 官
の 形 成 、 そ し て 損 傷 さ れ た 組 織 の 修 復 に 関 し て 作 用 す る 。 ホ ル モ ン 及 び 成 長 因 子 の 例 は 、
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン （ 例 え ば 、 テ ス ト ス テ ロ ン ） 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 血 小 板 由 来 の 成 長 因 子 （ PDGF） 、 上 皮 成 長 因 子 （ EGF） 、 顆 粒 球 －
マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM－ CSF） 、 エ リ ト ロ ポ エ チ ン （ EPO） 及 び カ ル シ ト ニ
ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ホ ル モ ン 及 び 成 長 因 子 は 、 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 細 胞 代 謝 に 影 響 を 及 ぼ す 。 受
容 体 は 、 細 胞 内 の シ グ ナ ル 化 経 路 、 例 え ば 第 ２ メ ッ セ ン ジ ャ ー シ ス テ ム に 結 合 さ れ る 内 在
性 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 他 の 種 類 の 受 容 体 は 、 可 溶 性 分 子 、 例 え ば 転 写 因 子 で あ る 。
　 サ イ ト カ イ ン は 一 般 的 に 、 造 血 系 の 細 胞 の 増 殖 又 は 分 化 を 刺 激 し 、 又 は 身 体 の 免 疫 及 び
炎 症 応 答 に 関 係 し て い る 。 造 血 に 影 響 を 及 ぼ す サ イ ト カ イ ン の 例 は 、 赤 血 球 細 胞 の 成 長 を
刺 激 す る エ リ ト ロ ポ エ チ ン （ EPO） ； 巨 核 球 系 の 細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン
（ TPO） ； 及 び 好 中 球 の 成 長 を 刺 激 す る 顆 粒 球 － 刺 激 因 子 （ G－ CSF） で あ る 。 そ れ ら の サ
イ ト カ イ ン は 、 貧 血 、 血 小 板 減 少 症 及 び 好 中 球 減 少 症 を 有 す る 患 者 に お け る 正 常 な 血 液 細
胞 レ ベ ル の 回 復 、 又 は 癌 の た め の 化 学 療 法 の 受 容 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン は 、 免 疫 学 的 応 答 、 例 え ば 炎 症 を 仲 介 す る サ イ ト カ イ ン の フ ァ ミ リ ー
で あ る 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン は 、 広 範 囲 の 種 類 の 炎 症 病 理 学 を 仲 介 す る 。 免 疫 応 答 の 中 枢 は
、 多 く の サ イ ト カ イ ン 及 び 抗 原 に 対 す る 適 合 で き る 免 疫 性 を 生 成 す る T細 胞 で あ る 。 T細 胞
に よ り 生 成 さ れ る サ イ ト カ イ ン は 、 タ イ プ １ 及 び タ イ プ ２ と し て 分 類 さ れ て 来 た （ Kelso,
 A. Immun. Cell Biol. 76: 300-317, 1998） 。 タ イ プ １ サ イ ト カ イ ン は 、 IL－ ２ 、 IFN－
γ 、 LT－ α を 包 含 し 、 そ し て 炎 症 応 答 、 ウ ィ ル ス 免 疫 性 、 細 胞 内 寄 生 体 免 疫 性 及 び 同 種 移
植 拒 絶 に 包 含 さ れ る 。 タ イ プ ２ サ イ ト カ イ ン は 、 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10及 び IL-13を 包
含 し 、 そ し て 体 液 性 応 答 、 寄 生 虫 免 疫 性 及 び ア レ ル ギ ー 応 答 に 関 与 す る 。 タ イ プ １ と タ イ
プ ２ と の 間 の 共 有 さ れ る サ イ ト カ イ ン は 、 IL-3, GM-CSF及 び TNF－ α を 包 含 す る 。 T細 胞 集
団 を 生 成 す る タ イ プ １ 及 び タ イ プ ２ が 異 な っ た 型 の 炎 症 組 織 中 に 選 択 的 に 移 動 す る こ と を
示 す あ る 証 拠 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 成 熟 T細 胞 は 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 、 生 化 学 的 シ グ ナ ル 分 子 、 又 は T細 胞 集 団 の 運 命 に さ
ら に 影 響 を 及 ぼ す 受 容 体 を 生 成 す る た め に 、 抗 原 又 は 他 の 刺 激 物 に よ り 活 性 化 さ れ 得 る 。
　 B細 胞 は 、 補 助 細 胞 機 能 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン の 生 成 を 行 う た め に 、 そ れ ら の 細 胞 表 面
上 の 受 容 体 、 例 え ば B細 胞 受 容 体 及 び 他 の 補 助 分 子 を 通 し て 活 性 化 さ れ 得 る 。
　 単 球 /マ イ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び T－ 細 胞 は 、 そ れ ら の 細 胞 表 面 上 の 受 容 体 に よ り 活 性 化 さ れ
、 そ し て リ ン パ 球 に 対 し て 抗 原 を 提 供 す る こ と に よ っ て 免 疫 応 答 に お い て 中 心 的 役 割 を 演
じ 、 そ し て ま た 、 多 数 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ っ て リ ン パ 球 に 対 す る ア ク セ サ
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リ ー 細 胞 と し て も 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 天 然 の キ ラ ー （ NK） 細 胞 は 、 T細 胞 及 び B細 胞 と 共 に 、 共 通 す る 前 駆 体 細 胞 を 有 し 、 そ し
て 免 疫 監 視 に お い て 役 割 を 演 じ る 。 15％ ま で の 血 液 リ ン パ 球 を 含 ん で 成 る NK細 胞 は 、 抗 原
受 容 体 を 発 現 せ ず 、 そ し て 従 っ て 、 標 的 細 胞 へ の 結 合 の た め に 、 必 要 な ら 、 MHC認 識 を 使
用 し な い 。 イ ン ビ ボ で 、 NK細 胞 は 、 活 性 化 を 必 要 と す る と 思 わ れ る が 、 し か し な が ら 、 イ
ン ビ ト ロ で 、 NK細 胞 は 、 活 性 化 を 伴 な わ な い で 、 い く つ か の タ イ プ の 腫 瘍 細 胞 を 殺 害 す る
こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 例 示 さ れ た イ ン ビ ボ 活 性 は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、 サ イ ト
カ イ ン ア ゴ ニ ス ト 及 び サ イ ト カ イ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 莫 大 な 臨 床 学 的 可 能 性 及 び そ れ ら の
必 要 性 を 説 明 す る 。 本 発 明 は 、 造 血 細 胞 系 の 細 胞 を 刺 激 す る 新 規 サ イ ト カ イ ン 、 並 び に 関
連 す る 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り 、 そ れ ら の 必 要 性 と 取 り 組 む 。
　 本 発 明 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る そ れ ら の 及 び 他 の 使 用 の た め に 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 を 詳 細 に 記 載 す る 前 、 次 の 用 語 を 定 義 す る こ と で 本 発 明 の 理 解 を 助 け る こ と が で
き る ：
　 “ 親 和 性 標 識 ” と は 、 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 又 は 検 出 を 提 供 し 、 又 は 基 質 へ の 第 ２ ポ
リ ペ プ チ ド の 結 合 の た め の 部 位 を 供 給 す る た め に 、 第 2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ 得 る ポ リ
ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 主 に 、 抗 体 又 は 、 他 の 特
異 的 結 合 剤 が 利 用 で き る い ず れ か の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 親 和 性 標 識 と し て 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 親 和 性 標 識 は 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン 系 、 す な わ ち プ ロ テ イ ン A (Nilsson な ど .,　 EMBO J.
 4: 1075, 1985; Nilsson な ど .,　 Methods　 Enzymol. 198: 3, 1991), グ ル タ チ オ ン Ｓ
　 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Smits and Johnson, Gene 67; 31, 1988） , Glu-Glu親 和 性 標 識  
（ Grussenmeyerな ど .,　 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 7952-4, 1985） , 物 質 Ｐ 、 す
な わ ち Flag T M  ペ プ チ ド （ Hoppな ど .,　 Biotechnology 6: 1204-1210, 1988） 、 ス ト レ プ
タ ビ ジ ン 結 合 ペ プ チ ド 、 又 は 他 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 又 は 結 合 ド メ イ ン を 包 含 す る 。 一 般 的
に 、 Ford な ど ., Protein　 Expression　 and　 Purification 2:95-107, 1991を 参 照 の こ
と 。 親 和 性 標 識 を コ ー ド す る DNAは 、 商 品 供 給 者 （ 例 え ば Pharmacia Biotech, Piscataway
, NJ; Eastman Kodak, New Heven, CT; New England Biolabs, Beverly, MA） か ら 入 手 で
き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 用 語 “ 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ” と は 、 同 じ 染 色 体 遺 伝 子 座 を 占 め る 遺 伝 子 の 複 数 の 遺 伝 子 の
二 者 択 一 形 の い ず れ か を 示 す た め に 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 は 、
突 然 変 異 を 通 し て 天 然 で は 生 じ 、 そ し て 集 団 内 の 表 現 型 多 型 現 象 を も た ら す こ と が で き る
。 遺 伝 子 突 然 変 異 は 、 サ イ レ ン ト で あ り (コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お い て 変 化 が な い )
、 又 は 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 用 語 、
対 立 遺 伝 子 変 異 体 は ま た 、 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 示
す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 用 語 “ ア ミ ノ － 末 端 ” 及 び “ カ ル ボ キ シ ル － 末 端 ” と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 位 置 を 示 す
た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 そ の 情 況 が 可 能 で あ る 場 合 、 そ れ ら の 用 語 は 、 接 近
性 又 は 相 対 的 位 置 を 示 す た め に ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の 配 列 又 は 一 部 に 関 し て 使 用 さ れ る 。
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 対 象 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 に 位 置 す る 一 定 の 配 列 は 、 そ の
対 象 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 隣 接 し て 位 置 す る が 、 し か し 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ
キ シ ル 末 端 で は 必 ず し も 必 要 で は な い 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 用 語 “ 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 ” と は 、 適 切 な 条 件 下 で 、 非 共 有 的 に 会 合 さ れ る 安 定 し た
対 を 形 成 す る 非 同 一 性 成 分 を 示 す 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン (又 は ス ト レ プ タ ビ ジ
ン )は 、 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 の 基 本 型 メ ン バ ー で あ る 。 他 の 典 型 的 な 相 補 体 ／ 抗 － 相 補
体 対 は 、 受 容 体 ／ リ ガ ン ド 対 、 抗 体 ／ 抗 原 (又 は ハ プ テ ン 又 は エ ピ ト ー プ )対 、 セ ン ス ／ ア
ン チ セ ン ス 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 対 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 の
続 く 解 離 が 所 望 さ れ る 場 合 、 そ の 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 は 好 ま し く は 、 ＜ １ ０ 9 Ｍ - 1 の 結
合 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 用 語 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 相 補 体 ” と は 、 相 補 的 塩 基 配 列 、 及 び 対 照 配 列 に 比 較 し
て 逆 の 配 向 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 5’  ATGCACGGG 3’  は 、 5’  
CCCGTGCAT 3’ に 対 し て 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 用 語 “ contig ” と は 、 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 一 連 の 連 続 し た 同 一 の 又 は 相 補
的 な 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。 連 続 し た 配 列 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 体
に お い て 、 又 は そ の 一 部 に 沿 っ て 、 一 定 の 長 さ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を “ オ ー バ ー ラ ッ
プ ” す る と 言 わ れ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 5’ -ATGGCTTAGCTT-3’  に 対 す る 代
表 的 な contig と は 、 5’ -TAGCTTgagtct-3’ 及 び 3’ -gtcgacTACCGA-5’ で あ る 。
　 用 語 “ 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” と は 、 １ 又 は 複 数 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 （ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 比 較 し て ） を 示 す 。 縮 重 コ ド ン は
、 ヌ ク レ オ チ ド の 異 な っ た ト リ プ レ ッ ト を 含 む が 、 し か し 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る
（ す な わ ち 、 GAU及 び GACト リ プ レ ッ ト は そ れ ぞ れ Aspを コ ー ド す る ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 用 語 “ 発 現 ベ ク タ ー ” と は 、 そ の 転 写 を 提 供 す る 追 加 の セ グ メ ン ト に 操 作 可 能 的 に 連 結
さ れ る 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 線 状 又 は 環 状 DNA分 子
を 示 す た め に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 追 加 の セ グ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー
タ ー 配 列 及 び 複 製 の １ 又 は 複 数 の 起 点 、 １ 又 は 複 数 の 選 択 マ ー カ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ
ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 的 に 、 プ ラ ス ミ ド
又 は ウ ィ ル ス DNAか ら 誘 導 さ れ 、 又 は 両 者 の 要 素 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 用 語 “ 単 離 さ れ た ” と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 適 用 さ れ る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が そ
の 天 然 の 遺 伝 的 環 境 か ら 除 去 さ れ 、 そ し て 従 っ て 、 他 の 無 関 係 な 又 は 所 望 し な い コ ー ド 配
列 を 有 さ ず 、 そ し て 遺 伝 子 的 に 構 築 さ れ た タ ン パ ク 質 生 成 シ ス テ ム 内 で の 使 用 の た め に 適
切 な 形 で 存 在 す る こ と を 示 す 。 そ の よ う な 単 離 さ れ た 分 子 は 、 そ れ ら の 天 然 の 環 境 か ら 分
離 さ れ 、 そ し て cDNA及 び ゲ ノ ム 　 ク ロ ー ン を 含 む 分 子 で あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た DNA分
子 は 、 通 常 関 係 し な い 他 の 遺 伝 子 を 含 ま な い が 、 し か し 天 然 に お い て 存 在 す る 5’ 及 び 3’
 未 翻 訳 領 域 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む こ と が で き る 。 関 連 す る 領
域 の 同 定 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う (例 え ば 、 Dynan and Tijan, Nature 316: 774― 78,
 1985を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 “ 単 離 さ れ た ” ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 は 、 そ の 生 来 の 環 境 以 外 の 条 件 、 例 え ば 血
液 及 び 動 物 組 織 と は 別 の 条 件 下 で 見 出 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し
い 形 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に 動 物 起 源 の 他 の ポ
リ ペ プ チ ド を 実 質 的 に 含 ま な い 。 高 く 精 製 さ れ た 形 、 す な わ ち ９ ５ ％ 以 上 の 純 度 、 よ り 好
ま し く は ９ ９ ％ 以 上 の 純 度 で ポ リ ペ プ チ ド を 供 給 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 情 況 下 で 使 用
さ れ る 場 合 、 用 語 “ 単 離 さ れ た ” と は 、 他 の 物 理 的 形 、 例 え ば ダ イ マ ー 形 又 は 他 の グ リ コ
シ ル 化 さ れ た 又 は 誘 導 体 化 さ れ た 形 で の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 排 除 し な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 用 語 “ 腫 瘍 性 ” と は 、 細 胞 を 言 及 す る 場 合 、 新 規 で 且 つ 異 常 な 増 殖 を 受 け る 細 胞 、 特 に
増 殖 に お い て 、 制 御 で き な く 、 且 つ 前 進 性 で あ り 、 特 に 新 形 成 を も た ら す 組 織 を 示 す 。 腫
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瘍 性 細 胞 は 、 悪 性 、 す な わ ち 侵 襲 性 で 且 つ 転 移 性 で あ る か 、 又 は 良 性 で あ り 得 る 。
　 “ 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た ” と は 、 DNAセ グ メ ン ト に 適 用 さ れ る 場 合 、 前 記 セ グ メ ン ト が
、 そ れ ら の 意 図 さ れ た 目 的 の た め に 協 力 し て 機 能 し 、 例 え ば 転 写 が プ ロ モ ー タ ー に お い て
開 始 し 、 そ し て コ ー ド セ グ メ ン ト を 通 し て タ ー ミ ネ ー タ ー に 進 行 す る よ う 配 列 さ れ る こ と
を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 “ オ ル ト 体 （ orthology） ” と は 、 異 な っ た 種 か ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質
の 機 能 的 相 対 物 で あ る 、 １ つ の 種 か ら 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 示 す 。 オ ル
ト 体 間 の 配 列 の 差 異 は 、 特 定 化 の 結 果 で あ る 。
　 “ パ ラ 体 （ paralogs） ” と は 、 生 物 に よ っ て 製 造 さ れ る 、 異 な っ て い る が ， し か し 構 造
的 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 パ ラ 体 は 、 遺 伝 子 重 複 を 通 し て 生 じ る と 思 わ れ る 。 例 え
ば 、 α － グ ロ ビ ン 、 β － グ ロ ビ ン 及 び ミ オ グ ロ ビ ン は 、 お 互 い パ ラ 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” は 、 5’ 末 端 か ら 3’ 末 端 に 読 み 取 ら れ る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ポ リ マ ー で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
RNA及 び DNAを 包 含 し 、 そ し て 天 然 源 か ら 単 離 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 合 成 さ れ 、 又 は 天 然 及 び
合 成 分 子 の 組 み 合 わ せ か ら 調 製 さ れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ は 、 塩 基 対 (略 語 “ b
p” )、 ヌ ク レ オ チ ド （ “ nt” ） 、 又 は キ ロ 塩 基 （ “ kb” ） と し て 表 さ れ る 。 こ こ で 、 後 者
の ２ つ の 用 語 は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 記 載 す る 。 こ の 用 語 が 二 本
鎖 分 子 に 適 用 さ れ る 場 合 、 そ れ は 全 体 の 長 さ を 示 す た め に 使 用 さ れ 、 そ し て 用 語 、 “ 塩 基
対 ” に 等 し い こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 二 本 の 鎖 は 長 さ に お
い て わ ず か に 異 な り 、 そ し て そ の 末 端 が 酵 素 分 解 の 結 果 と し て 異 な る こ と は 、 当 業 者 に よ
り 理 解 さ れ て お り ； 従 っ て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 内 の す べ て の ヌ ク レ オ チ ド は 一
対 に 成 り 得 な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 “ ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 天 然 に お い て 生 成 さ れ て も 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ て も い ず れ に せ
よ 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー で あ る 。 約 　 10個 以 下 の ア ミ
ノ 酸 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 通 常 “ ポ リ ペ プ チ ド ” と し て 言 及 さ れ る 。
　 用 語 “ プ ロ モ ー タ ー ” と は 、 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ の 結 合 及 び 転 写 の 開 始 を 提 供 す る DNA配
列 を 含 む 遺 伝 子 の 部 分 を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 通
常 、 遺 伝 子 の 5’  非 コ ー ド 領 域 に 見 出 さ れ る が 、 し か し 必 ず し も そ う で は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 “ タ ン パ ク 質 ” は 、 1又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 ん で 成 る 高 分 子 で あ る 。 タ ン
パ ク 質 は ま た 、 非 ペ プ チ ド 成 分 、 例 え ば 炭 水 化 物 基 を 含 む こ と が で き る 。 炭 水 化 物 及 び 他
の 非 ペ プ チ ド 置 換 基 は 、 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 細 胞 に よ り 付 加 さ れ 、 そ し て 細 胞 型 に よ
り 変 化 す る で あ ろ う 。 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 主 鎖 に よ り 本 明 細 書 に お い て 定 義
さ れ ； 置 換 基 、 例 え ば 炭 水 化 物 基 は 一 般 的 に 、 特 定 さ れ な い が 、 し か し そ れ に も か か わ ら
ず 、 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 “ 受 容 体 ” は 、 生 物 活 性 分 子 (す な わ ち “ リ ガ ン ド ” )に 結 合 し 、 そ し て 細 胞 上 の リ
ガ ン ド の 効 果 を 仲 介 す る 細 胞 関 連 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 膜 結 合 受 容 体 は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド 結
合 ド メ イ ン 、 及 び 典 型 的 に は 、 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に 関 与 す る 細 胞 内 エ フ ェ ク タ
ー ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 多 ペ プ チ ド 構 造 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 受 容 体 へ の リ ガ ン ド の 結
合 は 、 細 胞 に お け る エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン と 他 の 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 を 引 き 起 こ す 受 容
体 に お け る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 を も た ら す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 相 互 作 用 は 、 細 胞 の 代 謝 の 変 更 を 誘 導 す る 。 受 容 体 － リ ガ ン ド 相 互 作 用 に 連 結 さ れ
る 代 謝 現 象 は 、 遺 伝 子 転 写 、 リ ン 酸 化 、 脱 リ ン 酸 化 、 AMP生 成 の 上 昇 、 細 胞 カ ル シ ュ ウ ム
の 代 謝 、 膜 脂 質 の 代 謝 、 細 胞 付 着 、 イ ノ シ ト ー ル 脂 質 の 加 水 分 解 、 及 び リ ン 脂 質 の 加 水 分
解 を 包 含 す る 。 一 般 的 に 、 受 容 体 は 、 膜 結 合 さ れ 、 シ ト ソ ー ル 性 又 は 核 性 で あ り ； モ ノ マ
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ー (例 え ば 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 受 容 体 、 β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 )、 又 は マ ル チ マ ー (例
え ば PDGF受 容 体 、 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 、 IL－ ３ 受 容 体 、 GM― CSF受 容 体 、 G－ CSF受 容 体 、
エ リ ト ロ ポ イ エ チ ン 受 容 体 及 び IL― 6受 容 体 )で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 用 語 “ 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ” と は 、 そ れ が 合 成 さ れ る 細 胞 の 分 泌 路 を 通 し て よ り 大 き な ポ
リ ペ プ チ ド を 、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 成 分 と し て 方 向 ず け る ポ リ ペ プ チ ド （ “ 分 泌 ペ
プ チ ド ” ） を コ ー ド す る DNA配 列 を 示 す 。 前 記 の よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 泌 路 を 通
し て の 移 動 の 間 、 分 泌 ペ プ チ ド を 除 去 す る た め に 通 常 分 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 用 語 “ ス プ ラ イ ス 変 異 体 ” と は 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る RNAの 二 者 択 一 の 形 を 示 す た め
に 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 は 、 転 写 さ れ た RNA分 子 内 の 、 又 は 通
常 低 い が 、 別 々 に 転 写 さ れ た RNA分 子 間 の 二 者 択 一 の ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の 使 用 を 通 し て
天 然 に お い て 生 じ 、 そ し て 同 じ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る い く つ か の mRNAを も た ら す こ と が で
き る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
こ と が で き る 。 用 語 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は ま た 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAの ス プ ラ イ ス 変
異 体 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 不 正 確 な 分 析 方 法 （ 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ） に よ り 決 定 さ れ る ポ リ マ ー の 分 子 量 及 び 長
さ は 、 お お よ そ の 値 で あ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な 値 が “ 約 ” X又 は “ お
お よ そ ” Xと し て 表 さ れ る 場 合 、 そ の 言 及 さ れ た Xの 値 は 、 正 確 に は ± １ ０ ％ で あ る こ と が
理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 文 献 は そ れ ら の す べ て を 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
　 本 発 明 は 、 ４ － ヘ リ カ ル － 束 サ イ ト カ イ ン の 構 造 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 新 規
DNA配 列 の 発 現 に 一 部 、 基 づ か れ て い る 。 本 明 細 書 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る ク ロ ー ニ ン グ
及 び 増 殖 ア ッ セ イ の 方 法 を 通 し て 、 受 容 体 zcytor17（ 配 列 番 号 ５ ） に 対 し て 高 い 特 異 性 、
及 び オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 β （ OSMRβ ） （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び WSX－ １ （ 配 列 番 号 ９ ） を 含
ん で 成 る 少 な く と も １ つ の 追 加 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る リ ガ ン ド で あ る 新 規 リ ガ ン ド ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 同 定 さ れ た 。 zcytor17ligと 称 す る ポ リ ペ
プ チ ド リ ガ ン ド は 、 CD3の た め に 選 択 さ れ た 、 活 性 化 さ れ た ヒ ト 末 端 血 液 細 胞 （ hPBC） か
ら 生 成 さ れ る cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 。 CD3は 、 リ ン パ 起 源 の 細 胞 、 特 に T細 胞 に
対 し て ユ ニ ー ク な 細 胞 表 面 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 の 例 に お い て は 、 OSMRβ 及 び zcytor17受 容 体 結 合 さ れ た 経 路 に 依 存 す る か 、 又 は 他 の
成 長 因 子 の 不 在 下 で 生 存 及 び 成 長 の た め の OSMRβ 及 び WSX-1、 及 び zcytor17受 容 体 － 結 合
さ れ た 経 路 に 依 存 す る 細 胞 系 が 、 zcytor17ligを コ ー ド す る cDNAの 源 に つ い て ス ク リ ー ン
す る た め に 使 用 さ れ た 。 zcytor17受 容 体 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 発 現 の た め に 使 用 さ
れ た 好 ま し い 成 長 因 子 － 依 存 性 細 胞 系 は 、 BaF3で あ っ た （ Palaciosand Steinmetz, Cell4
1: 727-734, 1985; Mathey-Prevot な ど ., Mol. Cell. Biol. 6: 4133-4135, 1986） 。 し
か し な が ら 、 他 の 成 長 因 子 － 依 存 性 細 胞 系 、 例 え ば FDC-P1（ Hapelな ど ., Blood 64: 786-
790, 1984） 、 及 び MO7e（ Kissな ど ., Leukemia 7: 235-240, 1993） が 、 こ の 目 的 の た め
に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 OSMR, WSX-1及 び zcytor17受 容 体 に つ い て の ア ミ ノ 酸 列 は 、 コ ー ド さ れ る 受 容 体 が 、 Il-
2, IL-4, IL-7, Lif, IL-12, IL-15, EPO, TPO, GM-CSF及 び G-CSFの た め の 受 容 体 を 包 含
す る ク ラ ス Iサ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 し た こ と を 示 し た （ 再 考 の た め に は
、 Cosman, “ The Hematopoietin Receptor Super family” in Cytokin512: 95-106, 1993
を 参 照 の こ と ） 。 zcytor17受 容 体 は 、 共 通 所 有 の PCT特 許 出 願 US01/20484号 （ WIPO公 開 番
号 WO02/00721号 ） に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て WSX－ １ は 、 ア メ リ カ 特 許 番 号 5,925,735号 ん
十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 zcytor17受 容 体 の mRNAの 組 織 分 布 の 分 析 は 、 活 性 化 さ れ た CD4+及
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び CD8+ T細 胞 サ ブ セ ッ ト 、 CD14+単 球 に お け る 発 現 を 示 し 、 そ し て CD19+ B細 胞 に お け る 弱
い 発 現 を 示 し た 。 さ ら に 、 mRNAは 、 休 止 の 又 は 活 性 化 さ れ た 単 球 細 胞 系 THP－ １ （ ATCC NO
. TIB-202） 、 U937（ ATCC No. CRL-1593.2） 及 び HL60（ ATCC No. CCL-240） の 両 者 に 存 在
し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 WSX-１ の 発 現 は 胸 腺 、 脾 臓 、 PBL及 び リ ン パ 節 に お い て 強 く 、 そ し て 高 め ら れ た 発 現 が
活 性 化 さ れ た T-細 胞 に 関 し て 観 察 さ れ た 。 OSMRβ に つ い て の 組 織 分 布 は 、 非 常 に 広 い も の
と し て 記 載 さ れ て い る 。 そ れ ら の ３ 種 の 受 容 体 の 組 織 分 布 は 、 予 測 さ れ る zcytor17ligに
つ い て の 標 的 が 造 血 系 細 胞 、 特 に T-細 胞 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び リ ン パ 球 前 駆 体 細 胞
及 び リ ン パ 球 細 胞 で あ る こ と を 示 す 。 リ ン パ 球 細 胞 に 対 し て 作 用 す る 他 の 既 知 の ４ － ヘ リ
カ ル － 束 の サ イ ト カ イ ン は 、 IL-2, IL-4, IL-7及 び IL-15を 包 含 す る 。 ４ － ヘ リ カ ル － 束
の サ イ ト カ イ ン の 再 考 に つ い て は 、 Nicolaな ど .,Advances in Protein Chemistry 52: 1-
65, 1999及 び Keiso, A., Immunol. Cell Biol. 76:300-317,1998を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 CD3＋ 選 択 さ れ た 、 PMA/イ ノ マ イ シ ン － 刺 激 さ れ た ヒ ト 末 梢 血 液 細 胞 か ら の な ら し 培 地
（ CM） は 、 zcytor17受 容 体 、 OSMRβ 及 び WSX-１ 受 容 体 を 発 現 し 、 そ し て 他 方 で は 、 IL-3に
依 存 す る BaF3細 胞 の 増 殖 を 支 持 し た 。 １ ） PMA/イ ノ マ イ シ ン － 刺 激 さ れ な か っ た か 、 又 は
２ ） CD選 択 さ れ な か っ た （ PMA/イ ノ マ イ シ ン 刺 激 を 伴 な っ て 、 又 は 伴 な わ な い で ） 細 胞 か
ら の な ら し 培 地 は 、 zcytor17、 OSMRβ 及 び WSX-１ を 発 現 す る BaF3細 胞 （ BaF3/ zcytor17/ 
WSX-１ /OSMRβ 受 容 体 － 発 現 細 胞 ） の 増 殖 を 支 持 し な か っ た 。 対 照 実 験 は 、 こ の 増 殖 活 性
が 他 の 既 知 の 増 殖 因 子 に 帰 因 せ ず 、 そ し て zcytor17/ WSX-１ /OSMRβ 受 容 体 － 発 現 細 胞 の
増 殖 を 刺 激 す る そ の よ う な な ら し 培 地 の 能 力 が 受 容 体 の 可 溶 形 に よ り 中 和 さ れ 得 る こ と を
示 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 PMA/イ ノ マ イ シ ン に よ り 活 性 化 さ れ た 、 CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 か ら の な ら し 培 地 は ま た
、 zcytor17受 容 体 及 び OSMRβ 受 容 体 （ zcytor17/OSMRβ ） を 発 現 す る BaF3細 胞 の 増 殖 を 支
持 す る BaF3細 胞 の 増 殖 を 支 持 し 、 そ し て zcytor17受 容 体 及 び WSX-１ 受 容 体 （ zcytor17/ WS
X-１ ） の み を 発 現 す る か 、 又 は OSMRβ 受 容 体 の み を ふ く む BaF3細 胞 は 、 こ の な ら し 培 地 に
よ り 刺 激 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 CD3＋ 選 択 さ れ た 、 PMA/イ ノ マ イ シ ン － 刺 激 さ れ た ヒ ト 末 梢 血 液 細 胞 か ら の CMに 暴 露 さ
れ た zcytor17/ WSX-１ /OSMRβ 受 容 体 － 発 現 BaF3細 胞 の 増 殖 が 、 培 養 物 の 眼 で の 観 察 及 び /
又 は 増 殖 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 。 多 く の 適 切 な 増 殖 ア ッ セ イ が 当 業 界 に お い て 知 ら れ
て お り 、 そ し て 色 素 、 例 え ば alamarBlue T M  (AccuMed International, Inc. Westlake, Oh
io)； ３ － （ ４ ， ５ － ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） － ２ ， ５ － ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ
ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Mosman, J. Immunol. Meth. 65: 55-63, 1983） ； ３ － （ ４ ， ５ － ジ メ
チ ル － チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） － ５ ， ３ － カ ル ボ キ シ メ ト キ シ フ ェ ニ ル － ２ H－ テ ト ラ ゾ
リ ウ ム ； ２ ， ３ － ビ ス （ ２ － メ ト キ シ － ４ － ニ ト ロ － ５ － ス ル ホ フ ェ ニ ル ） － ５ － ［ （ フ
ェ ニ ル ア ミ ノ ） カ ル ボ ニ ル ］ － ２ H－ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ヒ ド ロ キ シ ド ； 及 び シ ア ノ ジ ト リ イ
ル － テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Polysciences, Inc., Warrington, PA か ら 市 販 さ れ て
い る ） の 還 元 に つ い て の ア ッ セ イ ； 有 糸 分 裂 誘 発 ア ッ セ イ 、 例 え ば 3 H－ チ ミ ジ ン の 組 み 込
み の 測 定 ； 例 え ば ナ フ タ レ ン ブ ラ ッ ク 又 は ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い て の 色 素 排 除 ア ッ セ イ ；
ジ ア セ チ ル フ ル オ レ セ イ ン を 用 い て の 色 素 摂 取 ； 及 び ク ロ ム 開 放 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 般 に は 、 Freshney, Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 3r d  
ed.,Wiley-Liss, 1994 (引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る )を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 、 CD3＋ 選 択 さ れ た 、 PMA－ 及 び イ ノ マ イ シ ン － 刺 激 さ れ た 一 次 ヒ ト
末 梢 血 液 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 。 そ の CD3＋ 選 択 さ れ た 、 PMA－ 及 び イ ノ マ イ シ ン － 刺 激 さ れ
た ヒ ト 末 梢 血 液 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 、 複 数 の cDNA分 子 を 含 む プ ー ル に 分 け ら れ 、 そ し
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て 宿 主 細 胞 系 、 例 え ば BHK570細 胞 （ ATCC受 託 番 号 10314号 ） 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 が 、 外 因 性 増 殖 因 子 （ 例 え ば 、 ５ ％ FBS） を 含 ま な い
培 地 に お い て 培 養 さ れ 、 そ し て な ら し 培 地 が 集 め ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 そ の な ら し 培 地 が 、 zcytor17、  WSX-１ 及 び OSMRβ 受 容 体 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た BaF３ 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 能 力 に つ い て ア ッ セ イ さ れ た 。 BaF3/zcytor17/ WSX-１ /OSM
Rβ 受 容 体 細 胞 を 刺 激 し た な ら し 培 地 を 生 成 す る cDNAプ ー ル が 同 定 さ れ た 。 こ の プ ー ル さ
れ た プ ラ ス ミ ド cDNAが 、 E.コ リ 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た 。 cDNA が 単 一 の コ ロ ニ ー
か ら 単 離 さ れ 、 そ し て BHK570細 胞 中 に そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 陽 性 ク ロ ー ン が
、 BaF3/zcytor17/ WSX-１ /OSMRβ 受 容 体 増 殖 ア ッ セ イ に お け る 陽 性 結 果 に よ り 同 定 さ れ 、
そ し て 特 異 性 が 可 溶 性 zcytor17受 容 体 を 用 い て の 増 殖 の 中 和 に よ り 試 験 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 陽 性 ク ロ ー ン が 単 離 さ れ 、 そ し て 配 列 分 析 は 、 プ ラ ス ミ ド DNA内 に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 新 規 で あ る こ と を 示 し た 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ （ Met） ～ 2
3（ Ala） か ら 成 り 、 そ し て 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 24（ Ser） ～ 164（ Thr） （
配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る よ う な ） か ら 成 る 。 さ ら に 、 293T細 胞 か ら の 精 製 さ れ た zcytor17li
gの N-末 端 配 列 決 定 分 析 は 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る よ う な 残 基 27（ Leu） で の N－ 末 端 を 示
し 、 こ こ で 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 残 基 27（ Leu） ～ 164（ Thr） （ 配 列 番 号 ２ で 示 さ
れ る よ う な ） か ら 成 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 般 的 に 、 ４ － α ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ 、 こ こ で ヘ リ ッ ク ス A, C及 び
Dが リ ガ ン ド － 受 容 体 相 互 作 用 に お い て 最 も 重 要 で あ り 、 そ し て そ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー 間 で よ り 高 く 保 存 さ れ る 。 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ヒ ト zcytor17ligア ミ ノ 酸 配 列 、 す な
わ ち ヒ ト zcytor17lig、 ヒ ト IL-３ ,及 び ヒ ト サ イ ト カ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 列 整 列 に 関 し
て は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 zcytor17ligヘ リ ッ ク ス Aは ア ミ ノ 酸 残
基 38－ 52に よ り 定 義 さ れ ； ヘ リ ッ ク ス Bは ア ミ ノ 酸 残 基 83－ 98に よ り 定 義 さ れ ； ヘ リ ッ ク
ス Cは ア ミ ノ 酸 残 基 104－ 117に よ り 定 義 さ れ ； そ し て ヘ リ ッ ク ス Dは ア ミ ノ 酸 残 基 137－ 152
に よ り 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 構 造 分 析 は 、 A/Bル ー プ が 長 く 、 B/Cル ー プ が 短 く 、 そ し て C/Dル ー プ が 平 行 し て 長 い こ
と を 示 す 。 こ の ル ー プ 構 造 は 、 ア ッ プ － ア ッ プ － ダ ウ ン － ダ ウ ン ヘ リ カ ル 構 成 を も た ら す
。 ４ － へ リ ッ ク ス 束 構 造 に 基 づ い て 、 保 存 さ れ る 、 zcytor17lig内 の シ ス テ イ ン 基 は 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ る 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 72, 133及 び 147； 及 び 配 列 番 号 11の ア ミ ノ
酸 残 基 74, 137及 び 151に 対 応 す る 。 矛 盾 し な い シ ス テ イ ン 置 換 は 、 そ の ４ － ヘ リ カ ル 束 構
造 の さ ら な る 認 識 で あ る 。 残 基 43で の 配 列 ２ に 示 さ れ る よ う な Glu残 基 か ま た 、 zcytor17l
ig高 く 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 ネ ズ ミ zcytor17ligの 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 （ 配 列 番 号 ２ 及 び 11）
の 全 体 の 長 さ に わ た っ て 、 推 定 さ れ る ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て 31％ の 同 一 性 を 示 す 。 ヒ ト
及 び ネ ズ ミ zcytor17ligの 配 列 間 の 比 較 に 基 づ い て 、 保 存 さ れ た 残 基 は 、 α へ リ ッ ク ス C及
び Dを コ ー ド す る こ と が 予 測 さ れ る 領 域 に 見 出 さ れ た 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヒ ト zcytor1
7ligポ リ ペ プ チ ド 領 域 、 ド メ イ ン 、 モ チ ー フ 、 残 基 及 び 配 列 を コ ー ド す る そ の 対 応 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ヘ リ ッ ク ス Dは 、 ヒ ト 及 び ネ ズ ミ zcytor17lig間 に 比 較 的 保 存 さ れ 、 そ し て ヘ リ ッ ク ス C
は も っ と も 保 存 さ れ る 。 両 種 は こ の 領 域 に お い て 有 力 な 酸 性 ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 そ し て そ の
差 異 は 、 zcytor17ligと 、 モ ノ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSMRβ 、 WSX-1/
OSMRβ 、 zcytor17/WSX-1） 又 は マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSMRβ /WSX-1） 受 容 体 を
含 ん で 成 る そ の 受 容 体 zcytor17と の 間 の 相 互 作 用 に お け る 種 特 異 性 を 説 明 す る こ と が で き
る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
　 zcytor17ligの ル ー プ A/B及 び ヘ リ ッ ク ス Bは 、 わ ず か に 保 存 さ れ 、 そ し て ル ー プ C/Dを 通
し て の ヘ リ ッ ク ス C～ ヘ リ ッ ク ス Dは 種 間 に 最 も 保 存 さ れ ； こ の 領 域 を 通 し て の 保 存 は 、 そ
れ が 機 能 的 に 有 意 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 ヒ ト 及 び ネ ズ ミ zcytor17ligの Dヘ リ ッ ク ス も ま
た 保 存 さ れ る 。 zcytor17受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 zcytor17ligヘ リ ッ ク ス D内 の 突 然 変 異
を 通 し て 企 画 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 残 基 Thr156（ 配 列 番 号 ２ ） か ら の タ ン パ ク 質 の 切 断 、
又 は 受 容 体 へ の リ ガ ン ド の 結 合 を 付 与 す る が 、 し か し シ グ ナ ル 活 性 を 低 め る 残 基 の 保 存 を
包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ４ － ヘ リ カ ル 束 サ イ ト カ イ ン は ま た 、 そ れ ら の 成 分 ヘ リ ッ ク ス の 長 さ に よ り 分 類 さ れ る
。 “ 長 い － ヘ リ ッ ク ス ” 形 の サ イ ト カ イ ン は 一 般 的 に 、 24～ 30個 の 残 基 の ヘ リ ッ ク ス か ら
成 り 、 そ し て IL-6、 繊 毛 好 中 球 因 子 （ CNTF） 、 白 血 病 阻 害 因 子 （ LIF） 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル
モ ン （ hGH） を 包 含 す る 。 “ 短 い － ヘ リ ッ ク ス ” 形 の サ イ ト カ イ ン は 一 般 的 に 、 18～ 21個
の 残 基 の ヘ リ ッ ク ス か ら 成 り 、 そ し て IL－ 2, IL-4及 び GM-CSFを 包 含 す る 。 zcytor17ligは
、 短 い － ヘ リ ッ ク ス 形 の サ イ ト カ イ ン グ ル ー プ の 新 規 メ ン バ ー で あ る と 思 わ れ る 。 CNTF及
び IL-6を 用 い て の 研 究 は 、 CNTFヘ リ ッ ク ス が IL-6に お け る 相 当 の ヘ リ ッ ク ス に よ り 交 換 さ
れ 得 、 キ メ ラ に CTNF－ 結 合 性 質 を 付 与 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 従 っ て 、 ４ － ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン の 機 能 的 ド メ イ ン が 配 列 同 一 性 に 関 係 な く 、 構 造 的
相 同 性 に 基 づ い て 決 定 さ れ 、 そ し て キ メ ラ に お い て 機 能 的 に 組 み 込 み を 維 持 す る こ と が で
き る と 思 わ れ る （ Kallenな ど ., J. Biol. Chem. 274: 11859-11867, 1999） 。 従 っ て 、 zc
ytor17ligの ヘ リ カ ル ド メ イ ン は 、 受 容 体 結 合 特 異 性 を 決 定 し 、 そ し て 調 節 す る た め に 他
の 短 い － ヘ リ ッ ク ス 形 の サ イ ト カ イ ン を 有 す る キ メ ラ 融 合 分 子 を 調 製 す る た め に 有 用 で あ
ろ う 。 本 発 明 は ま た 、 ヘ リ ッ ク ス A及 び /又 は ヘ リ ッ ク ス Dに よ り 構 築 さ れ た 融 合 タ ン パ ク
質 、 及 び 他 の 短 い 形 の サ イ ト カ イ ン 、 IL-2, IL-4, IL-15、 Lif、 IL-12、 IL-3及 び GM-CSF
か ら の ヘ リ カ ル 及 び ル ー プ ド メ イ ン を 組 合 す 融 合 タ ン パ ク 質 が 特 に 興 味 の 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ヒ ト IL-2に つ い て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 161で 示 さ れ 、 そ し て そ の 対 応
す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 162で 示 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ
酸 残 基 １ （ Met） ～ 20（ Ser） （ 配 列 番 号 161の ヌ ク レ オ チ ド 48～ 107） か ら 構 成 さ れ る 。 成
熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 残 基 21（ Ala） ～ 156（ Thr） （ 配 列 番 号 161の
ヌ ク レ オ チ ド 108～ 515） か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト IL-2の ヘ リ ッ ク ス Aは 、 配 列 番 号 162の ア ミ
ノ 酸 残 基 27（ Thr） ～ 48（ Leu） (配 列 番 号 161の ヌ ク レ オ チ ド 126～ 191)か ら 構 成 さ れ る 。
ヒ ト IL-2の ヘ リ ッ ク ス Bは 、 ヘ リ ッ ク ス B1及 び ヘ リ ッ ク ス B2を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト IL-2の ヘ リ ッ ク ス B1は 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 残 基 73（ Ala） ～ 80（ Gln） （ 配 列
番 号 161の ヌ ク レ オ チ ド 264～ 287） か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト IL-2の ヘ リ ッ ク ス B2は 、 配 列 番
号 162の ア ミ ノ 酸 残 基 83（ Glu） ～ 92（ Val） （ 配 列 番 号 161の ヌ ク レ オ チ ド 294～ 323） か ら
構 成 さ れ る 。 従 っ て 、 IL-2の ヘ リ ッ ク ス B（ ヘ リ ッ ク ス B1及 び B2を 含 ん で 成 る ） は 、 配 列
番 号 168の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 167の ヌ ク レ オ チ オ ド 配 列 ） に よ り 示 さ れ 、 こ こ で ア ミ
ノ 酸 残 基 ９ 及 び 10は い ず れ の ア ミ ノ 酸 で で も あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 168は 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 73（ Ala） ～ 92（ Val） と 同 一 で あ り 、 こ こ で ア
ミ ノ 酸 81及 び 82は い ず れ の ア ミ ノ 酸 で あ っ て も 良 い 。 好 ま し い 形 に お い て は 、 IL-2の ヘ リ
ッ ク ス Bは 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 73（ Ala） ～ 92（ Val） （ 配 列 番 号 161の ヌ ク レ オ チ ド 2
64～ 323） を 含 ん で 成 る 。 ヒ ト IL-2の ヘ リ ッ ク ス Cは 、 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 残 基 102（ Hi
s） ～ 116（ Val） （ 配 列 番 号 162の ア ミ ノ 酸 残 基 134（ Thr） ～ 149（ Gln） （ 配 列 番 号 161の
ヌ ク レ オ チ ド 447～ 494） か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ヒ ト IL-４ に つ い て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 163で 示 さ れ 、 そ し て そ の 対 応
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す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 164で 示 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 番 号 164の ア ミ ノ
酸 残 基 １ （ Met） ～ 24（ Gly） （ 配 列 番 号 163の ヌ ク レ オ チ ド 64～ 135） か ら 構 成 さ れ る 。 成
熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 164の ア ミ ノ 酸 残 基 25（ His） ～ 153（ Ser） （ 配 列 番 号 163の
ヌ ク レ オ チ ド 136～ 522） か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト IL-４ の ヘ リ ッ ク ス Aは 、 配 列 番 号 164の ア
ミ ノ 酸 残 基 30（ Thr） ～ 42（ Thr） (配 列 番 号 163の ヌ ク レ オ チ ド 151～ 189)か ら 構 成 さ れ る
。 ヒ ト IL-４ の ヘ リ ッ ク ス Bは 、 配 列 番 号 164の ア ミ ノ 酸 残 基 65（ Glu） ～ 83（ His） (配 列 番
号 163の ヌ ク レ オ チ ド 256～ 312)か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト IL-４ の ヘ リ ッ ク ス Cは 、 配 列 番 号 16
4の ア ミ ノ 酸 残 基 94（ Ala） ～ 118（ Ala） (配 列 番 号 163の ヌ ク レ オ チ ド 343～ 417)か ら 構 成
さ れ る 。 ヒ ト IL-４ の ヘ リ ッ ク ス Dは 、 配 列 番 号 164の ア ミ ノ 酸 残 基 133（ Leu） ～ 151（ Cys
） (配 列 番 号 163の ヌ ク レ オ チ ド 460～ 516)か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ヒ ト GM-CSFに つ い て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 165で 示 さ れ 、 そ し て そ の 対
応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 166で 示 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 番 号 166の ア ミ
ノ 酸 残 基 １ （ Met） ～ 17（ Ser） （ 配 列 番 号 165の ヌ ク レ オ チ ド ９ ～ 59） か ら 構 成 さ れ る 。
成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 166の ア ミ ノ 酸 残 基 18（ Ala） ～ 144（ Glu） （ 配 列 番 号 165
の ヌ ク レ オ チ ド 60～ 440） か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト GM-CSFの ヘ リ ッ ク ス Aは 、 配 列 番 号 166の
ア ミ ノ 酸 残 基 30（ Trp） ～ 44（ Asn） (配 列 番 号 165の ヌ ク レ オ チ ド 96～ 140)か ら 構 成 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ヒ ト GM-CSFの ヘ リ ッ ク ス Bは 、 配 列 番 号 166の ア ミ ノ 酸 残 基 72（ Leu） ～ 81（ Gln） (配 列
番 号 165の ヌ ク レ オ チ ド 222～ 251)か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト GM-CSFの ヘ リ ッ ク ス Cは 、 配 列 番
号 166の ア ミ ノ 酸 残 基 85（ Gly） ～ 103（ Gln） (配 列 番 号 165の ヌ ク レ オ チ ド 261～ 317)か ら
構 成 さ れ る 。 ヒ ト GM-CSFの ヘ リ ッ ク ス Dは 、 配 列 番 号 166の ア ミ ノ 酸 残 基 120（ Phe） ～ 131
（ Leu） (配 列 番 号 165の ヌ ク レ オ チ ド 366～ 401)か ら 構 成 さ れ る 。
　 ヒ ト zcytor17lig, IL-3, IL-2, IL-4及 び GM-CSFに 関 し て 、 ヘ リ ッ ク ス A, B, C及 び Dを
含 ん で 成 る ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 表 １ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る zcytor17ligポ リ ペ プ チ
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ド を コ ー ド す る DNA及 び RNA分 子 を 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の 観 点 か ら 、
相 当 の 配 列 変 動 が そ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 間 で 可 能 で あ る こ と を 容 易 に 認 識 す る で
あ ろ う 。 配 列 番 号 ３ は 、 配 列 番 号 ２ の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト
を コ ー ド す る す べ て の DNAを 包 含 す る 縮 重 DNA配 列 で あ る 。 当 業 者 は ま た 、 配 列 番 号 ３ の 変
性 配 列 が Uと Tと を 置 換 す る こ と に よ っ て 、 配 列 番 号 ２ を コ ー ド す る す べ て の RNA配 列 も 供
給 す る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 従 っ て 、 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド １ 又 は 70－ 492を 含 ん で 成 る 、 zcytor17ligポ リ ペ プ
チ ド － コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ れ ら の RNA相 当 物 は 、 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。
表 ２ は 、 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 を 示 す た め に 、 配 列 番 号 ３ 内 に 使 用 さ れ る 1文 字 コ ー ド を
示 す 。 “ 決 定 ” は 、 コ ー ド 文 字 に よ り 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 “ 補 体 ” と は 、 相 補
的 ヌ ク レ オ チ ド の た め の コ ー ド を 示 す 。 例 え ば 、 コ ー ド Yは C又 は Tの い ず れ か を 示 し 、 そ
し て そ の 補 体 Rは A又 は Gを 示 し 、 Aは Tに 対 し て 相 補 的 で あ り 、 そ し て Gは Cに 対 し て 相 補 的
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 の た め の す べ て の 可 能 な コ ド ン を 包 含 す る 配 列 番 号 ３ に 使 用 さ れ る
縮 重 コ ド ン が 表 ３ に 示 さ れ る 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 当 業 者 は 、 い く ら か の あ い ま い さ が 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る す べ て の 可 能 な コ ド
ン の 代 表 で あ る 縮 重 コ ド ン の 決 定 に お い て 導 入 さ れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、
セ リ ン （ WSN） の た め の 縮 重 コ ド ン は 、 あ る 環 境 下 で 、 ア ル ギ ニ ン （ AGR） を コ ー ド す る こ
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と が で き 、 そ し て ア ル ギ ニ ン （ MGN） の た め の 縮 重 コ ド ン は 、 あ る 環 境 下 で 、 セ リ ン （ AGY
） を コ ー ド す る こ と が で き る 。 類 似 す る 関 係 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 及 び ロ イ シ ン を コ ー ド
す る コ ド ン 間 に 存 在 す る 。 従 っ て 、 縮 重 配 列 に よ り 包 含 さ れ る い く つ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と が で き る が 、 し か し 当 業 者 は 、 配 列 番 号 ２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 参 照 に よ り そ の よ う な 変 異 体 配 列 を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 変 異
体 配 列 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て 官 能 性 に つ い て 容 易 に 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 当 業 者 は ま た 、 異 な っ た 種 が “ 選 択 的 コ ド ン 使 用 法 ” を 示 す こ と も 理 解 す る で あ ろ う 。
一 般 的 に は 、 Grantham,な ど ., Nuc. Acids Res. 8: 1893－ 912, 1980; Haas, な ど ., Cur
r. Biol. 6: 315－ 24, 199６ ;　 Wain－ Hobson、 な ど .,Gene　 13： 355－ 64， 1981； Grosje
an　 and　 Fiera， Gene　 18： 199－ 209、 1982； Holm,Nuc． Acids　 Res． 14： 3075－ 87、 19
86； Ikemura， Ｊ ． Mol． Biol． 158： 573－ 97， 1982を 参 照 の こ と 。 本 明 細 書 に お い て 使 用
さ れ る 場 合 、 用 語 、 “ 選 択 的 コ ド ン 使 用 法 ” 又 は “ 選 択 的 コ ド ン ” と は 、 一 定 の 種 の 細 胞
に 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ 、 従 っ て 個 々 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 可 能 な コ ド ン の １ 又 は 少 数 の
代 表 を 好 む タ ン パ ク 質 翻 訳 コ ド ン を 言 及 す る 技 術 的 用 語 で あ る (表 ３ を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 ト レ オ ニ ン （ Thr） は 、 ACA、 ACC、 ACG、 又 は ACTに よ り コ ー ド さ れ る
が 、 し か し 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 ACCが 最 も 通 常 に 使 用 さ れ る コ ド ン で あ り ； 他 の 種 に
お い て は 、 例 え ば 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 に お い て は 、 異 な っ た Thrコ ド ン が
好 ま し い 。 特 定 の 種 の た め の 選 択 的 コ ド ン は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に
よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 例 え ば 、 組 換 え DNA中 へ の 選 択 的 コ ド ン 配 列 の 導 入 は 、 特 定 の 細 胞 型 又 は 種 内 で タ ン パ
ク 質 の 翻 訳 に よ り 効 果 的 に す る こ と に よ っ て 、 そ の タ ン パ ク 質 の 生 成 を 増 強 す る 。 従 っ て
、 配 列 番 号 ３ に 開 示 さ れ る 縮 重 コ ド ン 配 列 は 、 当 業 界 に お い て 通 常 使 用 さ れ 、 そ し て 本 明
細 書 に お い て 開 示 さ れ る 種 々 の 細 胞 型 及 び 種 に お い て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 最 適 化 す る た
め の 鋳 型 と し て 作 用 す る 。 選 択 コ ド ン を 含 む 配 列 は 、 種 々 の 種 に お け る 発 現 に つ い て 試 験
さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 官 能 性 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 で 示 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA及 び RNAを 包 含 す る
。 DNA及 び RNAを 調 製 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に は 、
RNAは 、 多 量 の zcytor17lig RNAを 生 成 す る 組 織 又 は 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。 そ の よ う な 組 織
及 び 細 胞 は 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト （ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 5201, 1980）
に よ り 、 又 は 標 的 細 胞 又 は 組 織 に 対 す る 活 性 に つ い て 種 々 の 細 胞 型 か ら の な ら し 培 地 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 活 性 、 又 は RNA生 成 細 胞 又 は 組 織 が 同 定 さ れ る と 、 全 RNAは 、 グ ア ニ ジ ウ ム 　 HCl抽
出 、 続 く CsClグ ラ ジ エ ン ト に お け る 遠 心 分 離 に よ る 単 離 に よ り 調 製 さ れ 得 る （ Chirgwinな
ど .,Biochemistry 18:52－ 94, 1979） 。 ポ リ （ A） + 　 RNAは 、 Aviv and Leder (Proc.Natl
. Acad. Sci.USA 69: 1408－ 1412, 1972 )の 方 法 を 用 い て 全 RNAか ら 調 製 さ れ る 。 相 補 的 D
NA(ｃ DNA)は 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 ポ リ （ A） + 　 RNAか ら 調 製 さ れ る 。 他 方 で は 、 ゲ ノ ム
DNAが 単 離 さ れ 得 る 。 次 に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、
例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） に よ り 同 定 さ れ 、 そ し て
単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 zcytor17ligを コ ー ド す る 十 分 な 長 さ の ク ロ ー ン は 、 従 来 の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得
ら れ る 。 相 補 的 DNA（ cDNA） ク ロ ー ン が 好 ま し い が 、 但 し 、 い く つ か の 用 途 （ 例 え ば 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 発 現 ） に 関 し て は 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 使 用 し 、 又 は 少 な く
と も １ つ の ゲ ノ ム イ ン ト ロ ン を 含 む よ う cDNAク ロ ー ン を 修 飾 す る こ と が 好 ま し い 。 cDNA及
び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 よ く 知 ら れ て お り 、 そ し て 当 業 者 の レ ベ ル の
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範 囲 内 で あ り 、 そ し て ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ し 又 は 感 作 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る 配 列 又 は そ の 一 部 の 使 用 を 包 含 す る 。 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 zcytor17lig、 受 容 体 フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は 他 の 特 定 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 抗 体 に よ り プ ロ ー ブ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 書 に 開 示 さ れ る zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 zcytor17lig遺 伝 子 の
5’ 非 コ ー ド 領 域 を ク ロ ー ン 化 す る た め の プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て も 使 用 さ れ 得 る
。 zcytor17ligに つ い て 観 察 さ れ る 組 織 特 異 的 発 現 を 考 慮 し て 、 こ の 遺 伝 子 領 域 は 、 造 血
－ 及 び リ ン パ － 特 異 的 発 現 を 提 供 す る こ と が 予 測 さ れ る 。 zcytor17lig遺 伝 子 の プ ロ モ ー
タ ー 要 素 は 、 例 え ば 遺 伝 子 療 法 に よ り 処 理 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 患 者 に お い
て 異 種 遺 伝 子 の 組 織 － 特 異 的 発 現 を 指 図 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 5’ フ ラ ン キ ン グ 配 列
の ク ロ ー ニ ン グ は ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,641,670号 に 開 示 さ れ る よ う に 、 “ 遺 伝 子 活 性
化 ” に よ り zcytor17ligタ ン パ ク 質 の 生 成 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 手 短 に は 、 細 胞 に お け る 内 因 性 zcytor17lig遺 伝 子 の 発 現 は 、 zcytor17lig遺 伝 子 座 中 に
、 少 な く と も １ つ の 標 的 配 列 、 調 節 配 列 、 エ キ ソ ン 及 び 不 対 ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 を 含 ん
で 成 る DNA構 造 体 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 変 更 さ れ る 。 前 記 標 的 配 列 は 、 内 因 性 zcytor1
7lig遺 伝 子 座 を 有 す る 構 造 体 の 相 同 組 換 え を 可 能 に す る zcytor17lig 5’ 非 コ ー ド 配 列 で
あ り 、 そ れ に よ り 、 そ の 構 造 体 内 の 配 列 は 内 因 性 zcytor17ligコ ー ド 配 列 に よ り 作 用 可 能
に 転 結 さ れ る よ う に な る 。 こ の 手 段 に お い て は 、 内 因 性 zcytor17ligプ ロ モ ー タ ー が 、 増
強 さ れ た 、 組 織 特 異 性 の 、 又 は 他 方 で は 、 調 節 さ れ た 発 現 を 提 供 す る た め に 、 他 の 調 節 配
列 に よ り 置 換 さ れ る か 、 又 は そ れ に よ り 補 充 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 他 の 種 （ オ ル ト 体 ） か ら の 相 対 物 リ ガ ン ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 供
給 す る 。 こ れ ら の 種 は 、 哺 乳 類 、 鳥 類 、 両 性 類 、 ハ 虫 類 、 魚 類 、 昆 虫 及 び 他 の 脊 椎 及 び 無
脊 椎 動 物 種 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 特 に 興 味 あ る も の は 、 他 の
哺 乳 類 種 、 例 え ば ネ ズ ミ 、 ブ タ 、 羊 、 ウ シ 、 犬 、 ネ コ 、 馬 及 び 他 の 霊 長 類 ポ リ ペ プ チ ド か
ら の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ヒ ト zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の オ ル ト 体 は 、 従 来
の ク ロ ー ニ ン グ 技 法 と 組 合 し て 、 本 発 明 に よ り 供 給 さ れ る 情 報 及 び 組 成 物 を 用 い て ク ロ ー
ン 化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ｃ DNAは 、 zcytor17ligを 発 現 す る 組 織 又 は 細 胞 型 か ら 得 ら れ る ｍ
RNAを 用 い て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 ｍ RNAの 適 切 な 源 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 か ら 企
画 さ れ た プ ロ ー ブ に よ り ノ ザ ン 　 ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 陽 性 の 組 織 又 は 細 胞 系 の ｍ RNAか ら 調 製 さ れ る 。 次 に 、 オ ル ト 体
の zcytor17lig－ コ ー ド の ｃ DNAが 種 々 の 方 法 、 例 え ば 完 全 な 又 は 部 分 的 な ヒ ト ｃ DNAに よ
り 、 又 は 前 記 開 示 さ れ る 配 列 に 基 づ く １ 又 は 複 数 の 変 性 プ ロ ー ブ に よ り 、 プ ロ ー ブ す る こ
と に よ っ て 単 離 さ れ 得 る 。 ｃ DNAは ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 代 表 的 な ヒ ト zcytor17lig
配 列 か ら 企 画 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PCR（ Mullis, ア メ リ カ 特 許 第 4,683,202号 ） を
用 い て も ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 さ ら な る 方 法 に お い て は 、 ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー が 宿 主 細 胞
を 形 質 転 換 し 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 使 用 さ れ 、 そ し て 興 味 あ る ｃ DNAの 発 現
が zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 類 似 す る 技 法 が ま た 、 ゲ
ノ ム ク ロ ー ン の 単 離 に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 zcytor17ligの マ ウ ス オ ル ト 体 に つ い て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 同 定 さ れ て お り 、
そ し て 配 列 番 号 10及 び 90で 示 さ れ 、 そ し て そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 11及 び 91
で 示 さ れ る 。 配 列 番 号 11の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列
番 号 12で 示 さ れ る 。 zcytor17ligマ ウ ス サ イ ト カ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は 、 配 列 番 号 1
1及 び 92で 示 さ れ る よ う に 、 ヘ リ ッ ク ス Aは ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52に よ り 定 義 さ れ ： ヘ リ ッ ク
ス Bは ア ミ ノ 酸 残 基 85～ 98に よ り 定 義 さ れ ； ヘ リ ッ ク ス Cは ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 118に よ り 定
義 さ れ ； そ し て ヘ リ ッ ク ス Dは ア ミ ノ 酸 残 基 141～ 157に よ り 定 義 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る
。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 zcytor17ligの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ 及 び 11） の 完 全 な 長 さ に わ た っ て 、 マ ウ ス 配
列 と ヒ ト 配 列 と の 間 に 31％ の 同 一 性 が 存 在 す る 。 マ ウ ス zcytor17ligに つ い て の 成 熟 配 列
は 、 配 列 番 号 11で 示 さ れ る よ う に 、 Met 1 で 推 定 上 開 始 し 、 こ れ は 、 ヒ ト 配 列 に お い て は 、
配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る よ う に 、 Met 1 に 対 応 す る 。 組 織 分 析 は 、 マ ウ ス zcytor17ligの 発 現
精 巣 、 脳 、 CD90+細 胞 、 前 立 腺 細 胞 、 唾 液 腺 及 び 皮 膚 に 見 出 さ れ る こ と を 示 し た 。 293T細
胞 か ら の 精 製 さ れ た zcytor17ligの さ ら な る N－ 末 端 配 列 分 析 は 、 配 列 番 号 11及 び 91で 示 さ
れ る よ う に 、 残 基 31（ Ala） で の N－ 末 端 を 示 し 、 そ し て 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 残
基 31（ Ala） ～ 163（ Cys） （ 配 列 番 号 11及 び 91で 示 さ れ る よ う に ） か ら 成 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 当 業 者 は 、 配 列 番 号 １ に 開 示 さ れ る 配 列 が ヒ ト zcytor17ligの 単 一 の 対 立 遺 伝 子 を 表 し
、 そ し て 対 立 遺 伝 子 変 動 及 び 交 互 の ス プ ラ イ シ ン グ が 生 じ る こ と が 予 測 さ れ る こ と を 認 識
す る で あ ろ う 。 こ の 配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 異 な っ た 個 人 か ら
の cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 配 列 番
号 １ に 示 さ れ る DNA配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 例 え ば サ イ レ ン ト 突 然 変 異 を 含 む そ れ ら の
変 異 体 及 び 突 然 変 異 が ア ミ ノ 酸 配 列 変 更 を も た ら す そ れ ら の 変 異 体 は 、 配 列 番 号 ２ の 対 立
遺 伝 子 変 異 体 で あ る タ ン パ ク 質 と 同 じ よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 zcytor17ligポ リ
ペ プ チ ド の 性 質 を 保 持 す る 、 も う １ つ の ス プ ラ イ ス さ れ た mRNAか ら 生 成 さ れ る cDNAは 、 そ
の よ う な cDNA及 び mRNAに よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に
包 含 さ れ る 。 そ れ ら の 配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 及 び ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 当 業 界 に お い て
知 ら れ て い る 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 異 な っ た 個 人 又 は 組 織 か ら の cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ
リ ー を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 用 途 に 使 用 さ れ る 試 薬 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 zcytor17lig遺 伝 子 、
す な わ ち zcytor17lig DNA又 は RNA又 は そ の 副 配 列 を 含 ん で 成 る プ ロ ー ブ は 、 zcytor17lig
遺 伝 子 が ヒ ト 染 色 体 、 例 え ば 染 色 体 12上 に 存 在 す る か ど う か 、 又 は 突 然 変 異 が 生 じ た か ど
う か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17ligは 染 色 体 12の 12q24.31領 域 に 存 在 す る
（ 例 13を 参 照 の こ と ） 。 zcytor17lig遺 伝 子 座 で の 検 出 で き る 染 色 体 異 常 型 は 、 異 数 性 、
遺 伝 子 コ ピ ー 数 変 化 、 異 種 性 の 損 失 （ LOH） 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 挿 入 、 欠 失 、 制 限
部 位 変 更 及 び 転 位 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 そ れ ら の 異 常 性 は 、 コ ー ド 配 列 内 、 イ ン ト ロ ン 内 、 又 は 上 流 の プ ロ モ ー タ ー 及 び 調 節 領
域 を 包 含 す る フ ラ ン キ ン グ 配 列 内 で 発 生 す る こ と が で き 、 そ し て コ ー ド 配 列 内 で の 物 理 的
変 更 、 又 は 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル で の 変 化 と し て 明 ら か で あ る 。 そ の よ う な 異 常 性 は 、 分 子 遺
伝 学 的 技 法 、 例 え ば 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 さ 多 型 現 象 （ RELP） 分 析 、 PCR技 法 を 用 い る 短 い
タ ン デ ム 反 復 体 （ STR） 分 析 、 及 び 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 遺 伝 子 連 鎖 分 析 技 法
を 用 い る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 検 出 さ れ 得 る （ Sambrookな ど
., 前 記 ； Ausubel な ど ., 前 記 ； Marian, Chest 108: 255-65, 1995） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 遺 伝 子 位 置 の 正 確 な 知 識 は 、 次 の よ う な 多 く の 目 的 の た め に 有 用 で あ る ： １ ） 配 列 が 存
在 す る コ ン テ ィ グ の 一 部 で あ る か ど う か の 決 定 及 び 種 々 の 形 、 例 え ば YAC, BAC又 は cDNAク
ロ ー ン に お け る 追 加 の 周 囲 遺 伝 子 配 列 の 獲 得 ； ２ ） 同 じ 染 色 体 領 域 へ の 結 合 を 示 す 遺 伝 的
な 疾 病 に つ い て の 可 能 な 候 補 体 遺 伝 子 の 提 供 ； 及 び ３ ） 特 定 遺 伝 子 が 有 す る 機 能 の 決 定 を
助 け る モ デ ル 生 物 、 例 え ば マ ウ ス の 相 互 参 照 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 当 業 者 は 、 12q24領 域 が 時 折 、 種 々 の 癌 に 関 連 す る 全 体 的 な ゲ ノ ム 転 位 、 例 え ば ト ラ ン
ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 欠 失 、 逆 位 及 び 重 複 に 包 含 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 イ ン タ ー ネ
ッ ト 上 に 位 置 す る 、 the Mitelan Database of Chromosomal Aberrations in Cancer, at 
the Cancer Genome Anatomy Project, National Insitutes of Health, Bethesda, Mdは
、 12q24を 包 含 す る ゲ ノ ム 転 位 を 有 す る 199の 癌 の 症 例 を 列 挙 す る 。 そ れ ら の う ち 、 ほ と ん

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-526494 A 2005.9.8



ど は 、 他 の 転 位 を 有 す る 複 雑 な 核 型 の 一 部 で あ り ； し か し な が ら 、 い く つ か の 場 合 、 12q2
4に 関 連 す る 転 位 が 、 唯 一 の ゲ ノ ム 変 更 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 リ ン パ 及 び 骨 髄 性 系 統 の 細 胞 上 で の zcytor17ligの た め の 受 容 体 の 発 現 が 存 在 す る な ら
、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン （ ２ つ の 症 例 ： Yamagataな ど ., Cancer Genet 114: 51-57, 1999
） 、 又 は 重 複 （ ２ つ の 症 例 ： Bonamiな ど ., Cancer Genet Cytogenet 108: 75-78, 1999）
の い ず れ か が 唯 一 の ゲ ノ ム 変 更 で あ る 、 文 献 に 報 告 さ れ る 骨 髄 性 白 血 病 の 少 な く と も ４ つ
の 症 例 が 存 在 す る こ と を 注 目 す る こ と は 特 に 有 意 で あ る 。 こ れ は 、 12q24内 に 存 在 す る 遺
伝 子 又 は 遺 伝 子 類 が そ れ ら の 患 者 の 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 に 直 接 的 に 包 含 さ れ 得 る 。 zcytor
17ligの 不 適 切 な 過 剰 発 現 は 、 オ ー ト ク ラ イ ン 又 は パ ラ ク リ ン 機 構 の い ず れ か を 通 し て 、
受 容 体 － 担 持 の 細 胞 の 異 常 増 殖 を 促 進 す る こ と に よ っ て 、 悪 性 形 質 転 換 に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 従 っ て 、 zcyto17lig活 性 の 阻 害 が 、 そ の よ う な 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 他 方 で は 、 zcyt
or17lig遺 伝 子 の 不 活 性 化 を も た ら す ゲ ノ ム 転 位 は 、 zcytor17lig免 疫 調 節 機 能 を 除 く こ と
に よ っ て 、 悪 性 形 質 転 換 及 び /又 は 転 移 を 促 進 す る こ と が で き る 。 実 際 、 前 立 腺 癌 に お け
る 転 移 を 抑 制 す る 遺 伝 子 は 、 12q24-qtcr上 に 位 置 づ け ら れ て い る （ Ichikawaな ど ., Asian
 J. Androl. 2: 167-171, 2000） 。 zcytor17ligが 転 移 の 抑 制 を 担 当 す る こ の 領 域 内 の 遺
伝 子 で あ る 場 合 、 zcytor17lig自 体 は 、 癌 の 処 理 に お い て 治 療 価 値 を 有 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 診 断 は 、 疾 病 の タ イ プ 及 び 適 切 な 関 連 す る 治 療 の 決 定 に お い て 医 者 を 助 け る こ と が で き
る か 、 又 は 遺 伝 的 カ ウ ン セ リ ン グ を 助 け る こ と が で き る 。 そ れ 自 体 、 本 発 明 の 抗 － zcytor
17lig抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 mRNA又 は
抗 － zcytor17lig抗 体 の 検 出 の た め に 使 用 さ れ 、 従 っ て 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ
し て 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に し て 、 遺 伝
的 疾 病 又 は 癌 の 検 出 の た め の マ ー カ ー と し て 作 用 し 、 そ し て そ の た め に 直 接 的 に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト 疾 病 に 関 連 す る 染 色 体 12q24.3
欠 失 及 び ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 又 は 悪 性 又 は 他 の 癌 に お け る 染 色 体 転 位 に 関 与 す る こ と
が 予 測 さ れ る 、 腫 瘍 の 悪 性 進 行 又 は 他 の 12q24.3突 然 変 異 に 関 与 す る 他 の ト ラ ン ス ロ ケ ー
シ ョ ン に 関 連 す る 異 常 性 又 は 遺 伝 子 型 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 zcytor17
ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 染 色 体 12三 染 色 体 性 、 及 び ヒ ト 疾 病 又 は 自 然 流 産 に 関
連 す る 染 色 体 欠 失 に 関 連 す る 異 常 性 又 は 遺 伝 子 型 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て
、 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら の 欠 陥 の 関 連 す る 異 常 性 又 は 遺 伝 子
型 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 当 業 者 は 、 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 異 種 性 の 損 失 （ LOH） 、 染 色 体 獲 得
（ 例 え ば 、 ト リ ソ ミ ー ） 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 DNA増 幅 、 及 び 同 様 の も の に 関 連 す る
全 体 的 な 染 色 体 異 常 性 の 診 断 の た め に 特 に 有 用 で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 zcytor17
lig遺 伝 子 が 位 置 す る 染 色 体 遺 伝 子 座 12q24.3内 で の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン は 、 ヒ ト 疾 病 に
関 連 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 12q24欠 失 及 び ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 重 複
及 び ト リ ソ ミ ー は 、 上 記 で 論 じ ら れ た よ う な 癌 に 関 連 し て い る 。 従 っ て 、 zcytor17lig遺
伝 子 は 、 こ の 決 定 的 な 領 域 に 位 置 す る の で 、 本 発 明 の zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ は 、 12q24ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 欠 失 、 ト リ ソ ミ ー 及 び 同 様 の も の に 関 連 す る 異 常
性 又 は 遺 伝 子 型 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 記 で 論 じ ら れ る よ う に 、 zcytor17lig遺 伝 子 自 体 に お け る 欠 陥 は 、 遺 伝 性 ヒ ト 疾 病 状
態 を も た ら す こ と が で き る 。 本 発 明 の 分 子 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 抗 体 は 、 zcytor17lig遺 伝 子 欠 陥 に 関 連 す る 疾 病
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の 検 出 、 診 断 予 防 及 び 処 理 を 助 け る 。 さ ら に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド プ ロ ー ブ は 、 zcy
tor17lig染 色 体 遺 伝 子 座 で 、 疾 病 又 は 非 疾 病 の 個 人 間 で の 対 立 遺 伝 子 差 異 を 検 出 す る た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ 自 体 、 zcytor17lig配 列 は 、 法 的 な DNAプ ロ フ ィ ー リ ン グ に お け る 診
断 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 般 的 に 、 患 者 に お け る 遺 伝 子 異 常 性 又 は 異 常 型 を 検 出 す る た め に 遺 伝 子 連 鎖 分 析 に 使
用 さ れ る 診 断 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 分 析 用 プ ロ ー ブ は 一 般 的 に 、 少 な く
と も 20個 の 長 さ の ntを 有 す る が 、 但 し 幾 分 短 い プ ロ ー ブ も 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 14－ 17
nt） 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 少 な く と も ５ 個 の 長 さ の nt、 好 ま し く は 15又 は そ れ 以 上 の 長 さ
の nt、 よ り 好 ま し く は 20－ 30個 の 長 さ の ntで あ る 。 遺 伝 子 又 は 染 色 体 DNAの 全 体 的 な 分 析
の た め に 、 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 完 全 な エ キ ソ ン 又 は そ れ 以 上 を 含
む こ と が で き る 。 エ キ ソ ン は 、 zcytor17lig配 列 （ 配 列 番 号 １ ） と マ ウ ス zcytor17ligに つ
い て の ゲ ノ ム DNA（ 配 列 番 号 76） と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 決 定 さ れ る 。 一 般 的
に 、 患 者 に お け る 遺 伝 子 異 常 性 又 は 異 常 型 を 検 出 す る た め に 遺 伝 子 連 鎖 分 析 に 使 用 さ れ る
診 断 方 法 は 、 当 業 界 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ほ と ん ど の 診 断 方 法 は 、 （ ｉ ） 潜 在 的 に 疾 病 の 患 者 、 疾 病 の 患 者 又 は 劣 性 疾 病 対 立 遺 伝
子 の 可 能 性 あ る 非 疾 病 キ ャ リ ヤ ー か ら 遺 伝 子 サ ン プ ル を 得 ； （ ii） zcytor17ligポ リ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 共 に 遺 伝 子 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り （ こ こ で 、 前 記
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RFIP分 析 に お い て は 、 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る で あ ろ う ） 、 又 は 適 切 な PCR反 応 条 件 下 で PCR反 応 に お い て 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー と 共 に 遺 伝 子 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 第 １ 反 応 生 成 物 を
生 成 し ； （ iii） 前 記 第 １ 反 応 生 物 を 、 電 気 泳 動 及 び /又 は 他 の 既 知 方 法 に よ り 可 視 化 し 、
例 え ば 、 前 記 第 １ 反 応 生 成 物 を 、 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ （ こ こ で 、 前 記
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 第 １ 反 応 の 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ
う ） に よ り 可 視 化 し 、 そ し て （ iV） 正 常 又 は 対 照 の 個 人 か ら の 遺 伝 子 サ ン プ ル の 第 ２ 対 照
反 応 生 成 物 と 、 前 記 可 視 化 さ れ た 第 １ 反 応 生 成 物 と を 比 較 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 第 １ 反 応 生 成 物 と 対 照 反 応 生 成 物 と の 間 の 差 異 は 、 疾 病 又 は 潜 在 的 に 疾 病 の 患 者 に お け
る 遺 伝 子 異 常 性 の 、 又 は 非 疾 病 患 者 に つ い て の ヘ テ ロ 接 合 性 劣 性 キ ャ リ ヤ ー 表 現 型 の 存 在
の 、 又 は 疾 病 患 者 か ら の 腫 瘍 に お け る 遺 伝 子 欠 陥 の 存 在 の 、 又 は 胎 児 又 は 移 植 前 胚 に お け
る 遺 伝 子 異 常 性 の 存 在 の 表 示 で あ る 。 例 え ば 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト パ タ ー ン 、 PCR生 成 物 の
長 さ 、 zcytor17lig遺 伝 子 座 の 反 復 性 配 列 の 長 さ 、 及 び 同 様 の も の 差 異 は 、 遺 伝 子 異 常 性
、 遺 伝 子 異 常 型 、 又 は 正 常 な 対 照 に 比 較 し て の 対 立 遺 伝 子 差 異 の 表 示 で あ る 。 対 照 は 、 サ
ン プ ル の 試 験 及 び 利 用 性 に 依 存 し て 、 影 響 さ れ て い な い フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は 無 関 係 の
個 人 か ら で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 内 へ の 使 用 の た め の 遺 伝 子 サ ン プ ル は 、 患 者 か ら の い ず れ か の 組 織 又 は 他 の 生 物
学 的 サ ン プ ル 、 例 え ば 血 液 、 唾 液 、 精 子 、 胚 細 胞 、 羊 水 及 び 同 様 の も の （ 但 し 、 そ れ ら だ
け に は 限 定 さ れ な い ） か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNA、 mRNA及 び cDNAを 包 含 す る 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー は 、 RNA又 は DNAで あ り 得 、 そ し て 配 列 番 号 １ の 一 部 、 配 列
番 号 １ の 補 体 、 又 は そ れ ら の RNA同 等 物 を 含 ん で 成 る 。 ヒ ト 疾 病 表 現 型 ヘ の 遺 伝 子 連 鎖 分
析 を 示 す そ の よ う な 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 診 断 に お け る 、 PCRに 基 づ く 方 法 の 参 照 の た め に は 、 一 般 的 、 次 の 文 献 を 参 照 の こ と ： M
athew (ed.), Protocols in Human Molecular Genetics (Humana Press, Inc. 1991), Wh
ite (ed), PCR Protocols; Current Methods and Applications (Humana Press, Inc, 19
93), Cotter (ed), molecular Diagnosis of Cancer (Humana Press, Inc. 1996), Hanau
sek and Walaszek (eds.), Tumor Marker Protocols。 (Humana Press, Inc. 1998). Lo (
ed), Clinical Application of PCR (Humana Press, Inc. 1998), 及 び Meltzer (ed), PC

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-526494 A 2005.9.8



R in Bioanalysis (Humana Press. Inc. 1998))。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 zcytor17lig遺 伝 子 座 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 直 接 的 名 突 然 変 異 分 析 の た め の 標 準 の 方
法 、 例 え ば 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 さ 他 型 現 象 分 析 、 PCR技 法 を 用 い る 短 い タ ン デ ム 反 復 体 分
析 、 増 幅 － 不 応 性 突 然 変 異 シ ス テ ム 分 析 、 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 現 象 検 出 、 RNア ー
ゼ 切 断 方 法 、 変 性 グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル 電 気 泳 動 、 蛍 光 － 助 力 の ミ ス マ ッ チ 分 析 、 及 び 当 業 界
に お い て 知 ら れ て い る 他 の 遺 伝 子 分 析 に よ り 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る （
例 え ば 、 Mathew (ed.), Protocols in Human Molecular Genetics (Humana Press. Inc. 
1991), Marian, Chest 108： 255 (1995), Coleman and Tsongalis, Molecular Diagnosit
ics (Human Press, Inc. 1996), Elles (ed.) Morecular Diagnosis of Genetic Disease
s (Humana Press, Inc. 1996), Landegren (ed.), Laboratory Protocols for Mutation 
Detection (Oxford University Press 1996), Burren な ど . (eds.), Genome Analysis, 
Vol. 2: Detecting Genes (Cold Spring Habor Laboratory Press 1998), Dracopoli な
ど . (eds.), Current Protocols in Human Genetics (John Wiley & Sons 1998), 及 び Ri
chards and Ward, “ Molecular Diagnostic Testing,”  in Principles of Molecular Me
dicine, Pages 83-88 (Humana Presa. Inc. 1998) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 突 然 変 異 に つ い て の zcytor17lig遺 伝 子 の 直 接 的 な 分 析 は 、 対 象 の ゲ ノ ム DNAを 用 い て 行
わ れ 得 る 。 末 梢 血 液 リ ン パ 球 か ら 得 ら れ る ゲ ノ ム DNAを 増 幅 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に
良 く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Dracopoliな ど . (eds.), Current Protocols in Human Gene
tics, at page 7.1.6 to 7.1.7 (John Wiley & Sons 1998) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 マ ウ ス zcytor17lig遺 伝 子 に お け る イ ン ト ロ ン 位 置 は 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 同 定 、 続 く イ
ン ト ロ ン /エ キ ソ ン 連 結 の 分 析 に よ り 決 定 さ れ た 。 マ ウ ス ゲ ノ ム DNAは 、 配 列 番 号 76で 示 さ
れ る 。 配 列 番 号 76に 関 し て は 、 イ ン ト ロ ン に よ り 分 離 さ れ る 次 の ３ 種 の コ ー ド エ キ ソ ン が
明 ら か で あ る ： 第 １ の コ ー ド エ キ ソ ン は 配 列 番 号 76の 核 酸 番 号 1104～ 1119間 に 存 在 し 、 第
２ の エ キ ソ ン は 配 列 番 号 76の 核 酸 番 号 1300～ 1451間 に 存 在 し 、 そ し て 第 ３ の エ キ ソ ン は 配
列 番 号 76の 核 酸 番 号 2411～ 2998間 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た zcytor17lig－ コ ー ド の 核 酸 分 子 は 、 緊
縮 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ
ド 28～ 519の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 又 は 配 列 番 号 １ に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 緊 縮 条 件
は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pHで 、 特 定 の 配 列 の た め の 熱 溶 融 点 （ T m ） よ り も 約 ５ ℃ 低
く な る よ う 選 択 さ れ る 。 T m は 、 標 的 配 列 の 50％ が 好 ま し く 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 温 度 （ 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pH下 で ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 １ 対 の 核 酸 分 子 、 例 え ば DNA-DNA, RNA-RNA及 び DNA-RNAは 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が い く ら
か の 程 度 の 相 補 性 を 有 す る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 ヘ
リ ッ ク ス に お け る ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 許 容 で き る が 、 し か し ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ミ ス
マ ッ チ の 程 度 に よ り 影 響 さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ ハ イ ブ リ ッ ド の T m は 、 １ ～ 1.5％ の 塩 基 対 ミ
ス マ ッ チ ご と に １ ℃ 低 下 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 緊 縮 性 の 変 更 は 、 ハ イ ブ リ
ッ ド に 存 在 す る で あ ろ う ミ ス マ ッ チ の 程 度 に 対 す る 制 御 を 可 能 に す る 。 緊 縮 性 の 程 度 は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 が 上 昇 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の イ オ ン 強
度 が 低 下 す る に つ れ て 、 上 昇 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ れ は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド と の 使 用 の た め の そ れ ら の 条 件 を 適 合 す る た め
に 、 十 分 に 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で あ る 。 特 定 の 標 的 配 列 に つ い て の T m は 、 標 的 配 列 の 50
％ が 完 全 に 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 温 度 （ 定 義 さ れ た 条 件
下 で の ） で あ る 。 T m に 影 響 を 及 ぼ す そ れ ら の 条 件 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の サ イ ズ
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及 び 塩 基 対 含 有 率 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の イ オ ン 温 度 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 に お け る 不 安 定 化 剤 の 存 在 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 T m を 計 算 す る た め の 多 く の 等 式 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 種 々 の 長 さ の DN
A、 RNA及 び DNA－ RNAハ イ ブ リ ッ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ
る （ 例 え ば 、 Sambrook な ど ., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Editi
on (Cold Spring Harbor Press 1988)；  Ausubel な ど ., (eds.), Current Protocols in
 Molecular Biology (John Wiley and Sons, Inc. 1987); Berger and Kimmel (eds.), G
uide to Molecular Cloning Techniques, (Academic Press, Inc. 1987); 及 び Wetmur, C
rit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 26:227 (1990)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLIGO6.0（ LSR; Long Lake, MN） 及 び Primer Premier 4
.0 (Premier Biosoft International; Palo Alto, CA), 並 び に イ ン タ ー ネ ッ ト 上 の サ イ
ト が 所 定 の 配 列 を 分 析 し 、 そ し て 使 用 者 の 定 義 さ れ た 基 準 に 基 づ い て T m を 計 算 す る た め の
手 段 を 入 手 で き る 。 そ の よ う な プ ロ グ ラ ム は ま た 、 定 義 さ れ た 条 件 下 で 所 定 の 配 置 を 分 析
し 、 そ し て 適 切 な プ ロ ー ブ 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 50以 上 の 塩 基 対 の
長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 計 算 さ れ た T m よ り も 約 20～ 25℃
低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 50以 下 の 塩 基 対 の 小 さ な プ ロ ー ブ に 関 し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は 典 型 的 に は 、 T m 又 は そ れ よ り も ５ ～ 10℃ 以 下 で 行 わ れ る 。 こ れ は 、 DNA－ DNA及 び DN
A－ RNAハ イ ブ リ ッ ド に 関 し て 、 最 大 速 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 核 酸 分 子 は 、 緊 縮 条 件 下 で 、 又 は 高 い 緊 縮 条 件 下 で
、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ な か っ た 核 酸 分 子 を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 緊 縮 洗
浄 条 件 は 、 0.1％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を 含 む 0.5× ～ ２ × SSC溶 液 に よ る ５ ５ ～
６ ５ ％ で の 洗 浄 を 包 含 す る 。 す な わ ち 、 変 異 体 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 分 子 は 、 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る
核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ で 前 記 洗 浄 緊 縮 性 は 、 55～ 65℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む
0.5× ～ ２ × SSC溶 液 、 例 え ば ５ ５ ℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む 0.5× SSC溶 液 、 又 は 65℃ で の 0.
1％ SDSを 含 む ２ × SSC溶 液 に 等 し い 。 当 業 者 は 、 例 え ば 洗 浄 溶 液 に お け る SSCを SSPEに よ り
置 換 す る こ と に よ っ て 同 等 の 条 件 を 容 易 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 典 型 的 な 高 い 緊 縮 洗 浄 条 件 は 、 50～ 65℃ で の 0.1％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を 含
む 0.1× ～ 0.2× SSCの 溶 液 に よ る 洗 浄 を 包 含 す る 。 換 言 す れ ば 、 変 異 体 zcytor17ligポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 高 い 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ で 前 記 洗 浄 緊 縮 性 は 、 50～
65℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む 0.１ × ～ 0． ２ × SSC溶 液 、 例 え ば ５ 0℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む 0
.1× SSC溶 液 、 又 は 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.２ × SSC溶 液 に 等 し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の オ ル ト 体 に 対 し て 実 質 的 に 類 似
す る 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 用 語 “ 実 質 的
に 類 似 す る 配 列 同 一 性 ” と は 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 配 列 又 は そ れ ら の オ ル ト 体 に 対 し て
少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な く と も 96％ 、
少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ 、 又 は 99％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ － 162又 は 33－ 162の 配 列 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く
と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な く と も 96％ 、 少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く
と も 99％ 、 又 は 99％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド も
包 含 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 包 含 す る 。
％ 同 一 性 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 下 記 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 ２ 種 の 次 の 基 準 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る 変 異 体 zcytor17lig核 酸 分 子 を 企
画 す る ： 上 記 記 載 の よ う な 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と の
間 の 類 似 性 の 決 定 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 。 そ の よ う な zcytor17lig変 異
体 は 、 （ １ ） 55～ 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.5× ～ ２ × SSC溶 液 に 等 し い 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で
、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
、 そ し て （ ２ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少
な く と も 90％ 、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 96％ 、 少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 98％ 、 少
な く と も 99％ 、 又 は 99％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を
包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 あ る い は 、 zcytor17lig変 異 体 は 、 （ １ ） 50～ 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.1× ～ 0.2× SSC
溶 液 に 等 し い 、 高 い 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ）
を 有 す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て （ ２ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て
少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な く と も 96％ 、
少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ 、 又 は 99％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と し て 特 徴 づ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ％ 配 列 同 一 性 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 Altschulな ど ., Bull. Math.
 Bio. 48 : 603－ 616, 1986及 び henikoff and Henikoff, Pruc.Natl. Acad. Sci. USA 89
 :10915－ 10919, 1992を 参 照 の こ と 。 手 短 に 言 及 す る ば 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 10の ギ
ャ ッ プ 開 始 ペ ナ ル テ ィ ー 、 １ の ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ー 、 及 び 表 ４ （ ア ミ ノ 酸 は 標 準 の
１ 文 字 コ ー ド に よ り 示 さ れ る ） に 示 さ れ る よ う な Henikoff and Henikoff （ 前 記 ） の “ bl
osum 62” 評 点 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 そ の 整 合 評 点 を 最 適 化 す る た め に 整 合 さ れ る 。 次
に 、 ％ 同 一 性 が 次 の よ う に し て 計 算 さ れ る ：
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 当 業 者 は 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 す る た め に 多 く の 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム が 存 在
す る こ と を 理 解 し て い る 。 Pearson and Lipmanの “ FASTA” 類 似 性 調 査 ア ル ゴ リ ズ ム は 、
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 推 定 上 の 変 異 体 ZCYTO18の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 共
有 さ れ る 同 一 性 の レ ベ ル を 試 験 す る た め の 適 切 な タ ン パ ク 質 整 列 方 法 で あ る 。 前 記 FASTA
ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Pearson and Lipman, Proc. Nat’ l Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988),
 及 び Pearson, Meth. Enzymol. 183: 63 (1990) に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 手 短 に は 、 FASTAが ま ず 、 問 題 の 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ） 及 び 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換
、 挿 入 又 は 欠 失 を 考 慮 し な い で 、 最 高 密 度 の 同 一 性 （ ktup変 数 が １ で あ る 場 合 ） 又 は 対 の
同 一 性 （ ktup＝ 2で あ る 場 合 ） の い ず れ か を 有 す る 試 験 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 領 域 を 同 定
す る こ と に よ っ て 配 列 を 特 徴 づ け る 。 次 に 、 最 高 密 度 の 同 一 性 を 有 す る 10の 領 域 が 、 ア ミ
ノ 酸 置 換 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 す べ て の 対 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 類 似 性 を 比 較 す る こ と に
よ っ て 再 評 価 さ れ 、 そ し て 前 記 領 域 の 末 端 が 、 最 高 の 評 点 に 寄 与 す る そ れ ら の 残 基 の み を
含 む よ う “ 整 え ら れ る ” 。
【 ０ １ ０ ３ 】

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-526494 A 2005.9.8



　 “ カ ッ ト オ フ ” 値 （ 配 列 の 長 さ 及 び ktup値 に 基 づ い て 予 定 さ れ た 式 に よ り 計 算 さ れ る ）
よ り も 高 い 評 点 を 有 す る い く つ か の 領 域 が 存 在 す る 場 合 、 そ の 整 え ら れ た 初 期 領 域 が 、 そ
の 領 域 が ギ ャ ッ プ と の お お よ そ の 一 列 配 列 を 形 成 す る た め に 結 合 さ れ 得 る か ど う か を 決 定
す る た め に 試 験 さ れ る 。 最 終 的 に 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 最 高 評 点 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 挿 入
及 び 欠 失 を 可 能 に す る 、 Needleman-Wunsch ア ル ゴ リ ズ ム （ Needleman and winsch, J. Mo
l. Biol. 48: 444, 1970; Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26: 787, 1974） の 変 法 を 用 い
て 整 列 さ れ る 。 FASTA 分 析 の た め の 例 示 的 な パ ラ メ ー タ ー は 次 の も の で あ る ： ktup＝ １ 、
ギ ャ ッ プ 開 始 ペ ナ ル テ ィ ー ＝ 10、 ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ー ＝ １ 及 び 置 換 マ ト リ ッ ク ス ＝
BLOSUM62。 そ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 Appendix 2 of Pearson, 1990 (前 記 )に 説 明 さ れ る
よ う に 、 評 点 マ ト リ ッ ク ス を 調 節 す る こ と に よ っ て FASTAプ ロ グ ラ ム 中 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 FASTAは ま た 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 割 合 を 用 い て 、 核 酸 分 子 の 配 列 同 一 性 を 決 定 す
る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 比 較 の た め に は 、 ktup値 は 、 誤 り と し て 設 定
さ れ る 他 の パ ラ メ ー タ ー を 伴 っ て 、 １ ～ ６ 、 好 ま し く は ４ ～ ６ で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 変 異 体 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 及 び 実 質 的 に 類 似 す る 配 列 同 一 性 は 、 １ 又 は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 を 有 す る も の と し て 特 徴 づ け ら れ る 。 そ れ ら の 変 化 は 、 好 ま し
く は 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 （ 表 ５ を 参 照 の こ と ） 及 び タ ン パ ク 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 折 り
た た み 又 は 活 性 に 実 質 的 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 他 の 置 換 ； 小 さ な 欠 失 、 典 型 的 に は １ ～ 約 30
個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 ； 及 び 小 さ な ア ミ ノ － 又 は カ ル ボ キ シ ル － 末 端 の 延 長 、 例 え ば ア ミ ノ
－ 末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 、 約 20～ 25個 ま で の 残 基 の 小 さ な リ ン カ ー ペ プ チ ド の 延 長 、 又 は 親
和 性 標 識 の 延 長 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ の そ の 対 応 す る 領 域 に 対 し て 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し
く は 少 な く と も 90％ 、 お よ び よ り 好 ま し く は 95％ 、 少 な く と も 96％ 、 少 な く と も 97％ 、 少
な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ 、 又 は 99％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で な る 、 約 10
8～ 216個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 親 和 性 標 識 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ
ド は さ ら に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド と 親 和 性 標 識 と の 間 に タ ン パ ク 質 分 解 部 位 を 含 む
。 好 ま し い そ の よ う な 部 位 は 、 ト ロ ン ビ ン 分 解 部 位 及 び 第 Xa因 子 分 解 部 位 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 構 造 統 合 性 の 維 持 に 対 し て 決 定 的 で あ る 領 域 又 は ド メ イ ン を 含 ん で 成 る ア ミ ノ 酸 残 基 の
決 定 が 行 わ れ 得 る 。 そ れ ら の 領 域 内 で 、 多 か れ 少 な か れ 、 変 化 に 耐 性 で あ り 、 そ し て 分 子
の 全 体 的 な 三 次 構 造 を 維 持 す る で あ ろ う 特 定 の 残 基 を 決 定 す る こ と が で き る 。 配 列 構 造 を
分 析 す る た め の 方 法 は 、 高 い ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 を 有 す る 複 数 配 列 の 一 列 整
列 、 二 次 構 造 性 質 、 二 元 パ タ ー ン 、 相 補 的 パ ッ ケ ー ジ ン グ 及 び 埋 も れ た 極 性 相 互 作 用 を 包
含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い （ Barton, Current Opin. Struct. Biol. 5:
372-376, 1995及 び Cordesな ど ., Current Opin. Struct. Biol. 6: 3-10, 1996） 。 一 般
的 に 、 分 子 へ の 修 飾 を 企 画 す る か 又 は 特 定 の フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る 場 合 、 構 造 の 決 定 は
、 修 飾 さ れ た 分 子 の 活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 付 随 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 が 、 生 物 学 的 活 性 に 対 し て 必 須 で あ る 高 次 構 造 体 の 破 壊 を 最 少 に す
る た め に zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に お い て 行 わ れ る 。 例 え ば 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド
が １ 又 は 複 数 の ヘ リ ッ ク ス を 含 む 場 合 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 変 更 が 、 分 子 の ヘ リ ッ ク ス 幾 何 学
的 及 び 他 の 成 分 を 破 壊 し な い よ う 行 わ れ 、 こ こ で コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 変 化 が 、 い く ら か の
決 定 的 な 機 能 、 例 え ば 分 子 の 、 そ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば A及 び Dヘ リ ッ ク ス 、 す な わ ち
配 列 番 号 ２ の 残 基 43（ Glu） , 44（ Glu） 及 び 136（ Phe） へ の 結 合 を 妨 害 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 の 効 果 は 、 例 え ば 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ ル に
よ り 予 測 さ れ 得 、 又 は 結 晶 構 造 の 分 析 に よ り 決 定 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Lapthornな ど ., Nat
. Struct. Biol. 2: 266-268, 1995） 。 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 他 の 技 法 は 、 標
準 の 分 子 （ 例 え ば 、 生 来 の タ ン パ ク 質 ） と 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 折 り た た み を 比 較 す る 。 例
え ば 、 変 異 体 及 び 標 準 の 分 子 に お け る シ ス テ イ ン パ タ ー ン の 比 較 が 行 わ れ 得 る 。 質 量 分 光
及 び 還 元 及 び ア ル キ ル 化 を 用 い て の 化 学 的 修 飾 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 連 す る か 又 は そ
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の よ う な 関 連 を 有 さ な い シ ス テ イ ン 残 基 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る （ Beanな ど ., A
nal. Biochem. 201: 216-226, 1992; Gray, Protein Sci. 2: 1732-1748, 1993: 及 び Pat
tersonな ど ., Anal. Chem. 66: 3727-3732, 1994） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 般 的 に 、 修 飾 さ れ た 分 子 が 標 準 の 分 子 と 同 じ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 パ タ ー ン を 有 さ な い 場
合 、 折 り た た み が 影 響 を 及 ぼ さ れ る と 思 わ れ る 。 折 り た た み を 測 定 す る た め の も う 1つ の
良 く 知 ら れ て お り 、 且 つ 許 容 で き る 方 法 は 、 円 ニ 色 性 （ CD） で あ る 。 修 飾 さ れ た 分 子 及 び
標 準 の 分 子 に よ り 生 成 さ れ る CDス ペ ク ト ル の 測 定 及 び 比 較 は 、 通 常 の こ と で あ る （ Johnso
n, Protein 7:205-214, 1990） 。 結 晶 学 は 、 折 り た た み 及 び 構 造 を 分 析 す る た め の も う 1
つ の 良 く 知 ら れ た 方 法 で あ る 。 核 磁 気 共 鳴 （ NMR） 、 消 化 ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 及 び エ ピ ト
ー プ マ ッ ピ ン グ は ま た 、 タ ン パ ク 質 と ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 折 り た た み 及 び 構 造 的 類 似 性
を 分 析 す る た め の 既 知 方 法 で も あ る （ Schaananな ど ., Science 257: 961-964, 1992） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な zcytor17ligタ ン パ ク 質 配 列 の Hopp/Woods親 水 性 プ ロ フ ィ
ー ル が 生 成 さ れ 得 る （ Hoppな ど ． ， Proc Natl. Acad. Sci. 78: 3828, 1981; Hopp, J. I
mmun. Meth. 88: 1-18, 1986及 び Triquierな ど ., Protein Engineering 11: 153-169, 19
98） 。 前 記 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ス ラ イ ド す る ６ － 残 基 窓 （ sliding six-residue window） に
基 づ か れ て い る 。 埋 も れ た G, S及 び T残 基 及 び 暴 露 さ れ た H, Y及 び W残 基 は 無 視 さ れ た 。 例
え ば 、 ヒ ト zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、 親 水 性 領 域 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸
残 基 54～ 59； 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 129～ 134； 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 53～ 58； 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 35～ 40； 及 び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 33～ 38を 包 含 す る 。 例 え
ば 、 マ ウ ス zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、 親 水 性 領 域 は 、 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸
残 基 34～ 39； 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 46～ 51； 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 136； 配
列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 158～ 163； 及 び 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 157～ 162を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 当 業 者 は 、 親 水 性 又 は 疎 水 性 が 、 全 体 的 な 構 造 及 び 生 物 学 的 プ ロ フ ィ ー ル を 破 壊 し な い
よ う 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 修 飾 を 企 画 す る 場 合 、 考 慮 さ れ
る で あ ろ う こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 Val, Leu及 び Ileか ら 成 る 群 、 又 は Met, Gly, Ser, 
Ala, Tyr及 び Trpか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 疎 水 性 残 基 の 置 換 が 特 に 興 味 の 対 象 で あ る 。
例 え ば 、 置 換 に 耐 性 の 残 基 は 、 Val、 Leu及 び Ile、 又 は 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な Met、
Gly、 Ser、 Ala、 Tyr及 び Trp残 基 か ら 成 る 群 を 包 含 す る 。 配 列 番 号 ２ 及 び 11内 の 位 置 で の
保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 は 、 置 換 に 対 し て 比 較 的 耐 性 で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 必 須 ア ミ ノ 酸 の 正 体 は ま た 、 zcytor17ligと の 、 IL-3、 Lif、 IL-12、 IL-15、 IL-2、 IL-4
及 び GM-CSF間 の 配 列 類 似 性 の 分 析 か ら 推 定 さ れ 得 る 。 前 に 記 載 さ れ た “ FASTA” 分 析 の よ
う な 方 法 を 用 い て 、 高 い 類 似 性 の 領 域 が 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 内 に 同 定 さ れ 、 そ し て 保
存 さ れ た 領 域 の た め の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ る 。 構 造 に 基 づ い て 変 異 体
zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る た め の も う 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 可 能 性 あ る 変 異
体 zcytor17lig遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に 、 配 列 番 号 １ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ
る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お け る 必 須 ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 他 の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知
ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 又 は ア ラ ニ ン 走 査 突 然 変 異 誘 発 で あ る （
Cunningham and Wells. Science 244: 1081 (1989)； Bass な ど ., Pro. Nat. Acad. Sci.
 USA 88: 4498 (1991); Coombs and Gorey, “ Site-Directed Mutagenesis and Protein 
Engineering” , in Proteins. Aualysis and Design, Angeletti (ed.), P. 259-311 (Ac
ademic Press, Inc. 1998)） 。 後 者 の 技 法 に お い て は 、 単 一 の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 が 分 子 に
お け る あ ら ゆ る 残 基 で 導 入 さ れ 、 そ し て 得 ら れ る 変 異 体 分 子 が 、 分 子 の 活 性 に 対 し て 決 定
的 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る た め に 、 下 記 に 開 示 さ れ る よ う に 、 生 物 学 的 又 は 生 化 学
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的 活 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 ま た 、 Hiltonな ど ., J. Biol. Chem. 271: 4699 (1996) を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び そ の よ う な 機 能
的 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る よ う な 、
“ 機 能 的 ”  zcytor17lig又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 そ の 増 殖 又 は 分 化 活 性 に よ り 、 特 殊 化
さ れ た 細 胞 機 能 を 誘 発 し 、 又 は 阻 害 す る そ の 能 力 に よ り 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 、 又
は zcytor17lig受 容 体 抗 体 、 又 は そ れ ら の 受 容 体 （ 可 溶 性 又 は 固 定 さ れ た ） の zcytor17、 W
SX-1又 は OSMRβ 受 容 体 又 は ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/ WSX-1又 は zcytor17/OSMR
β ） 又 は マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/ WSX-1/ OSMRβ ） に 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力
に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 前 に 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ た よ う に 、 zcytor17ligは 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う
に 、 ヘ リ ッ ク ス A(ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52)、 ヘ リ ッ ク ス B(ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98)、 ヘ リ ッ ク ス
C(ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117)、 及 び ヘ リ ッ ク ス D(ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152)を 含 ん で 成 る ４ － ヘ
リ ッ ク ス － 束 構 造 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 （ ａ ） 上 記 に 記 載 さ
れ る １ 又 は 複 数 の ヘ リ ッ ク ス を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド 分 子 ； 及 び （ ｂ ） １ 又 は 複 数 の そ
れ ら の ヘ リ ッ ク ス を 含 ん で 成 る 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る
。 融 合 タ ン パ ク 質 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 も う １ つ の ４ － ヘ リ ッ ク ス － 束 サ イ ト カ イ
ン 、 例 え ば IL-15、 IL-2、 IL-4及 び GM-CSFに よ り 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促 進 す る
非 生 来 の 及 び /又 は 関 連 の な い 分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ り 寄 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供
し 、 こ こ で N末 端 か ら C-末 端 の 方 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 順 序 が 、 （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ
リ ッ ク ス A残 基 27～ 48； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス A残 基 30～ 42； （ ｃ ） 配 列 番
号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス A残 基 35～ 45； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス A残 基 30～ 44
1； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で
成 る 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ； ６ ～ 27個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 １ ス ペ ー サ ー ； （ ａ ） 配 列 番 号 168
の IL-2ヘ リ ッ ク ス B残 基 ； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス B残 基 65～ 83； （ ｃ ） 配 列
番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス B残 基 73～ 86； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス B残 基 72～
81； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で
成 る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ； ５ ～ 11個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ２ ス ペ ー サ ー ； （ ａ ） 配 列 番 号 162
の IL-2ヘ リ ッ ク ス C残 基 102～ 116； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス C残 基 94～ 118； （
ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス C残 基 91～ 103； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス
C残 基 85～ 103； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の
配 列 を 含 ん で 成 る 第 ３ ポ リ ペ プ チ ド ； ３ ～ 29個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ３ ス ペ ー サ ー ； 及 び （
ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス D残 基 134～ 149； （ ｂ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス D
残 基 123～ 141； （ ｃ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス D残 基 133～ 151； （ ｄ ） 配 列 番 号 166
の GM-CSFヘ リ ッ ク ス D残 基 120～ 131； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152の 群
か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と し 、 こ こ で
前 記 ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ が zcytor17ligか ら で あ る 。 他 の 態 様 に お い て
は 、 ス ペ ー サ ー ペ プ チ ド は 、 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 zcytor17lig の A/B、 B/C及 び C/Dル
ー プ 、 及 び IL-3か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 核 酸 分 子 の 通 常 の 欠 失 分 析 は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 機 能
的 フ ラ グ メ ン ト を 得 る た め に 行 わ れ 得 る 。 例 示 さ れ る よ う に 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る DNA分 子 は 、 一 連 の 欠 失 を 得 る た め に Bal31ヌ ク レ ア ー
ゼ に よ り 消 化 さ れ 得 る 。 次 に 、 そ れ ら の DNAフ ラ グ メ ン ト が 正 し い 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て
発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 、 そ し て 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 単 離 さ れ 、 そ し て zcytor17
lig活 性 に つ い て 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は zcytor17受 容 体 を 結 合 す る 能 力 に つ い て
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試 験 さ れ る 。 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 の た め の 1つ の 方 法 は 、 欠 失 を 導 入 す る た め に オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 指 図 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し 、 又 は 所 望 す る zcytor17ligフ ラ グ メ
ン ト の 生 成 を 特 定 す る た め に 停 止 コ ド ン を 使 用 す る こ と で あ る 。 他 方 で は 、 zcytor17lig
遺 伝 子 の 特 定 の フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 機 能 的 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 標 準 の 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン の い ず れ か の 又 は 両 末 端 で の 切 断 に 対 す る 研 究 が 、 Horisberger and Di
 Marco, pharmac. Ther. 66: 507 (1995) に よ り 要 約 さ れ て い る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の
機 能 的 分 析 の た め の 標 準 技 法 は 、 例 え ば Treulterな ど ., Molec. Gen. Genet. 240: 113 (
1993), Content な ど ., “ Expression and preliminary deletion analysisi of the 42 
kDa 2-5A synthetase induced by human interferon” , in Biological Interferon Syst
ems, Proceedings of ISIR-TNO Meeting on Interferon Systems, Cantell (ed.), Pages
 65-72 (Nijhoff 1987), Herschman, “ The EGF Enzyme” , in Cortrol of Animal Cell 
Proliferation, Vol. 1, Boynton な ど ., (eds.) pages 169-199 (Academic Press 1985)
, Counailleau な ど ., J. Biol. Chem. 270: 29270 (1995); Fukunaga な ど ., J. Biol. 
Chem. 270: 25291 (1995); Yamaguchi な ど ., Biochem. Pharmacol. 50: 1295 (1995); 
及 び Meiselな ど ., Plant Molec. Biol. 30: 1 (1996)に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 複 数 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 突 然 変 異 誘 発 及 び ス ク リ ー ニ ン グ の 既 知 方 法 、 例 え ば Reidhaar－
Olson and Sauer （ science 241: 53－ 57, 1988） 又 は Bowie and Sauer（  Proc. Natl. A
cad. Sci. USA86:2152－ 2156,1989 ） に よ り 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ 、 そ し て 試 験
さ れ る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 そ れ ら の 著 者 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 複 数 の 位 置 を 同 時 ラ
ン ダ ム 化 し 、 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ン し 、 そ し て 次 に 個 々 の 位 置 で の 可 能 な 置 換
の 範 囲 を 決 定 す る た め に 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 配 列 決 定 す る た め の 方 法 を
開 示 す る 。 使 用 さ れ 得 る 他 の 方 法 は 、 フ ァ ー ジ 表 示 （ 例 え ば 、 Lowman な ど ., Biochem. 3
0 : 10832－ 10837,1991; Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,223,409号 ; Huse, WIPO公 開 WO
 92／ 06204号 ） 、 及 び 領 域 － 指 図 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 （ Derbyshire な ど ., Gene 46 : 14
5, 1986; Ner な ど ., DNA 7 : 127, 1988 ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 開 示 さ れ る zcytor17ligヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 変 異 体 は 、 Stemmer, Natu
re 370 : 389－ 91, 1994, Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10747－ 51, 1994
及 び WIPO公 開 WI97／ 20078に よ り 開 示 さ れ る よ う に 、 DNA　 シ ャ フ リ ン グ を 通 し て 生 成 さ れ
得 る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 変 異 体 DNA分 子 が 、 ラ ン ダ ム に 導 入 さ れ た 点 突 然 変 異 を も た ら
す 、 親 DNAの ラ ン ダ ム 断 片 化 、 続 く 、 PCRを 用 い て の ア セ ン ブ リ ー に よ る イ ン ビ ト ロ 相 同 組
換 え に よ り 生 成 さ れ る 。 こ の 技 法 は 、 前 記 工 程 中 に 追 加 の 変 動 性 を 導 入 す る た め に 、 親 DN
Aの フ ァ ミ リ ー 、 例 え ば 異 な っ た 種 か ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 又 は DNAを 用 い て 改 良 さ れ 得 る
。 所 望 す る 活 性 の 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ 、 突 然 変 異 誘 発 及 び ア ッ セ イ の 続 く さ ら な る 相
互 作 用 が 、 有 害 な 変 化 に 対 し て 同 時 に 選 択 し な が ら 、 所 望 す る 突 然 変 異 に つ い て 選 択 す る
こ と に よ っ て 、 配 列 の 急 速 な “ 進 化 ” を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 突 然 変 異 誘 発 方 法 は 、 宿 主 細 胞 に お け る ク ロ ー ン 化 さ れ た
突 然 変 異 誘 発 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 検 出 す る た め に 高 処 理 量 の 自 動 化 さ れ た ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 と 組 み 合 わ さ れ 得 る 。 生 物 学 的 活 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗
体 又 は 可 溶 性 zcytor17受 容 体 、 ま た は 可 溶 性 WSX-1又 は 可 溶 性 OSMR、 又 は 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る よ う な そ れ ら の 可 溶 性 受 容 体 の ヘ テ ロ マ ー 又 は マ ル チ マ ー と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 突 然 変 異 誘 発 さ れ た DNA分 子 が 、 宿 主 細 胞 か ら 回 収 さ れ 、 そ し て す ぐ に 、 近
代 的 装 置 を 用 い て 配 列 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 方 法 は 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド に お け る 個 々 の
ア ミ ノ 酸 残 基 の 重 要 性 の 急 速 な 決 定 を 可 能 に し 、 そ し て 未 知 の 構 造 の ポ リ ペ プ チ ド に 適 用
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ 又 は そ の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ） は 、 多 機 能 分 子 を
供 給 す る た め に 、 他 の 生 物 活 性 分 子 、 特 に 他 の サ イ ト カ イ ン に 連 結 さ れ 得 る 。 例 え ば ， zc
ytor17ligか ら の １ 又 は 複 数 の ヘ リ ッ ク ス が 、 そ れ ら の 生 物 学 的 性 質 又 は 生 成 の 効 率 を 高
め る た め に 、 他 の サ イ ト カ イ ン に 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 zcytor17ligの １ 又 は 複 数 の ヘ リ ッ ク ス を 含 ん で 成 る セ グ メ ン ト が
他 の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ て い る 一 連 の 新 規 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 提 供 す る 。 融 合 は 好 ま
し く は 、 組 換 え 生 成 シ ス テ ム に お け る キ メ ラ 分 子 の 発 現 を 可 能 に す る た め に DNAレ ベ ル を
ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 次 に 、 そ の 得 ら れ る 分 子 は 、 改 良 さ れ た 溶 解 性
、 改 良 さ れ た 安 定 性 、 延 長 さ れ た ク リ ア ラ ン ス 半 減 期 、 改 良 さ れ た 発 現 及 び 分 泌 レ ベ ル 、
及 び 薬 物 力 学 に つ い て ア ッ セ イ さ れ る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は さ ら に 、 成 分 タ ン
パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 間 に 追 加 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー ） を 含
ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 は 、 ト ラ ン ス － ３ － メ チ ル プ ロ リ ン 、 ２ ,４ － メ タ プ ロ リ ン
、 シ ス － ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 ト ラ ン ス － ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 N－ メ チ ル グ リ
シ ン 、 ア ロ － ト レ オ ニ ン 、 メ チ ル ト レ オ ニ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル シ ス テ イ ン 、 ヒ ド ロ キ シ
エ チ ル ホ モ シ ス テ イ ン 、 ニ ト ロ グ ル タ ミ ン 、 ホ モ グ ル タ ミ ン 、 ピ ペ コ リ ン 酸 、 チ ア ゾ リ ジ
ン カ ル ボ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ プ ロ リ ン 、 ３ － 及 び ４ － メ チ ル プ ロ リ ン 、 ３ ,３ － ジ メ チ ル プ ロ
リ ン 、 tert－ ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ２ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ３ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン 、 ４ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 及 び ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 包 含 す る 。 天 然
に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 を タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る た め の い く つ か の 方 法 が 当 業 界 に お
い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 が 化 学 的 に ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た サ プ レ ッ
サ ー tRNAを 用 い て 抑 制 さ れ る イ ン ビ ト ロ シ ス テ ム が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 を 合 成 し 、 そ し て ｔ RNAを ア ミ ノ ア シ ル 化 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に お い て
知 ら れ て い る 。 ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 転 写 及 び 翻 訳 は 、 E.コ リ S30抽 出
物 及 び 市 販 の 酵 素 及 び 他 の 試 薬 の 含 ん で 成 る 細 胞 フ リ ー シ ス テ ム に お い て 実 施 さ れ る 。 タ
ン パ ク 質 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ る 。 例 え ば 、 Rovertsonな ど ., J. Am. C
hem. Soc. 113:2722, 1991; Ellman な ど ., Meth. Enzymol. 202: 301,1991; Chung な ど
., Science 259: 806－ 09, 1993; 及 び Chungな ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10
145－ 49, 1993を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 第 ２ の 方 法 に お い て は 、 翻 訳 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た mRNA及 び 化 学 的 に ア ミ ノ ア ミ ル 化
さ れ た サ プ レ ッ サ － ｔ RNAの マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細
胞 に お い て 行 わ れ る ( Turcatti な ど ., J. Biol. Chem. 271: 1991－ 98, 1996 )。  第 ３
の 方 法 に お い て は 、 E.コ リ 細 胞 が 、 置 換 さ れ る 予 定 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン ） の 不 在 下 で 及 び 所 望 す る 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ２ － ア ザ フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ３ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ４ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又 は ４ － フ ル オ
ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の 存 在 下 で 培 養 さ れ る 。 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 天 然 の
相 対 物 の 代 わ り に タ ン パ ク 質 中 に 導 入 さ れ る 。 Koide な ど ., Biochem. 33: 7470－ 46, 19
94を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 イ ン ビ ト ロ 化 学 的 に 修 飾 に よ り 天 然 に 存 在 し な い 種 に
転 換 さ れ 得 る 。 化 学 的 修 飾 は 、 置 換 の 範 囲 を さ ら に 拡 張 す る た め に 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘
発 と 組 み 合 わ さ れ 得 る （ Wynn and Richards,Protein Sci. 2: 395－ 403, 1993)。  分 子 の
半 減 期 を 延 長 す る た め に 、 特 に 、 活 性 状 態 で 代 謝 持 続 性 を 延 長 す る た め に 、 zcytor17lig
を 安 定 化 す る こ と は 好 都 合 で あ る 。 延 長 さ れ た 半 減 期 を 達 成 す る た め に は 、 z zcytor17li
g分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ 得 る 。 PEG化 は 、 血 漿 半
減 期 、 高 め ら れ た 安 定 性 、 及 び 低 め ら れ た 抗 原 性 及 び 免 疫 原 性 を 高 め る た め に 示 さ れ て 来
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た 、 通 常 使 用 さ れ る １ つ の 方 法 で あ る （ Nucciな ど ., Advantage Drug Dilivery Reviews 
6: 133-155, 1991及 び Luな ど ., Int. J. Peptide Protein Res. 43: 127-138, 1994） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 限 定 さ れ た 数 の 非 保 存 性 ア ミ ノ 酸 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ り コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 、 天 然
に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 、 及 び 不 自 然 な ア ミ ノ 酸 が 、 zcytor17ligア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ － 担 持 の
部 分 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 そ の よ う な フ ラ グ
メ ン ト 又 は ペ プ チ ド は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 が 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 抗 体 応 答 を 誘
発 す る タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る “ 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 。 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ
－ 担 持 の ペ プ チ ド は 、 標 準 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る 。 （ 例 え ば 、 Geysenな ど ., Proc. N
atl. Acad Sci. USA81: 3988, 1983を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 対 照 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は ペ プ チ ド は 、 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る タ ン パ ク 質 分 子 の 領 域 で あ る “ 抗 原 性 エ ピ ト ー プ ” を 含 ん で 成 る 。 一 定 の エ ピ ト ー
プ は 、 線 状 又 は 連 続 し た 範 囲 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 り 、 そ し て そ の よ う な エ ピ ト ー プ の 抗 原 性
は 、 変 性 剤 に よ り 破 壊 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る 比 較 的 短 い 合 成 ペ プ
チ ド が タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と は 、 当 業 界 に お
い て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Sutcliffeな ど ., Science 219: 660, 1983を 参 照 の こ と ） 。
従 っ て 、 本 発 明 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 中 和 抗 体 ） を 生 ぜ し め る た め に 有 用 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 Hopp/Woods親 水 性 プ ロ フ ィ ー ル は 、 最 も 抗 原 性 の 可 能 性 を 有 す る 領 域 を 決 定 す る た め に
使 用 さ れ 得 る （ Hoppな ど ., 1981, 前 記 ； 及 び Hopp、 1986、 前 記 ） 。 例 え ば 、 ヒ ト zcytor1
7ligお い て は 、 親 水 性 領 域 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 54～ 59； 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸
残 基 129～ 134； 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 53～ 58； 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 35～ 40； 及
び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 33～ 38を 包 含 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス zcytor17ligお い て は 、
親 水 性 領 域 は 、 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 34～ 39； 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 46～ 51； 配
列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 136； 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 158～ 163； 及 び 配 列 番 号 11
の ア ミ ノ 酸 残 基 157～ 162を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 抗 原 性 エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ 又 は 11
の 少 な く と も ４ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 少 な く と も 10～ 14個 の ア ミ ノ 酸 、 又 は 約 14～ 約 30個 の
ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 そ の よ う な エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書
に 記 載 さ れ る よ う に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 化 又 は 化 学 的 ペ プ チ ド 合
成 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 エ ピ ト ー プ は 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の フ ァ ー
ジ 表 示 に よ り 選 択 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Lane and Stephen, Curr. Opin. Immunol. 5: 268,
 1993, 及 び Cortese な ど ., Curr. Opin. Biotechnol. 7: 616, 1996を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 小 さ な ペ プ チ ド か ら エ ピ ト ー プ を 同 定 し 、 そ し て 抗 体 を 生 成 す
る た め の 標 準 の 方 法 は 、 例 え ば Mole, “ Epitope Mapping,”  in Methods in Molecular B
iology, Vol. 10, Manson (ed.), Pages 105-16 (The Humana Press, Inc., 1992), Pric
e, “ Production and Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies,”  
in Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and Clinical Application, Rit
ter and Ladyman (eds.), page 60-84 (Cambridge University Press 1995), 及 び Coliga
n な ど . (eds.), Current Protocols in Immunology, pages 9.3.1-9.3.5 and pages 9.4
.1-9.4.11 (John Wiley & Sons, 1997)に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 変 異 体 zcytor17ligポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に も か か わ ら ず 、 そ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 増 殖 又 は 分 化 活 性 、 特 殊 化 さ れ た 細 胞 機 能 を 誘 発 す る か 又 は 阻
害 す る 能 力 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は zcytor17受 容 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 能
力 に 特 徴 づ け ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 よ り 特 定 に は 、 変 異 体 zcytor17ligポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 少 な く と も 50％ 及 び
好 ま し く は 、 少 な く と も 70％ , 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な
く と も 96％ 、 少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ 、 又 は 少 な く と も 99％ 以
上 の 活 性 を 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 変 異 体 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る い ず れ か の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に 関 し て は
、 当 業 者 は 、 上 記 表 １ 及 び ２ に 示 さ れ る 情 報 を 用 い て 、 そ の 変 異 体 を コ ー ド す る 、 十 分 な
縮 重 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 種 々 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 （ 及 び い 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 融 合
体 を 含 ん で 成 る 関 連 す る マ ル チ マ ー タ ン パ ク 質 ） を 提 供 す る 。 例 え ば 、 zcytor17ligポ リ
ペ プ チ ド は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,155,027号 及 び 第 5,567,584号 に 開 示 さ れ る よ う な ダ イ マ ー
タ ン パ ク 質 へ の 融 合 と し て 調 製 さ れ 得 る 。 そ れ に 関 し て の 好 ま し い ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 は
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 ド メ イ ン を 包 含 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン － zcytor17ligポ リ ペ プ
チ ド 融 合 体 は 、 （ 種 々 の マ ル チ マ ー zcytor17lig類 似 体 を 生 成 す る た め に ） 、 遺 伝 子 的 に
構 築 さ れ た 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 補 助 ド メ イ ン は 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 又 は 高 分 子 に
対 し て そ れ ら を 標 的 化 す る た め に zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 の 受 容 体 又 は
受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド に zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を 融 合 せ し め る こ と に よ
っ て 、 予 定 さ れ た 細 胞 型 に 標 的 化 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 、
治 療 又 は 診 断 目 的 の た め に 標 的 化 さ れ 得 る 。 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド は 、 複 数 の 成 分 、
例 え ば 精 製 の た め の 親 和 性 標 識 及 び 標 的 化 ド メ イ ン に 融 合 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド 融 合 は
ま た 、 特 に ド メ イ ン 間 に 、 １ 又 は 複 数 の 切 断 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 Tuanな ど ., Conne
ctive Tissue Research 34: 1-9, 1996を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 論 じ ら れ た 方 法 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 配 列 番 号 ２ の 残 基 1-164又 は 24-
164に 対 し て 実 質 的 に 類 似 す る 配 列 同 一 性 を 有 す る 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 機 能 的
フ ラ グ メ ン ト 及 び 融 合 体 、 例 え ば ヘ リ ッ ク ス A-D(配 列 番 号 ２ の 残 基 38～ 152)を 同 定 し 、 そ
し て /又 は 調 製 す る こ と が で き 、 こ こ で そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は フ ラ グ メ ン ト 又 は
融 合 体 は 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 性 質 、 例 え ば 増 殖 、 分 化 を 刺 激 し 、 特 殊 化 さ れ た 細 胞 機 能 を
誘 発 し 、 又 は zcytor17受 容 体 又 は zcytor17lig抗 体 を 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド 、 機 能 的 フ ラ グ
メ ン ト 及 び 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 来 の 技 法 に 従 っ て 、 遺 伝 的 に 構 築 さ れ た 宿 主 細 胞 に お
い て 生 成 さ れ 得 る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 外 因 性 DNAに よ り 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ 得 、 そ し て 培 養 に お い て 増 殖 さ れ 得 る そ れ ら の 細 胞 型 で あ り 、 そ し て 細 菌 、 菌 類 細 胞
、 及 び 培 養 さ れ た 高 等 真 核 細 胞 を 包 含 す る 。 真 核 細 胞 、 特 に 多 細 胞 生 物 の 培 養 さ れ た 細 胞
が 好 ま し い 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た DNA分 子 を 操 作 し 、 そ し て 種 々 の 宿 主 細 胞 中 に 外 因 性 DNAを
導 入 す る た め の 技 法 は 次 の 文 献 に 開 示 さ れ る ： Sambrool な ど ., Molecular Cloning : A 
Laboratory Manual, 2n d  ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har
bor, NY, 1989, 及 び Ausubel な ど ., eds., Current Protocol in Molecular Biology, J
ohn Wiley and Sons, Ins., NY, 1987。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 そ の 発 現 の た め
に 必 要 と さ れ る 他 の 遺 伝 子 的 要 素 、 例 え ば 一 般 的 に 、 発 現 ベ ク タ ー 内 の 転 写 プ ロ モ ー タ ー
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及 び タ ー ミ ネ ー タ ー に 操 作 可 能 的 に 連 結 さ れ る 。 ベ ク タ ー は ま た 、 通 常 、 １ 又 は 複 数 の 選
択 マ ー カ ー 及 び １ 又 は 複 数 の 複 製 の 起 点 を 含 む で あ ろ う が 、 し か し 当 業 者 は 、 一 定 の シ ス
テ ム 内 で 、 選 択 マ ー カ ー が 別 の ベ ク タ ー 上 に 供 給 さ れ 得 、 そ し て 外 因 性 DNAの 複 製 が 宿 主
細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 組 み 込 み に よ り 供 給 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 プ ロ モ ー タ ー 、
タ ー ミ ネ ー タ ー 、 選 択 マ ー カ ー 、 ベ ク タ ー 及 び 要 素 の 選 択 は 、 当 業 者 の レ ベ ル の 範 囲 内 の
通 常 の こ と で あ る 。 多 く の そ の よ う な 要 素 は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て 商 業 的 供 給 者
を 通 し て 入 手 で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を 、 宿 主 細 胞 の 分 泌 路 中 に 方 向 づ け る た め に は 、 分 泌 シ グ ナ
ル 配 列 （ 又 は 、 シ グ ナ ル 配 列 、 リ ー ダ ー 配 列 、 プ レ プ ロ 配 列 又 は プ レ 配 列 と し て も 知 ら れ
て い る ） が 、 発 現 ベ ク タ ー に 供 給 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 zcytor17ligの 配 列 で あ
り 得 、 又 は も う １ つ の 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば t－ PA ） に 由 来 し 、 又 は 新 た に 合 成
さ れ 得 る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 zcytor17lig DNA配 列 に 操 作 可 能 的 に 連 結 さ れ 、 す な わ
ち ２ つ の 配 列 は 正 し く 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 連 結 さ れ 、 そ し て 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 中 に 新
し く 合 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 方 向 づ け る よ う に 配 置 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 通
常 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の 5’  側 に 位 置 す る が 、 但 し 一 定 の 分 泌
シ グ ナ ル 配 列 は 、 興 味 あ る DNA配 列 の 他 の 場 所 に 位 置 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Welchな
ど .,ア メ リ カ 特 許 第 5,037,743号 ； Hollandな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,143,830号 を 参 照 の こ
と ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 他 方 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 分 泌 路 中 に 他 の ポ リ
ペ プ チ ド を 方 向 づ け る た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 は そ の よ う な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 シ グ ナ ル 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 製 造 さ れ 得 、 こ こ で 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 23又
は 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 23に 由 来 す る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ
て い る 方 法 及 び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 も う １ つ の ポ リ ペ プ チ ド に 操 作 可 能
的 に 連 結 さ れ て い る 。 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 好 ま し く
は 、 分 泌 路 中 い 追 加 の ペ プ チ ド を 方 向 づ け る た め に そ の 追 加 の ペ プ チ ド に ア ミ ノ 末 端 的 に
融 合 さ れ る 。 そ の よ う な 構 造 体 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 多 く の 用 途 を 有 す る 。 例
え ば 、 そ れ ら の 新 規 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 融 合 構 造 体 は 通 常 分 泌 さ れ な い タ ン パ ク 質 の 活 性
成 分 の 分 泌 を 方 向 づ け る こ と が で き る 。 そ の よ う な 融 合 は 、 分 泌 路 を 通 し て ペ プ チ ド を 方
向 づ け る た め に イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 培 養 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 ま た は 、 本 発 明 内 の 適 切 な 宿 主 で あ る 。 外 因 性 DNAを  、 哺 乳 類 宿
主 細 胞 中 に 導 入 す る た め の 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ュ ウ ム － 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Wi
glerな ど ., Cell 14 : 725, 1978; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7 :60
3, 1981; Graham な ど ., Virology 52; 456, 1973） ,エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ( Neumann 
な ど ., EMBO J. 1: 841－ 845, 1982 ); DEAE－ デ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （
Ausubel な ど ., 前 記 ） 、 及 び リ ポ ソ ー ム － 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Hawley － Nelson
 な ど ., Focus 15: 73, 1993; Ciccarone　 な ど .,Focus 15: 80, 1993 ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 培 養 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 に お け る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 は 、 例 え ば levinson な ど ., 
ア メ リ カ 特 許 第 4,713,339 号 ; Hagen な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,784,950 号 ; Palmiter な
ど ., ア メ リ カ 特 許 第  4,579,821 号 ; 及 び Ringold, ア メ リ カ 特 許 第  4,656,134 号 に よ り
開 示 さ れ る 。 培 養 さ れ た 適 切 な 哺 乳 類 細 胞 は 、 COS－ 1（ ATCC No. CRL 165） 、 COS－ 7（ AT
CC No. CRL 1651） 、 BHK（ ATCC No. CRL 1632） 、 BHK 570 （ ATCC No. CRL 10314 ） 、 29
3（ ATCC No. CRL 1573 ; Graham な ど ., J. Gen. Viro. 36: 59－ 72, 1977 ） 、 及 び チ ャ
イ ニ ー ズ 　 ハ ム ス タ ー 卵 巣 (例 え ば 　 CHO－ K1; ATCC No. CCL61 )細 胞 系 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 追 加 の 適 切 な 細 胞 系 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 公 的 な 寄 託 所 、 例 え ば  Ame
rican Type Culture Collection,Manassas,VAか ら 入 手 で き る 。 一 般 的 に 、 強 い 転 写 プ ロ
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モ ー タ ー 、 例 え ば SV－ 40 又 は サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス か ら の プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 例
え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,956,288 号 を 参 照 の こ と 。 他 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 、 メ タ ロ チ
オ ネ イ ン 遺 伝 子 か ら の プ ロ モ ー タ ー （ ア メ リ カ 特 許  4,579,821 号 及 び 第  4,601,978 号 ）
、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 薬 物 選 択 は 一 般 的 に 、 外 来 性 DNAが 挿 入 さ れ て い る 、 培 養 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 を 選 択 す る
た め に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 細 胞 は 通 常 、 “ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト ” と し て 言 及 さ れ る
。 選 択 剤 の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 そ し て そ れ ら の 子 孫 に 興 味 あ る 遺 伝 子 を 伝 達 す る こ と が で
き る 細 胞 は 、 “ 適 切 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト ” と し て 言 及 さ れ る 。 好 ま し い 選 択 マ ー カ ー
は 、 抗 生 物 質 ネ オ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 選 択 は 、 ネ オ マ イ シ
ン 型 薬 物 、 例 え ば G－ 418又 は 同 様 の も の 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 “ 増 幅 ” と し て 言 及 さ れ る
方 法 で あ る 選 択 シ ス テ ム は 、 興 味 あ る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 高 め る た め に も 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 増 幅 は 、 低 レ ベ ル の 選 択 剤 の 存 在 下 で ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 培 養 し 、 そ し て 次 に 、 導
入 さ れ た 遺 伝 子 の 生 成 物 を 高 レ ベ ル で 生 成 す る 細 胞 を 選 択 す る た め に 選 択 剤 の 量 を 高 め る
こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 好 ま し い 増 幅 可 能 選 択 マ ー カ ー は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る
耐 性 を 付 与 す る ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ で あ る 。 他 の 耐 薬 物 性 遺 伝 子 (例 え ば 、 ヒ グ ロ
マ イ シ ン 耐 性 、 複 数 薬 物 耐 性 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 　 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )も ま た
、 使 用 さ れ 得 る 。 変 更 さ れ た 表 現 型 を 導 入 す る 他 の マ ー カ ー 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
、 又 は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 例 え ば CD4,　 CD8,ク ラ ス I　 MHC、 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ が 、 FACS分 類 又 は 磁 気 ビ ー ス 分 離 技 法 の よ う な 手 段 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い
な い 細 胞 と ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 と を 分 類 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 他 の 高 等 真 核 細 胞 、 例 え ば 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 及 び 鳥 類 細 胞 も ま た 、 宿 主 と し て 使 用
さ れ 得 る 。 植 物 細 胞 に お い て 遺 伝 子 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー と し て の ア グ ロ バ ク テ リ ウ
ム ・ リ ゾ ゲ ネ ス （ Agrobacterium rhizogenes ） の 使 用 は 、 Sinkarな ど .、 J. Biosci. ( B
angalore ) 11: 47－ 58, 1987 に よ り 総 説 さ れ て い る 。 昆 虫 細 胞 の 形 質 転 換 、 及 び そ こ に
お け る 外 来 性 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 は 、 Guarino な ど .,ア メ リ カ 特 許 第 5,162,222号 ； 及 び W
IPO公 開 WO94／ 06463号 に よ り 公 開 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 昆 虫 細 胞 は 、 オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ リ ホ ル ニ カ （  Autographa californica ） 核 多 角 体 病
ウ ィ ル ス （ AcNPV） に 通 常 由 来 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス に よ り 感 染 さ れ 得 る 。 King, L
. A. and Possee, R.D., The Baculovirus Exprossion System: A Laboratory Guide, Lo
ndon, Chapman & Hall; O’ Reilly, D. R. ., Baculovirus Expression Vector: A Labor
atory Manual, New York, Oxford University Press., 1994; 及 び Richardson, C. D., E
d., Baculovirus Expression Protocols. Methods in Molecular Biology, Totowa, NJ, 
Humana Press, 1995を 参 照 の こ と 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を 製 造 す る た め の 第 ２ の 方 法
は 、 Luckow ( Luckow, VA, な ど ., J. Virol 67: 4566－ 79, 1993 ) に よ り 記 載 さ れ る ト
ラ ン ス ポ ゾ ン に 基 づ く シ ス テ ム を 利 用 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の シ ス テ ム は 、 Bac－ to－ Bac T M キ ッ ト （ Life　 Technologies, Rockville,　 MD） と し
て 市 販 さ れ て い る 。 こ の シ ス テ ム は 、 “ bacmid” と 呼 ば れ る 大 き な プ ラ ス ミ ド と し て 、 E.
コ リ に 維 持 さ れ る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム 中 に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る D
NAを 移 動 せ し め る た め に 、 Tn7ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 含 む ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー 、 pFastBacI
 T M  (Life Technologies )を 利 用 す る 。 pFastBacl T M  ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー は 、 興 味 あ
る 遺 伝 子 、 こ の 場 合 、 ZCYTO18の 発 現 を 誘 導 す る た め に AcNPVポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー を
使 用 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 し か し な が ら 、 pFastBacl T M は 相 当 の 程 度 ま で 修 飾 さ れ 得 る 。 前 記 ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ
ー タ ー は 、 除 去 さ れ 、 そ し て バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 感 染 に お い て 早 め に 発 現 さ れ 、 そ し て 分 泌
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さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 好 都 合 で あ る こ と が 知 ら れ て い る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 塩
基 性 タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー （ ま た 、 Pcor, p6.9又 は MPプ ロ モ ー タ ー と し て も 知 ら れ て い
る ） に よ り 置 換 さ れ 得 る 。 Hill－ Perkins, M.S. and Possee, R.D., J. Gen. Virol. 71:
 971－ 6, 1990; Bonning, B.C. な ど ., J. Gen. Virol. 75: 1551－ 6, 1994; 及 び Chazen
balk, G. D., and　 Rapoport, B., J. Biol Chem. 270: 1543－ 9,1995 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 そ の よ う な ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー 構 造 体 に お い て は 、 塩 基 性 タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー
の 短 い か 又 は 長 い バ ー ジ ョ ン が 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 昆 虫 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 分 泌 シ
グ ナ ル 配 列 に よ り 天 然 の zcytor17lig分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 置 換 し て い る ト ラ ン ス フ ァ ー ベ
ク タ ー が 構 成 さ え 得 る 。 例 え ば 、 エ ク ジ ス テ ロ イ ド ・ グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ EG
T） 、 ミ ツ バ チ Melittin (Invitrogen, Carlsbad, CA) 又 は バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス gp67（ PharM
ingem, San Diego, CA)は 、 生 来 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 置 換 す る た め に 、 構 造 体 に 使 用 さ
れ 得 る 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー は 発 現 さ れ た zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の C－ 又
は N－ 末 端 で エ ピ ト ー プ 標 識 、 例 え ば Glu－ Glu　 エ ピ ト ー プ 標 識 を コ ー ド す る DNAと の イ ン
－ フ レ ー ム 融 合 体 を 含 む こ と が で き る （ Grussenmeyer, T. な ど ., Peoc. Natl. Acad. Sc
i. 82: 7952－ 6, 1985） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 技 法 を 用 い て 、 zcytor17ligを 含 む ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ
ー に よ り 、 E.コ リ が 形 質 転 換 さ れ 、 そ し て 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス の 表 示 で あ る 断 続 的 la
cZ遺 伝 子 を 含 む bacmida に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム を 含
む bacmid DNA が 、 通 常 の 技 法 を 用 い て 単 離 さ れ 、 そ し て ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ （  
Spodoptera frugiperda ） 細 胞 、 例 え ば Sf9 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 使 用 さ れ
る 。 zcytor17ligを 発 現 す る 組 換 え ウ ィ ル ス が 結 果 的 に 生 成 さ れ る 。 組 換 え ウ ィ ル ス 　 ス
ト ッ ク は 、 当 業 者 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 組 換 え ウ ィ ル ス は 、 宿 主 細 胞 、 典 型 的 に は 、 ア ワ ヨ ト ウ の 幼 虫 、 ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ
ペ ル ダ に 由 来 す る 細 胞 系 を 感 染 せ し め る た め に 使 用 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 Glick and Past
ernak, Molecular Biotechnology: Principles and Application of Recombinant DNA, A
SM Prss, Washington, D.C., 1994を 参 照 の こ と 。 も う １ つ の 適 切 な 細 胞 系 は 、 ト リ コ プ
ル シ ア ・ ニ （ Trichoplusia ni） に 由 来 す る High FiveO T M 細 胞 系 (Invitrogen)で あ る （ ア
メ リ カ 特 許 第 5,300,435号 ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 菌 類 細 胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 は ま た 、 本 発 明 内 で 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ に 関 し て 、 特 に 興 味
あ る 酵 母 種 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Saccharomyces cerevisiae） , ピ チ ア ・
パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 及 び ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ (pichia methanolica) を 包 含 す
る 。 外 因 性 DNAに よ り S.　 セ レ ビ シ ア エ 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 そ し て そ れ か ら 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば Kawasaki, ア メ リ カ 特 許 第 4,599,311号 ； Kawasak
i な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,931,373号 ； Brake, ア メ リ カ 特 許 第 4,870,008号 ； Welchな ど .
, ア メ リ カ 特 許 第 5,037,743号 ； 及 び Murray な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,845,075号 に よ り 開
示 さ れ る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ ー 、 通 常 、 耐 薬 物 性 、 又 は 、 特 定 の 栄 養 物
（ 例 え ば ロ イ シ ン ） の 不 在 下 で 増 殖 す る 能 力 に よ り 決 定 さ れ る 表 現 型 に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ へ の 使 用 の た め の 好 ま し い ベ ク タ ー シ ス テ ム は 、 グ ル コ
ー ス 含 有 培 地 に お け る 増 殖 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る 、 Kawasaki な
ど . (ア メ リ カ 特 許 第 4,931,373号 )に よ り 開 示 さ れ る POT１ ベ ク タ ー シ ス テ ム で あ る 。 酵 母
へ の 使 用 の た め の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 解 糖 酵 素 遺 伝 子 （ 例 え ば 、
Kawasaki, ア メ リ カ 特 許 第 4,599,311号 ； Kingsmanな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,615,974号 ；
及 び Bitter, ア メ リ カ 特 許 第 4,977,092 号 を 参 照 の こ と ） 及 び ア ル コ ー ル 　 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 遺 伝 子 か ら の も の を 包 含 す る 。 ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,990,446 号 ； 第 5,063,154号
； 第 5,139,936 号 ； 及 び 第 4,661,454号 を 参 照 の こ と 。
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【 ０ １ ５ ９ 】
　 他 の 酵 素 、 例 え ば ハ ン セ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ （ Hansenula polymorpha） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ
ミ セ ス ・ ポ ン ベ （  Schizosaccharomyces pombe ） 、 ク ル イ ベ リ ミ セ ス ・ ラ ク チ ス （  Kluy
veromyces lactis ） 、 ク ル イ ベ リ ミ セ ス ・ フ ラ ギ リ ス （ Kluyveromyces　 fragilis ） 、
ウ ス チ ラ ゴ ・ マ イ ジ ス （ Ustilago maydis ） 、 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （  Pichia pastoris 
） 、 ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ （ Pichia methanolica） 、 ピ チ ア ・ グ イ レ ル モ ン ジ （  Pichia gu
illermondii ） 、 及 び カ ン ジ タ ・ マ ル ト サ （ Candida maltosa ） の た め の 形 質 転 換 シ ス テ
ム は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 例 え ば 、 Gleeson な ど ., J. Gen. Microbiol. 132: 3459－ 3465, 1986 及 び Cregg, ア
メ リ カ 特 許 第 4,882,279 号 を 参 照 の こ と 。 ア ス ペ ル ギ ラ ス 細 胞 は 、 Mcknight な ど .,ア メ
リ カ 特 許 第 4,935,349号 の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ 得 る 。 ア ク レ モ ニ ウ ム ・ ク リ ソ ゲ ナ ム （ A
cremonium chrysogenum） を 形 質 転 換 す る た め の 方 法 は 、 Sumino ., ア メ リ カ 特 許 第 5,162
,228号 に よ り 開 示 さ れ る 。 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ （ Neurospora） を 形 質 転 換 す る た め の 方 法 は 、
Lambowitz, ア メ リ カ 特 許 第 4,486,533号 に よ り 開 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め の 宿 主 と し て の ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ の 使 用 は 、 WIPO公 開
WO97／ 17450, WO97／ 17451、 WO98／ 02536及 び WO98／ 02565に 開 示 さ れ る 。 P.メ タ ノ リ カ の
形 質 転 換 に 使 用 す る た め の DNA分 子 は 通 常 、 形 質 転 換 の 前 、 好 ま し く は 線 状 化 さ れ る 、 二
本 鎖 の 環 状 プ ラ ス ミ ド と し て 調 製 さ れ る で あ ろ う 。 P.メ タ ノ リ カ に お け る ポ リ ペ プ チ ド 生
成 の た め に は 、 プ ラ ス ミ ド に お け る プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 P.メ タ ノ リ カ 遺
伝 子 、 例 え ば P.メ タ ノ リ カ 　 ア ル コ ー ル 利 用 遺 伝 子 （ AUG１ 又 は AUG２ ） の も の で あ る こ と
が 好 ま し い 。 他 の 有 用 な プ ロ モ ー タ ー は 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン シ ン タ ー ゼ （ DHAS） 、 ギ
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ FMD） 、 及 び カ タ ラ ー ゼ （ CAT） 遺 伝 子 の も の を 包 含 す る 。 宿 主 染 色
体 中 へ の DNAの 組 み 込 み を 促 進 す る た め に は 、 宿 主 DNA配 列 を 両 端 に 有 す る プ ラ ス ミ ド の 完
全 な 発 現 セ グ メ ン ト を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ピ チ ア 　 メ タ ノ リ カ へ の 使 用 の た め の 好 ま し い 選 択 マ ー カ ー は 、 ア デ ニ ン の 不 在 下 で ad
e2宿 主 細 胞 の 増 殖 を 可 能 に す る 、 ホ ス ホ リ ボ シ ル － ５ － ア ミ ノ イ ミ ダ ゾ ー ル カ ル ボ キ シ ラ
ー ゼ （ AIRC; EC. 4.1.1.21） を コ ー ド す る P.メ タ ノ リ カ ADE2遺 伝 子 で あ る 。 メ タ ノ ー ル の
使 用 を 最 少 に す る こ と が 所 望 さ れ る 大 規 模 産 業 方 法 の た め に は 、 両 メ タ ノ ー ル 利 用 遺 伝 子
（ AUG１ 及 び AUG２ ） が 欠 失 さ れ て い る 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 分 泌 さ れ た タ
ン パ ク 質 の 生 成 の た め に は 、 液 胞 プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 （ PEP４ 及 び PRB１ ） を 欠 い て い る 宿
主 細 胞 が 好 ま し い 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 、 P.メ タ ノ リ カ 細 胞 中 へ の 、 興 味 あ る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 含 む プ ラ ス ミ ド の 導 入 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ る 。 2.5～ 4.
5kV/cm,好 ま し く は 約 3.75kV/cmの 電 場 の 強 さ 、 及 び 1～ 40m秒 、 最 も 好 ま し く は 約 20m秒 の
時 定 数 （ t） を 有 す る 、 指 数 的 に 減 衰 す る 、 パ ル ス さ れ た 電 場 を 用 い て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン に よ り P.メ タ ノ リ カ 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 原 核 宿 主 細 胞 、 例 え ば 細 菌 E.コ リ 、 バ シ ラ ス 及 び 他 の 属 の 菌 株 は ま た 、 本 発 明 に お い て
有 用 な 宿 主 細 胞 で あ る 。 そ れ ら の 宿 主 を 形 質 転 換 し 、 そ し て そ こ に ク ロ ー ン 化 さ れ る 外 来
性 DNA配 列 を 発 現 す る た め の 技 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Sambroo
kな ど ., 前 記 を 参 照 の こ と ） 。 細 菌 、 例 え ば E.コ リ に お い て zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 典 型 的 に は 不 溶 性 顆 粒 と し て 細 胞 質 に 保 持 さ れ 得 、
又 は 細 菌 の 分 泌 配 列 に よ り 細 胞 周 辺 腔 に 向 け ら れ 得 る 。 前 者 の 場 合 、 細 胞 は 溶 解 さ れ 、 そ
し て 顆 粒 が 回 収 さ れ 、 そ し て 例 え ば グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 又 は ウ レ ア を 用 い て 変
性 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 次 に 、 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 再 生 さ れ 、 そ し て 例 え ば ウ レ ア 、 及 び 還 元 さ れ た 及 び
酸 化 さ れ た グ ル タ チ オ ン の 組 み 合 わ せ の 溶 液 に 対 す る 透 析 、 続 く 緩 衝 溶 液 に 対 す る 透 析 に
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よ り 、 前 記 変 成 体 を 希 釈 す る こ と に よ っ て ニ 量 体 化 さ れ 得 る 。 後 者 の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 細 胞 周 辺 腔 の 内 容 物 を 開 放 す る た め に 細 胞 を 破 壊 し （ 例 え ば 、 音 波 処 理 又 は 浸 透 シ ョ
ッ ク に よ り ） 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 周 辺 腔 か ら 可 溶 性 及 び 機
能 性 形 で 回 収 さ れ 、 そ れ に よ り 、 変 性 及 び 再 生 の た め の 必 要 性 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 形 質 転 換 さ れ 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 の 増 殖 の た
め に 必 要 と さ れ る 栄 養 物 及 び 他 の 成 分 を 含 む 培 養 培 地 に お い て 、 従 来 の 方 法 に 従 っ て 培 養
さ れ る 。 種 々 の 適 切 な 培 地 、 例 え ば 定 義 さ れ た 培 地 及 び 複 合 培 地 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら
れ て お り 、 そ し て 一 般 的 に は 、 炭 素 源 、 窒 素 源 、 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン 及 び 鉱 物 を 含 む
。 培 地 は ま た 、 必 要 と さ れ る 場 合 、 成 長 因 子 又 は 血 清 の よ う な 成 分 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 増 殖 培 地 は 一 般 的 に 、 外 因 的 に 付 加 さ れ た DNAを 含 む 細 胞 を 、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー 上 に
担 持 さ れ る 選 択 マ ー カ ー に よ り 補 足 さ れ 、 又 は 宿 主 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る
必 須 栄 養 物 に お け る 薬 物 選 択 又 は 栄 養 欠 乏 に よ り 選 択 す る で あ ろ う 。 P.メ タ ノ リ カ 細 胞 は
適 切 な 炭 素 源 、 窒 素 源 及 び 微 量 栄 養 物 を 含 ん で な る 培 地 に お い て 、 約 ２ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温
度 で 培 養 さ れ る 。 液 体 培 養 物 は 、 従 来 の 手 段 、 例 え ば 小 さ な フ ラ ス コ の 振 盪 又 は 発 酵 器 の
ス パ ー ジ ン グ に よ り 十 分 な エ ア レ ー シ ョ ン を 提 供 さ れ る 。 P.メ タ ノ リ カ の た め の 好 ま し い
培 養 培 地 は 、 YEPD（ ２ ％ D－ グ ル コ ー ス 、 ２ ％ の Bacto T M ペ プ ト ン （ Difco Laboratories, 
Detroit, MI） , 1%の Bacto T M 　 酵 母 抽 出 物 （ Difco Laboratories） , 0.004%の ア デ ニ ン 及
び 0.006％ の L－ ロ イ シ ン ） で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 80％ 以 上 の 純 度 、 よ り 好 ま し く は 90％ 以 上 の 純 度 、 さ ら に 好 ま
し く は 95％ 以 上 の 純 度 に 精 製 す る こ と が 好 ま し く 、 そ し て 汚 染 性 高 分 子 、 特 に 他 の タ ン パ
ク 質 及 び 核 酸 に 対 し て 、 99.9％ 以 上 の 純 度 で あ り 、 そ し て 感 染 性 及 び 発 熱 性 剤 を 有 さ な い
医 薬 的 に 純 粋 な 状 態 が 特 に 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ポ リ
ペ プ チ ド 、 特 に 動 物 起 源 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 実 質 的 に 有 さ な い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 発 現 さ れ た 組 換 え 体 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド （ 又 は キ メ ラ zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド ）
は 、 分 別 及 び ／ 又 は 従 来 の 精 製 方 法 及 び 媒 体 を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈
殿 及 び 酸 又 は カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 抽 出 は 、 サ ン プ ル の 分 別 の た め に 使 用 さ れ る 。 典 型 的 な 精
製 段 階 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 サ イ ズ 排 除 、 FPLC及 び 逆 相 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー を 包 含 す る 。 適 切 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 媒 体 は 、 誘 導 体 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 、 ア
ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 特 別 な シ リ カ 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
PEI、 DEAE、 QAE及 び Q誘 導 体 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 典 型 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 媒 体 は 、 フ ェ ニ ル 、 ブ チ ル 又 は オ ク チ ル 基 に よ り 誘 導 体
化 さ れ た も の 、 例 え ば フ ェ ニ ル － Sepharose FF(pharmacia),Toyopearl ブ チ ル 650（ Toso 
Haas, Montgomeryville, PA） 、 オ ク チ ル － Sepharrose (Pharmacia)及 び 同 様 の も の ； 又
は ポ リ ア ク リ ル 樹 脂 、 例 え ば Amberchrom CG71 (Toso Haas)及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
適 切 な 固 体 支 持 体 は 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 シ リ カ 基 材 の 樹 脂 、 セ ル ロ ー ス 樹 脂 、 ア ガ ロ ー ス ビ
ー ズ 、 架 橋 さ れ た ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 架 橋 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド 樹 脂 及 び そ れ ら が 使 用 さ れ る 条 件 下 で 不 溶 性 で あ る 同 様 の も の を 包 含 す る 。 そ れ ら の 支
持 体 は 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 及 び ／ 又 は 炭 水
化 物 成 分 に よ る タ ン パ ク 質 の 結 合 を 可 能 に す る 反 応 性 基 よ り 変 性 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 化 学 物 質 の 例 は 、 臭 化 シ ア ン 活 性 化 、 N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 活 性
化 、 エ ポ キ シ ド 活 性 化 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 活 性 化 、 ヒ ド ラ ジ ド 活 性 化 及 び カ ル ボ ジ イ ミ ド 　
カ ッ プ リ ン グ 化 学 物 質 の た め の カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 誘 導 体 を 包 含 す る 。 そ れ ら の 及 び
他 の 固 体 媒 体 は 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 広 く 使 用 さ れ て お り 、 そ し て 商
業 的 供 給 者 か ら 入 手 で き る 。 支 持 媒 体 に リ ガ ン ド 又 は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る た め
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の 方 法 は 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 特 定 方 法 の 選 択 は 、 通 常 の こ と で あ り 、 そ し
て 選 択 さ れ た 支 持 体 の 性 質 に よ り 一 部 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 Affinity Chromatograpy: Pr
inciples & Methods, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, 1988を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 物 理 的 又 は 生 化 学 的 性 質 の 使 用 に よ り 単 離 さ れ 得 る
。 例 え ば 、 固 定 さ れ た 金 属 イ オ ン 吸 着 （ IMAC） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 、 ヒ ス チ ジ ン に 富 ん
で い る タ ン パ ク 質 、 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を 含 ん で な る そ れ ら の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る
た め に 使 用 さ れ 得 る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 ゲ ル が ま ず 、 二 価 金 属 イ オ ン に よ り 荷 電 さ れ 、
キ レ ー ト が 形 成 さ れ る ( Sulkowski, Trends in Biochem. 3: 1－ 7, 1985)。 ヒ ス チ ジ ン に
富 ん で い る タ ン パ ク 質 が 、 使 用 さ れ る 金 属 イ オ ン に 依 存 し て 、 異 な っ た 親 和 性 を 有 す る こ
の マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 さ れ 、 そ し て 競 争 溶 出 、 ｐ Hの 低 下 、 又 は 強 い キ レ ー ト 化 剤 の 使 用
に よ り 溶 出 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 他 の 精 製 方 法 は 、 レ ク チ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 精 製 （ Methods in Enzymol., Vol. 182, “ Gui
de to Protein Purification” , M. Deutscher, ( ed.), Acad. Press, San Diego, 1990
, pp. 529－ 39） 、 及 び 可 溶 性 zcytor17受 容 体 の 使 用 を 包 含 す る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様
に お い て は 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 親 和 性 標 識 （ 例 え ば マ ル ト ー ス － 結 合 タ ン パ ク
質 、 FLAG標 識 、 Glu-Gku標 識 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン ） の 融 合 体 が 、 精 製 を 促 進 す る た
め に 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 当 業 界 に お い て 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 又 は ハ イ ブ リ ッ
ド zcytor17ligタ ン パ ク 質 が 、 他 の ヒ ト サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン 又 は GM-CSF） 、 又 は 異 種 タ ン パ ク 質 と 組 合 し て 、 本 発 明 の zalpha11リ ガ ン
ド の 領 域 又 は ド メ イ ン を 用 い て 構 成 さ れ る （ Sambrook な ど ., 前 記 ； Altschul な ど ., 前
記 ； Picard, Cur. Opin. Biology, 5: 511-5, 1994及 び そ れ ら に お け る 引 例 ） 。 そ れ ら の
方 法 は 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド に お け る 大 き な ド メ イ ン 又 は 領 域 の 生 物 学 的 重 要 性 の 決 定
を 可 能 に す る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド は 、 反 応 運 動 学 、 結 合 を 変 更 し 、 基 質 特 異 性 を 抑
制 し 、 又 は 拡 張 し 、 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 及 び 細 胞 局 在 性 を 変 更 し 、 そ し て 未 知 の 構 造
の ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 個 々 の 成 分 を 調 製 し 、 そ し て そ れ ら を 化 学 的
に 接 合 す る こ と に よ っ て 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 正
し く 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 融 合 タ ン パ ク 質 の 両 成 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 既
知 の 技 法 を 用 い て 生 成 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 発 現 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 生 物 学 的 機 能 を 付 与 す る ヘ リ ッ ク ス の 一 部 又 は す べ て が 、 本 発 明 の zcytor17ligと 、
も う １ つ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 例 え ば IL-15、 IL-２ 、 IL-４ 、 又 は GM-CSFか ら の そ の 機
能 的 に 同 等 の ヘ リ ッ ク ス と の 間 で 交 換 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 そ の よ う な 成 分 は 次 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い ： 分 泌 シ グ
ナ ル 配 列 ； ４ － ヘ リ カ ル － 束 サ イ ト カ イ ン の ヘ リ ッ ク ス A、 B、 C、 D； ル ー プ A/B、 B/C、 C/
D。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 構 成 さ れ る 融 合 体 に 依 存 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
又 は 他 の 既 知 の ４ － ヘ リ カ ル － 束 サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 と 同 じ か 又 は 類 似 す
る 生 物 学 的 機 能 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ
ク 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 他 の 性 質 も 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 標 準 の 分 子 生 物 学 及 び ク ロ ー ニ ン グ 技 法 が 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド と 、 そ れ ら が 融
合 さ れ る そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 同 等 の ド メ イ ン を 交 換 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
一 般 的 に 、 興 味 あ る ド メ イ ン 、 例 え ば zcytor17ligヘ リ ッ ク ス A～ D、 又 は 本 明 細 書 に 記 載

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-526494 A 2005.9.8



さ れ る 他 の ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト が 、 追 加 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 他 の
サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば IL-２ 、 又 は 同 様 の も の か ら の ド メ イ ン 又 は 領 域 ） を コ ー ド す る 少
な く と も １ つ の 他 の DNAセ グ メ ン ト に 読 み 取 り 枠 を 接 合 し て 操 作 可 能 的 に 結 合 さ れ 、 そ し
て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 一 般 的 に 、 DNA構 造 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の そ の 対 応 す る 領 域 を コ ー ド す る い く つ か の DNA
セ グ メ ン ト が 、 完 全 な 融 合 タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 部 分 を コ ー ド す る 単 一 の 構 造 体 を 製
造 す る た め に 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 、 操 作 可 能 的 に 連 結 さ れ る よ う に 、 製 造 さ れ る 。 例 え
ば DNA構 造 体 は 、 N－ 末 端 か ら C－ 末 端 側 に 、 シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン
パ ク 質 、 続 い て 、 ヘ リ ッ ク ス A、 ヘ リ ッ ク ス B、 ヘ リ ッ ク ス C、 ヘ リ ッ ク ス Dを 含 む ４ － ヘ リ
カ ル － 束 サ イ ト カ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 発 現 さ れ 、 単 離 さ れ 、 そ し て 活 性 に つ い て ア ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 化 学 的 合 成 を 通 し て 調 製 さ れ
得 る 。 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド は モ ノ マ ー 又 は マ ル チ マ ー で あ り 得 ； グ リ コ シ ル 化 さ れ
て も 又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ な く て も 良 く ； ペ ル ギ レ － ト 化 さ れ て も 又 は ペ ル ギ レ － ト さ れ
な く て も 良 く ； そ し て 開 始 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で も 又 は 含 ま な く て も 良 い 、 例
え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Merrifield, J. Am. Chem. SOC. 85: 2149, 1963に よ り 記 載 さ れ
る よ う に 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 活 性 は 、 zcytor17受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 及 び /又 は そ の 細 胞 へ の
結 合 を 側 定 す る 種 々 の ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。 zcytor17lig－ 依 存 性 細 胞 に お け
る 変 化 が 特 に 興 味 の 対 象 で あ る 。 zcytor17lig－ 依 存 性 で あ る 構 築 さ れ 得 る べ き 適 切 な 細
胞 系 は 、 IL-3－ 依 存 性 BaF3細 胞 系 （ Palacios and Steinmetz, Cell 41: 727-734, 1985; 
Mathey-Prevot な ど ., Mol. Cell. Biol. 6: 4133-4135, 1986） 、 FDC－ P1（ Hapel な ど .
, Blood 64: 786-790, 1984） 及 び MO7e（ Kissな ど ., Leukemia 7: 235-240, 1993） を 包
含 す る 。 成 長 因 子 － 依 存 性 細 胞 系 は 、 公 開 さ れ た 方 法 （ 例 え ば 、 Greenbergerな ど ., Leuk
emia Res. 8: 363-375, 1984; Dexterな ど ., in Baum な ど ., Eds., Expermental Hemato
logy Toda, 8 t h  ann. Mtg. Int. Soc. Exp. Hematol. 1979, 145-156, 1980） に 従 っ て 確
立 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 造 血 機 能 及 び 免 疫 機 能 の 関 連 す る 恒 常 性 の 細 胞 の 特 殊 化 さ れ た
細 胞 機 能 の 増 殖 、 活 性 化 、 分 化 及 び /又 は 誘 発 又 は 阻 害 を 刺 激 す る た め に 有 用 で あ る 。 特
に 、 zcytor17ligポ リ ペ ピ チ ド は 、 造 血 系 の 細 胞 、 例 え ば T細 胞 、 B細 胞 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ
ー ジ 、 NK細 胞 、 好 中 球 、 内 皮 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 好 酸 球 、 軟 骨 細 胞 、 肥 満 細 胞 、 ラ ン ゲ ル
ハ ン ス 細 胞 、 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 並 び に 上 皮 細 胞 （ 但 し 、 そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ
な い ） の 特 殊 化 さ れ た 細 胞 機 能 の 増 殖 、 活 性 化 、 分 化 、 誘 発 又 は 阻 害 を 刺 激 す る た め に 有
用 で あ る 。 上 皮 細 胞 は 、 例 え ば エ ナ メ ル 芽 細 胞 、 主 細 胞 、 色 素 体 、 腸 ク ロ ム 親 和 細 胞 、 腸
ク ロ ム 親 和 － 様 細 胞 、 杯 細 胞 、 顆 粒 膜 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 樹 状 突 起 細 胞 、 迷 路 支 持 細
胞 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 メ ル ケ ル 細 胞 、 パ ー ネ ト 細 胞 、 壁 細 胞 、 セ ル ト リ 細 胞 及 び 同 様 の も の
を 包 含 す る 。 造 血 細 胞 の 増 殖 及 び /又 は 分 化 は 、 培 養 さ れ た 細 胞 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 、
又 は 本 発 明 の 分 子 を 適 切 な 動 物 モ デ ル 中 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 測 定 さ れ
得 る 。 細 胞 増 殖 又 は 分 化 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 た と え ば 、 増 殖 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 次 の よ う な ア ッ セ イ を 包 含 す る ： 中 性 赤 色 素 に
対 す る 化 学 感 受 性 （ Caranaugh な ど ., Investigational New Drags 8: 347-354, 1990; 
引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 込 み （ Co
oK な ど ., Analytical Biochem. 179: 1-7, 1989; 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ）
、 増 殖 す る 細 胞 の DNAへ の ５ -ブ ロ モ ー ２ ’ -デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ BrdU） の 組 み 込 み （ Porst
mann な ど ., J. Immunol. Methods 82: 169-179, 1985; 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
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れ る ） 、 及 び テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 の 使 用 （ Mosmann, J. Immunol. Methods 65: 55-63, 1983
; Alley な ど ., Cancer Res. 48: 589-601, 198; Marshall な ど ., Growth Reg. 5: 69-8
4, 1995; 及 び Scudiero な ど ., Cancer Res. 48: 4827-4833, 1988; す べ て は 引 用 に よ り
本 明 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 分 化 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 た と え ば 組 織 の 段 階 － 特 異 的 発 現 に 関 連 す る 細 胞 表 面 マ ー
カ ー 、 酵 素 活 性 、 官 能 的 活 性 、 又 は 形 態 変 化 の 測 定 を 包 含 す る （ Watt, FASEB 5: 281-284
, 1991; Francis, Differentiation 57 : 63-75, 1994; Raes, Adv. Anim. Cell Biol. T
echnol. Bioprocesses, 1i61-171, 1989; す べ て は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ）
。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 分 子 は 、 ウ ィ ル ス 供 給 シ ス テ ム を 用 い て イ ン ビ ボ で ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 こ の 目
的 の た め の 典 型 的 な ウ ィ ル ス は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル
ス 及 び ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス （ AAV） を 包 含 す る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 す な わ ち 二 本 鎖 DNAウ ィ
ル ス は 現 在 、 異 種 拡 散 の 供 給 の た め の 最 も 研 究 さ れ て い る 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー
で あ る （ T. C. Becker な ど ., Meth. Cell Bio. 43: 161－ 89, 1994; 及 び J. T. Douglas
 and D.T. Curiel, Science & Medicine 4: 44－ 53, 1997 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 リ ガ ン ド と し て 、 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 受 容 体 結 合 及 び 続 く 生 理 学 的 細 胞 応
答 に 関 連 す る 細 胞 外 酸 性 化 速 度 又 は プ ロ ト ン 排 泄 を 測 定 す る 珪 素 基 材 の バ イ オ セ ン サ ー マ
イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 装 置 は 、 Molecular device, Sunn
yvale, CAに よ り 製 造 さ れ る Cytosensor T M  Microphysiometerで あ る 。 種 々 の 細 胞 応 答 、 た
と え ば 細 胞 増 殖 、 イ オ ン 輸 送 、 エ ネ ル ギ ー 生 成 、 炎 症 応 答 、 調 節 及 び 受 容 体 活 性 化 及 び 同
様 の も の が 、 こ の 方 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 McConnell, H.M. な ど ., Science 2
57: 1905-1912, 1992; Pitchford, S. な ど ., Meth. Enzymol. 228: 84-108, 1997; Arim
illi, S. な ど ., J. Immunol. Meth. 212: 49-59, 1998; Van Liefde, I. な ど ., Eur. J
. Pharmacol. 346: 87-95, 1998を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 さ ら に 、 zcytor17ligは 、 zcytor17lig－ 刺 激 さ れ た 経 路 に 応 答 す る 、 細 胞 、 組 織 又 は 細
胞 系 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 上 記 に 記 載 さ れ る マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー は 、 リ
ガ ン ド － 応 答 性 細 胞 、 例 え ば 、 本 発 明 の zcytor17ligに 応 答 す る 細 胞 を 急 速 に 同 定 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 細 胞 は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 存 在 又 は 不 在 下 で 培 養 さ れ 得 る
。 zcytor17ligの 存 在 下 で 細 胞 外 酸 性 化 に お い て 測 定 で き る 変 化 を 誘 発 す る そ れ ら の 細 胞
は 、 zcytor17ligに 対 し て 応 答 性 で あ る 。 そ の よ う な 細 胞 又 は 細 胞 系 は 、 上 記 に 記 載 さ れ
る よ う に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 zcytor17lig受 容 体 ア ゴ ニ ス ト に 関 し て 観 察 さ れ 組 織 分 布 の 観 点 に お い て は 、 ア ゴ ニ ス
ト （ 例 え ば 、 天 然 の zcytor17lig/基 質 /補 因 子 /等 ） 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 イ ン ビ ト ロ 及
び イ ン ビ ボ 用 途 に お い て 莫 大 な 可 能 性 を 有 す る 。 zcytor17ligア ゴ ニ ス ト と し て 同 定 さ れ
る 化 合 物 は 、 造 血 機 能 及 び 免 疫 機 能 の 恒 常 性 に 関 連 す る 細 胞 の 特 殊 化 さ れ た 細 胞 機 能 の 拡
張 、 増 殖 、 活 性 化 、 分 化 及 び /又 は 誘 発 又 は 阻 害 を 刺 激 す る た め に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 z
cytor17lig及 び ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 定 義 さ れ た 細 胞 培 養 培 地 の 成 分 と し て 有 用 で あ り 、
そ し て 細 胞 培 養 物 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 血 清 を 置 換 す る た め に 、 単 独 で 、 又 は 他 の サ イ
ト カ イ ン と 組 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ア ゴ ニ ス ト は 、 培 養 物 に お け る T-細 胞 、 B-細
胞 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 NK細 胞 、 細 胞 毒 性 リ ン パ 球 、 及 び リ ン パ 球 及 び 骨 髄 系 の 増 殖
及 び /又 は 成 長 を 特 異 的 に 促 進 す る こ と に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト は ま た 、 リ ガ ン ド － 受 容 体 相 互 作 用 の 部 位 を 特 徴 づ け る た め の 研 究 試 薬
と し て 有 用 で あ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 造 血 機 能 の 調 節 に 関 与 す る 細 胞 の 拡 張 、 増 殖 、 活
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性 化 、 及 び /又 は 分 化 を 阻 害 す る た め に 有 用 で あ る 。 zcytor17lig活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー （ zc
ytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト ） は 、 抗 － zcytor17lig抗 体 、 及 び 可 溶 性 zcytor17lig受 容 体 、
並 び に 他 の ペ プ チ ド 及 び 非 ペ プ チ ド 剤 （ 例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 zcytor17ligは ま た 、 そ の 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 同 定 す る た め に も
使 用 さ れ る 。 試 験 化 合 物 が 、 zcytor17ligの 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 本
明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ッ セ イ に 添 加 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る そ れ ら の ア ッ セ イ の 他
に 、 サ ン プ ル は 、 受 容 体 結 合 、 す な わ ち zcytor17受 容 体 － 発 現 細 胞 の zcytor17lig－ 依 存
性 細 胞 応 答 又 は 増 殖 を 測 定 す る よ う 企 画 さ れ た 種 々 の ア ッ セ イ 内 で の zcytor17lig活 性 の
阻 害 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 不 変 領 域 、 典 型 的 に は ２ つ の 不 変 領 域
ド メ イ ン を 含 み 、 そ し て 可 変 領 域 を 欠 い て い る Fcフ ラ グ メ ン ト と の 融 合 体 と し て 発 現 さ れ
得 る 。 そ の よ う な 融 合 体 を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,155,027号 及 び 第 5,5
67,584号 に 開 示 さ れ る 。 そ の よ う な 融 合 体 は 典 型 的 に は 、 マ ル チ マ ー 分 子 と し て 分 泌 さ れ
、 こ こ で Fc部 分 は お 互 い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ 、 そ し て ２ つ の 非 － Igポ リ ペ プ チ ド は お 互
い 接 近 し て 整 列 さ れ て い る 。 こ の タ イ プ の 融 合 体 は 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 手 段 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 リ ガ ン ド を 親 和 性 精 製 す る た め に 、 安 定 性 及 び イ ン ビ ボ 半 減 期 を
高 め る 二 量 体 化 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ア ッ セ イ へ の 使 用 に 関 し て は 、 前 記 キ メ ラ は Fc領
域 を 通 し て 支 持 体 に 結 合 さ れ 、 そ し て ELISA型 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 zcytor17lig－ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 リ ガ ン ド の 精 製 の た め に も 使 用 さ れ る 。 前 記
ポ リ ペ プ チ ド は 、 固 体 支 持 体 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス 、 架 橋 さ れ た ア ガ ロ ー ス 、 ガ ラ ス 、 セ ル
ロ ー ス 樹 脂 、 シ リ カ 基 材 の 樹 脂 、 ポ リ ス チ レ ン 、 架 橋 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 又 は 使 用
の 条 件 下 で 安 定 し て い る 同 様 の 材 料 の ビ ー ズ 上 に 固 定 さ れ る 。 固 体 支 持 体 に ポ リ ペ プ チ ド
を 結 合 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て ア ミ ン 化 学 、 臭 化 シ ア ノ
ゲ ン 活 性 化 、 N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 活 性 化 、 エ ポ キ シ ド 活 性 化 、 ス ル フ ヒ ド リ ル
活 性 化 及 び ヒ ド ラ ジ ド 活 性 化 を 包 含 す る 。 得 ら れ る 媒 体 は 一 般 的 に 、 カ ラ ム の 形 で 形 状 化
さ れ 、 そ し て リ ガ ン ド を 含 む 流 体 が 、 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド へ の リ ガ ン ド の 結 合 を 可 能 に す
る た め に 、 カ ラ ム に １ 又 は 複 数 回 、 通 さ れ る 。 次 に 、 リ ガ ン ド が 、 塩 濃 度 の 変 化 、 カ オ ト
ロ ピ ッ ク 剤 （ グ ア ニ ジ ン HCl） 、 又 は リ ガ ン ド － 受 容 体 結 合 を 破 壊 す る ｐ Hを 用 い て 溶 出 さ
れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 リ ガ ン ド － 結 合 受 容 体 (又 は 抗 体 、 補 体 ／ 抗 補 体 対 の １ つ の メ ン バ ー )、 又 は そ の 結 合 フ
ラ グ メ ン ト 、 及 び 市 販 の バ イ オ セ ン サ ー 装 置 を 用 い る ア ッ セ イ シ ス テ ム が 、 好 都 合 に は 、
使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 BIAcore, Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ） 。 そ の よ う な
受 容 体 、 抗 体 、 補 体 ／ 抗 補 体 対 の メ ン バ ー 、 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 受 容 体 チ ッ プ の 表 面 上
に 固 定 さ れ る 。 こ の 装 置 の 使 用 は 、 Karlsson, J. Immunol. Methods 145: 229－ 40, 1991
 及 び Cunningham and Wells, J. Mol.Biol. 234: 554－ 63,1993に よ り 開 示 さ れ る 。 受 容
体 、 抗 体 、 メ ン バ ー 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 ア ミ ン 又 は ス ル フ ヒ ド リ ル 化 学 を 用 い て 、 流 動
細 胞 内 の 金 フ ィ ル ム に 結 合 さ れ る デ キ ス ト ラ ン 線 維 に 共 有 結 合 さ れ る 。 試 験 サ ン プ ル が 細
胞 に 通 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 リ ガ ン ド 、 エ ピ ト ー プ 又 は 補 体 ／ 抗 補 体 対 の 反 対 の メ ン バ ー が サ ン プ ル に 存 在 す る 場 合
、 そ れ は 、 そ れ ぞ れ 固 定 さ れ た 受 容 体 、 抗 体 又 は メ ン バ ー に 結 合 し 、 金 フ ィ ル ム の 表 面 の
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 変 化 と し て 検 出 さ れ る 、 媒 体 の 屈 折 率 の 変 化 を 引 き 起 こ す 。 こ の シ ス テ
ム は 、 オ ン － 及 び オ フ － 速 度 の 決 定 を 可 能 に し 、 こ れ か ら 、 結 合 親 和 性 が 計 算 さ れ 、 そ し
て 結 合 の 化 学 量 の 評 価 が 可 能 に さ れ る 。 他 方 で は 、 リ ガ ン ド /受 容 体 結 合 は 、 SELDI T M  tec
hnology（ Ciphergen, Inc. Palo Alto, CA） を 用 い て 分 析 さ れ 得 る 。
　 リ ガ ン ド － 結 合 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の ア ッ セ イ シ

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-526494 A 2005.9.8



ス テ ム 内 で も 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 結 合 親 和 性 の 決 定 の た め の ス カ チ ャ
ー ド 分 析 （ Scatchard, Ann. NY. Acad. Sci. 51:660－ 72, 1949） 及 び 熱 量 測 定 ア ッ セ イ
（ Cunningham な ど ., Science 253: 545－ 48, 1991;Cunningham な ど ., Science 245: 82
1－ 25, 1991） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 zcytor17ligエ ピ ト ー プ 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 調 製 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 動 物 を 接 種 し 、 そ し て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の 剤 (免 疫 原 )と し
て 作 用 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 前 － 炎 症 性 zcytor17ligの 生 物 学 的 作 用 を 阻 止 す る た め
に 使 用 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 種 々 の 疾 病 に お け る 前 － 炎 症 性 治 療 剤 と
し て 有 用 で あ る 。 当 業 者 は 、 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 担 持 の ポ リ ペ プ チ ド が zcytor17ligポ リ ペ
プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ） の 少 な く と も ６ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ 及 び よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 15～ 約 30個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 大 き な 部 分 、 す な わ ち ア ミ ノ 酸 配 列 の 30～ 100個 の 残 基 ～ そ
の 全 体 の 長 さ の 残 基 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 抗 原 又 は 免 疫 原 エ ピ ト ー プ は
ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 結 合 さ れ た 標 識 、 ア ジ ュ バ ン ド 及 び キ ャ リ ヤ ー を 含
む こ と が で き る 。 適 切 な 抗 原 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 24～ ア ミ ノ 酸 番 号 164に よ り
コ ー ド さ れ る zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 連 続 し た ９ ～ 141個 の そ の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ
ン ト を 含 む 。 他 の 適 切 な 抗 原 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 zcytor17lig４ － ヘ リ カ
ル － 束 構 造 の 個 々 の 又 は 複 数 の ヘ リ ッ ク ス A、 B、 C及 び Dを 包 含 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 抗 原 と し て 使 用 す る た め の 好 ま し い ペ プ チ ド は 、 親 水 性 ペ プ チ ド 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る よ う に 、 疎 水 性 プ ロ ッ ト か ら 当 業 者 に よ り 予 測 さ れ る そ れ ら の も の 、 例 え ば 、 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 114～ 119、 101～ 105、 126～ 131、 113～ 118及 び 158～ 162、 及 び 配
列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 34～ 39、 46～ 51、 131～ 136、 158～ 163及 び 157～ 162を 包 含 す る 。
さ ら に 、 例 え ば DNASTAR　 Proteanプ ロ グ ラ ム （ DNASTAR， Inc.,Madison, WI） を 用 い て 、 J
ameson－ Wolfに よ り 推 定 さ れ る よ う に 、 zcytor17lig抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し い 抗 原
と し て 作 用 し 、 そ し て 当 業 者 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 そ れ ら の 抗 原 に よ る 動 物 の 接 種 に よ り 生 成 さ れ る 免 疫 応 答 か ら の 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記
載 の よ う に し て 単 離 さ れ 、 そ し て 精 製 さ れ 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 調 製 し 、 そ し て 単 離 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Cu
rrent Protocols in Immunology, Cooligan, な ど ., (eds.), National Institutes of H
ealth, John Wiley and Sons, Inc., 1995; Sambrook な ど ., Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, NY, 1989; 及 び Hurrell, J.G.R
., Ed., Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications, CRC Press,
 Inc., Boca Raton, FL, 1982 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 種 々 の 温 血 動 物 、 例 え ば 馬 、 ウ シ 、
ヤ ギ 、 羊 、 犬 、 鶏 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 及 び ラ ッ ト を zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ
ラ グ メ ン ト に よ り 接 種 す る こ と に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 性
は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば ミ ヨ ウ バ ン （ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ュ ウ ム ） 又 は フ ロ イ ン ト 完 全 又 は
不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 に よ り 高 め ら れ 得 る 。 免 疫 化 の た め に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド は ま
た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 　 ポ リ ペ プ チ ド 又 は マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 体 ポ リ ペ プ チ
ド 、 例 え ば zcytor17lig又 は そ の 一 部 の 融 合 体 を 包 含 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 十 分
な 長 さ の 分 子 又 は そ の 一 部 で あ り 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 が “ ハ プ テ ン － 様 ” で あ る 場 合
、 そ の よ う な 部 分 は 、 免 疫 化 の た め に 、 高 分 子 キ ャ リ ヤ ー （ 例 え ば 、 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ
ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 又 は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド ） に 都 合 良 く 連 結 又 は 結 合
さ れ 得 る 。
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【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 抗 体 ” と は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 親 和 性 精 製 さ れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば F(ab’ ) 2
及 び Fabタ ン パ ク 質 分 解 性 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 遺 伝 子 的 に 構 築 さ れ た 損 な わ れ て い
な い 抗 体 又 は フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば キ メ ラ 抗 体 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 一 本 鎖 抗 体 及 び 同 様 の
も の 、 並 び に 合 成 抗 原 結 合 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド も ま た 包 含 さ れ る 。 非 ヒ ト 抗 体 は 、
ヒ ト 骨 格 及 び 不 変 領 域 上 に 非 ヒ ト CDRの み を 移 植 す る こ と に よ っ て 、 又 は 完 全 な 非 ヒ ト 可
変 ド メ イ ン を 組 み 込 む こ と に よ っ て （ 任 意 に は 、 暴 露 さ れ た 残 基 の 置 換 に よ っ て ヒ ト － 様
表 面 に よ り そ れ ら の ド メ イ ン を “ お お う （ cloaking） ” こ と に よ っ て ； こ こ で 結 果 物 は “
張 り 合 わ さ れ た ” 抗 体 で あ る ） 、 ヒ ト 適 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 多 く の 場 合 、 ヒ ト 型 化 抗 体 は 、 正 し い 結 合 特 性 を 増 強 す る た め に 、 ヒ ト 可 変 領 域 骨 格 ド
メ イ ン 内 に 非 ヒ ト 残 基 を 保 持 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 適 合 化 抗 体 を 通 し て 、 生 物 学 的 半 減
期 が 高 め ら れ 、 そ し て ヒ ト へ の 投 与 に 基 づ く 有 害 な 免 疫 反 応 の 可 能 性 が 低 め ら れ る 。 さ ら
に 、 ヒ ト 抗 体 は 、 WIPO公 開 WO98/24893号 に 開 示 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子
を 含 む よ う 構 築 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 － ヒ ト 動 物 に お い て 生 成 さ れ る 。 好 ま し く は
、 そ れ ら の 動 物 に お け る 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 相 同 組 換 え に よ り 不 活 性 化 さ れ
る か 又 は 排 除 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 抗 体 は 、 １ ） そ れ ら が 限 界 レ ベ ル の 結 合 活 性 を 示 す 場 合 、 及 び ２ ） そ れ ら が 関 連 す る ポ
リ ペ プ チ ド 分 子 と 有 意 に 交 差 反 応 し な い 場 合 、 特 異 的 に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 限 界 レ ベ
ル の 結 合 は 、 本 明 細 書 に お け る 抗 － zcytor17lig抗 体 が 対 照 （ 非 － zcytor17lig） ポ リ ペ プ
チ ド へ の 結 合 親 和 性 よ り も 少 な く と も 10倍 高 い 親 和 性 を 伴 っ て 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ
ド 、 ペ プ チ ド 又 は エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か ど う か 決 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 10 6 M
- 1 又 は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 10 7 M - 1 又 は そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 10 8 M - 1 又 は そ れ 以 上 、
及 び 最 も 好 ま し く は 10 9 M - 1 又 は そ れ 以 上 の 結 合 親 和 性 （ Ka） を 示 す 。 抗 体 の 結 合 親 和 性 は
、 例 え ば Scatchard 分 析 （ Scatchard, G., Ann. NY Acad. Sci. 51: 660-672, 1949） を
用 い て 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 zcytor17lig抗 体 は 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド 分 子 と 有 意 に 交 差 反 応 し な い か ど う か は 、 例
え ば 、 標 準 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 し
か し 知 ら れ て い な い 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 抗 体 に よ り 示 さ れ る （ Ausubel な ど
., 前 記 ） 。 既 知 の 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 従 来 技 術 に 開 示 さ れ て い る そ れ ら の も
の 、 例 え ば 既 知 の オ ル ト 体 及 び パ ラ 体 、 及 び タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 類 似 す る 既 知 メ ン バ
ー で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は ま た 、 非 ヒ ト zcytor17lig及 び zcytor17lig変 異 体 ポ チ ペ プ チ
ド を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結
合 す る 集 団 を 単 離 す る た め に 、 既 知 の 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド に “ 対 し て ス ク リ ー ン さ れ 得
る ” 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 例 え ば 、 zcytor17ligに 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 は 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス に 付 着 さ れ る
関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド に 吸 着 さ れ ； zcytor17ligに 対 し て 特 異 的 な 抗 体 は 適 切 な 緩 衝 液 条
件 下 で 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 通 し て 流 れ る で あ ろ う 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 既 知 の 溶 接 に 関 連
す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 交 差 反 応 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離
を 可 能 に す る （ Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.), Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, 1988; Current Protocols in Immunology, Cooligan, な
ど . (eds.), National Institutes of Health, John Wiley and Sons, Inc., 1995） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 特 異 的 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 単 離 は 当 業 界 に お い て 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い
る 。 Fundamental Immunology, Paul (eds.), Raven Press, 1993; Getzoffな ど ., Adv.in
 Immunol. 43: 1-98, 1988; Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Goding
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, J.W. (eds.), Academic Press Ltd., 1996; Benjamin な ど ., Ann. Rev. Immunol. 2: 
67-101, 1984を 参 照 の こ と 。 特 異 的 に 結 合 す る 抗 － zcytor17lig抗 体 は 、 当 業 界 に お い て
知 ら れ て お り 、 そ し て 下 記 に 開 示 さ れ る 多 く の 方 法 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 当 業 者 に 知 ら れ て い る 種 々 の ア ッ セ イ が zcytor17ligタ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 典 型 的 な ア ッ セ イ は 、 Antibodies: A La
boratory Manual, Harlow and lane (Eds.), Cold Speing Harbor Laboratory Press, 19
88 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ の 代 表 的 な 例 は 次 の も の を 包 含 す る :同
時 免 疫 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ 沈 殿 、 酵 素 結 合 の 免 疫 吸 着 ア ッ セ
イ （ ELISA） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 又 は ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 阻 害 又 は 競 争 ア ッ セ
イ 。 及 び サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 。 さ ら に 、 野 生 型 対 変 異 体 の zcytor17ligタ ン パ ク 質 又 は
ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 が ス ク リ ー ン さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 zcytor17ligに 対 す る 抗 体 は 、 zcytor17ligを 発 現 す る 細 胞 を 標 識 す る た め に ； ア フ ィ ニ
テ ィ ー 精 製 に よ り zcytor17ligを 単 離 す る た め に ； zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 循 環 レ ベ ル
を 決 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ の た め に ； 根 本 的 な 病 理 学 の マ ー カ ー と し て 可 溶 性 zcytor
17ligを 検 出 し 又 は 定 量 化 す る た め に ； FACS を 使 用 す る 分 析 方 法 に お い て 、 発 現 ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に ； 抗 -イ ン デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 生 成 す る た め に ； 及 び イ
ン ビ ト ロ で zcytor17lig活 性 を 阻 止 す る た め の 中 和 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス と し て 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 適 切 な 直 接 的 標 識 又 は ラ ベ ル は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 蛍
光 マ ー カ ー 、 化 学 発 光 マ ー カ ー 、 磁 気 粒 子 及 び 同 様 の も の を 包 含 し ； 間 接 的 な 標 識 又 は ラ
ベ ル は 、 中 間 体 と し て の ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 又 は 他 の 補 体 ／ 抗 － 補 体 対 の 使 用 を 特 徴 と す
る 。 本 発 明 書 に お け る 抗 体 及 び 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 薬 物 、 ト キ シ ン 、 放 射 性 核 種 、 及
び 同 様 の も の に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 接 合 さ れ 得 、 そ し て そ れ ら の 接 合 体 は イ ン ビ ボ 診 断
又 は 治 療 用 途 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 zcytor17lig又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す
る 抗 体 は 、 ア ッ セ イ 、 例 え ば 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 又 は 他 の
ア ッ セ イ に お い て 、 変 性 さ れ た zcytor17lig又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る た め に イ ン
ビ ト ロ で 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 適 切 な 検 出 可 能 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 、 そ
し て 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 発 光 マ ー カ ー
、 磁 気 粒 子 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 適 切 な 細 胞 毒 性 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体
に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 、 そ し て 細 菌 又 は 植 物 毒 性 （ 例 え ば 、 ジ フ テ リ ア 毒 素
、 プ ソ イ ド モ ナ シ ス 内 毒 素 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 及 び 同 様 の も の ） 、 及 び 治 療 用 放 射 性 核 種
、 例 え ば I－ 131、 レ ニ ウ ム － 188又 は イ ッ ト ニ ウ ム － 90（ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 直 接 的
に 結 合 さ れ る か 、 又 は キ レ － ト 成 分 に よ り 間 接 的 に 結 合 さ れ る ） を 包 含 す る 。 ポ リ ペ プ チ
ド 又 は 抗 体 は ま た 、 細 胞 毒 性 薬 物 、 例 え ば ア ド リ ア マ イ シ ン に 結 合 さ れ 得 る 。 検 出 可 能 又
は 細 胞 毒 性 分 子 の 間 接 的 な 結 合 に 関 し て は 、 検 出 可 能 又 は 細 胞 毒 性 分 子 は 相 補 的 /抗 相 補
的 対 の メ ン バ ー に よ り 結 合 さ れ 得 、 こ こ で 他 の メ ン バ ー は ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 部 分 に 結
合 さ れ る 。 そ れ ら の 目 的 の た め に は 、 ビ オ チ ン /ス ト レ プ タ ビ ジ ン が 典 型 的 な 相 補 的 /抗 相
補 的 対 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 zcytor17lig結 合 及 び シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を イ ン ビ
ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で 阻 止 す る た め に 、 zcytor17lig“ ア ン タ ゴ ニ ス ト ” と し て 作 用 す る こ
と が で き る 。 そ れ ら の 抗 － zcytor17lig結 合 タ ン パ ク 質 は 、 zcytor17lig活 性 又 は タ ン パ ク
質 結 合 を 阻 害 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド － 毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 抗 体 － 毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 的 化 さ れ た 細
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胞 又 は 組 織 阻 害 又 は 除 去 （ 例 え ば 、 癌 細 胞 又 は 組 織 を 処 理 す る た め に ） の た め に 使 用 さ れ
得 る 。 他 方 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 複 数 の 機 能 ド メ イ ン （ す な わ ち 、 活 性 化 ド メ イ ン 又 は リ
ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 及 び 標 的 化 ド メ イ ン ） を 有 す る 場 合 、 標 的 化 ド メ イ ン の み を 包 含 す
る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 可 能 分 子 、 細 胞 毒 性 分 子 又 は 相 補 的 分 子 を 、 興 味 あ る 細 胞 又 は
組 織 型 に 向 け る た め に 適 切 で あ る 。 ド メ イ ン の み の 融 合 タ ン パ ク 質 が 相 補 的 分 子 を 含 む 場
合 、 抗 － 相 補 的 分 子 は 検 出 可 能 又 は 細 胞 毒 性 分 子 に 接 合 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 そ の よ う な ド
メ イ ン － 相 補 的 分 子 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 一 般 的 抗 － 相 補 的 － 検 出 可 能 /細 胞 毒 性 分 子 接 合
体 の た め の 一 般 的 標 的 化 ビ ー ク ル を 表 す 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17lig－ サ イ ト カ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 抗 体 － サ イ
ト カ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 zcytor17lig受 容 体 が 発 現 さ れ る 場 合 、 標 的 組 織 （ 例 え ば 、
白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 膵 臓 癌 、 卵 巣 癌 、 血 液 及 び 骨 髄 癌 、 又 は
他 の 癌 ） の イ ン ビ ボ 殺 害 を 増 強 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ 一 般 的 に は 、 Hornickな ど ., Bl
ood 89: 4437-4447, 1997を 参 照 の こ と ） 。 記 載 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 作 用 の 所 望 す
る 部 位 へ の サ イ ト カ イ ン の 標 的 化 を 可 能 に し 、 そ れ に よ り 、 サ イ ト カ イ ン の 高 め ら れ た 局
部 濃 度 を 提 供 す る 。 適 切 な zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 は 、 所 望 し
な い 細 胞 又 は 組 織 （ 例 え ば 、 腫 瘍 又 は 白 血 病 ） を 標 的 化 し 、 そ し て 融 合 さ れ た サ イ ト カ イ
ン は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 改 良 さ れ た 標 的 細 胞 溶 解 を 仲 介 す る 。 例 え ば 、 こ の 目 的 の た
め の 適 切 な サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 及 び 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 （ GM－ CSM） を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 さ ら に も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligポ チ ペ プ チ ド 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体
が 血 管 細 胞 又 は 組 織 を 標 的 化 す る 場 合 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は 、 再 狭 窄 を 低
め る た め に 、 放 射 性 核 種 、 及 び 特 に β 線 放 射 性 核 種 に よ り 接 合 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 治 療
ア プ ロ ー チ は 、 放 射 性 治 療 を 管 理 す る 臨 床 医 に ほ と ん ど 危 険 性 を 与 え な い 。 例 え ば 、 必 要
と さ れ る 放 射 線 量 が 供 給 さ れ る ま で 患 者 の ス テ ン ト 管 中 に 配 置 さ れ る 、 イ リ ジ ウ ム － 192
含 浸 さ れ た リ ボ ン は 、 前 記 管 に お け る 低 め ら れ た 組 織 増 殖 、 及 び プ ラ シ ー ボ リ ボ ン を 受 け
た 対 照 グ ル ー プ よ り も 大 き な 管 腔 直 径 を 示 し た 。 さ ら に 、 再 血 管 化 及 び ス テ ン ト 血 栓 症 は
、 処 理 グ ル ー プ に お い て 有 意 に 低 か っ た 。 類 似 す る 結 果 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に
、 放 射 性 核 種 を 含 む 生 活 性 接 合 体 の 標 的 化 に よ り 推 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 生 活 性 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 接 合 体 は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 又 は 管 内
供 給 さ れ 得 、 又 は 作 用 の 意 図 さ れ た 部 位 に 局 部 的 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 さ ら に 、 炎 症 は 、 侵 入 剤 を 受 け と め る た め の 生 物 に よ る 保 護 応 答 で あ る 。 炎 症 は 、 多 く
の 細 胞 及 び 体 液 メ デ ィ エ ー タ ー を 包 含 す る 段 階 的 に 連 続 し た 現 象 で あ る 。 他 方 で は 、 炎 症
応 答 の 制 御 は 宿 主 を 免 疫 無 防 備 状 態 に す る が 、 し か し な が ら 、 抑 制 さ れ な け れ ば 、 炎 症 は
、 慢 性 炎 症 性 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 及 び 同 様 の
も の ） 、 敗 血 性 シ ョ ッ ク 及 び 多 発 性 器 官 不 全 を 包 含 す る 重 度 の 合 併 症 を 導 く こ と が で き る
。 重 要 な こ と に は 、 そ れ ら の 種 々 の 疾 病 状 態 は 、 共 通 す る 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー を 共 有 す
る 。 炎 症 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 集 合 的 疾 病 は 、 ヒ ト 罹 病 率 及 び 死 亡 率 に 対 し て 大 き な 衝 撃
を 有 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 従 っ て 、 抗 － 炎 症 性 抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 抗 － zcyt
or17lig抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 喘 息 及 び ア レ ル ギ ー か ら 自 己 免 疫 性 及 び 敗 血 性 シ
ョ ッ ク ま で の 莫 大 に 多 く の ヒ ト 及 び 動 物 疾 患 の た め の 決 定 的 な 治 療 可 能 性 を 有 す る こ と が
明 白 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 抗 － 炎 症 性 抗 zcytor17lig抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
の 使 用 は 、 特 に 関 節 炎 、 内 毒 血 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 乾 癬 、 関 連 す る 疾 患 及 び 同 様 の も の の
よ う な 疾 病 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 治 療 的 に
使 用 さ れ 得 る 。
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【 ０ ２ １ ５ 】
　 １ ． 関 節 炎 ：
　 変 形 性 関 節 炎 、 リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 損 傷 の 結 果 と し て の 関 節 炎 性 の 関 節 、 及 び 同 様 の
も の を 包 含 す る 関 節 炎 は 、 抗 炎 症 性 抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 本 発 明 の zcytor17
lig抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 使 用 か ら 利 益 を 得 る 通 常 の 炎 症 状 態 で あ る 。 例 え ば
、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 （ RA） は 、 全 身 体 に 影 響 を 及 ぼ す 全 身 性 疾 患 で あ り 、 そ し て 最 も 通 常
の 形 の 関 節 炎 の １ つ で あ る 。 そ れ は 、 痛 み 、 硬 直 、 発 熱 、 赤 み 及 び 膨 潤 を 引 き 起 こ す 、 関
節 の 内 側 を お お う 膜 の 炎 症 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 炎 症 細 胞 は 、 骨 及 び 軟 骨 を 消 化 す る
こ と が で き る 酵 素 を 開 放 す る 。 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 結 果 と し て 、 炎 症 の 関 節 内 層 、 す な わ
ち 滑 液 が 侵 入 し 、 そ し て 骨 及 び 軟 骨 に 損 傷 を 与 え 、 他 の 生 理 学 的 効 果 の 中 で 、 関 節 変 性 及
び 重 度 の 痛 み を 導 く 。 そ の 関 連 す る 関 節 は 、 そ の 形 状 及 び 整 合 を 失 い 、 痛 み 及 び 運 動 の 損
傷 を も た ら す 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 （ RA） は 、 重 度 の 疾 病 及 び 高 め ら れ た 死 亡 率 を 導 く 、 炎 症 及 び 続 く 組
織 損 傷 に よ り 特 に 特 徴 づ け ら れ る 免 疫 介 在 性 疾 病 で あ る 。 種 々 の サ イ ト カ イ ン が リ ウ マ チ
様 関 節 炎 に お い て 局 部 的 に 生 成 さ れ る 。 多 く の 研 究 は 、 IL－ １ 及 び TNF－ α （ ２ 種 の プ ロ
ト タ イ プ の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン ） が 滑 膜 炎 症 及 び 進 行 性 関 節 破 壊 に 関 与 す る 機 構 に お
い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る こ と を 実 証 し て い る 。 実 際 、 RAを 有 す る 患 者 に お け る TNF－ α 及
び IL－ １ イ ン ヒ ビ タ ー の 投 与 は 、 炎 症 の 臨 床 学 的 及 び 生 物 学 的 徴 候 の 劇 的 な 改 良 、 及 び 骨
侵 食 及 び 軟 骨 破 壊 の 放 射 線 学 徴 候 の 低 下 を 誘 導 し て 来 た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 し か し な が ら 、 そ れ ら の 有 望 な 結 果 に も か か わ ら ず 、 有 用 な ％ の 患 者 が そ れ ら の 剤 に 対
し て 応 答 せ ず 、 こ の こ と は 、 他 の メ デ ィ エ イ タ ー が ま た 、 関 節 炎 の 病 理 学 に も 関 与 す る こ
と を 示 唆 す る （ Gabay, Expert. Opin. Biol. Ther. 2(2): 135-149, 2002） 。 そ れ ら の メ
デ ィ エ ー タ ー の １ つ は 、 zcytor17ligで あ り 、 そ し て zcytor17lig、 例 え ば 抗 zcytor17lig
抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー を 結 合 す る か 又 は 阻 害 す る そ の よ う な 分 子 と し て 、 リ ウ マ チ 様 関
節 炎 及 び 他 の 関 節 炎 患 者 に お け る 炎 症 を 低 め る た め の 価 値 あ る 治 療 剤 と し て 作 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に つ い て の い く つ か の 動 物 モ デ ル が 存 在
す る 。 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン － 誘 発 さ れ た 関 節 炎 （ CIA） モ デ ル に お い て は 、 マ ウ ス は 、 ヒ
ト リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 密 接 に 類 似 す る 慢 性 炎 症 性 関 節 炎 を 進 行 す る 。 CIAは RAと 、 類 似 す
る 免 疫 学 的 及 び 病 理 学 的 特 徴 と を 共 有 す る の で 、 こ れ は 、 可 能 性 あ る ヒ ト 抗 炎 症 性 化 合 物
を ス ク リ ー リ ン グ の た め の 理 想 的 モ デ ル に す る 。 こ の CIAモ デ ル は 、 免 疫 応 答 及 び 炎 症 性
応 答 の 両 者 に 依 存 す る 、 マ ウ ス に お け る 良 く 知 ら れ て い る モ デ ル で あ る 。 免 疫 応 答 は 、 抗
原 と し て 与 え ら れ 、 そ し て 抗 － コ ラ ー ゲ ン 抗 体 の 生 成 を 導 く 、 コ ラ ー ゲ ン に 応 答 し て B－
細 胞 及 び CD4＋  T－ 細 胞 の 相 互 作 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 炎 症 相 は 、 マ ウ ス の 生 来 の コ ラ ー ゲ ン と 交 差 反 応 し 、 そ し て 補 体 カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す
る そ れ ら の い く つ か の 抗 体 の 結 果 と し て 、 炎 症 の メ デ ィ エ ー タ ー か ら の 組 織 応 答 の 結 果 で
あ る 。 CIAモ デ ル を 用 い る こ と の 利 点 は 、 病 因 の 基 本 的 機 構 が 知 ら れ て い る こ と で あ る 。
タ イ プ IIコ ラ ー ゲ ン 上 の 適 切 な T－ 細 胞 及 び B－ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 同 定 さ れ て お り 、 そ し て
免 疫 介 在 性 関 節 炎 に 関 係 す る 、 種 々 の 免 疫 学 的 （ 例 え ば 、 遅 延 性 型 過 敏 症 及 び 抗 － コ ラ ー
ゲ ン 抗 体 ） 及 び 炎 症 性 （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 及 び マ ト リ ッ ク ス － 分 解 酵 素
） パ ー ト ナ ー が 決 定 さ れ て お り 、 そ し て 従 っ て 、 CIAモ デ ル に お け る 試 験 化 合 物 の 効 率 を
評 価 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 （ Wooley, Curr. Opin. Rheum. 3： 407－ 20、 1999； Willi
ameな ど ., Immunol. 89： 9784－ 788、 1992； Myersな ど ., Life Sci. 61: 1861-78, 1997;
 及 び Wangな ど ． ， Immunol． 92： 8955－ 959、 1995） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 可 溶 性 zcytor17含 有 ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ
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ー を 包 含 す る ） 、 例 え ば zcytor17-Fc4又 は 他 の zcytor17可 溶 性 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 の そ れ
ら の CIAモ デ ル マ ウ ス へ の 投 与 は 、 症 状 を 改 善 し 、 そ し て 疾 病 の 経 路 を 変 更 す る た め へ の z
cytor17の 使 用 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ た 。 免 疫 及 び 炎 症 性 応 答 を 調 節 す る 分 子 zcytor1
7ligは 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 病 因 に 関 連 す る SAAの 生 成 を 誘 発 し 、 そ し て zcytor17ligア ン
タ ゴ ニ ス ト は イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で SAA活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る こ と が で き る の
で 、 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 、 す な
わ ち zcytor17含 有 ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー を
包 含 す る ） 例 え ば zcytor17－ Fc4又 は 他 の zcytor17可 溶 性 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 の 全 身 性 又
は 局 部 投 与 は 、 RAに お け る 炎 症 性 応 答 を 実 質 的 に 抑 制 す る こ と が で き る 。 他 の 可 能 性 あ る
治 療 剤 は 、 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド 、 又 は 本 発 明 の 抗 zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ２ ． 内 毒 血 症 ：
　 内 毒 血 症 は 、 感 染 剤 、 例 え ば 細 菌 及 び 他 の 感 染 性 疾 病 剤 、 敗 血 症 、 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群
に 通 常 起 因 す る か 、 又 は 日 和 見 性 感 染 及 び 同 様 の も の に ゆ だ ね ら れ た 免 疫 無 防 備 状 態 の 患
者 に お け る 重 症 状 態 で あ る 。 治 療 的 に 有 用 な 抗 炎 症 性 抗 体 及 び 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 本
発 明 の 抗 － zcytor17lig抗 体 及 び 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 ヒ ト 及 び 動 物 に お け る 内 毒 血 症 の 予
防 及 び 処 理 を 助 け る 。 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る
他 の 可 能 性 あ る 治 療 剤 は 、 内 毒 血 症 に お け る 炎 症 及 び 病 理 学 的 効 果 を 低 め る た め の 価 値 あ
る 治 療 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ポ リ 多 糖 類 （ LPS） 誘 発 さ れ た 内 毒 血 症 は 、 感 染 性 疾 病 に お い て 病 理 学 的 効 果 を 生 成 す
る 多 く の プ ロ 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー と 連 動 し 、 そ し て 囓 歯 動 物 に お け る LPS誘 発 さ れ た 内 毒
血 症 は 、 可 能 性 あ る プ ロ 炎 症 又 は 免 疫 調 節 剤 の 薬 理 学 的 効 果 を 研 究 す る た め の 広 く 使 用 さ
れ 、 そ し て 許 容 で き る モ デ ル で あ る 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に お い て 生 成 さ れ る LPSは 、 敗 血 性
シ ョ ッ ク の 病 因 に お け る 主 要 原 因 剤 で あ る （ Glausnerな ど ., Lancet 338: 732, 1991） 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 シ ョ ッ ク 様 状 態 は 実 際 、 LPSの 動 物 中 へ の １ 回 の 注 射 入 に よ り 実 験 的 に 誘 発 さ れ 得 る 。 L
PSに 応 答 す る 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 分 子 は 、 病 原 体 を 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 標 的 化 す る こ
と が で き る 。 そ れ ら の 生 物 学 的 応 答 は 侵 入 性 病 原 体 に 対 し て 宿 主 を 保 護 す る が 、 そ れ ら は
損 傷 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 従 っ て 、 重 度 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 感 染 の 結 果 と し て 生 じ る
生 来 の 免 疫 性 の 強 力 な 刺 激 が 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 他 の 分 子 の 過 剰 の 生 成 、 及 び 致 命 的 症 状
、 発 熱 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 敗 血 性 シ ョ ッ ク 症 状 、 低 血 圧 、 散 在 性 血 管 内 凝 固 、 及 び 多 発
性 器 官 不 全 の 進 行 を 誘 導 す る （ Dumitruな ど ., Cell 103: 1071-1083, 2000） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 LPSの そ れ ら の 毒 性 効 果 は 、 複 数 の 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー の 導 く マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化
に 最 も 関 連 し て い る 。 そ れ ら の メ デ ィ エ ー タ ー の 中 で 、 TNFは 、 中 和 化 抗 － TNF抗 体 の 投 与
に よ る LPS毒 性 の 予 防 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 決 定 的 な 役 割 を 演 じ る よ う に 見 え る （ Beutl
erな ど ., Science 229: 869, 1985） 。 C57B1/6マ ウ ス 中 へ の E． コ リ LPS１ μ gの 注 射 が 、
注 射 の 約 ２ 時 間 後 、 循 環 性 IL－ ６ 、 TNF－ α 、 IL－ １ 、 及 び 急 性 相 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 S
AA） の 有 意 な 上 昇 を も た ら す で あ ろ う こ と は 、 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 LPSの 毒 性 は 、 そ れ ら の メ デ ィ エ ー タ ー に 対 す る 受 動 性 免 疫 化 が 低 め ら れ た 致 死 性 を も
た ら す の で 、 そ れ ら の サ イ ト カ イ ン に よ り 介 在 さ れ る と 思 わ れ る （ Beutler な ど ., Scien
ce 229: 869, 1985） 。 敗 血 性 シ ョ ッ ク の 予 防 及 び /又 は 処 理 の た め の 可 能 性 あ る 免 疫 介 入
方 法 は 、 抗 － TNF mAb, IL-1受 動 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 LIF、 IL－ 10及 び G－ CSFを 包 含 す る 。
LPSは 、 内 毒 血 症 の 病 理 学 に た ぶ ん 寄 与 す る プ ロ － 炎 症 性 因 子 の 生 成 を 誘 発 す る の で 、 zcy
tor17ligポ リ ペ プ チ ド を 拮 抗 す る こ と に よ る zcytor17lig活 性 、 SAA又 は 他 の プ ロ － 炎 症 因
子 の そ の 中 和 は 、 例 え ば 内 毒 性 シ ョ ッ ク に 見 ら れ る 内 毒 血 液 の 症 状 を 減 じ る た め に 使 用 さ
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れ 得 る 。 他 の 可 能 性 あ る 治 療 剤 は 、 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ
ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 及 び 同 様 の も
の を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ３ ． 炎 症 性 腸 疾 患 、 IBD：
　 ア メ リ カ 合 衆 国 に お い て は 、 約 500,000人 の 人 々 が 、 結 腸 又 は 直 腸 の い ず れ か （ 潰 瘍 性
大 腸 炎 ） 、 又 は 小 及 び 大 腸 の 両 者 （ ク ロ ー ン 病 ） に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 炎 症 性 腸 疾
患 （ IBD） を 有 す る 。 そ れ ら の 疾 病 の 病 因 は 不 明 で あ る が 、 し か し そ れ ら は 影 響 さ れ る 組
織 の 慢 性 炎 症 を 包 含 す る 。 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 へ テ ロ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び 同 様 の も の
を 包 含 す る 有 力 な 治 療 剤 は 、 IBD及 び 関 連 す る 疾 病 に お け る 炎 症 性 及 び 病 理 学 的 効 果 を 低
め る た め の 価 値 あ る 治 療 剤 と し て 作 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 潰 瘍 性 大 腸 炎 （ UC） は 、 結 腸 の 粘 膜 又 は 最 も 内 部 の 内 層 の 炎 症 及 び 潰 瘍 に よ り 特 徴 づ け
ら れ た 、 通 常 結 腸 と 呼 ば れ る 大 腸 の 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 こ の 炎 症 は 、 時 折 結 腸 を 空 に し 、
下 痢 を も た ら す 。 症 状 は 、 下 痢 ぎ み 及 び 関 連 す る 腸 の 痙 攣 、 発 熱 及 び 体 重 の 低 下 を 包 含 す
る 。 UCの 正 確 な 原 因 は 未 知 で あ る が 、 最 近 の 研 究 は 、 身 体 の 天 然 の 防 御 が 、 身 体 が 外 来 性
と 見 な す タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 用 す る （ “ 自 己 免 疫 反 応 ” ） こ と を 示 唆 す る 。 た ぶ ん 、 そ
れ ら は 腸 に お け る 細 菌 タ ン パ ク 質 に 類 似 す る の で 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 結 腸 の 内 層 を
破 壊 し 始 め る 炎 症 工 程 を 生 ぜ し め る か 又 は 刺 激 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 結 腸 の 内 層 が 破 壊 さ れ る に つ れ て 、 潰 瘍 が 開 放 性 粘 液 、 膿 及 び 血 液 を 形 成 す る 。 そ の 疾
病 は 通 常 、 直 腸 領 域 で 始 ま り 、 そ し て 最 終 的 に 、 全 大 腸 中 に 拡 張 す る 。 炎 症 の 反 復 さ れ た
症 状 の 発 現 は 、 瘢 痕 組 織 を 伴 な っ て 、 腸 及 び 直 腸 の 壁 の 肥 厚 化 を 導 く 。 結 腸 組 織 の 死 又 は
販 血 症 は 、 重 度 の 疾 病 を 生 ぜ し め る 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 症 状 は 重 症 度 に お い て 変 化 し 、 そ し
て そ れ ら の 開 始 は 徐 々 で あ る か 又 は 突 然 で あ り 得 る 。 攻 撃 は 、 多 く の 要 因 、 例 え ば 呼 吸 器
感 染 又 は ス ト レ ス に よ り 刺 激 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 現 在 、 UCに つ い て の 有 益 な 治 療 は 存 在 し な い が 、 処 理 は 、 結 腸 内 層 に お け る 異 常 炎 症 工
程 の 抑 制 に 集 中 さ れ る 。 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 免 疫 抑 制 剤 （ 例 え ば 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 メ ル
カ プ ト プ リ ン 及 び メ ト ト レ キ セ － ト ） 及 び ア ミ ノ サ リ チ レ ー ト を 包 含 す る 処 理 は 、 そ の 疾
病 を 処 理 す る た め に 入 手 で き る 。 し か し な が ら 、 免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば コ ル チ コ ス テ ロ イ ド
及 び ア ザ チ オ プ リ ン の 長 期 使 用 は 、 骨 の 微 細 化 、 白 内 障 、 感 染 、 及 び 腎 臓 及 び 骨 髄 の 効 果
を 包 含 す る 重 度 の 副 作 用 を も た ら す こ と が で き る 。 現 在 の 治 療 が 好 都 合 で な い 患 者 に お い
て は 、 手 術 が 任 意 で あ る 。 手 術 は 、 全 結 腸 及 び 直 腸 の 除 去 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 慢 性 潰 瘍 性 大 腸 炎 に 部 分 的 に 類 似 す る い く つ か の 動 物 モ デ ル が 存 在 す る 。 最 も 広 く 使 用
さ れ る モ デ ル は 、 結 腸 に お い て 慢 性 炎 症 及 び 潰 瘍 を 誘 発 す る 、 ２ ， ４ ， ６ － ト リ ニ ト ロ ベ
ン ス ル ホ ン 酸 /エ タ ノ ー ル （ TNBS） 誘 発 さ れ た 大 腸 炎 モ デ ル で あ る 。 TNBSが 直 腸 内 点 滴 を
通 し て 敏 感 な マ ウ ス の 結 腸 中 に 導 入 さ れ る 場 合 、 そ れ は 、 結 腸 粘 膜 に お い て 、 T－ 細 胞 介
在 性 免 疫 応 答 を 誘 発 し 、 こ の 場 合 、 大 腸 の 全 壁 じ ゅ う へ の T－ 細 胞 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の
強 い 浸 潤 に よ り 特 徴 づ け さ れ た 大 量 の 粘 膜 浸 潤 を 導 く 。 さ ら に 、 こ の 組 織 病 理 学 的 臨 床 像
は 、 進 行 性 体 重 の 低 下 （ 消 耗 ） 、 出 血 性 下 痢 、 直 腸 脱 出 及 び 大 腸 壁 の 肥 厚 化 の 臨 床 学 的 像
を 付 随 す る （ Neurathな ど ., Intern, Rev. Immunol. 19: 51-62, 2000） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 も う １ つ の 大 腸 炎 モ デ ル は 、 出 血 性 下 痢 に よ り 明 白 な 急 性 大 腸 炎 、 体 重 の 低 下 、 結 腸 の
短 縮 、 及 び 好 中 球 浸 潤 を 伴 な っ て の 粘 膜 性 潰 瘍 を 誘 発 す る 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ナ ト リ ウ ム （
DSS） を 使 用 す る 。 DSS誘 発 さ れ た 大 腸 炎 は 、 リ ン パ 過 形 成 、 病 巣 陰 窩 損 傷 及 び 上 皮 潰 瘍 を
伴 な っ て 、 粘 膜 固 有 層 中 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 に よ り 組 織 学 的 に 特 徴 づ け ら れ る 。 そ れ ら の
変 化 は 、 上 皮 上 へ の DSSの 毒 性 効 果 に よ り 、 及 び 粘 膜 固 有 層 細 胞 の フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス 、
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及 び TNF－ α 及 び IFN－ γ の 生 成 に よ り 進 行 す る と 思 わ れ る 。 そ の 通 常 の 使 用 に も か か わ ら
ず 、 ヒ ト 疾 病 へ の 関 連 性 に つ い て の DSSの 機 構 に 関 す る い く つ か の 問 題 点 は 末 解 決 の ま ま
で あ る 。 DSSは 、 そ れ が T細 胞 欠 失 動 物 、 例 え ば SCIDマ ウ ス に お い て 観 察 さ れ る の で 、 T細
胞 － 無 関 係 モ デ ル と し て 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー 、 可 溶 性 zcytor17含 有 ポ リ ペ プ チ ド （ ヘ テ ロ
ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 を 包 含 す る ） 、 例 え ば zcytor17－ Fc4又 は 他 の 可 溶 性 zcyto
r17及 び 融 合 タ ン パ ク 質 の そ れ ら の TNBS又 は DSSモ デ ル へ の 投 与 は 、 症 状 を 改 善 し 、 そ し て
胃 腸 病 の 経 路 を 変 更 す る た め に zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ズ ム の 使 用 を 評 価 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 zcytor17ligは 、 大 腸 炎 に お け る 炎 症 応 答 に お い て 役 割 を 演 じ 、 そ し て zcytor1
7ligア ン タ ゴ ニ ズ ム を 投 与 す る こ と に よ る zcytor17lig活 性 の 中 和 が IBDに 関 し て の 可 能 性
あ る 治 療 ア プ ロ ー チ で あ る 。 他 の 可 能 性 あ る 治 療 剤 は 、 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 又 は 本 発 明
の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ４ ． 乾 癬 ：
　 乾 癬 は 、 700万 以 上 の ア メ リ カ 人 に 影 響 を 及 ぼ す 慢 性 皮 膚 状 態 で あ る 。 乾 癬 は 、 新 し い
皮 膚 細 胞 が 異 常 に 増 殖 す る 場 合 に 生 じ 、 古 い 皮 膚 が す ば や く 十 分 に 脱 皮 し な い 皮 膚 の 赤 く
熱 を も ち 、 は れ 上 が っ た 、 鱗 状 の 皮 膚 パ ッ チ を も た ら す 。 最 も 通 常 の 形 で あ る プ ラ ー ク 乾
癬 は 、 銀 色 が か っ た 白 色 鱗 片 を 上 部 に 有 す る 皮 膚 の 炎 症 性 パ ッ チ （ “ 病 変 ” ） に よ り 特 徴
づ け ら れ る 。 乾 癬 は 、 少 数 の プ ラ ー ク に 限 定 さ れ る か 、 又 は 頭 皮 、 膝 、 肘 及 び 体 幹 上 に 最
も 通 常 に は 出 現 す る 、 中 位 ～ 強 い 皮 膚 領 域 を 包 含 す る 。 そ れ は 高 く 認 識 で き る が 、 乾 癬 は
感 染 性 疾 病 で は な い 。 疾 病 の 病 因 は 、 影 響 さ れ た 組 織 の 慢 性 炎 症 を 包 含 す る 。 zcytor17ポ
リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 － zcytor17
lig抗 体 又 は 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 乾 癬 、 他 の 炎 症 性 皮 膚 疾 患 、 皮 膚 及 び 粘 膜 ア レ ル ギ ー 及
び 関 連 す る 疾 病 に お け る 炎 症 及 び 病 理 学 的 効 果 を 低 め る た め に 価 値 あ る 治 療 剤 と し て 作 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 乾 癬 は 、 相 当 な 不 快 性 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 皮 膚 の T－ 細 胞 介 在 性 炎 症 障 害 で あ る
。 そ れ は 、 治 癒 せ ず 、 そ し て す べ て の 年 齢 の 人 々 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 病 で あ る 。 乾 癬 は 、 ヨ
ー ロ ッ パ 及 び 北 ア メ リ カ の 人 口 の 約 ２ ％ に 影 響 す る 。 軽 い 乾 癬 を 有 す る 個 人 は し ば し ば 、
局 部 剤 に よ り そ れ ら の 疾 病 を 制 御 す る こ と が で き る が 、 世 界 じ ゅ う の 10万 人 以 上 の 患 者 は
、 紫 外 線 又 は 全 身 性 免 疫 抑 制 療 法 を 必 要 と す る 。 不 運 な こ と に は 、 紫 外 線 の 不 便 性 及 び 危
険 性 、 及 び 多 く の 治 療 の 毒 性 が 、 そ れ ら の 長 期 使 用 を 制 限 す る 。 さ ら に 、 患 者 は 通 常 、 乾
癬 の 再 発 、 及 び 多 く の 場 合 、 免 疫 抑 制 療 法 の 停 止 後 す ぐ に 、 再 発 を 有 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 分 化 は 進 行 性 で 且 つ 動 的 な 工 程 で あ り 、 多 能 性 幹 細 胞 で 始 ま り 、 そ し て 最 終 的 に 分 化 さ
れ た 細 胞 で 終 結 す る 。 拘 束 な し に 系 統 に 再 生 す る こ と が で き る 多 能 生 幹 細 胞 は 、 細 胞 系 統
へ の 拘 束 が 行 わ れ る 場 合 、 失 わ れ る 一 組 の 分 化 マ ー カ ー を 発 現 す る 。 前 駆 体 細 胞 は 、 細 胞
が 成 熟 に 向 か っ て 細 胞 系 統 路 を 進 行 す る 場 合 に 、 発 現 さ れ 続 け る こ と が で き て も 又 は で き
な く て も 良 い 一 組 の 分 化 マ ー カ ー を 発 現 す る 。 成 熟 細 胞 に よ り 独 占 的 に 発 現 さ れ る 分 化 マ
ー カ ー は 通 常 、 機 能 的 性 質 の も の 、 例 え ば 細 胞 生 成 物 、 細 胞 生 成 物 を 生 成 す る た め の 酵 素
、 及 び 受 容 体 で あ る 。 細 胞 集 団 の 分 化 の 段 階 は 、 細 胞 集 団 に 存 在 す る マ ー カ ー の 同 定 に よ
り モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 最 終 分 化 又 は 脱 分 化 の 方 の 経 路 に 特 定 細 胞 型 を 刺 激 す る 化 又 は 調 節 す る 因 子 が 、 通 常 の
前 駆 体 又 は 幹 細 胞 に 起 因 す る 全 細 胞 集 団 に 影 響 を 及 ぼ す こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 存 在 す る 。
従 っ て 、 本 発 明 は 、 リ ン パ 細 胞 、 造 血 細 胞 及 び 上 皮 細 胞 の 刺 激 又 は 増 殖 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 zcytor17ligは 、 重 要 な 免 疫 学 的 機 能 を 有 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 そ し て 免 疫 系 に お

10

20

30

40

50

(53) JP 2005-526494 A 2005.9.8



い て 役 割 を 演 じ る 細 胞 を 含 む 組 織 か ら 単 離 さ れ る 。 zcytor17ligは 、 CD3＋ 選 択 さ れ た 、 活
性 化 さ れ た 末 梢 血 液 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 そ し て zcytor17lig発 現 は 、 T細 胞 活 性 化 の 後
、 上 昇 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お け る 例 セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ る 実
験 の 結 果 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T－ 細 胞 、 B－ 細 胞 、 NK細 胞
の 増 殖 /拡 張 、 及 び /又 は 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T－ 細 胞 、 B－ 細 胞 、 NK細 胞 又 は そ れ ら の
細 胞 の 前 駆 体 の 分 化 さ れ た 状 態 に 対 し て 効 果 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 造 血 前 駆 体 の 増 殖 を 刺 激 し 、 そ し て 成 熟 細 胞 を 活 性 化 す る 因 子 は 一 般 的 に 知 ら れ て い る
が 、 し か し な が ら 増 殖 及 び 活 性 化 は ま た 、 追 加 の 成 長 因 子 を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 IL-7及
び Steel因 子 （ ｃ － キ ッ ト リ ガ ン ド ） が NK前 駆 体 の コ ロ ニ ー 形 成 の た め に 必 要 と さ れ た こ
と が 示 さ れ て る 。 IL-7及 び Steel因 子 と 組 合 し て の IL-15＋ IL-2は よ り 効 果 的 で あ っ た （ Mr
ozekな ど ., Blood 87:2640, 1996） 。 し か し な が ら 、 未 確 認 の サ イ ト カ イ ン が 、 NK細 胞 及
び /又 は NK前 駆 体 の 特 定 サ ブ ユ ニ ッ ト の 増 殖 の た め に 必 要 で あ る （ Robertson な ど ., Bloo
d 76: 2451-2438, 1990） 。 同 様 に 、 zcytor17ligは 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T－ 細 胞 、 B
－ 細 胞 、 NK細 胞 の 分 化 の 成 長 、 増 殖 拡 張 及 び 変 性 を 増 強 す る た め に 、 単 独 で 、 又 は 他 の サ
イ ト カ イ ン と 共 に 相 乗 的 に 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 分 化 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 例 え ば 、 組 織 、 酵 素 活 性 、 機 能 的 活 性 又 は 形 態 学 的 変 化 の 段
階 － 特 異 的 発 現 に 関 連 す る 細 胞 － マ ー カ ー を 測 定 す る こ と に 包 含 す る （ Watt, FASEB, 5: 
281-284, 1991; Francis, Differentiation 57: 63-75, 1994; Raes, Adv. Anim. Cell B
iol. Technol. Bioprocesses, 161-171, 1989; す べ て は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ る ） 。 他 方 で は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 自 体 は 、 組 織 の 段 階 － 特 異 的 発 現 に 関 連 す
る 追 加 の 細 胞 表 面 又 は 分 泌 さ れ た マ ー カ ー と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 zcytor17ligポ
リ ペ プ チ ド の 直 接 的 な 測 定 、 又 は そ れ が 分 化 す る に つ れ て の 組 織 に お け る 発 現 の そ の 損 失
は 、 組 織 の 分 化 の た め の マ ー カ ー と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 同 様 に 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 直 接 的 な 測 定 、 又 は 組 織 に お け る 発 現 の そ の 損 失
が 、 そ れ ら が 腫 瘍 の 進 行 を 受 け る に つ れ て 、 組 織 又 は 細 胞 に お い て 決 定 さ れ 得 る 。 前 癌 又
は 癌 状 態 に お け る 細 胞 の 侵 襲 性 及 び 運 動 性 の 上 昇 、 又 は zcytor17ligの 発 現 の 獲 得 又 は 損
失 が 、 正 常 な 組 織 に 比 較 し て 、 腫 瘍 進 行 に お け る 形 質 転 換 、 侵 襲 性 及 び 転 移 に つ い て の 診
断 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 進 行 又 は 転 移 の 腫 瘍 段 階 の 知 識 は 、 所 定 の 個 々 の 癌 患 者
の た め に 、 最 も 適 切 な 治 療 又 は 処 理 の 攻 撃 性 を 選 択 す る 上 で 医 薬 を 助 け る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 発 現 （ mRNA又 は タ ン パ ク 質 の い ず れ か の ） の 獲 得 及 び 損 失 を 測 定 す る 方 法 は 、 当 業 界 に
お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て zcytor17lig発 現 に
適 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 運 動 性 を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド の 出 現 又 は 消 出 が 、 前 立 腺 癌
の 診 断 及 び 予 後 を 助 け る た め に 使 用 さ れ 得 る （ Banyard, J. and Zetter, B. R., Cancer 
and Metast. Rev. 17: 449-458, 1999） 。 細 胞 運 動 性 の エ フ ェ ク タ ー と し て 、 発 現 の zcyt
or17lig獲 得 又 は 損 失 が リ ン パ 球 、 B－ 細 胞 、 上 皮 、 造 血 、 及 び 他 の 癌 に つ い て の 診 断 分 析
と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 腫 瘍 進 行 及 び 転 移 に 対 す る zcytor17ligの 活 性 及 び 効 果 が 、 イ ン ビ ボ で 測 定 さ
れ 得 る 。 い く つ か の 同 系 マ ウ ス モ デ ル が 、 腫 瘍 進 行 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 化 合 物 又 は 他
の 処 理 の 影 響 を 研 究 す る た め に 開 発 さ れ て 来 た 。 そ れ ら の モ デ ル に お い て は 、 培 養 継 代 さ
れ た 腫 瘍 細 胞 が 、 腫 瘍 ド ナ ー と 同 じ 株 の マ ウ ス 中 に 移 植 さ れ る 。 細 胞 は 、 受 容 体 マ ウ ス に
お い て 類 似 す る 特 徴 を 有 す る 腫 瘍 中 に 増 殖 し 、 そ し て 転 移 が ま た 、 そ の モ デ ル の い く つ か
に お い て 生 じ る で あ ろ う 。 本 発 明 者 の 研 究 の た め の 適 切 な 腫 瘍 モ デ ル は 、 中 で も 、 Lewis
肺 癌 （ ATCC No. CRL-1642） 及 び B16黒 色 腫 （ ATCC No. Crl-6323） を 包 含 す る 。 そ れ ら は
、 イ ン ビ ト ロ で 容 易 に 培 養 さ れ 、 そ し て 操 作 さ れ る 、 C57BL6マ ウ ス と 同 種 の 通 常 使 用 さ れ
る 腫 瘍 系 で あ る 。 そ れ ら の 細 胞 系 の い ず れ か の 移 植 に 起 因 す る 腫 瘍 は 、 C57BL6マ ウ ス の 肺
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に 転 移 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 Lewis肺 癌 モ デ ル が 最 近 、 脈 管 形 成 の イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 す る た め に マ ウ ス に 使 用 さ れ
て い る （ O’ Reilly MS, な ど . Cell 79: 315-328, 1994） 。 C57BL6/Jマ ウ ス が 、 組 換 え タ
ン パ ク 質 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 毎 日 の 注 入 、 又 は 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス の １
回 の 注 入 を 通 し て 、 実 験 剤 に よ り 処 理 さ れ る 。 こ の 処 理 に 続 い て ３ 日 で 、 10 5 ～ 10 6 個 の 細
胞 が 背 面 の 皮 膚 下 に 移 植 さ れ る 。 他 方 で は 、 細 胞 自 体 が 、 タ ン パ ク 質 が 全 身 的 に よ り も む
し ろ 腫 瘍 部 位 で 又 は 細 胞 内 で 合 成 さ れ る よ う 、 移 植 の 前 、 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 例 え ば
zcytor17ligを 発 現 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り 感 染 さ れ 得 る 。 マ ウ ス は 、 通 常 ５ 日 以 内 に
眼 に 見 え る 腫 瘍 を 進 行 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 腫 瘍 が ３ 週 間 ま で の 間 、 増 殖 さ れ 、 こ の 間 、 そ れ ら は 対 照 の 処 理 グ ル ー プ に お い て 1500
－ 1800mm 3 の サ イ ズ に 達 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 サ イ ズ 及 び 体 重 が 、 そ の 実 験 を 通 し て 注
意 し て モ ニ タ ー さ れ る 。 殺 害 の 時 点 で 、 腫 瘍 が 、 肺 及 び 肝 臓 と 共 に 除 去 さ れ 、 そ し て 計 量
さ れ る 。 肺 の 重 量 が 、 転 移 性 腫 瘍 負 荷 量 と 相 互 関 係 す る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら な る 測 定 と
し て 、 肺 表 面 転 移 が 計 数 さ れ る 。 切 除 さ れ た 腫 瘍 、 肺 及 び 肝 臓 が 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ
て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 組 織 学 的 試 験 、 免 疫 組 織 化 学 及 び 現
場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 従 っ て 血 管 構 造 を 回 復 し 、 そ し て 転 移 を 受 け る 腫 瘍 の 能 力 に 対 す る 、 問 題 の 発 現 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば zcytor17ligの 影 響 が 評 価 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス と は
別 に 、 移 植 さ れ た 細 胞 が zcytor17ligに よ り 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 。 安 定 し
た zcytor17ligト ラ ン ス フ ェ ク ト の 使 用 、 及 び イ ン ビ ボ で の zcytor17lig発 現 を 活 性 化 す る
誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 転 移 の zcytor17lig
誘 発 を 評 価 す る た め に こ の シ ス テ ム に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 精 製 さ れ た zcytor17lig又
は zcytor17ligな ら し 培 地 が 、 こ の マ ウ ス モ デ ル に 直 接 的 に 注 入 さ れ 、 そ し て 従 っ て 、 こ
の シ ス テ ム に 使 用 さ れ る 。 一 般 的 な 文 献 に つ い て は 、 O’ Reilly MS, な ど . Cell 79: 315
-328, 1994, 及 び Rusciano D, な ど 、 Murine Models of Liver Metastasis, Invasion Me
tastasis 14: 349-361,1995を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 zcytor17lig又 は そ れ に 対 す る 抗 体 は 、 腫 瘍 形 成 を 処 理 す る こ と に お い て 有 用 で あ り 、
そ し て 従 っ て 、 癌 の 処 理 に お い て 有 用 で あ る 。 zcytor17ligは 、 活 性 化 さ れ た T－ 細 胞 、 単
球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 発 現 さ れ 、 そ し て ヒ ト 染 色 体 の 領 域 に 結 合 さ れ 、 こ こ で ト
ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン が 白 血 病 に 共 通 す る 。 さ ら に 、 zcytor17ligは 、 活 性 化 さ れ た T細 胞 、
単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て も ま た 発 現 さ れ る サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 す な わ ち zcytor
17マ ル チ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 を 通 し て 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 zcytor17ligに
よ る 、 活 性 化 さ れ た T－ 細 胞 、 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 過 剰 刺 激 は 、 ヒ ト 疾 病 状 態 、 例
え ば 免 疫 細 胞 癌 を も た ら す 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 zcytor17lig発 現 を 同 定 す る と 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 抗 － zcytor17lig抗 体 、 zcytor
17可 溶 性 受 容 体 （ 例 え ば 、 zcytor17受 容 体 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSAMRβ
, zcytor17/WSX-1） 、 マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSMRβ /WSX-1） ） 、 又 は 他 の zcyto
r17lig結 合 パ ー ト ナ ー ） は 、 診 断 剤 と し て 作 用 し 、 そ し て zcytor17lig増 殖 活 性 の ア ン タ
ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド は 、 従 来 の 化 学 治 療 剤 及 び 免 疫 モ ジ ュ レ
ー タ － 、 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン α を 包 含 す る 使 用 に お い て 、 他 の 剤 と 組 合 し て 投 与 さ れ
得 る 。 α /β イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 い く つ か の 白 血 病 及 び 動 物 疾 病 モ デ ル の 処 理 に お い て
効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ し て イ ン タ ー フ ェ ク ト α 及 び zcytor17ligの 増 殖 阻
害 効 果 は 付 加 的 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 NK細 胞 は 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 排 除 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る と 思 わ れ 、 そ し て 転 移 及 び
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固 形 腫 瘍 を 有 す る 患 者 は 、 低 め ら れ た レ ベ ル の NK細 胞 活 性 を 有 す る （ Whitesideな ど ., Cu
rr. Top. Microbiol. Immunol. 230: 221-244, 1998） 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 性 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 増 殖 を 低 め る の に 十 分 な 量 の zcytor17lig又 は
抗 － zcytor17lig組 成 物 を 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 腫 瘍 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含
ん で 成 る 、 腫 瘍 性 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 増 殖 を 低 め る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 言 い 換 え
れ ば 、 前 記 組 成 物 は 少 な く と も 1つ の 他 の サ イ ト カ イ ン を 含 む こ と が で き る 。 第 ２ サ イ ト
カ イ ン は 、 IL-2、 IL-3、 IL-12、 IL-21、 IL-22、 IL-15、 IL-4、 GM-CSF、 Flt3リ ガ ン ド 又 は
幹 細 胞 因 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
単 球 は 、 そ れ ら が 成 熟 し 、 そ し て マ ク ロ フ ァ ー ジ に な る 種 々 の 組 織 に 移 動 す る 、 不 完 全 に
分 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 リ ン パ 球 に 抗 原 を 提 供 す る こ と に よ っ て 免 疫
応 答 に お い て 中 心 的 役 割 を 演 じ 、 そ し て 多 く の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ っ て リ ン
パ 球 に 対 す る ア ク セ サ リ ー 細 胞 と し て 支 持 的 な 役 割 を 演 じ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 細 胞 外
分 子 を 取 り 込 み 、 そ し て 活 性 化 に 基 づ い て 、 細 胞 内 微 生 物 及 び 腫 瘍 細 胞 を 殺 害 す る 高 め ら
れ た 能 力 を 有 す る 。 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ は ま た 、 急 性 又 は 局 部 炎 症 の 刺 激 に も 関
与 し て い る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 組 成 物 を 、 腫 瘍 性 B又 は
T-細 胞 の 増 殖 を 低 め る の に 十 分 な 量 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 腫 瘍 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す
る こ と を 含 ん で 成 る 、 腫 瘍 性 B又 は T-細 胞 の 増 殖 を 低 め る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 態
様 に お い て は 、 前 記 組 成 物 は 、 少 な く と も １ つ の サ イ ト カ イ ン を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記
サ イ ト カ イ ン は 、 IL-2、 IL-3、 IL-12、 IL-21、 IL-22、 IL-15、 IL-4、 GM-CSF、 Flt3リ ガ ン
ド 又 は 幹 細 胞 因 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト は
、 リ ガ ン ド /毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 zcytor17lig－ サ ポ リ ン 融 合 ト キ シ ン は 、 類 似 す る 組 の 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 に 対 し て 使
用 さ れ 得 、 そ の 範 囲 は 、 zcytor17ligに よ り 処 理 さ れ 得 る 白 血 病 に 拡 張 す る 。 例 え ば 、 そ
の よ う な 白 血 病 は 、 zcytor17受 容 体 （ 例 え ば 、 zcytor17受 容 体 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ 例 え ば
、 zcytor17/OSAMRβ , zcytor17/WSX-1） 、 マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSMRβ /WSX-1
） ） を 過 剰 発 現 す る そ れ ら で あ る 。 zcytor17受 容 体 、 zcytor17受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 又 は
マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/OSAMRβ , zcytor17/WSX-1又 は zcytor17/OSMRβ /WSX-1）
の 融 合 ト キ シ ン 介 在 性 活 性 化 は 、 標 的 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る た め の ２ 種 の 独 立 し た 手 段 を
提 供 し 、 こ こ で １ つ は リ ガ ン ド の み に よ り 見 出 さ れ る 効 果 と 同 一 で あ り 、 そ し て ２ つ 目 は
、 受 容 体 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン を 通 し て の ト キ シ ン の 供 給 の た め で あ る 。 zcytor17受 容
体 の リ ン パ 及 び 単 球 制 限 さ れ た 発 現 パ タ ー ン は 、 リ ガ ン ド － サ ポ リ ン 接 合 体 が 患 者 に 耐 性
で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 悪 性 腫 瘍 に つ い て の 処 理 が 異 種 骨 髄 又 は 幹 細 胞 移 植 を 包 含 す る 場 合 、 zcytor17ligは 、
移 植 片 － 対 － 腫 瘍 効 果 の 増 強 に お い て 価 値 あ る 。 zcytor17ligは 、 骨 髄 前 駆 体 か ら の 溶 解 N
K細 胞 の 生 成 を 刺 激 し 、 そ し て 抗 原 受 容 体 の 活 性 化 に 続 い て 、 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の
増 殖 を 刺 激 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 患 者 が 異 種 骨 髄 移 植 体 を 受 け る 場 合 、 zcytor17li
gは 、 ド ナ ー リ ン パ 球 の 注 入 を 伴 っ て 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 抗 － 腫 瘍 応 答 の 生 成 を 増 強
す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 所 定 の サ イ ト カ イ ン の た め の 受 容 体 の 組 織 分 布 は 、 そ の サ イ ト カ イ ン の 作 用 の 可 能 性 あ
る 部 位 の 強 い 徴 候 を 付 与 す る 。 zcytor17の 発 現 は 単 球 及 び B-細 胞 に 見 ら れ 、 そ し て CD3+、
CD4+及 び CD8+　 T-細 胞 の た め の 活 性 化 に 基 づ い て 発 現 の 劇 的 な 上 昇 が 見 ら れ た 。 さ ら に 、
２ 種 の 単 球 細 胞 系 、 す な わ ち THP-1 (Tsuchiyaな ど ., Int. J. Cancer 26: 171-176, 1980

10

20

30

40

50

(56) JP 2005-526494 A 2005.9.8



) 及 び U937（ Sundstramな ど ., Int. J. Cancer 17: 565-577, 1996） は 、 zcytor17発 現 に
関 し て は 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 WSX-1受 容 体 の ノ ザ ン 分 析 は 、 試 験 さ れ る す べ て の 組 織 に お い て 転 写 体 を 示 し 、 そ し て
ヒ ト 膵 臓 、 胸 腺 、 リ ン パ 節 、 骨 髄 及 び 末 梢 血 液 リ ン パ 球 に お い て 、 発 現 の 高 め ら れ た レ ベ
ル を 有 し た 。 ま た 、 WSX-1の 発 現 レ ベ ル は 、 T-細 胞 の 活 性 か に 基 づ い て 上 昇 し た 。
　 OSMRの 発 現 は 、 非 常 に 広 い こ と が 報 告 さ れ て い る （ Mosleyな ど ., JBC271： 32635-32643
, 1996） 。 zcytor17, WXC-1及 び OSMRβ 受 容 体 の こ の 分 布 は 、 免 疫 応 答 、 特 に 活 性 化 に 基
づ い て の T細 胞 の 拡 張 に つ い て の 役 割 、 又 は 免 疫 系 の 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ ア ー ム に お け る
役 割 を 支 持 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 炎 症 及 び ヒ ト 疾 病 又 は 病 状 、 例 え ば 膵 炎 、 I型 糖 尿 病
（ IDDM） 、 膵 臓 癌 、 Graves病 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） 、 ク ロ ー ン 病 、 結 腸 及 び 小 腸 癌 、 憩
室 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 敗 血 症 、 器 官 又 は 骨 髄 移 植 ； 外 傷 、 手 術 又 は 感 染 に よ る 炎 症 ； ア ミ
ロ イ ド ー シ ス ； 巨 脾 腫 ； 対 宿 主 性 移 植 片 病 に お い て ； 及 び 炎 症 の 阻 害 、 免 疫 抑 制 、 造 血 、
免 疫 、 炎 症 又 は リ ン パ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T－ 細 胞 （ Th1及 び Th2細 胞 、 CD4 + 及 び CD8 +

細 胞 ） の 増 殖 の 低 下 、 病 原 体 又 は 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 抑 制 の 場 合 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と
し て の 可 溶 性 zcytor17/WSX-1/OSMRβ 及 び zcytor17/OSMRβ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 使 用 に 向 け ら
れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 活 性 化 さ れ た 免 疫 細 胞 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た CD4 + 及 び CD19 + 細 胞 に お け る zcyto
r17発 現 の 存 在 は 、 zcytor17受 容 体 が 、 外 来 性 侵 入 体 、 例 え ば 微 生 物 及 び 細 胞 残 骸 に 対 す
る 身 体 の 免 疫 防 御 反 応 に 包 含 さ れ 、 そ し て 炎 症 及 び 癌 形 成 の 間 、 免 疫 応 答 に お い て 役 割 を
演 じ る こ と が で き た こ と を 示 し た 。 zcytor17機 能 に 対 し て 作 用 性 又 は 拮 抗 性 で あ る 本 発 明
の 抗 体 及 び 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば zcytor17ligは 、 免 疫 応 答 及 び 炎 症 を 改 良 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 zcytor17lig構 造 及 び 組 織 発 現 は 、 初 期 造 血 又 は 胸 腺 細 胞 発 生 及 び 免 疫 応 答 調 節 又 は 炎
症 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き る 。 そ れ ら の 工 程 は 、 １ 又 は 複 数 の サ イ ト カ イ ン の そ
れ ら の 同 種 受 容 体 へ の 結 合 に 応 答 し て の 細 胞 増 殖 及 び 分 化 の 刺 激 を 包 含 す る 。 こ の zcytor
17ligに 関 し て 観 察 さ れ る 組 織 分 布 の 観 点 か ら 、 ア ゴ ニ ス ト （ 天 然 の 受 容 体 を 包 含 す る ）
及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ 用 途 に お い て 莫 大 な 可 能 性 を 有 す る 。 zc
ytor17ligア ゴ ニ ス ト に 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で 、 標 的 細 胞 の 増
殖 及 び 進 化 を 刺 激 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 、 zcytor17lig、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 は 、 定 義 さ れ た 細
胞 培 養 培 地 の 成 分 と し て 有 用 で あ り 、 そ し て 細 胞 培 養 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 血 清 を 置 換
す る た め に 、 単 独 で 又 は 他 の サ イ ト カ イ ン 及 び ホ ル モ ン と 組 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て
、 ア ゴ ニ ス ト は 、 T－ 細 胞 、 B－ 細 胞 、 及 び リ ン パ 球 及 び 骨 髄 性 系 の 他 の 細 胞 、 及 び 培 養 に
お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 及 び /又 は 進 化 又 は 活 性 化 を 特 別 に 促 進 す る こ と に お い て 有 用 で あ
る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 zcytor17ligは 、 細 胞 － 介 在 性 免 疫 性 の 刺 激 に お い て 、 及 び リ ン パ 球 増 殖 の 刺 激 の た め
に 、 例 え ば 免 疫 抑 制 に 関 与 す る 感 染 、 例 え ば 一 定 の ウ ィ ル ス 感 染 の 処 理 の 研 究 へ の 使 用 に
お い て 有 用 で あ る 。 追 加 の 使 用 は 、 悪 性 形 質 転 換 が 抗 原 性 で あ る 腫 瘍 細 胞 を も た ら す 、 腫
瘍 抑 制 の た め の マ ウ ス モ デ ル へ の 使 用 を 包 含 す る 。 zcytor17ligは 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、
例 え ば T－ 細 胞 、 NK（ 天 然 の キ ラ ー ） 細 胞 又 は LAK（ リ ン パ 性 の 活 性 化 さ れ た キ ラ ー ） 細 胞
の 活 性 化 を 通 し て 介 在 さ れ 得 る か 、 又 は ア ポ プ ト シ ス 経 路 を 通 し て 直 接 的 に 誘 発 さ れ 得 る
、 細 胞 毒 性 を 誘 発 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17ligは ま た 、 影 響 さ れ た 細 胞 型 の レ
ベ ル を 高 め る こ と に よ っ て 白 血 球 減 少 の 処 理 に お い て 、 及 び 骨 髄 移 植 の 後 、 T－ 細 胞 レ パ
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ー ト リ ー の 再 生 の 増 強 の た め に 、 又 は 単 球 増 殖 又 は 活 性 化 の た め に 、 及 び 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る 診 断 お よ び 他 の 使 用 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 zcytor17ligは 、 免 疫 系 の 抑 制 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 多
発 性 硬 化 症 、 真 性 糖 尿 病 、 炎 症 性 腫 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 等 の 処 理 に 使 用 さ れ 得 る 。 免 疫 抑
制 は ま た 、 組 織 又 は 器 官 移 植 の 拒 絶 を 低 め る た め に 、 及 び 影 響 さ れ た 細 胞 型 の 増 殖 を 阻 害
す る こ と に よ っ て T－ 細 胞 、 B－ 細 胞 又 は 単 球 特 異 的 白 血 病 又 は リ ン パ 腫 、 及 び 他 の 免 疫 細
胞 癌 を 処 理 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 zcytor17ligが 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
及 び 活 性 化 さ れ た T-細 胞 を 検 出 す る た め に 、 及 び そ の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 、 特 に 単 球 が 高
め ら れ る か 又 は 活 性 化 さ れ る 疾 病 状 態 の 診 断 を 助 け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 及 び 同 様 の も の は ま た 、 zcytor17ligの 循 環
レ ベ ル の 検 出 の た め の 診 断 シ ス テ ム に も 使 用 さ れ 得 る 。 関 連 す る 態 様 に お い て は 、 zcytor
17ligポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 他 の 剤 は 、 循 環 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド
を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 高 め ら れ た レ ベ ル か 又 は 低 め ら れ た レ ベ ル の リ ガ ン ド 又
は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 病 理 学 的 状 態 、 例 え ば 癌 の 表 示 で あ り 得 る 。 zcytor17ligポ リ
ペ プ チ ド は 、 病 理 学 的 工 程 に 寄 与 し 、 そ し て 基 礎 を な す 疫 病 の 間 接 的 マ ー カ ー で あ り 得 る
。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ま た 、 zcytor17ligは 、 一 定 の 疾 病 状 態 に お け る そ の 受 容 体 を 検 出 す る か 、 又 は 標 的 化
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 に お け る 高 め ら れ た レ ベ ル の 可 溶 性 IL－ ２ は
、 広 範 囲 の 炎 症 及 び 腫 瘍 性 状 態 、 例 え ば 心 筋 梗 塞 、 ぜ ん 息 、 重 症 筋 無 力 症 、 リ ウ マ チ 様 関
節 炎 、 急 性 T－ 細 胞 白 血 病 、 B－ 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 結 腸 癌 、 乳 癌 及 び 卵
巣 癌 に 関 連 し て い る （ Heaneyな ど ., Blood87： 847－ 857， 1996） 。 同 様 に 、 zcytor17は 、
活 性 化 さ れ た 単 球 に お い て 高 め ら れ 、 そ し て 従 っ て 、 zcytor17及 び /又 は そ の 可 溶 性 受 容
体 は 、 炎 症 及 び そ れ に 関 連 す る 新 生 状 態 に つ い て の マ ー カ ー に よ り 結 合 さ れ る か 又 は そ れ
ら と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 毒 性 接 合 体 を 包 含 す る zcytor17ligは 、 そ の よ う な
組 織 及 び 疾 病 状 態 を 検 出 す る か 、 又 は 標 的 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 分 子 は 、 免 疫 系 の 単 級 /マ ク ロ フ ァ ー ジ ア ー ム に 特 に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な
活 性 を 評 価 す る 方 法 は 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFN－ γ ） は 、 単
核 食 細 胞 の 有 能 な 活 性 化 因 子 で あ る 。 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ に よ る THP－ １ 細 胞 （ A
TCC No. TIB－ 202） の 活 性 化 に 基 づ い て の zcytor17の 発 現 の 上 昇 は 、 こ の 受 容 体 が 単 球 活
性 化 に 包 含 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 単 球 は 、 そ れ ら が 成 熟 し 、 そ し て マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ
る 種 々 の 組 織 に 移 動 す る 不 完 全 に 分 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 リ ン パ 球 に 対 す る 抗 原 を 提 供 す る こ と に よ っ て 免 疫 応 答 に お け る 中
心 的 役 割 を 演 じ 、 そ し て 多 く の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ っ て リ ン パ 球 に 対 す る 補
助 細 胞 と し て 補 助 的 役 割 を 演 じ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 細 胞 外 分 子 を イ ン タ ー ナ ラ イ ズ す
る こ と が で き 、 そ し て 活 性 化 に 基 づ い て 、 細 胞 内 微 生 物 及 び 腫 瘍 細 胞 を 殺 害 す る 高 め ら れ
た 能 力 を 有 す る 。 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ は ま た 、 急 性 又 は 局 部 炎 症 を 刺 激 す る こ と
に お い て も 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 単 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ 機 能 は 、 種 々 の 疾 病 状 態 に お い て
異 常 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Johnston, RB, New Eng. J. Med. 318: 747-75
2, 1998を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 当 業 者 は 、 zcytor17受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば zcytor17ligが 有 用 で あ る こ と を 認 識
す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 単 球 の 抑 制 さ れ た 移 動 が 、 感 染 の 素 因 を 有 す る 集 団 、 例 え ば 新 生
児 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 又 は 他 の 免 疫 抑 制 治 療 を 受 け る 患 者 、 及 び 真 生 糖 尿 病 、 熱 傷 又 は
AIDSを 有 す る 患 者 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 zcytor17の ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば zcytor17lig
は 、 そ れ ら の 集 団 に お い て 感 染 を 移 動 し 、 そ し て た ぶ ん 妨 げ る 単 球 の 能 力 の 上 昇 を も た ら
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す こ と が で き た 。 慢 性 肉 芽 腫 の 疾 患 を 有 す る 患 者 か ら の 単 核 食 細 胞 に よ る 食 細 胞 性 殺 害 の
根 深 い 欠 陥 が ま た 存 在 す る 。 こ れ は 、 皮 下 膿 瘍 、 及 び 肝 臓 、 肺 、 膵 臓 及 び リ ン パ 節 に お け
る 膿 瘍 の 形 成 を も た ら す 。 zcytor17受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば zcytor17ligは 、 こ の 食
細 胞 欠 陥 を 補 正 し 、 又 は 改 良 す る こ と が で き た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 欠 陥 性 単 球 細 胞 毒 性 が 、 癌 及 び Wiskott－ Aldrich症 候 群 （ 湿 疹 、 血 小 板 減 少 症
及 び 再 発 性 感 染 ） を 有 す る 患 者 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 zcytor17受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト 、
例 え ば zcytor17ligに よ る 単 球 の 活 性 化 は 、 そ れ ら の 状 態 の 処 理 を 助 け る こ と が で き る 。
単 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ シ ス テ ム は 、 い く つ か の 脂 質 － 貯 蔵 疾 患 （ ス フ ィ ン ゴ リ ピ ド ー シ ス
） 、 例 え ば Gaucher’ s病 に 優 先 的 に 包 含 さ れ る 。 感 染 に 対 す る 耐 性 は 、 zcytor17受 容 体 の
ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば zcytor17ligに よ り 処 理 さ れ 得 る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ － 機 能 の 欠 陥 の た
め に 、 低 め ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 は 、 zcytor17ligの ア ン タ ゴ ニ ス ト が 有 用 で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ
う 。 例 え ば 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 性 病 変 に お い て は 、 最 初 の 異 常 性 の １ つ は 、 内 皮 細 胞 へ の
単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 局 在 化 で あ る 。 そ れ ら の 病 変 は 、 zcytor17ligに 対 す る ア ン タ ゴ ニ
ス ト の 使 用 に よ り 妨 げ ら れ 得 る 。 抗 － zcytor17lig抗 体 （ 例 え ば 、 zcytor17lig中 和 抗 体 ）
、 zcytor17可 溶 性 受 容 体 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 、 及 び zcytor17lig結 合 パ ー ト
ナ ー は ま た 、 zcytor17ligに 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 さ ら に 、 単 芽 球 性 白 血 病 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生 物 学 的 生 成 物 の 開 放 に 影 響 を 及 ぼ す 種
々 の 臨 床 学 的 異 常 性 に よ り 結 合 さ れ 、 そ れ ら の 例 と し て は 、 血 清 及 び 尿 に お け る 高 レ ベ ル
の リ ゾ チ ー ム 及 び 高 熱 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 白 血 病 は 、 単 球 細 胞 の 異 常 上 昇 を
示 す 。 そ れ ら の 効 果 は 、 た ぶ ん 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 、 zcytor17ligに 対 す る ア
ン タ ゴ ニ ス ト に よ り 妨 げ ら れ る 。 さ ら に 、 抗 － zcytor17ligは 、 白 血 病 単 球 細 胞 の 殺 害 を
方 向 ず け る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 分 子 、 例 え ば 、 毒 性 分 子 及 び サ イ ト カ
イ ン に 接 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 当 業 者 は 、
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 疾 病 状 態 、 例 え ば 炎 症 、 免 疫 （ 自 己 免 疫 ） 、 癌 又 は 感 染 、 並 び に 単
球 細 胞 を 包 含 す る 他 の 疾 病 状 態 に お け る zcytor17ligア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 活
性 を 容 易 に 評 価 す る こ と が で き た 。 さ ら に 、 zcytor17ligは T-細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び
単 級 － 特 異 的 態 様 で 発 現 さ れ 、 そ し て そ れ ら の 疾 病 が 単 球 細 胞 の 異 常 性 、 例 え ば 細 胞 増 殖
、 機 能 、 局 在 化 及 び 活 性 化 を 包 含 す る の で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及
び 抗 体 は 、 そ の よ う な 単 球 細 胞 異 常 性 を 検 出 し 、 そ し て 疾 病 の 存 在 を 示 す た め の 特 徴 と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 患 者 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 例 え ば 血 液 、 唾 液 又 は
生 検 を 取 り 、 採 取 し 、 そ し て そ れ と 正 常 な 対 照 サ ン プ ル と を 比 較 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 組 織 学 的 、 細 胞 学 的 、 流 動 細 胞 計 測 性 、 生 化 学 的 及 び 他 の 方 法 が 、 zcytor17ligの 相 対
的 レ ベ ル 又 は 局 在 化 、 又 は zcytor17ligを 発 現 す る 細 胞 を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 す
な わ ち 患 者 サ ン プ ル に お け る 単 球 が 正 常 対 照 に 比 較 さ れ る 。 対 照 と 比 較 し て の 、 zcytor17
lig発 現 の レ ベ ル （ 上 昇 又 は 下 降 ） の 変 化 、 又 は 単 球 の 数 又 は 局 在 化 の 変 化 （ 例 え ば 、 そ
れ ら が 正 常 に 存 在 し な い 組 織 に お け る 単 球 細 胞 の 上 昇 又 は 浸 潤 ） が 、 疾 病 の 表 示 で あ る 。
そ の よ う な 診 断 方 法 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 結 合 さ
れ る 放 射 分 析 、 蛍 光 及 び 比 色 標 識 の 使 用 を 包 含 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 当
業 者 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 zcytor17lig活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 zcytor17受 容 体 を 結 合 し 、 そ し て 従 っ て 、
内 因 性 zcytor17lig受 容 体 に よ る zcytor1lig7の 結 合 を 妨 げ る こ と に よ っ て 免 疫 系 を 調 節 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 － zcytor17lig抗 体 は ま た
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、 内 因 性 zcytor17lig受 容 体 に よ る zcytor17ligの 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 免 疫 系 を 調
節 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 zcytor17lig活 性 を 有 す る 、 タ ン パ ク 質
、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 zcytor17ligポ ロ ペ プ チ ド 、 zcytor17lig類 似 体 (
例 え ば 、 抗 － zcytor17lig　 抗 － イ ヂ ィ オ タ イ プ 抗 体 )、 及 び zcytor17lig融 合 体 タ ン パ ク
質 ） の 、 適 切 な 量 の こ の ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る か 、 又 は 過 剰 の zcytor17含 有 受 容 体 を
生 成 す る 対 象 へ の 使 用 を 包 含 す る 。 zcytor17ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 － zcytor17後 退
） は ま た 、 過 剰 の zcytor17lig又 は zcytor17含 有 受 容 体 を 生 成 す る 対 象 を 処 理 す る た め に
も 使 用 さ れ る 。 適 切 な 対 象 は 、 哺 乳 類 、 例 え ば ヒ ト を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 zcytor17ligは 、 活 性 化 さ れ た 単 核 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ し
て 炎 症 の 調 節 に 包 含 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ッ セ イ さ れ 、 そ し て 炎 症 を 改
良 す る た め に 使 用 さ れ 得 る か 、 又 は 炎 症 の た め の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17
の 前 炎 症 及 び 抗 炎 症 性 質 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て
本 明 細 書 に 論 じ ら れ る 。 さ ら に 、 そ れ は 、 急 性 相 反 応 体 、 例 え ば 血 清 ア ミ ロ イ ド A（ SAA）
、 α １ － ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン 及 び ハ プ ト グ ロ ビ ン の 生 成 の ア ッ プ － レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に
包 含 さ れ 得 る 。 そ し て zcytor17リ ガ ン ド の 発 現 は 、 炎 症 応 答 に 関 与 す る イ ン ビ ボ で の リ ポ
多 糖 （ LPS） の 注 入 に 基 づ い て 高 め ら れ 得 る （ Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l. Acad
. Sci. 97: 10144-10149, 2000） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 急 性 相 タ ン パ ク 質 、 例 え ば SAAの 生 成 は 、 炎 症 が 有 益 で あ る 短 期 生 存 機 構 で あ る と 思 わ
れ る が 、 し か し な が ら 、 長 い 期 間 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 の 維 持 が 、 慢 性 炎 症 に 寄 与 し 、 そ し
て ヒ ト 健 康 に 対 し て 有 害 で あ り 得 る 。 再 考 の た め に は 、 Uhlar、 Cm and Whitehead, AS, E
ur. J. Biochem. 265: 501-523, 1999, 及 び Baumann H, and Gauldie, J. Immunology To
day 15: 74-80, 1994を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 SAAは 、 い く つ か の 慢 性 炎
症 患 者 の 病 因 に 関 係 し 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 及 び リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 関 与 し 、 そ し て ア ミ ロ
イ ド 症 に お い て 沈 着 す る ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 へ の 前 駆 体 で あ る （ Uhlar, CM and White
head, 前 記 ） 。 従 っ て 、 zcytor17ligの た め の リ ガ ン ド が 、 前 炎 症 性 分 子 と し て 作 用 し 、
そ し て SAAの 生 成 を 誘 発 す る 場 合 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 炎 症 性 疾 患 、 及 び リ ガ ン ド に よ り
誘 発 さ れ る 急 性 相 応 答 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 他 の 疾 病 の 処 理 に お い て 有 用 で あ ろ う 。 そ の
よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 例 え ば 、 炎 症 を 減 じ る た め の 方 法 は 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 、 zcytor17lig、 又
は 抗 － zcytor17lig抗 体 （ 例 え ば 、 中 和 抗 体 ） の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る か 、 又 は そ れ を
進 行 す る 危 険 性 の 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 さ ら に 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お
け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 は 、 （ １ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決
定 し ； （ ２ ） 許 容 で き る 医 薬 キ ャ リ ヤ ー 中 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な zcytor17ligポ
リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 － zcytor17lig抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ； （ ３ ） 血 清 ア ミ ロ
イ ド Aタ ン パ ク 質 の 後 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ
ン パ ク 質 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 比 較 す
る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の 上 昇 又 は 下 降 の 欠 失 が 炎 症 応
答 の 抑 制 の 表 示 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 の zcytor17ligを 結 合 す る 受 容 体 は 、 少 な く と も １ つ の zcytor17受 容 体 サ ブ ユ ニ
ッ ト を 含 む 。 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 に 含 ま れ る 第 ２ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク ラ ス
Iサ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 及 び よ り 特 異 的 に は 、 OSMRβ 及 び WSX-1を 含 む 受 容 体 サ
ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 モ ノ マ ー 又 は ヘ テ ロ ダ イ マ ー zcytor17受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド の 他 に 、 可 溶 性 zcytor17受 容 体 ＋ 可 溶 性 ク ラ ス I受 容 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 成 分 、
例 え ば OSMRβ 又 は WSX－ 1を 含 ん で 成 る 、 １ つ の 態 様 に よ り 例 示 さ れ る よ う な ヘ テ ロ ダ イ マ
ー 可 溶 性 zcytor17受 容 体 は 、 zcytor17ligの ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き る
。 他 の 態 様 は 、 zcytor17, 例 え ば zcyator17受 容 体 ＋ 可 溶 性 ク ラ ス I受 容 体 マ ル チ マ ー 成 分
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、 例 え ば OSMRβ 及 び WSX-1を 含 ん で 成 る 可 溶 性 マ ル チ マ ー 受 容 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 zcytor17lig の よ う に 、 そ の zcytor17 cDNAに 対 応 す る mRNAの 組 織 分 布 の 分 析 は 、 mRNA
レ ベ ル が 単 球 及 び 前 立 腺 細 胞 に お い て 最 高 で あ り 、 そ し て 活 性 化 さ れ た 単 球 、 及 び 活 性 化
さ れ た CD4 + , CD8 + 及 び CD3 + 細 胞 に お い て 高 め ら れ る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 zcytor17受 容
体 は 、 炎 症 及 び 免 疫 応 答 の 誘 発 に 包 含 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 炎 症 及 び
ヒ ト 疾 病 又 は 病 状 、 例 え ば 膵 炎 、 I型 糖 尿 病 （ IDDM） 、 膵 臓 癌 、 Graves病 、 炎 症 性 腸 疾 患
（ IBD） 、 ク ロ ー ン 病 、 結 腸 及 び 小 腸 癌 、 憩 室 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 敗 血 症 、 器 官 又 は 骨 髄
移 植 ； 外 傷 、 手 術 又 は 感 染 に よ る 炎 症 ； ア ミ ロ イ ド ー シ ス ； 巨 脾 腫 ； 対 宿 主 性 移 植 片 病 に
お い て ； 及 び 炎 症 の 阻 害 、 免 疫 抑 制 、 造 血 、 免 疫 、 炎 症 又 は リ ン パ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
、 T－ 細 胞 （ Th1及 び Th2細 胞 、 CD4 + 及 び CD8 + 細 胞 ） の 増 殖 の 低 下 、 病 原 体 又 は 抗 原 に 対 す
る 免 疫 応 答 の 抑 制 の 場 合 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の zcytor17lig－ 抗 体 及 び zcytor17lig、
並 び に 可 溶 性 zcytor17受 容 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 使 用 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 さ ら に 、 活 性 化 さ れ た 免 疫 細 胞 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た CD4 + 及 び CD19 + 細 胞 に お け る zcyto
r17受 容 体 及 び zcytor17lig発 現 の 存 在 は 、 zcytor17受 容 体 が 、 外 来 性 侵 入 体 、 例 え ば 微 生
物 及 び 細 胞 残 骸 に 対 す る 身 体 の 免 疫 防 御 反 応 に 包 含 さ れ 、 そ し て 炎 症 及 び 癌 形 成 の 間 、 免
疫 応 答 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き た こ と を 示 し た 。 zcytor17受 容 体 機 能 に 対 し て 作
用 性 又 は 拮 抗 性 で あ る 本 発 明 の zcytor17lig及 び zcytor17lig－ 抗 体 は 、 免 疫 応 答 及 び 炎 症
を 改 良 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 さ ら に 、 zcytor17受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ に 対 す る 抗 体 を 結 合 す る zcytor17受 容 体
ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 の こ と を 実 施 す る た め に 有 用 で あ る ：
　 １ ） 急 性 炎 症 、 外 傷 、 組 織 損 傷 、 手 術 、 敗 血 症 又 は 感 染 の 結 果 と し て の 炎 症 、 及 び 慢 性
炎 症 疾 患 、 例 え ば ぜ ん 息 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） 、 慢 性 大 腸 炎 、 巨 脾 腫 、 リ ウ マ チ 様 関 節
炎 、 再 発 性 急 性 炎 症 性 エ ピ ソ ー ド （ 例 え ば 、 結 核 ） 、 及 び ア ミ ロ イ ド ー シ ス 及 び ア ラ ロ ー
ム 硬 化 症 、 Castleman病 、 ぜ ん 息 、 及 び 急 性 相 応 答 の 誘 発 に 関 連 す る 他 の 疾 病 の 処 理 に お
い て zcytor17－ 含 有 受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 拮 抗 す る か 又 は 阻 止 す る た め に ；
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 ２ ） zcytor17受 容 体 を 通 し て 免 疫 細 胞 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 白 血 球 ） に お け る シ
グ ナ ル 化 を 妨 げ る か 又 は 阻 害 す る た め に 、 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば IDDM、 多 発 生 硬 化 症 （ MS
） 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） 、 重 症 筋 無 力 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び IBDの 処 理 に
お い て zcytor17受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 拮 抗 す る か 又 は 阻 害 す る た め に （ Hughes C
な ど ., J. Immunol. 153: 3319-3325, 1994） ; 他 方 で は 、 抗 体 、 例 え ば zcytor17ligに 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） は ま た 、 自 己 免 疫 疾 患 を 処 理 す る た め に 所 望 し な い 免 疫
細 胞 を 消 耗 す る た め の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て も 使 用 さ れ 得 る 。 ぜ ん 息 、 ア レ ル ギ ー 及 び 他
の ア ト ピ ー 性 疾 患 は 、 免 疫 応 答 を 阻 害 す る か 又 は 攻 撃 性 細 胞 を 消 耗 す る た め に 、 例 え ば 抗
－ zcytor17lig抗 体 、 可 溶 性 zcytor17l受 容 体 、 又 は zcytor17/CRF2－ 4ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対
す る MAbに よ り 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 用 い て 、 zcytor17を 通 し て シ グ ナ ル 化 を 阻 止 し 、 又 は
阻 害 す る こ と は ま た 、 膵 臓 、 肝 臓 及 び ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 疾 病 を 治 療 す る こ と が で き る 。 ID
DM、 NIDDM、 膵 炎 及 び 膵 癌 の た め に も 有 益 で あ り 得 る 。 zcytor17は 、 拮 抗 性 MAbが 癌 増 殖 を
阻 害 し 、 そ し て 免 疫 介 在 性 殺 害 を 標 的 化 す る 、 癌 の MAb治 療 の た め の 標 的 物 と し て 作 用 す
る こ と が で き る （ Holliger P. and Hoogenboom, H: Nature Biotech. 16: 1015-1016, 19
98） 。 可 溶 性 zcytor17モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー に 対 す る
MAbは ま た 、 腎 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 膜 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 ア ミ ロ イ ド ー シ ス （ 他 の 組 織 の 中
で 腎 臓 に 影 響 を 及 ぼ す ） 、 腎 動 脈 硬 化 症 、 種 々 の 起 原 の 糸 球 体 腎 炎 、 腎 臓 の 線 維 増 殖 疾 患
、 及 び SLE、 IDDM、 II型 糖 尿 病 （ NIDDM） 、 腎 腫 瘍 及 び 他 の 疾 病 に 関 連 す る 腎 機 能 不 全 を 処
理 す る た め に も 有 用 で あ り ；
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【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ３ ） 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば IDDM、 MS、 SLE、 重 症 筋 無 力 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び IBDの
処 理 に お い て zcytor17受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 作 用 す る か 又 は 開 始 す る た め に ； zc
ytor17ligは 、 分 化 す る リ ン パ 球 又 は 他 の 免 疫 細 胞 を シ グ ナ ル 化 し 、 増 殖 を 変 更 し 、 又 は
自 己 免 疫 性 を 改 良 す る 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 変 え る こ と が で き
る 。 特 に 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 他 の パ タ ー ン に 対 す る T－ ヘ ル パ ー 細 胞 応 答 の 調 節 が 、 疾
病 を 改 善 す る た め に 自 己 免 疫 応 答 を 偏 向 す る こ と が で き る （ Smith SAな ど ., J. Immunol.
 160: 4841-4849, 1998） 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 同 様 に zcytor17ligは 、 ぜ ん 息 、 ア レ ル ギ ー 及 び ア ト ピ ー 性 疾 患 に 関 与 す る 免 疫 細 胞 を
表 示 し 、 消 耗 し 、 そ し て 偏 向 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17受 容 体 に よ る シ グ ナ ル 化
は ま た 、 膵 臓 、 腎 臓 、 下 垂 体 及 び ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 疾 病 に 有 益 で あ り 得 る 。 IDDM、 NIDDM
、 膵 癌 の た め に 有 益 で あ り 得 る 。 zcytor17は 、 シ グ ナ ル 化 MAbが 癌 増 殖 を 阻 害 し 、 そ し て
免 疫 介 在 性 殺 害 を 標 的 化 す る 、 膵 臓 の MAb治 療 の た め の 標 的 物 と し て 作 用 す る こ と が で き
る （ Tutt、 ALな ど ., J. Immunol. 161: 3175-3185, 1998） 。 同 様 に 、 T－ 細 胞 特 異 的 白 血
病 、 リ ン パ 腫 、 血 漿 細 胞 障 害 （ た と え ば 多 発 性 骨 髄 腫 ） 、 及 び 癌 は 、 本 発 明 の zcytor17含
有 の 可 溶 性 受 容 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 中 和 抗 体 ） に よ り 処 理 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 抗 － zcytor17lig抗 体 、 可 溶 性 zcytor17受 容 体 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ
イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 に 記 載 さ れ る よ う な 自 己 免
疫 疾 患 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 、 NIDDM、 膵 炎 及 び 腎 機 能 不 全 の 処 理 に お い て zcytor17受 容 体 リ
ガ ン ド 活 性 を 中 和 す る か 、 又 は 阻 止 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 可 溶 性 形 の zcytor17は 、 T
細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 抗 体 応 答 を 促 進 す る た め に 、 及 び /又 は リ ン パ 球 又 は 他 の 免 疫 細 胞
に よ る IL－ 4又 は 他 の サ イ ト カ イ ン の 生 成 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 抗 － zcytor17lig抗 体 、 及 び 可 溶 性 zcytor17－ 含 有 受 容 体 は 、 zcytor17ligの ア ン タ ゴ ニ
ス ト と し て 有 用 で あ る 。 そ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト 効 果 は 、 直 接 的 な 中 和 又 は そ の 天 然 の
リ ガ ン ド の 結 合 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 使 用 の 他 に 、 可 溶 性 受 容 体 は 、 zcyt
or17ligを 結 合 し 、 そ し て そ の zcytor17ligを 身 体 内 の 異 な っ た 組 織 、 器 官 及 び 細 胞 に 輸 送
す る た め に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は ビ ー ク ル タ ン パ ク 質 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 は 、 特 定 の 部 位 、 例 え ば 組 織 、 特 定 の 免 疫 細 胞 、 単 球 又 は 腫 瘍 に
可 溶 性 受 容 体 － リ ガ ン ド 複 合 体 を 方 向 づ け る 、 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 化 学 的 成 分 に 融 合
さ れ る か 又 は カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る 。 例 え ば 、 急 性 感 染 又 は い く つ か の 癌 に お い て は 、 有
益 性 は 、 炎 症 及 び 局 部 急 性 相 応 答 タ ン パ ク 質 の 誘 発 に 起 因 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ る 可 溶 性 受 容 体 又 は 本 発 明 の 抗 体 は 、 前 － 炎 症 性 zcytor17ligリ ガ ン ド
の 作 用 を 特 異 的 に 方 向 づ け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Cosman, D. Cytokine 5: 95-106, 199
3; 及 び Fermandez－ Botran, R. Exp. Opin. Invest. Drugs 9: 497-513, 2000を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 さ ら に 、 可 溶 性 受 容 体 は 、 分 解 又 は ク リ ア ラ ン ス か ら リ ガ ン ド を 安 定 化 す る か 、 又 は 身
体 内 の 作 用 の 部 位 に リ ガ ン ド を 標 的 化 す る こ と に よ っ て 、 リ ガ ン ド の 生 物 利 用 性 及 び /又
は 治 療 効 力 を 高 め る た め に 、 zcytor17ligの 安 定 化 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 天 然
に 存 在 す る IL－ 6/可 溶 性 IL－ 6R複 合 体 は 、 IL－ 6を 安 定 化 し 、 そ し て gp130受 容 体 を 通 し て
シ グ ナ ル 化 す る こ と が で き る 。 Cosman, D. 前 記 及 び Fernandez－ Botran, R, 前 記 を 参 照
の こ と 。 さ ら に 、 zcytor17は 、 リ ガ ン ド /可 溶 性 受 容 体 複 合 体 を 含 む よ う 、 同 種 リ ガ ン ド
、 例 え ば そ の リ ガ ン ド と 共 に 組 合 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 複 合 体 は 、 コ ン パ ニ オ ン 受 容 体 サ
ブ ユ ニ ッ ト を 提 供 す る 細 胞 か ら の 応 答 を 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
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　 zcytor17受 容 体 /zcytor17lig複 合 体 の 細 胞 特 異 性 は 、 単 独 で 投 与 さ れ る リ ガ ン ド に つ い
て 見 ら れ る そ の 特 異 性 と は 異 な る 。 さ ら に 、 前 記 複 合 体 は 、 異 な っ た 薬 力 学 的 性 質 、 例 え
ば 影 響 を 及 ぼ す 半 減 期 、 用 量 /応 答 性 及 び 器 官 又 は 組 織 特 異 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 zcytor1
7 /リ ガ ン ド 複 合 体 は 、 免 疫 応 答 を 増 強 し 、 又 は 糸 球 体 間 質 細 胞 又 は 肝 細 胞 を 刺 激 す る た
め に ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 他 方 で は 、 IL6/IL6R複 合 体 に 対 す る 応 答 に 類
似 す る 複 合 体 と ヘ テ ロ ダ イ マ ー 化 す る シ グ ナ ル 化 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る 組 織 の み が 、 影
響 さ れ 得 る （ Hirota H. な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 4862-4866, 1995; Hirano,
 T. in Thamason, A. (ED.) “ The Cytokine Handbook” , 3 r d  ED., p. 248-209） 。 IL12
及 び CNTFの た め の 可 溶 性 受 容 体 /サ イ ト カ イ ン 複 合 体 は 、 類 似 す る 活 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 zcytor17ligは ま た 、 リ ガ ン ド の 循 環 レ ベ ル の 検 出 の た め に 、 及 び 急 性 相 炎 症 応 答 の 検
出 に お い て 、 診 断 シ ス テ ム 内 で 使 用 さ れ 得 る 。 関 連 す る 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligに
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 他 の 剤 は 、 循 環 性 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に
使 用 さ れ 得 ； 逆 に 言 え ば 、 zcytor17lig自 体 が 、 循 環 性 又 は 局 部 的 に 作 用 す る リ ガ ン ド ポ
リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 リ ガ ン ド 又 は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 高 め ら れ
た 又 は 低 め ら れ た レ ベ ル が 、 炎 症 又 は 癌 を 包 含 す る 病 理 学 的 状 態 の 表 示 で あ り 得 る 。 さ ら
に 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 又 は 分 子 、 例 え ば zcytor17ligの 検 出 は 、 一 定 の 疾 病 状 態 （ 例 え ば
、 リ ウ マ チ 様 、 関 節 炎 ） に お け る 慢 性 炎 症 状 態 の 表 示 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 状 態 の 検 出
は 、 疾 病 診 断 を 助 け 、 そ し て 正 し い 治 療 の 医 者 に よ る 選 択 を 助 け る よ う 作 用 す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は ま た 、 エ ク ス ビ ボ 、 例 え ば 自 己 由 来 の 骨 髄 培 養
物 に お い て も 使 用 さ れ 得 る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 骨 髄 が 、 化 学 治 療 又 は 器 官 移 植 の 前 、 患
者 か ら 除 去 さ れ 、 そ し て 任 意 に は 、 １ 又 は 複 数 の 他 の サ イ ト カ イ ン と 組 合 し て 、 zcytor17
ligに よ り 処 理 さ れ る 。 次 に 、 処 理 さ れ た 骨 髄 が 、 骨 髄 の 回 復 を 早 め る た め に 化 学 治 療 の
後 、 又 は 移 植 片 － 対 － 宿 主 疾 病 を 抑 制 す る た め に 移 植 の 後 、 患 者 に 戻 さ れ る 。 さ ら に 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 前 駆 体 （ PBPC） 細 胞 の エ ク ス ビ ボ 拡 張 の た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 処 理 の 前 、 骨 髄 が 、 末 梢 循 環 中 に 初 期 前 駆 体 細 胞 を 解 放 す る た め に 、 幹
細 胞 因 子 （ SCF） に よ り 刺 激 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 前 駆 体 が 、 末 梢 血 液 か ら 集 め ら れ 、 そ し
て 濃 縮 さ れ 、 そ し て 次 に 、 培 養 に お い て 、 任 意 に は 、 １ 又 は 複 数 の 他 の サ イ ト カ イ ン 、 例
え ば SCF, IL-2, IL-4, IL-7、 Lif、 IL-3、 IL-12、 IL-21又 は IL-15と 組 合 し て 、 zcytor17l
igに よ り 処 理 さ れ 、 分 化 さ れ 、 そ し て 高 密 度 リ ン パ 球 培 養 物 中 に 増 殖 さ れ 、 次 に 、 化 学 治
療 又 は 移 植 に 続 い て 、 患 者 に 戻 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 zcytor17ligの 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄
又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る リ ン パ 球 の 数 を 高 め る た め に 十 分 な 量 の zcytor17ligを 含 ん で
成 る 組 成 物 と 共 に 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 造 血 細 胞 及 び 造
血 細 胞 前 駆 体 の 拡 張 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞
は 、 リ ン パ 球 細 胞 で あ る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 リ ン パ 球 細 胞 は NK細 胞 又 は 細 胞 毒
性 T細 胞 で あ る 。 さ ら に 、 前 記 組 成 物 は ま た 、 IL-2, IL-15, IL-4, Lif、 IL-3、 IL-12、 IL
-21、 GM-CSF, Flt3リ ガ ン ド 及 び 幹 細 胞 因 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の
他 の サ イ ト カ イ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 他 方 で は 、 zcytor17ligは 、 感 染 性 疾 病 に 対 す る 免 疫 性 を 高 め る こ と に お い て 、 免 疫 無
防 備 状 態 の 患 者 、 例 え ば HIV＋ 患 者 の 処 理 に お い て 、 又 は ワ ク チ ン を 改 良 す る こ と に お い
て 重 要 で あ る 免 疫 系 を 活 性 化 す る こ と が で き る 。 特 に 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T-細 胞 、 B
-細 胞 、 NK細 胞 又 は そ れ ら の 前 駆 体 の zcytor17lig刺 激 又 は 拡 張 は 、 ウ ィ ル ス 感 染 の 処 理 に
お い て 治 療 的 価 値 を 、 及 び 抗 － 腫 瘍 因 子 と し て 提 供 す る 。 同 様 に 、 ウ ィ ル ス 及 び 非 ウ ィ ル
ス 病 原 剤 （ 例 え ば 、 細 菌 、 原 生 動 物 及 び 菌 類 ） に 対 す る 免 疫 応 答 の zcytor17lig刺 激 は 、
そ の よ う な 感 染 剤 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 そ の よ う な 感 染 の 処 理 に お い て 治 療 価
値 を 提 供 す る で あ ろ う 。 身 体 に 存 在 す る 病 原 体 又 は 抗 原 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 の レ ベ ル の 直 接
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的 又 は 間 接 的 決 定 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 多 く の
方 法 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 又 は 病 原 体 に 暴 露 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法
を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ １ ） 前 記 哺 乳 類 に 存 在 す る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 直
接 的 又 は 間 接 的 に 決 し ； （ ２ ） 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル に お け る zcytor17ligポ リ ペ
プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ； （ ３ ） 前 記 哺 乳 類 に 存 在 す る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ
ル を 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 し ； そ し て （ ４ ） 段 階 ３ に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 レ ベ ル に 、 段
階 １ に お け る 抗 原 又 は 抗 原 体 レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 レ ベ ル の 変 化 が 免 疫 応 答 の 刺 激
の 表 示 で あ る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 zcytor17lig組 成 物 は
、 再 投 与 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 抗 原 は B細 胞 腫 瘍 ； ウ ィ ル ス ； 寄 生 体 又 は 細 菌 で
あ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 抗 原 又 は 病 原 体 に 暴 露 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応
答 を 刺 激 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ １ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的
抗 体 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ２ ） 許 容 で き る 医 薬 キ ャ リ ヤ ー に zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を
含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ； そ し て （ ３ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的 抗 体 の 後 投 与 レ ベ ル
を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル
を 比 較 し 、 こ こ で 抗 体 レ ベ ル の 上 昇 が 免 疫 応 答 の 刺 激 の 表 示 で あ る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 zcytor17lig活 性 を 高 め 、
又 は 阻 害 す る こ と が 所 望 さ れ る 遺 伝 子 治 療 用 途 内 で 有 用 で あ る 。 哺 乳 類 が 突 然 変 異 誘 発 さ
れ た zcytor17lig遺 伝 子 を 有 す る か 、 又 は そ れ を 欠 い て い る 場 合 、 zcytor17lig遺 伝 子 が 哺
乳 類 の 細 胞 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 遺 伝 子 が ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に お い て イ ン ビ ボ で 導 入 さ れ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、
弱 毒 化 さ れ た 又 は 欠 陥 DNAウ ィ ル ス 、 例 え ば ヘ ル ペ ス 単 純 ウ ィ ル ス (HSV)、 乳 頭 種 ウ ィ ル ス
、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ル ウ ィ ル ス (EBV)、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス (AAV)及 び
同 様 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ウ ィ ル ス 遺 伝 子 を 完 全 に 又 は ほ と ん ど 完 全 に 欠 い て い る 欠 陥 ウ ィ ル ス が 好 ま し い 。 欠 陥
ウ ィ ル ス は 、 細 胞 中 へ の 導 入 の 後 、 感 染 性 で は な い 。 欠 陥 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 は 、 ベ
ク タ ー が 他 の 細 胞 を 感 染 す る こ と を 心 配 し な い で 、 特 定 の 局 在 化 さ れ た 領 域 に お け る 細 胞
へ の 投 与 を 可 能 に す る 。 特 定 の ベ ク タ ー の 例 は 、 次 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け
に は 限 定 さ れ な い ： 欠 陥 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス １ (HSV1)ベ ク タ ー （ Kaplitt な ど ., Molc. Cel
l. Neurosci. 2: 320-30, 1991） 、 弱 毒 化 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス 　 ベ ク タ ー 、 例 え ば Stra
tford-Perricaudat な ど . (J. Clin. Invest. 90: 626-30, 1992) に よ り 記 載 さ れ る ベ ク
タ ー 、 及 び 欠 陥 ア デ ノ － 関 連 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ Samulski な ど ., J. Virol. 61: 3096-1
01, 1987; Samulski な ど ., J. Virol. 63: 3822-28,1989） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 zcytor17lig遺 伝 子 は 、 次 の 文 献 に 記 載 の よ う に し て 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に 導 入
さ れ 得 る ： Anderson な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,399,346号 ； Mann な ど ., Cell 33: 153, 1
983; Temin な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,650,764号 ； Temin な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,980,28
9号 ； Markowitz な ど ., J. Virol. 62: 1120, 1988; Temin な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,124
,263 号 ； Dougherty な ど ., WIPO Publication WO95/07358 号 ； 及 び kuo な ど ., Blood 8
2: 845-52, 1993。  他 方 で は 、 ベ ク タ ー は 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い て の イ ン ビ ボ リ ポ フ ェ ク シ
ョ ン に よ り 導 入 さ れ 得 る 。 合 成 カ チ オ ン 脂 質 が 、 マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ Felgner な ど
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-17, 1987; 及 び Mackey な ど ., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 85: 8027-31, 1988） 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
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　 イ ン ビ ボ で 特 定 の 器 官 中 に 外 因 遺 伝 子 を 導 入 す る た め へ の リ ポ フ ェ ク シ ョ ン の 使 用 は 、
一 定 の 実 際 的 な 利 点 を 有 す る 。 特 定 細 胞 へ の リ ポ ソ ー ム の 分 子 標 的 化 は 、 1つ の 領 域 の 利
点 を 表 す 。 よ り 特 定 に は 、 特 定 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 方 向 づ け は 、 １ つ の 有 益
な 分 野 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 特 定 細 胞 型 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 方 向 づ け が 、 細 胞 異
質 性 を 有 す る 組 織 、 例 え ば 膵 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 及 び 脳 に お い て 特 に 好 都 合 で あ る こ と は 明 白
で あ る 。 脂 質 は 、 標 的 化 の た め に 他 の 分 子 に 科 学 的 に 得 ら れ る 。 標 的 化 さ れ た ペ プ チ ド 、
例 え ば ホ ル モ ン 又 は 神 経 伝 達 物 質 、 及 び タ ン パ ク 質 、 例 え ば 抗 体 又 は 非 ペ プ チ ド 分 子 は 、
化 学 的 に リ ポ ソ ー ム に 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 身 体 か ら 細 胞 を 除 去 し 、 そ し て 裸 DNAプ ラ ス ミ ド と し て ベ ク タ ー を 導 入 し 、 そ し て 次 に
、 身 体 中 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 再 移 植 す る こ と は 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 の た め の 裸 DN
Aベ ク タ ー は 、 所 望 す る 宿 主 細 胞 中 に 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ
ョ ン 、 細 胞 融 合 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 遺 伝 子 ガ ン の 使 用 、 又 は DN
Aベ ク タ ー ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 使 用 に よ り 導 入 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Wu な ど ., J. Biol. Ch
em. 267: 963-7, 1992; Wu な ど ., J. Biol. Chem. 263: 14621-24, 1988） 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス 方 法 は 、 zcytor17lig遺 伝 子 転 写 を 阻 害 す る た め に 、 例 え ば イ ン ビ ボ で の
細 胞 増 殖 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 zcytor17lig－ コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の セ
グ メ ン ト に 対 し て 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 zcytor17lig－ コ ー ド の mRNAに 結 合 し 、 そ し て そ の よ う な mRNAの
翻 訳 を 阻 害 す る よ う 企 画 さ れ る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 培 養
物 、 又 は 対 象 に お い て 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド － コ ー ド の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た
め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 “ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ” と し て 言 及 さ れ る 、 zcytor17lig遺 伝 子 を 発 現 す る よ う
に 構 築 さ れ た マ ウ ス 、 及 び “ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ” と し て 言 及 さ れ る 、 zcytor17lig遺 伝
子 機 能 の 完 全 な 不 在 を 示 す マ ウ ス が ま た 、 生 成 さ れ 得 る （ Snouwaertな ど ., Science 257:
 1083, 1992; Lowellな ど ., Nature 366: 740-742, 1993; Capecchi, Science 244: 1288
-1292, 1989; Palmiterな ど ., Annu. Rev. Genet. 20: 465-499, 1986） 。 例 え ば 、 偏 在
的 に 、 又 は 組 織 － 特 異 的 又 は 組 織 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 下 で zcytor17ligを 過 剰 発 現
す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 過 剰 発 現 が 表 現 型 を 引 き 起 こ す か ど う か を 決 定 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 例 え ば 、 野 生 型 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体
の 過 剰 発 現 は 、 正 常 な 細 胞 工 程 を 変 更 す る こ と が で き 、 zcytor17lig発 現 が 機 能 的 に 適 切
で あ り 、 そ し て zcytor17lig、 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の た め の 治 療 標 的 物 を
示 す こ と が で き る 組 織 を 同 定 す る 表 現 型 を も た ら す 。 例 え ば 、 構 築 す る 好 ま し い ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 23～ 164； 又 は 配 列 番 号 11
の 24～ 163） を 過 剰 発 現 す る マ ウ ス で あ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 過 剰 発 現 は 、 ヒ ト 疾 病 と
の 類 似 性 を 示 す 表 現 型 を も た ら す こ と が で き る 。 同 様 に 、 ノ ッ ク ア ウ ト zcytor17ligマ ウ
ス は 、 zcytor17ligが イ ン ビ ボ で 絶 対 的 に 必 要 と さ れ る 場 所 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 表 現 型 は 、 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 可 溶 性 zcytor1
7マ ル チ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 が 有 す る こ と が で き る イ ン ビ ボ 効 果 を 予 測 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヒ ト 又 は マ ウ ス zcytor17lig cDNAは 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 生 成
す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ れ ら の マ ウ ス は 、 zcytor17lig遺 伝 子 及 び そ れ に よ り コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ボ シ ス テ ム に お い て 研 究 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て 対 応 す る
ヒ ト 疾 病 の た め の イ ン ビ ボ モ デ ル と し て 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、
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zcytor17ligに 対 し て 向 け ら れ た 、 zcytor17ligア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ザ
イ ム の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 発 現 が ま た 、 上 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 同 じ よ う
に し て 使 用 さ れ 得 る 。 研 究 は 、 精 製 さ れ た zcytor17ligタ ン パ ク 質 の 投 与 に よ り 行 わ れ 得
る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 実 験 的 証 拠 は 、 皮 膚 又 は 内 表 面 の 上 皮 、 例 え ば 大 腸 、 小 腸 、 脾 臓 、 肺 、 前 立 腺 、 子 宮 及
び 同 様 の も の を 包 含 す る 、 疾 病 の 進 行 に お け る zcytor17ligに つ い て の 役 割 を 示 す 。 最 初
に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 OSM受 容 体 β 及 び zcytor17を 包 含 す る zcytor17受 容 体
は 、 上 皮 細 胞 に 位 置 す る い く つ か の 細 胞 型 、 例 え ば 肺 上 皮 、 肺 線 維 芽 細 胞 、 前 立 腺 、 結 腸
、 乳 房 、 肺 上 皮 、 骨 及 び 皮 膚 上 皮 、 骨 線 維 芽 細 胞 及 び 同 様 の も の に 由 来 す る 細 胞 系 に お い
て 発 現 さ れ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 そ れ ら の 細 胞 型 の 個 々 か ら の 例 は
、 STATレ ポ ー タ ー 構 造 体 の zcytor17lig活 性 化 に 応 答 し た 。 さ ら に 、 い く つ か の 細 胞 系 が
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 高 め ら れ た レ ベ ル の IL-6, IL-8, MCP-1（ 走 化 性 因 子 ） を
生 成 す る こ と に よ り zcytor17lig刺 激 に 応 答 し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 全 体 的 に 、 そ れ ら の デ ー タ は 、 次 の 疾 病 に お け る zcytor17ligに つ い て の 役 割 を 示 す ：
ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 ； 皮 膚 炎 ； 乾 癬 ； 乾 癬 性 関 節 炎 ； 湿 疹 ； 歯 肉 炎 、 歯 周 病 ； 炎 症 性 腸 疾 患
（ IBD） （ 例 え ば 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 ） ； 生 殖 疾 患 、 例 え ば 子 宮 頸 部 形 成 異 常 、
子 宮 頸 部 癌 ； 他 の 皮 膚 病 、 例 え ば 皮 膚 癌 ； 肉 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 等 、 す な わ ち 免 疫 系 が 癌 の
活 性 化 /治 癒 に 関 与 す る の で 、 炎 症 性 疾 患 で は な い ； バ リ ア 機 能 不 全 に 関 与 す る 疾 患 、 例
え ば 対 宿 主 性 移 植 片 病 （ GVHD） 及 び 刺 激 性 腸 症 候 群 （ IBS） ； 及 び 肺 皮 膚 に 関 与 す る 疾 病
、 及 び 喘 息 、 気 腫 、 及 び 同 様 の も の 。 さ ら に 、 zcytor17ligに 暴 露 さ れ た 細 胞 に よ る サ イ
ト カ イ ン IL-6, IL-8及 び MCP-1の 開 放 は 、 zcytor17ligが 炎 症 に 関 与 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 zcytor17ligの 調 節 が 、 受 容 体 を 発 現 す る 組 織 に 関 連 す る 、 自 己 免 疫 性 、 炎 症
性 又 は 癌 性 疾 患 の 処 理 に お い て 有 用 で あ る 。 そ れ ら の 疾 病 は 、 例 え ば 前 立 腺 炎 、 肝 炎 、 変
形 性 関 節 炎 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 zcytor17ligは 、 そ れ ら の 疾 病 を 、 陽 性 的 に 又 は
陰 性 的 に 、 直 接 的 に 又 は 関 節 的 に 調 節 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 zcytor17ligの 投 与 は
、 zcytor17lig活 性 を 阻 害 す る 分 子 、 例 え ば zcytor17ligに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は
zcytor17に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は zcytor17及 び OSM受 容 体 β 複 合 体 を 確 認 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 疾 病 を 直 接 的 に 処 理 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 デ ー タ は ま た 、 zcytor17ligが TH2 T-細 胞 介 在 性 疾 病 の 調 節 に 関 与 す る こ と を 示 唆 す る
。 第 １ に 、 zcytor17ligは 、 TH2サ ブ セ ッ ト の 活 性 化 さ れ た T細 胞 に よ り 製 造 さ れ る 。 TH2細
胞 は 、 TH1細 胞 に 比 較 し て 、 よ り 一 層 の zcytor17ligを 発 現 す る 。 さ ら に 、 少 な く と も ２ 種
の 肺 上 皮 細 胞 系 （ SK-LU-1, A549） が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な zcytor17リ ガ ン ド 刺
激 に 応 答 し て IL-13受 容 体 α － 2 mRNAを 高 め る た め に 刺 激 さ れ た 。 IL-13受 容 体 の ２ 鎖 、 及
び ヒ ト 乳 及 び 脾 臓 腫 瘍 形 成 の 関 連 性 が 存 在 す る 。 こ れ は 、 zcytor17ligが 、 そ れ ら の タ イ
プ の 癌 、 及 び 他 の 癌 の 腫 瘍 形 成 の 調 節 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る
。 従 っ て 、 zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 、 又 は zcytor17ligの 直 接 的 な 使 用 は 、 そ れ
ら の タ イ プ の 癌 （ 良 性 又 は 悪 性 ） の 処 理 に お い て 、 及 び 種 々 の 等 級 （ I－ IV等 級 ） 及 び 段
階 （ 例 え ば 、 TNM又 は AJC段 階 方 法 ） の 腫 瘍 進 行 で 、 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト に お い て 有 用
で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 IL-13が 活 性 化 さ れ た TH2細 胞 の 生 成 に 、 及 び TH2介 在 性 疾 病 、 例 え ば 喘 息 、 ア ト ピ ー 性
皮 膚 炎 、 及 び 同 様 の も の に 関 与 す る こ と は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 zcytor17
lig又 は zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 TH2 T-細 胞 に 関 与 す る 疾 病 の 処 理 に お い て 有 用 で
あ る 。 こ れ は 、 疾 病 、 例 え ば ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 喘 息 、 及 び 活 性 化 さ れ た TH2細 胞 に よ り
悪 化 さ れ る 他 の 疾 病 を 包 含 す る 。 疾 病 、 例 え ば ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 へ の zcytor17ligの 関 与
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が ま た 、 zcytor17ligを 過 剰 発 現 し 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な ア ト ピ ー 性 皮 膚
炎 の 症 状 を 進 行 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 に よ っ て も 支 持 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 Zcytor17ligの TH2細 胞 に よ る 選 択 的 発 現 に か か わ ら ず 、 TH1細 胞 及 び CD8＋  T-細 胞 に お
け る zcytor17ligの い く ら か の 発 現 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 zcytor17lig又 は そ の ア ン タ ゴ ニ
ス ト は 、 活 性 化 さ れ た T－ 細 胞 の 免 疫 調 節 に 関 与 す る 疾 病 、 例 え ば ウ ィ ル ス 感 染 、 癌 、 移
植 変 拒 絶 及 び 同 様 の も の の 処 理 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 zcytor17ligは ま た 、 癌 の 進 行 に も 関 与 し て い る 。 ヒ ト 骨 線 維 芽 細 胞 骨 肉 腫 、 ヒ ト 皮 膚
線 維 芽 細 胞 メ ラ ノ ー マ 、 結 腸 上 皮 癌 、 腺 癌 、 乳 房 上 皮 腺 癌 、 前 立 腺 上 皮 腺 肉 腫 、 及 び 肺 上
皮 腺 肉 腫 及 び 癌 に お け る zcytor17及 び OSM受 容 体 β 受 容 体 の 発 現 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 zcy
tor17lig、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は zcytorligア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か に よ り 、 上 皮 起 源
の 腫 瘍 、 例 え ば 癌 、 腺 癌 及 び メ ラ ノ ー マ （ 但 し 、 そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い ） を 処 理 す
る こ と が 有 用 で あ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 zcytor17lig又 は zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト
は 、 癌 を 処 理 す る た め に 、 又 は 癌 の １ 又 は 複 数 の 症 状 を 低 め る た め に 使 用 さ れ 得 、 こ こ で
前 記 癌 は 、 鱗 状 細 胞 又 は 類 表 皮 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 乳 頭 腫 、 嚢 胞 腺 癌 、 気 管 支 原 性 癌
、 気 管 支 腺 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 腎 細 胞 癌 、 肝 細 胞 癌 、 移 行 細 胞 癌 、 繊 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胚 癌
、 唾 液 腺 起 源 の 悪 性 混 合 腫 瘍 、 Wilms腫 瘍 、 未 成 熟 奇 形 腫 、 奇 形 癌 、 及 び 上 皮 起 源 の 少 な
く と も い く ら か の 細 胞 を 包 含 す る 他 の 主 要 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 一 般 的 に 、 投 与 さ れ る zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド （ 又 は zcytor17lig類 似 体 又 は 融 合 タ ン
パ ク 質 ） の 用 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 身 長 、 性 別 、 一 般 的 な 医 学 的 状 態 及 び こ れ ま で の
医 学 的 歴 史 の よ う な 要 因 に 依 存 し て 変 化 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 約 １ pg/kg～ 10mg/kg
（ 剤 の 量 /患 者 の 体 重 ） の 範 囲 で の zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 用 量 （ 但 し 、 そ れ よ り も 低
い か 又 は 高 い 用 量 も ま た 、 環 境 が 指 図 す る 場 合 、 投 与 さ れ 得 る ） を 、 受 容 体 に 供 給 す る こ
と が 所 望 さ れ る 。 当 業 者 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 、 そ の よ う な 用 量
及 び そ れ に 対 す る 調 節 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の 対 象 へ の 投 与 は 、 局 部 カ テ ー テ ル を 通 し て の 灌 流 に よ る か
又 は 直 接 的 な 病 変 内 注 入 に よ る 、 局 部 、 吸 入 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、
胸 膜 内 、 鞘 内 投 与 で あ り 得 る 。 注 射 に よ り 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る 場 合 、 投 与 は 連 続
的 注 入 に よ る か 、 又 は 一 回 又 は 複 数 回 の ボ ー ラ ス に よ る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 投 与 の 追 加 経 路 は 、 経 口 、 粘 膜 、 肺 及 び 経 皮 を 包 含 す る 。 経 口 供 給 は 、 ポ リ エ ス テ ル 微
小 球 、 ゼ イ ン 微 小 球 、 プ ロ テ イ ノ イ ド 微 小 球 、 ポ リ シ ア ノ ア ク リ レ ー ト 微 小 球 及 び 脂 質 基
剤 シ ス テ ム の た め に 適 切 で あ る （ 例 え ば 、 DiBase and Morrel, “ Oral Delivery of Micr
oencapsulated Protein” , in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hend
ren (eds.), p.255-288 (Plenum Press 1977) を 参 照 の こ と ） 。 鼻 腔 内 供 給 の 実 行 可 能 性
は 、 イ ン ス リ ン 投 与 の そ の よ う な 態 様 に よ り 例 示 さ れ る （ 例 え ば 、 Hinchcliffe and Illu
m, Adv. Drug Deliv. Rev. 35: 199 (1997) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 zcytor17ligを 含 ん で 成 る 乾 燥 又 は 液 体 粒 子 は 、 乾 燥 － 粉 末 分 散 機 、 液 体 エ ー ロ ゾ ル 発
生 器 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー の 助 け に よ り 調 製 さ れ 、 そ し て 吸 入 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Pettit and
 Gombotz, TIBTECH 16: 343 (1998); Patton な ど ., Adv. Drug Deliv. Rev. 35: 235 (1
999) を 参 照 の こ と ） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 エ ー ロ ゾ ル 化 さ れ た イ ン ス リ ン を 肺 に 供 給 す
る 電 動 吸 入 器 で あ る AERX糖 尿 病 治 療 シ ス テ ム に よ り 例 示 さ れ る 。 研 究 に よ れ ば 、 48,000kD
aほ ど の 大 き な タ ン パ ク 質 が 、 経 皮 投 与 の 実 行 可 能 性 を 例 示 す る 、 低 周 波 超 音 波 の 助 け に
よ り 治 療 濃 度 で 皮 膚 を 通 し て 供 給 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ Mitragotriな ど ., Science 269
: 850 (1995)） 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い て の 経 皮 供 給 は 、 zcytor17マ ル チ マ ー 受
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容 体 結 合 活 性 を 有 す る 分 子 を 投 与 す る も う １ つ の 手 段 を 提 供 す る （ Pottsな ど ., Pharm. B
iotechnol. 10: 213 (1997)） 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 zcytor17lig結 合 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ヘ プ チ ド を 含 ん で 成 る 医
薬 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る 既 知 の 方 法 に 従 っ て 配 合 さ れ 得 、 そ れ に よ
れ ば 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 が 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー と 共 に 混 合 さ れ る 。 組 成 物 は 、
そ の 投 与 が 受 容 体 患 者 に よ り 許 容 さ れ 得 る 場 合 、 “ 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー ” で あ
る と 言 わ れ る 。 無 菌 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー の 1つ の 例 で あ る
。 他 の 適 切 な キ ャ リ ヤ ー は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Gennaro (ed.), Remin
gton’ s Pharmaceutical Sciences, 19t h  Edition (Mack Publishing Company 1995) を
参 照 の こ と 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 治 療 の た め に は 、 zcytor17lig結 合 活 性 を 有 す る 分 子 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ
ー が 、 治 療 的 に 有 効 な 量 で 患 者 に 投 与 さ れ る 。 zcytor17lig結 合 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き キ ャ リ ヤ ー の 組 み 合 わ せ は 、 そ の 投
与 さ れ る 量 が 生 理 学 的 に 有 意 で あ る 場 合 、 “ 治 療 的 に 有 効 な 量 ” で 投 与 さ れ る と 言 わ れ る
。 剤 は 、 そ の 存 在 が 受 容 体 患 者 の 生 理 学 に お い て 検 出 さ れ る 変 化 を も た ら す 場 合 、 生 理 学
的 に 有 意 で あ る 。 例 え ば 、 炎 症 を 処 理 す る た め に 使 用 さ れ る 剤 は 、 そ の 存 在 が 炎 症 応 答 を
緩 和 す る 場 合 、 生 理 学 的 に 有 意 で あ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 zcytor17lig（ 又 は zcytor17lig類 似 体 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 は
、 液 体 形 、 エ ー ロ ゾ ル 、 又 は 固 体 形 で 維 持 さ れ 得 る 。 液 体 形 は 、 注 射 用 溶 液 、 エ ア ロ ゾ ル
、 液 滴 、 局 部 溶 液 及 び 経 口 懸 濁 液 に よ り 例 示 さ れ る 。 典 型 的 な 固 体 形 は 、 カ プ セ ル 、 錠 剤
及 び 調 節 さ れ た 開 放 形 を 包 含 す る 。 後 者 の 形 は 、 ミ ニ 浸 透 ポ ン プ 及 び 移 植 体 に よ り 例 示 さ
れ る （ Bremer な ど ., Pharm. Biotechnol. 10:239 (1997): Ranade. “ Implants in Drug
 Delivery,”  in Drug Delivery Systems, Ranade and Hollinger (eds.), pages 95-123
 (CRC Press 1995); Bremer な ど ., “ Protein Delivery with Infusion Pum-s,”  in Pr
otein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), Pages 239-254 (Ple
num Press 1997); Yewey な ど ., “ Delivery of Proteins from a Controlled Release I
njectable Implant,”  in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren 
(eds.), Pages 93-117 (Plenum Press 1997)） 。 他 の 個 体 形 は 、 ク リ ー ム 、 ペ ー ス ト 、 他
の 局 部 適 用 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド を 、 患 者 に 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 鞘 内 、 筋 肉 内 、 皮 下
、 又 は 経 口 、 吸 入 又 は 鼻 腔 内 供 給 す る た め の １ つ の 手 段 を 提 供 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 水 性
区 画 を 取 り 組 む １ 又 は 複 数 の 脂 質 二 層 か ら 成 る 微 小 ビ ー ク ル で あ る （ 一 般 的 に は 、 Bakker
 Woudenberg な ど ., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 12 (Suppl. 1): S61 (199
3), Kim Drugs 46:618 (1993), and Ranade, “ Site-Specific Drug Delivery Using Lip
osomes as Carriers,”  in Drug Delivery Systems, Ranade and組 生 Hollinger (eds.), 
pages 3-24 (CRC Press 1995)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 組 成 に お い て 細 胞 膜 に 類 似 し 、 そ し て 結 果 と し て 、 リ ポ ソ ー ム は 安 全 に
投 与 さ れ 、 そ し て 生 分 解 性 で あ る 。 調 製 方 法 に 依 存 し て 、 リ ポ ソ ー ム は 、 単 層 又 は 多 層 性
で あ り 得 、 そ し て リ ポ ソ ー ム は 0.02μ m～ 10μ m以 上 の 範 囲 の 直 径 で サ イ ズ 的 に 変 化 す る こ
と が で き る 。 種 々 の 剤 が リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ 得 る ： 疎 水 性 剤 は 二 層 に 分 割 さ れ 、 そ し て
親 水 性 剤 は 内 部 水 性 空 間 内 に 封 入 さ れ る （ 例 え ば 、 Macky な ど ., Liposomes In Cell Bio
logy and Pharmacology (John Libbey 1987), 及 び Ostroな ど ., American J. Hosp. Phar
m. 46: 1576 (1989) を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 リ ポ ソ ー ム サ イ ズ 、 二 層 の 数 、 脂 質 組 成
、 及 び リ ポ ソ ー ム の 電 荷 及 び 表 面 性 質 を 変 え る こ と に よ り 、 封 入 さ れ る 剤 の 治 療 利 用 性 を
調 節 す る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ３ ２ ０ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 実 質 的 に い ず れ か の タ イ プ の 細 胞 に 吸 着 す る こ と が で き 、 そ し て 次 に 、
封 入 さ れ た 剤 を ゆ っ く り と 開 放 す る 。 他 方 で は 、 吸 収 さ れ た リ ポ ソ ー ム は 、 食 細 胞 性 で あ
る 細 胞 に よ り エ ン ド サ イ ト － シ ス 化 さ れ 得 る 。 エ ン ド サ イ ト － シ ス に 続 い て 、 リ ポ ソ ー ム
脂 質 の リ ソ ソ ー ム 内 分 解 が 伴 な い 、 そ し て 封 入 さ れ た 剤 が 開 放 さ れ る （ Scherphof な ど .,
 Ann. N.Y. Acad. Sci. 446: 368 (1985)） 。 静 脈 内 投 与 の 後 、 小 さ な リ ポ ソ ー ム （ 0.1～
1.0μ m） は 、 典 型 的 に は 、 肝 臓 及 び 脾 臓 に 主 と し て 位 置 す る 網 内 細 胞 系 の 細 胞 に よ り 摂 取
さ れ る が 、 と こ ろ が 3.0μ mよ り も 大 き な リ ポ ソ ー ム は 肺 に 沈 着 さ れ る 。 網 内 細 胞 系 の 細 胞
に よ る 小 さ な リ ポ ソ ー ム の こ の 好 ま し い 摂 取 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 肝 臓 の 腫 瘍 に 化 学 治
療 剤 を 供 給 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 網 内 細 胞 系 は 、 い く つ か の 方 法 、 例 え ば 多 量 の リ ポ ソ ー ム 粒 子 に よ る 飽 和 、 又 は 薬 理 学
的 手 段 に よ る 選 択 的 マ ク ロ フ ァ ー ジ 不 活 性 化 に よ り 回 避 さ れ 得 る （ Claassenな ど ., Bioch
im. Biophys. Acta 802: 428 (1984)） 。 さ ら に 、 リ ポ ソ ー ム 膜 中 へ の 糖 脂 質 － 又 は ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル － 誘 導 さ れ た リ ン 脂 質 の 組 み 込 み は 、 網 内 細 胞 系 に よ る 有 意 に 低 め ら
れ た 摂 取 を も た ら す こ と が 示 さ れ て い る （ Allen な ど ., Biochim. Biophys. Acta 1068:1
33 (1991); Allen な ど ., Biochim. Biophys. Acta 1150: 9 (1993)） 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム は ま た 、 リ ン 脂 質 組 成 を 変 え る こ と に よ っ て 、 又 は リ ポ ソ ー ム 中 に 受 容 体 又
は リ ガ ン ド を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 細 胞 又 は 器 官 を 標 的 化 す る た め に も 調 製 さ れ
得 る 。 例 え ば 、 高 い 含 有 率 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 に よ り 調 製 さ れ た リ ポ ソ ー ム が 、 肝 臓
を 標 的 化 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た （ Hayakawaな ど ., 日 本 特 許 04-244,018号 ； Katoな ど .
, Biol. Pharm. Bull. 16:960 (1993)） 。 そ れ ら の 配 合 物 は 、 メ タ ノ ー ル に お い て 、 大 豆
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 α － ト コ フ ェ ロ ー ル 及 び エ ト キ シ ル 化 さ れ 、 水 素 付 加 さ れ た ヒ マ
シ 油 （ HCO－ 60） を 混 合 し 、 前 記 混 合 物 を 真 空 下 で 濃 縮 し 、 そ し て 次 に 、 前 記 混 合 物 を 水
に よ り 再 構 成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た 。 大 豆 由 来 の ス テ リ ル グ ル コ シ ド 混 合 物 （ SG）
及 び コ レ ス テ ロ ー ル （ Ch） と 共 に ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DPPC） の リ ポ ソ
ー ム 配 列 物 は ま た 、 肝 臓 を 標 的 化 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Shimizuな ど ., Biol. Pharm.
 Bull. 20:881（ 1997） ） 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 他 方 で は 、 種 々 の 標 的 化 リ ガ ン ド が 、 リ ポ ソ ー ム 、 例 え ば 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 炭
水 化 物 、 ビ タ ミ ン 及 び 輸 送 タ ン パ ク 質 の 表 面 に 結 合 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム は 、 肝
臓 細 胞 の 表 面 上 で 独 占 的 に 発 現 さ れ る ア シ ア ロ グ リ コ プ ロ テ イ ン （ ガ ラ ク ト ー ス ） 受 容 体
標 的 化 す る た め に 、 枝 分 か れ 型 の ガ ラ ク ト シ ル 脂 質 誘 導 体 に よ り 変 性 さ れ 得 る （ Kato and
 Sugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug. Carrier Syst. 14: 287 (1997); Murahashiな ど ., 
Biol. Pharm. Bull. 20:259 (1997)） 。 同 様 に 、 Wuな ど ., Hepatology 27: 772 (1988) 
は 、 ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン に よ る リ ポ ソ ー ム の ラ ベ リ ン グ が 短 く さ れ た リ ポ ソ ー ム 結 晶 半
減 期 を 導 き 、 そ し て ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン － ラ ベ ル さ れ た リ ポ ソ ー ム の 肝 細 胞 に よ る 摂 取
を 非 常 に 高 め た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 他 方 で は 、 枝 分 か れ 型 の ガ ラ ク ト シ ル 脂 質 誘 導 体 を 含 ん で 成 る リ ポ ソ ー ム の 肝 臓 蓄 積 が
、 ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン の 前 注 入 に よ り 阻 害 さ れ 得 る （ Murahashiな ど ., Biol. Pharm. B
ull. 20: 259 (1997)） 。 ポ リ ア コ ニ チ ル 化 さ れ た ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン リ ポ ソ ー ム は 、 肝
臓 細 胞 へ の リ ポ ソ ー ム の 標 的 化 の た め の も う １ つ の ア プ ロ ー チ を 提 供 す る （ Kamps な ど .,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 11681 (1997)） 。 さ ら に 、 Gehoな ど ., (ア メ リ カ 特 許
第 4,603,044号 )は 、 肝 臓 の 特 殊 化 さ れ た 代 謝 細 胞 に 関 連 す る 肝 胆 管 受 容 体 に 対 す る 特 異 性
を 有 す る 、 肝 細 胞 － 指 図 さ れ た リ ポ ソ ー ム 小 胞 供 給 シ ス テ ム を 記 載 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 組 織 標 的 化 へ の よ り 一 般 的 な ア プ ロ ー チ に お い て は 、 標 的 細 胞 は 、 標 的 細 胞 に よ り 発 現
さ れ る リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 な 、 ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た 抗 体 に よ り プ レ ラ ベ ル さ れ る （ Ha
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rasymな ど ., Adv. Drug Deliv. Rev. 32: 99 (1998)） 。 遊 離 抗 体 の 血 漿 排 除 の 後 、 ス ト
レ プ タ ビ ジ ン － 接 合 さ れ た リ ポ ソ ー ム が 投 与 さ れ る 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て は 、
標 的 化 抗 体 は 、 リ ポ ソ ー ム に 直 接 的 に 結 合 さ れ る （ Harasymな ど ., Adv. Drug. Deliv. Re
v. 32: 99 (1998)） 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 zcytor17lig結 合 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 の
標 準 技 法 を 用 い て 、 リ ポ ソ ー ム 内 に 封 入 さ れ 得 る （ 例 え ば Andersonな ど ., Infect. Immun
. 31: 1099 (1981), Andersonな ど ., Cancer Res. 50: 1853 (1990), and Cobenな ど ., B
iochim. Biophys. Acta 1063:95 (1991), Alving な ど ., “ Preparation and Use of Lip
osomes in Immunological Studies,”  in Liposome Technology, 2n d  Edition, Vol. III
, Gregoriadis (ed.), page 317 (CRC Press 1993), Wassef な ど ., Meth. Enzymol. 149
: 124 (1987)を 参 照 の こ と ） 。 上 記 に 示 さ れ る よ う に 、 治 療 的 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 種
々 の 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム は 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） の 脂
質 誘 導 体 を 含 む こ と が で き る （ Allenな ど ., Biochim. Biophys. Acta 1150: 9 (1993)）
。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 分 解 性 ポ リ マ ー 微 小 球 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 高 い 全 身 レ ベ ル を 維 持 す る た め 企 画 さ れ
た 。 微 小 球 は 、 分 解 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ （ ラ ク チ ド － コ － グ リ コ リ ド ） （ PLG） 、 ポ
リ 無 水 物 、 ポ リ （ オ ル ト エ ス テ ル ） 、 モ ノ 生 分 解 性 エ チ ル ビ ニ ル ア セ テ ー ト ポ リ マ ー （ タ
ン パ ク 質 が ポ リ マ ー 封 入 さ れ る ） か ら 調 製 さ れ る Gombotz and Pettit, Bioconugate Chem
. 6:332 (1995); Ranade, “ Role of Polymers in Drug Delivery.”  In Drug Delivery 
Systems, Ranade and Hollinger (eds.), pages 51-93 (CRC Press 1995); Roskos and M
askiewicz, “ Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Delivery,
”  in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), pages 45-9
2 (Plenum Press 1997); Bartus な ど ., Science 281:1161 (1998); Putney and Burke, 
Nature Biotechnology 16:153 (1998); Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:548 (1998)
)。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 被 覆 さ れ た 超 微 小 球 は ま た 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 静 脈
内 投 与 の た め の キ ャ リ ヤ ー を 提 供 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Grefな ど ., Pharm. Biotec
hnol. 10:167 (1997) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ マ ー に よ り 結 合 さ れ て い
る 、 zcytor17lig活 性 を 有 す る 化 学 的 に 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば zcytor17ligポ リ
ペ プ チ ド 、 zcytor17ligア ゴ ニ ス ト 及 び zcytor17ligア ン タ ゴ ニ ス ト を 企 画 す る 。
　 他 の 用 量 形 は 、 例 え ば 、 Anset and Popovich. Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
 Delivery Systems. 5t h  Edition (Lea & Febiger 1990), Gennaro (ed.), Remington’ s
 Pharmaceutical sciences. 19t h  Edition (Mack Publishing Company 1995) に よ り 、 及
び Ranade and Hollinger, Drug Delivery Systems (CRC Press 1996) に よ り 示 さ れ る よ
う に 、 当 業 者 に よ り 考 案 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 例 示 の よ う に 、 医 薬 組 成 物 は 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 又 は zcytor17ligア ン タ ゴ ニ
ス ト （ 例 え ば 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ） を 含 ん
で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る キ ッ ト と し て 供 給 さ れ 得 る 。 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 一 又 は 複
数 回 の 用 量 の た め の 注 射 用 溶 液 の 形 で 、 又 は 注 射 の 前 、 再 構 成 さ れ る で あ ろ う 無 菌 粉 末 と
し て 供 給 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 そ の よ う な キ ッ ト は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 の た め の
乾 燥 粉 末 分 散 機 、 液 体 エ ー ロ ゾ ル 発 生 機 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー を 包 含 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な キ ッ ト は さ ら に 、 医 薬 組 成 物 の 指 示 及 び 使 用 法 に 対 す る 文 書 で の 情 報 を 包 含 す る 。
さ ら に 、 そ の よ う な 情 報 は 、 zcytor17lig組 成 物 が 、 zcytor17ligに 対 す る 既 知 の 過 敏 性 を
有 す る 患 者 に 禁 忌 を 示 さ れ る 提 示 も 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Val）
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～ 152（ Leu） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 27（
Leu） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；  （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残
基 24（ Thr） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ
る よ う な 残 基 １ （ Met） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら の ア ミ
ノ 酸 残 基 の 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は
上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で ア ミ ノ 酸 残 基 73、 133及 び 147は シ ス テ イ ン で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ
り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ５ 又 は 71に 示 さ れ る よ う な zcytor17受 容 体 を 結
合 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ２ 又 は 11の
少 な く と も 14個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 （
ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98； （ ｃ ）
配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117； 及 び （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 第 ２ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ
ン パ ク 質 を 提 供 し 、 こ こ で N末 端 か ら C-末 端 の 方 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 順 序 が 、 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ； ６ ～ 27個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の
第 １ ス ペ ー サ ー ； （ ａ ） 配 列 番 号 168の IL-2ヘ リ ッ ク ス Bア ミ ノ 酸 残 基 ； （ ｂ ） 配 列 番 号 16
4の IL-4ヘ リ ッ ク ス B残 基 65～ 83； （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス B残 基 73～ 86； （ ｄ
） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス B残 基 72～ 81； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83
～ 98の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ； ５ ～ 11個 の ア ミ ノ 酸
残 基 の 第 ２ ス ペ ー サ ー ； （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス C残 基 102～ 116； （ ｂ ） 配 列
番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス C残 基 94～ 118； （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス C残 基 91～ 1
03； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス C残 基 85～ 103； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ
ノ 酸 残 基 104～ 117の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ３ ポ リ ペ プ チ ド ； ３ ～ 29
個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ３ ス ペ ー サ ー ； （ ａ ） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス D残 基 134～ 149
； （ ｂ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス D残 基 123～ 141； （ ｃ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ
ク ス D残 基 133～ 151； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ ク ス D残 基 120～ 131； 及 び （ ｅ ）
配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ４ ポ リ
ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 第 ３ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ４ 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ
ン パ ク 質 を 提 供 し 、 こ こ で N末 端 か ら C-末 端 の 方 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 順 序 が 、 （ ａ ） 配 列
番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス A残 基 27～ 48； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス A残 基 30～ 42
； （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス A残 基 35～ 45； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ
ク ス A残 基 30～ 441； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基
の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ； ６ ～ 27個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 １ ス ペ ー サ ー ； （ ａ
） 配 列 番 号 168の IL-2ヘ リ ッ ク ス B残 基 ； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス B残 基 65～ 83
； （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス B残 基 73～ 86； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-CSFヘ リ ッ
ク ス B残 基 72～ 81； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 83～ 98の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基
の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ； ５ ～ 11個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ２ ス ペ ー サ ー ； （ ａ
） 配 列 番 号 162の IL-2ヘ リ ッ ク ス C残 基 102～ 116； （ ｂ ） 配 列 番 号 164の IL-4ヘ リ ッ ク ス C残
基 94～ 118； （ ｃ ） 配 列 番 号 102の IL-3ヘ リ ッ ク ス C残 基 91～ 103； （ ｄ ） 配 列 番 号 166の GM-
CSFヘ リ ッ ク ス C残 基 85～ 103； 及 び （ ｅ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117の 群 か ら の
ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ３ ポ リ ペ プ チ ド ； ３ ～ 29個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 ３ ス ペ
ー サ ー ； 及 び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152の 配 列 を 含 ん で 成 る 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド で
あ る こ と を 特 徴 と す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 は 上 記 に 開 示 さ
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れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 第 ４ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 137～ 152を
含 ん で 成 る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様
に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 　 前 記
ヌ ク レ オ チ ド が 、 （ ａ ） ヌ ク レ オ チ ド 139～ ヌ ク レ オ チ ド 483の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る よ う
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； （ ｂ ） ヌ ク レ オ チ ド 106～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る
よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； （ ｃ ） ヌ ク レ オ チ ド 97～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に 示 さ
れ る よ う な ヌ ク レ オ チ ド ； 及 び （ ｄ ） ヌ ク レ オ チ ド 28～ ヌ ク レ オ チ ド 519の 配 列 番 号 １ に
示 さ れ る よ う な ヌ ク レ オ チ ド の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ： （ ａ ） 転 写 プ
ロ モ ー タ ー ； （ ｂ ） （ ｉ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38～ 52； （ ii） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ
酸 残 基 83～ 98； （ iii） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 104～ 117； 及 び （ iv） 配 列 番 号 ２ の ア
ミ ノ 酸 残 基 137～ 152の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る DNAセ グ メ ン ト ； 及 び （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る
。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ： （ ａ ） 転 写 プ
ロ モ ー タ ー ； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） に 対 し て 少
な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA
セ グ メ ン ト ； 及 び （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 １ つ
の 態 様 に お い て は 、 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ： （ ａ ） 転 写 プ ロ モ ー タ ー ； （ ｂ ） 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 38（ Val） ～ 152（ Leu） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る D
NAセ グ メ ン ト ； 及 び （ ｃ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー は 上 記 に 開 示 さ
れ る 通 り で あ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で
成 る 培 養 さ れ た 細 胞 提 供 す る 。
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 細 胞 を 、 前 記 DNAセ グ
メ ン ト が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る タ ン
パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 含 ん で 成 る タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） ９ ～ 141個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ
チ ド 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 番 号 24（ Ala） ～ ア ミ ノ 酸 番 号 164（ Thr） の 配
列 番 号 ２ に お け る ア ミ ノ 酸 の 連 続 配 列 と 同 一 で あ り ； （ ｂ ） 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 52の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （
ｄ ） ア ミ ノ 酸 番 号 83～ 98の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｅ ）
ア ミ ノ 酸 番 号 104～ 117の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｆ ） ア
ミ ノ 酸 番 号 137～ 152の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｇ ） ア ミ
ノ 酸 番 号 38～ 152の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｈ ） ア ミ ノ
酸 番 号 24～ 164の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 番 号 38～ 52の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （
ｄ ） ア ミ ノ 酸 番 号 85～ 98の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｅ ）
ア ミ ノ 酸 番 号 104～ 118の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｆ ） ア
ミ ノ 酸 番 号 141～ 157の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｇ ） ア ミ
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ノ 酸 番 号 38～ 157の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｈ ） ア ミ ノ
酸 番 号 24～ 163の 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｉ ） 配 列 番 号
２ 又 は 11の Hopp/Woods浸 水 性 プ ロ フ ィ ー ル に 従 っ て 抗 原 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ
チ ド
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 （ こ こ で 、 前 記 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ス ラ イ デ ィ ン グ ６ － 残 基 窓 に 基 づ か れ 、 隠 さ れ た G、 S
及 び T残 基 及 び 暴 露 さ れ た H, Y及 び W残 基 は 無 視 さ れ る ） の 群 か ら の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 動
物 を 接 種 し 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 を 生 成 す る た め に 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を
誘 発 し ； そ し て 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 zcytor17ligポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 抗 体 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 方 法 に よ り 生 成 さ れ る
抗 体 （ 中 和 抗 体 ） を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ 又 は 11の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 抗 体 は 配 列 番 号 ２ 又 は 11に 示 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 (１ )前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ
ル を 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 定 し ； (２ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で
き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ； （ ３ ） 前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体
の レ ベ ル を 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 決 定 し ； そ し て （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 抗 原 又 は 病 原
体 の レ ベ ル に 対 し て 、 段 階 （ １ ） お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 レ
ベ ル の 変 化 が 免 疫 応 答 の 刺 激 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 抗 原 又 は 病 原 体 に 対 し て 暴 露 さ れ
る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方
法 は 、 （ ５ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る
組 成 物 を 再 投 与 し ； （ ６ ） 前 記 哺 乳 類 に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 、 直 接 的 又 は 間
接 的 に 決 定 し ； そ し て （ ７ ） 段 階 （ ６ ） に お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル に 対 し て 、 段 階
（ １ ） お け る 抗 原 又 は 病 原 体 の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 レ ベ ル の 変 化 が 免 疫 応 答 の 刺
激 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 zcytor17ligの 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 末
梢 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る リ ン パ 細 胞 の 数 の 上 昇 を 引 き 起 こ
す た め に 、 十 分 な 量 の zcytor17ligを 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培
養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 哺 乳 類 に お け る 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 を 拡 張 す る た め の
方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 細 胞 前 駆 体 の 拡 張 方 法 は 上 記
に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 は リ ン パ 細 胞 で あ る 。
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 細 胞 前 駆 体 の 拡 張 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る
通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 リ ン パ 細 胞 は 、 単 球 細 胞 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ １ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的 抗 体 の レ ベ ル
を 決 定 し ； （ ２ ） zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で
成 る 組 成 物 を 投 与 し ； （ ３ ） 抗 原 － 又 は 病 原 体 － 特 異 的 抗 体 の 後 － 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ；
（ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 抗 体 の レ ベ ル を 比 較 し 、
こ こ で 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 免 疫 応 答 の 刺 激 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 抗 原 又 は 病 原 体 に
暴 露 さ れ る 哺 乳 類 に お け る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） zcytor17lig核 酸 プ ロ ー ブ と 、 （ ｉ ） 生
物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 試 験 RNA分 子 、 又 は （ ii） 単 離 さ れ た RNA分 子 か ら 合 成 さ れ
た 核 酸 分 子 の い ず れ か と を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 プ
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ロ ー ブ が 請 求 項 10記 載 の 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 、 又 は そ の 補 体 の い ず れ か を
含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 そ し て （ ｂ ） 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 、 及 び 前 記 試 験 RNA
分 子 又 は 前 記 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 の い ず れ か の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を 検 出 す る 段 階 を 含 ん
で 成 り 、 こ こ で 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド の 存 在 が 生 成 物 学 的 サ ン プ ル に お け る zcytor17lig RNA
の 存 在 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 生 成 物 学 的 サ ン プ ル に お け る zcytor17lig RNAの 存 在 を
検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 上 記 に 開 示 さ
れ る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と を 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 接 触 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル へ
の 抗 体 又 は フ ラ グ メ ン ト の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 行 わ れ ； そ し て （ ｂ ） い ず れ か の 結
合 さ れ た 抗 体 又 は 結 合 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 、 生 物 学 的 サ
ン プ ル に お け る zcytor17ligの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら の 癌 細 胞 を 含 む 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン
プ ル を 、 エ ク ス ビ ボ で 獲 得 す る か 、 又 は 癌 細 胞 を イ ン ビ ボ で 同 定 し ； 上 記 に 開 示 さ れ る 方
法 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 し ； 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル に お い て 、 前 記  ポ ロ ペ プ
チ ド を 配 合 し ； そ し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 患 者 に 投 与 す る か 、 又 は 前 記 配 合 物 に 癌 細
胞 を 暴 露 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 細 胞 を 殺 害 す る こ と を 特
徴 と す る 、 癌 細 胞 の 殺 害 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 癌 細 胞 の 殺 害 方 法 は 上
記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 ト キ シ ン に 接 合 さ れ る 。
１ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 抗 体 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 、 （
ａ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｂ ） ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｃ ） ヒ ト 型 化 抗 体 （ ｂ ）
、 （ ｄ ） 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び （ ｅ ） ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 群 か ら で 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 38（ Va
l） ～ 152（ Leu） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う な 残 基 2
7（ Leu） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；  （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る よ う
な 残 基 24（ Thr） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示
さ れ る よ う な 残 基 １ （ Met） ～ 164（ Thr） に よ り 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 群 か ら の ア ミ ノ
酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 抗 体 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ
で 前 記 抗 体 は さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は ト キ シ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ
る 骨 髄 又 は 抹 消 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は
分 化 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に
、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zc
ytor17lig－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お
い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lig－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す
る た め の 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 は
リ ン パ 細 胞 で あ る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17
lig－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め の 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ
こ で 前 記 リ ン パ 細 胞 は 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 配 列 番 号 111の ア
ミ ノ 酸 残 基 20～ ア ミ ノ 酸 残 基 227及 び ク ラ ス Ｉ サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 請 求 項 19記 載 の 抗 体
の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 zcytor17lig－ 誘 発 さ れ
た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
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　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ １ ） 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ２ ） 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る 抗 体 、 及 び に 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し
、 （ ３ ） 炎 症 分 子 の 投 与 後 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ
ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 炎 症 分
子 の 上 昇 又 は 低 下 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類
に お け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 抗 体 は
上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 抗 体 は さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因
子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は ト キ
シ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ
る 骨 髄 又 は 抹 消 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は
分 化 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 31記 載 の 抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に 、 骨 髄 又 は 末
梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lis－
誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 の 阻 害 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造
血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lis－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 の 阻 害 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通
り で あ り 、 こ こ で 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 は リ ン パ 細 胞 で あ る 。 も う １ つ の 態 様
に お い て は 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 の zcytor17lis－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 の 阻
害 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 リ ン パ 細 胞 は 、 マ ク ロ マ ー ジ 又 は T細
胞 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る よ う な 抗 体 の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 zcytor17
lig－ 誘 発 さ れ た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ １ ） 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ２ ） 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投
与 し 、 （ ３ ） 炎 症 分 子 の 投 与 後 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 炎 症 分 子 の
レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 炎 症 分 子 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 炎
症 分 子 の 上 昇 又 は 低 下 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 炎 症 を 有 す る 哺
乳 類 に お け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 炎 症 が 低 め ら れ る よ う 前 記 哺 乳 類 に zcytor17li
gの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 し 、 こ こ で 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ ）
の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 、 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド の 群 か ら で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る
哺 乳 類 の 処 理 方 法 を 提 供 す る 。 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎
症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理 方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 、 慢
性 炎 症 疾 患 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理
方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 、 （ ａ ） 炎 症 性 腸 疾 患 ： （ ｂ ） 潰
瘍 性 大 腸 炎 ； （ ｃ ） ク ロ ー ン 病 ； （ ｄ ） 関 節 炎 ； 及 び （ ｅ ） 乾 癬 か ら 成 る 群 か ら の 慢 性 炎
症 性 疾 患 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理
方 法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 急 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 も う 1つ
の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理 方 法 は 上
記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 、 （ ａ ） 内 毒 素 血 症 ； （ ｂ ） 敗 血 症 ； （ ｃ
） 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 ； 及 び （ ｄ ） 感 染 性 疾 患 か ら 成 る 群 か ら の 急 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 。
も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 zcytor17ligが 役 割 を 演 じ る 炎 症 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 の 処 理 方
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法 は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 抗 体 は さ ら に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、
補 因 子 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス マ ー カ ー 、 ペ プ チ ド 標 識 、 磁 気 粒 子 、 薬 物 又 は
ト キ シ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 獲 得 し ；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 と を 、 前 記 抗 体 が 組
織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ
ー ト し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 結 合 す る 抗 体 を 可 視 化 し ； そ し て 前 記 患
者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル を 、 正 常 な 対 照 の 組
織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 、 正 常
な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 患 者 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 結 合 さ
れ る 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 患 者 に お け る 炎 症 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 患 者 に お け る 炎 症
を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 獲 得 し ；
配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 １ の 補 体 の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ リ ン グ し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 前 記 組
織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 可 視 化 し ； そ し て
前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル を 、 正 常 な 対 照 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ
の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 、 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に
比 較 し て 、 患 者 の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 上 昇 が 患 者 に お け る 炎 症 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 患 者 に お け
る 炎 症 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 次 の 非 － 制 限 的 な 例 に よ り さ ら に 例 示 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 ．

　 ネ ズ ミ MPL受 容 体 の 5’ 細 胞 外 ド メ イ ン を 、 1164bpの フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 、 EcoRI及
び BamHIに よ る 消 化 に よ り 、 ネ ズ ミ MPL受 容 体 を 含 む プ ラ ス ミ ド （ PHZ1/MPLプ ラ ス ミ ド ） か
ら 単 離 し た 。 消 化 物 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 そ し て フ ラ グ メ ン ト を 、 Qiaqui
ckゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。 MPL細 胞 外
ド メ イ ン 及 び ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン の 残 り を 、 プ ラ イ マ ー ZC6,673（ 配 列 番 号 13）
及 び ZC29,082（ 配 列 番 号 14） に よ り 、 PCRを 用 い て 生 成 し た 。 反 応 条 件 は 次 の 通 り で あ っ
た ： 94℃ で １ 分 、 55℃ で １ 分 、 72℃ で ２ 分 （ 15サ イ ク ル ） 、 続 い て 72℃ で ７ 分 ； 次 に ４ ℃
で の ソ ー キ ン グ 。 PCR生 成 物 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 そ し て 約 400bpの MPL受 容
体 フ ラ グ メ ン ト を 、 Qiaquick T M  ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書
に 従 っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 ヒ ト zcytor17の 細 胞 内 ド メ イ ン を 、 zcytor17受 容 体 cDNA（ ＃ 23/pCAP） を 含 む プ ラ ス ミ
ド か ら 、 プ ラ イ マ ー ZC29,083（ 配 列 番 号 15） 及 び ZC29,145（ 配 列 番 号 16） に よ る PCRを 用
い て 単 離 し た 。 zcytor17受 容 体 コ ー ド 配 列 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号
５ に 示 さ る 。 反 応 条 件 は 上 記 の 通 り で あ っ た 。 PCR生 成 物 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負
荷 し 、 そ し て 約 320bpの zcytor17フ ラ グ メ ン ト を 、 Qiaquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 、 製
造 業 者 の 説 明 に 従 っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 上 記 の 単 離 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 個 々 を 、 １ ： １ の 体 積 比 で 混 合 し 、 そ し て ZC6673（ 配
列 番 号 13） 及 び ZC29,145（ 配 列 番 号 16） を 用 い て の PCR反 応 に 使 用 し 、 zcytor17キ メ ラ の 5
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例 １ MPL－  zcytor17ポ リ ペ プ チ ド キ メ ラ 、 す な わ ち zcytor17細 胞 内 シ グ ナ ル 化 ド メ イ
ン に 融 合 さ れ る 、 MPL細 胞 外 及 び TMド メ イ ン



’ MPL部 分 を 創 造 し た 。 反 応 条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ； 94℃ で １ 分 ； 55℃ で １ 分 、 72℃ で
２ 分 （ 15サ イ ク ル ） ； 続 い て 、 72℃ で ７ 分 ； 次 に ４ ℃ で の ソ ー キ ン グ 。 全 PCR生 成 物 を 、 1
％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 そ し て 700bpの MPL－  zcytor17キ メ ラ フ ラ グ メ ン ト を 、 Qia
quickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 MPL－  zcytor17キ メ ラ フ ラ グ メ ン ト を 、 BamHI（ BRL） 及 び XbaI (Boerhringer Mannheim
) に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 消 化 し た 。 全 消 化 物 を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負
荷 し 、 そ し て 分 離 さ れ た MPL－  zcytor17キ メ ラ を 、 Qiaquick T M  ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen
） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。 そ の 得 ら れ る 分 解 さ れ た MPL－  zcytor
17キ メ ラ 及 び 上 記 5’ MPL EcoRI/BamHIフ ラ グ メ ン ト を 、 下 記 の よ う に し て 発 現 ベ ク タ ー 中
に 挿 入 し 、 完 全 な MPL－  zcytor17キ メ ラ 受 容 体 を 生 成 し た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 受 容 体 発 現 ベ ク タ ー pZP－ ７ を 、 EcoRI（ BRL） 及 び XbaI（ BRL） に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明
書 に 従 っ て 消 化 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て ゲ ル 精 製 し た 。 こ の ベ ク タ ー フ ラ グ メ ン ト を
、 上 記 で 単 離 さ れ た 、 EcoRI及 び XbaI切 断 さ れ た MPL－  zcytor17キ メ ラ 及 び 、 EcoRI/BamHI
 5’ MPLフ ラ グ メ ン ト と 共 に 連 結 反 応 に お い て 組 合 し た 。 こ の 連 結 は 、 T４ リ ガ ー ゼ （ Epic
entre　 Technologies） を 用 い て 、 室 温 で １ 時 間 、 行 わ れ た 。 連 結 の サ ン プ ル を 、 DH10B E
lectroMAX T M  エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 に お い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た （ 25μ
F、 200Ω 、 1.8V） 。 形 質 転 換 体 を 、 LB＋ Ampicillinプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 単 一
の コ ロ ニ ー を 、 miniprep(Qiagen)に よ り ス ク リ ー ン し 、 そ し て EcoRIに よ り 消 化 し 、 MPL－
 zcytor17キ メ ラ を 調 べ た 。 正 し い コ ロ ニ ー の EcoRI消 化 は 、 約 ２ KBの フ ラ グ メ ン ト を 生 成
す る 。 MPL－ z zcytor17キ メ ラ 配 列 の 確 認 を 、 配 列 分 析 に よ り 行 っ た 。 こ の 挿 入 体 は 、 3.1
bpで あ り 、 そ し て 十 分 な 長 さ で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 ．

　 ：
　 BaF3、 す な わ ち ネ ズ ミ 骨 髄 に 由 来 す る イ ン タ ー ロ イ キ ン － 3 (IL-3) 依 存 性 プ レ － リ ン
パ 球 細 胞 系 （ Palacios and Steinmetz, Cell 41: 727-734, 1985; Mathey-Prevot な ど ．
， Mol. Cell. Biol. 6:4133-4135, 1986） を 、 10％ 熱 － 不 活 性 化 さ れ た ウ シ 胎 児 血 清 、 1
－ ２ ng/mlの ネ ズ ミ IL-3 (mIL-3) (R&D. Minneapolis, MN)、 2mMの L-glutaMax-1 T M  (Gibco
 BRL), 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Gibco BRL） 及 び PSN抗 生 物 質 （ Gibco BRL） に よ り
補 充 さ れ た 完 全 倍 地 （ RPMI培 地 （ JRH Bioscience Inc., Lenexa, KS） ） に お い て 維 持 し
た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 前 、 pZP-5N/MPL－  zcytor17プ ラ ス ミ ド DNA（ 例 ４ ） を 調 製
し 、 そ し て Qiagen Maxi Prepキ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製
し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の た め の BaF3細 胞 を 、 RPMI培 地 に よ り ２ 度 洗 浄 し 、 そ し て 次 に
、 RPMI培 地 に 10 7 個 の 細 胞 /mlの 細 胞 密 度 で 再 懸 濁 し た 。 １ mlの 再 懸 濁 さ れ た BaF3細 胞 を 、
30μ gの pZP-７ /MPL－  zcytor17プ ラ ス ミ ド DNAと 共 に 混 合 し 、 そ し て 別 々 の 使 い 捨 て エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン チ ャ ン バ ー （ GIBCO BRL） に 移 し た 。 室 温 で 、 細 胞 に 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 装 置 （ Cyto-Pulse） に よ り 供 給 さ れ る 5x2msの 連 続 し た シ ョ ッ ク （ 600V） を 与
え た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 他 方 で は 、 細 胞 を 、 Cell-Porator(GibcoBRL)エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 供 給 さ れ る
一 連 の ２ 回 の パ ル ス （ 800μ FAD/300V;続 い て 、 1180μ FAD/300V） に よ り エ レ ク ト ロ ポ レ ー
ト し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た 細 胞 を 、 50mlの 完 全 培 地 に 移 し 、 そ し て イ ン キ ュ ベ ー
タ ー に 、 15－ 24時 間 （ 37℃ 、 5％ CO 2 ） 配 置 し た 。 次 に 、 Geneticin T M  (Gibco) 選 択 物 （ 1m
g/mlの G418） を T-162フ ラ ス コ に お け る 細 胞 に 添 加 し 、 G418－ 耐 性 プ ー ル を 単 離 し た 。 こ
の 後 、 BaF3/MPL－  zcytor17細 胞 と 呼 ば れ る 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BaF3細 胞 の プ ー ル
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例 ２ Alamar Blueを 用 い て の BAF3ア ッ セ イ に お け る 、 MPL－  zcytor17キ メ ラ に 基 づ く
増 殖
A. BaF3細 胞 発 現 の MPL－  zcytor17キ メ ラ の 構 成



を 、 下 記 の よ う に し て 、 シ グ ナ ル 化 能 力 に つ い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　

：
　 BaF3/MPL－  zcytor17細 胞 を 、 回 転 沈 降 し 、 そ し て 上 記 の よ う で あ る が 、 し か し IL-3を
含 ま な い 完 全 培 地 （ こ の 後 “ mIL-3フ リ ー 培 地 ” と 称 す る ） に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 回 転
せ し め 、 そ し て ３ 度 洗 浄 し 、 mIL-3の 除 去 を 確 か に し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 血 球 計 に よ り 計
数 し た 。 細 胞 を 、 mIL-3フ リ ー 培 地 を 用 い て 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 に 5000個 の 細 胞
を 含 む よ う な 96－ ウ ェ ル 形 式 で プ レ ー ト し た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 BaF3/MPL－  zcytor17細 胞 の 増 殖 を 、 mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 、 200ng /ml， 100ng/ml, 5
0ng/ml, 25ng/ml, 12.5ng/ml, 6.25ng/ml, 3.1ng/ml, 1.5ng/mlの 濃 度 に 希 釈 さ れ た ネ ズ
ミ ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ mTPO） を 用 い て 評 価 し た 。 100μ lの 希 釈 さ れ た mTPOを 、 BaF3/MPL－
 zcytor17細 胞 に 添 加 し た 。 全 ア ッ セ イ 体 積 は 200μ lで あ る 。 負 の 対 照 を 、 mTPOの 添 加 を
伴 な わ な い で 、 mTL-3フ リ ー 培 地 の み を 用 い て 同 時 に 実 験 し た 。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 37
℃ で 、 5％ CO 2 に お い て ３ 日 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 時 点 で 、 Alamar Blue (Accumed, 
Chicago, IL) を 、 20μ l/ウ ェ ル で 添 加 し た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 Alamar Blueは 、 細 胞 の 代 謝 活 性 に 基 づ い て 蛍 光 計 読 み 取 り を 与 え 、 そ し て 従 っ て 、 負
の 対 照 に 比 較 し て の 細 胞 増 殖 の 直 接 的 な 測 定 で あ る 。 プ レ ー ト を 再 び 、 37℃ で 、 5％ CO 2 に
お い て 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 SoftMax T M  Proプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 5
44 (励 起 ) 及 び 590 (放 射 )の 波 長 で 、 Fmax T M  プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular Devices Sun
nyralc, CA） 上 で 、 又 は Wallac Victor 2 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ PerkinElmer Life Science
s, Boston, MA） 上 で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 結 果 は 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン が 50ng/ml及 び そ れ 以 上 の mTOP濃 度 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り
も 約 9-13倍 、 増 殖 を 誘 発 す る の で 、 zcytor17受 容 体 の 細 胞 内 部 分 の シ グ ナ ル 化 能 力 を 確 証
し た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 ．
　 ：
　 十 分 な 長 さ の zcytor17 cDNAを 得 る た め に 、 5’ 及 び 3’ PCR生 成 物 を 単 離 し 、 そ し て 内 部
PstI部 位 を 用 い て 連 結 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） を 用 い
て 企 画 し 、 そ し て そ れ は 、 ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め の BamHI及 び XhoI制 限 部 位 を 含 む 。
　 5’ PCRを 、 鋳 型 と し て WI－ 38 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 及 び プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ZC29,359（ 配 列 番 号 18） 及 び ZC27,899（ 配 列 番 号 19） を 用 い て 生 成 し た 。 WI－ 38は 、
ヒ ト 胚 の 肺 細 胞 系 （ ATCC CRL-2221） か ら 生 成 さ れ た 自 家 cDNAラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 こ の 5
’ PCR反 応 は 次 の 通 り に 行 わ れ た ： 94℃ で １ 分 、 65℃ で １ 分 、 72℃ で ２ 分 、 次 に 72℃ で ７
分 （ 30サ イ ク ル ） ； 10℃ で の ソ ー キ ン グ 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 PCR反 応 は 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 さ れ た 約 ３ μ gの プ ラ ス ミ ド 、 20pモ ル の 個 々 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ５ 単 位 の PWO DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Roche） を 使 用 し た 。 5’ PCR生 成
物 の 約 90％ を 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 BamHI及 び PstIに よ り 消 化 し 、 そ し て 1.0％ ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し た 。 約 600bpの バ ン ド を 切 除 し 、 そ し て BamHI及 び PstIに よ り 消 化 さ れ
た ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pUC18へ の 連 結 の た め に 使 用 し た 。 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 配 列 決
定 し 、 zcytor17 cDNA配 列 を 確 か め た 。 そ れ ら の 形 質 転 換 体 の １ つ に 関 し て 、 プ ラ ス ミ ド D
NAを 調 製 し 、 そ し て BamHI及 び PstIに よ り 消 化 し た 。 得 ら れ る 約 600bpの バ ン ド を ゲ ル 精 製
し 、 そ し て 下 記 連 結 の た め に 使 用 し 、 十 分 な 長 さ の cDNAを 形 成 し た 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 3’ PCR生 成 物 を 、 鋳 型 と し て ヒ ト 精 巣 自 家 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 及 び プ ラ イ マ ー と し て オ リ
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B. Alamar Blue増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て の BaF3/MPL－  zcytor17細 胞 の シ グ ナ ル 化 能 力 の
試 験

例 ３ 十 分 な 長 さ の zcytor17を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー pZp7px/ zcytor17の 構 成
A． 発 現 の た め の 十 分 な 長 さ の zcytor17 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ



ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC27,895（ 配 列 番 号 20） 及 び ZC29,122（ 配 列 番 号 21） を 用 い て 生 成 し た 。
こ の 3’ PCR反 応 は 次 の 通 り に 行 わ れ た ： 94℃ で 45秒 、 65℃ で 45秒 、 72℃ で ２ 分 、 次 に 72℃
で 7分 （ 30サ イ ク ル ） ； 10℃ で の ソ ー キ ン グ 。 3’ PCR反 応 物 を 、 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 腫 瘍 1500bpバ ン ド を 切 除 し た 。 こ の バ ン ド を 、 Zeroblunt TOPOキ ッ ト
（ Invitrogen） を 用 い て 、 PCR Blunt II TOPOベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ る 形
質 転 換 体 を 配 列 決 定 し 、 zcytor17 cDNA配 列 を 確 か め た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 そ れ ら の 形 質 転 換 体 の １ つ に 関 し て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 調 製 し 、 そ し て PstI及 び XhoIに
よ り 消 化 し た 。 そ の 得 ら れ る 約 1500bpの バ ン ド を ゲ ル 精 製 し た 。 ３ 部 分 連 結 を 、 上 記 5’ B
amHI～ PstIフ ラ グ メ ン ト 、 3’ PstI～ XhoIフ ラ グ メ ン ト 、 及 び BamHI及 び XhoIに よ り 消 化 さ
れ た 発 現 ベ ク タ ー pZp7pXに よ り 行 っ た 。 こ れ は 、 pZp7p/zcytor17と 称 す る 、 zcytor17の た
め の 十 分 な 長 さ の cDNAを 含 む pZp7pXプ ラ ス ミ ド （ 配 列 番 号 ４ ） を 生 成 し た 。 pZp7p/zcytor
17に お け る 十 分 な 長 さ の zcytor17 cDNAは 、 配 列 番 号 ４ の 位 置 1888で Tを Gに 変 え る サ イ レ
ン ト 突 然 変 異 を 有 す る （ 配 列 番 号 ５ の 残 基 464で Gly残 基 を コ ー ド す る ） 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 こ の 突 然 変 異 は サ イ レ ン ト で あ る の で 、 pZp7p/zcytor17に お け る zcytor17 cDNAは 、 配
列 番 号 ５ に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 プ ラ ス ミ ド pZp7pXは 、 CMVプ ロ モ
ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン A、 コ ー ド 配 列 の 挿 入 の た め の 複 数 の 制 限 部 位 、 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ
ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド は
ま た 、 複 製 の E． コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る 哺
乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 及 び SV40タ ー ミ ネ ー タ ー を 有
す る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 ：
　 完 全 な WSX-1受 容 体 （ 配 列 番 号 ９ ） を 、 WSX-1受 容 体 cDNA（ 配 列 番 号 ８ ） （ ア メ リ カ 特 許
第 5,925,735号 ） を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら 単 離 し た 。 hWSX-1/pBluescript SK(+)プ ラ ス ミ ド D
NA（ Stratagene, La Jolla, CA） を 、 EcoRI及 び XhoIに よ り 消 化 し 、 1075bpの フ ラ グ メ ン
ト を 生 成 し 、 そ し て ま た XhoI及 び XbaIに よ り 消 化 し 、 900bpの フ ラ グ メ ン ト を 得 た 。 両 消
化 物 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 試 験 し 、 そ し て 分 離 さ れ た WSX-1フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た
。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 受 容 体 発 現 ベ ク タ ー pZp7Zを 、 EcoRI及 び XbaIに よ り 消 化 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て ゲ
ル 精 製 し た 。 こ の ベ ク タ ー フ ラ グ メ ン ト を 、 T4リ ガ ー ゼ （ BRL） を 用 い て の 連 結 反 応 に お
い て 、 上 記 の 単 離 さ れ た ２ 種 の zcytor17フ ラ グ メ ン ト と 共 に 組 合 し た 。 そ の 連 結 物 を 室 温
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 連 結 物 の サ ン プ ル を 、 DH10Bエ レ ク ト ロ MAX T M  エ レ ク ト
ロ コ ン ピ テ ン ト E. コ リ 細 胞 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た （ 25μ F, 200Ω 、 2.3V） 。 ６ 個 の
コ ロ ニ ー を 培 養 増 殖 し 、 そ し て ミ ニ プ レ プ ド DNAを 調 製 し 、 そ し て 消 化 し 、 2.0kbの 正 し い
WSX-1の 十 分 な 長 さ の 挿 入 体 を 確 め た 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド は 、 pZPZ7Z/WSX-1で あ る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 ．
　 ：
　 十 分 な 長 さ の zcytor17受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 上 記 例 ２ Aに 記 載 さ れ る zcytor17
発 現 ベ ク タ ー 30μ lを 用 い て 、 上 記 例 ３ Aに 従 っ て 構 成 し た 。 １ つ の 例 外 は 、 ジ ェ ネ チ シ ン
選 択 の 代 わ り に 、 ２ μ g/mlの プ ロ マ イ シ ン （ ClonTech） を 、 T-162フ ラ ス コ に お け る ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に 添 加 し 、 プ ロ マ イ シ ン 耐 性 プ ー ル を 単 離 す る こ と で あ る 。 zcyt
or17受 容 体 mRNAを 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 BaF3/zcytor17と し て 命 名 し た 。 ク ロ ー ン を 得 る
た め に 、 BaF3/zcytor17細 胞 を 血 球 計 数 器 に お い て 計 数 し 、 そ し て １ 細 胞 /ウ ェ ル 、 0.5細
胞 /ウ ェ ル 、 0.1細 胞 /ウ ェ ル 及 び 0.01細 胞 /ウ ェ ル で 96ウ ェ ル 皿 に 配 置 し た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 15個 の ク ロ ー ン を 、 T75皿 に 一 定 比 率 で 増 大 し 、 そ し て ５ 個 の ク ロ ー ン を zcytor17発 現
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B. 十 分 な 長 さ の WSX-1を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 構 成

例 ４ Alamar Blue を 用 い て の BaF3ア ッ セ イ に お け る zcytor17に 基 づ く 増 殖
A. zcytor17受 容 体 、 WSX-1受 容 体 及 び OSMRを 発 現 す る BaF3細 胞 の 構 成



に つ い て ア ッ セ イ し た 。 全 RNAを 、 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 、 S.N.A.P T M  全 RNA単 離 キ ッ ト （ InVi
trogen） を 用 い て 単 離 し た 。 第 １ 鎖 cDNAを 、 proSTR T M  第 １ 鎖 RT-PCRキ ッ ト を 用 い て 合 成
し 、 そ し て 次 に 、 zcytor17特 異 的 プ ラ イ マ ー ZC29, 180 (配 列 番 号 22)及 び ZC29,122（ 配 列
番 号 23） を 用 い て 、 PCRを 行 い 、 zcytor17の 発 現 に つ い て ク ロ ー ン を ス ク リ ー ン し た 。 １
つ の ク ロ ー ン BaF3/zcytor17#15を 選 択 し 、 拡 張 し 、 そ し て WSX-1発 現 ベ ク タ ー に よ り ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 zcytor17及 び 十 分 な 長 さ WSX-1を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 上 記 例 2Aに 従 っ て 、 30μ gの WSX-
1発 現 ベ ク タ ー WSX-1/pZp7Z（ 例 3B） を 用 い て 構 成 し 、 BaF3/Zytor17#15細 胞 を エ レ ク ト ロ
ポ レ ー ト し た 。 １ つ の 例 外 は 、 ゲ ネ チ シ ン 選 択 の 変 わ り に 、 200μ g/mlの ゼ オ シ ン （ Invit
orogen） を 、 T-162フ ラ ス コ に お け る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に 添 加 し 、 ゼ オ シ ン 耐
性 プ ー ル を 単 離 す る こ と で あ る 。 zcytor17及 び WSX-1を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 BaF3/zcytor
17/hWSX-1と 命 名 し た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 BaF3/zcytor17/hWSX-1細 胞 の プ ー ル を 、 96mウ ェ ル プ レ ー ト に
制 限 希 釈 で プ レ ー ト し た 。 得 ら れ る ク ロ ー ン を 拡 張 し 、 そ し て 全 RNAを 、 S.N.A.P. T M  全 RN
A単 離 キ ッ ト （ InVitrogen） を 用 い て 単 離 し た 。 第 １ 鎖 cDNAを 、 proSTAR T M  第 １ 鎖 RT-PCR
キ ッ ト を 用 い て 合 成 し 、 そ し て 次 に 、 WSX-1特 異 的 プ ラ イ マ ー ZC9791（ 配 列 番 号 24） 及 び Z
C9793（ 配 列 番 号 25） を 用 い て PCRを 行 い 、 WSX-1の 発 現 に つ い て ク ロ ー ン を ス ク リ ー ン し
た 。 １ つ の ク ロ ー ン BaF3/zcytor17/hWSX-1#5を 選 択 し 、 さ ら に 拡 張 し 、 そ し て OSMRβ 発 現
ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 zcytor17、 WSX-1及 び 十 分 な 長 さ の OSMRβ を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 例 29に 記 載 さ れ る OSM
Rβ 発 現 ベ ク タ ー OSMR/pZp7NX30μ lを 用 い て 、 上 記 例 ２ Aに 従 っ て 構 成 し た 。 zcytor17、 WS
X-1及 び OSMRβ  mRNAを 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 BaF3/zcytor17/ WSX-1/OSMRと し て 命 名 し た
。 ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 BaF3/zcytor17/ WSX-1/OSMRβ 細 胞 の プ ー ル を 96mウ ェ ル プ レ ー
ト に 制 限 希 釈 で プ レ ー ト し た 。 個 々 の ク ロ ー ン を 拡 張 し 、 そ し て RNAを 、 S.N.A.P T M  全 RNA
単 離 キ ッ ト （ InVitrogen） を 用 い て 単 離 し 、 そ し て 次 に OSMRβ 特 異 的 プ ラ イ マ ー ZC40109 
(配 列 番 号 26)及 び ZC40112（ 配 列 番 号 27） を 用 い て 、 PCRを 行 い 、 zcytor17、 WSX-1及 び OSM
Rの 発 現 に つ い て ク ロ ー ン を ス ク リ ー ン し た 。 １ つ の ク ロ ー ン BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMR
＃ ５ を 選 択 し 、 そ し て そ れ ら の 細 胞 を 用 い て 例 ５ 及 び ６ に 記 載 の よ う に し て zcytor17lig
に つ い て ス ク リ ー ン し た 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 ：
　 十 分 な 長 さ の zcytor17受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 上 記 例 ３ Aに 記 載 さ れ る zcytor17
発 現 ベ ク タ ー 30μ lを 用 い て 、 上 記 例 ２ Aに 従 っ て 構 成 し た 。 １ つ の 例 外 は 、 ジ ェ ネ チ シ ン
選 択 の 代 わ り に 、 ２ μ g/mlの プ ロ マ イ シ ン （ ClonTech） を 、 T-162フ ラ ス コ に お け る ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に 添 加 し 、 プ ロ マ イ シ ン 耐 性 プ ー ル を 単 離 す る こ と で あ る 。 zcyt
or17受 容 体 mRNAを 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 BaF3/zcytor17と し て 命 名 し た 。 ク ロ ー ン を 得 る
た め に 、 BaF3/zcytor17細 胞 の プ ー ル を 、 96mウ ェ ル プ レ ー ト に 制 限 希 釈 で プ レ ー ト し た 。
得 ら れ る ク ロ ー ン を 培 養 に お い て 拡 張 し 、 そ し て 全 RNAを 、 S.N.A.P. T M  全 RNA単 離 キ ッ ト
（ InVitrogen） を 用 い て 単 離 し た 。 第 １ 鎖 cDNAを 、 proSTAR T M  第 １ 鎖 RT-PCRキ ッ ト を 用 い
て 合 成 し 、 そ し て 次 に 、 PCRを 用 い て 、 zcytor17の 発 現 に つ い て ク ロ ー ン を ス ク リ ー ン し
た 。 １ つ の ク ロ ー ン BaF3/zcytor17#5を 選 択 し 、 拡 張 し 、 そ し て OSMRβ 発 現 ベ ク タ ー に よ
り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 zcytor17及 び 十 分 な 長 さ OSMRβ を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 上 記 例 2Aに 従 っ て 、 30μ gの OSM
Rβ 発 現 ベ ク タ ー OSMRβ /pZp7NX（ 例 29） を 用 い て 構 成 し 、 BaF3/zytor17#15細 胞 を エ レ ク
ト ロ ポ レ ー ト し た 。 zcytor17及 び OSMRβ mRNAを 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 BaF3/zcytor17/OSMR
β と 命 名 し た 。 そ れ ら の 細 胞 を 用 い て 、 例 ５ に 記 載 さ れ る よ う に し て 、 zcytor17ligに つ
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B. zcytor17受 容 体 及 び OSMRを 発 現 す る BaF3細 胞 の 構 成



い て ス ク リ ー ン し た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 ．

　
：

　 CCRF-CEM及 び CCRF-HSB2細 胞 を ATCCか ら 得 、 そ し て 培 養 に お い て 刺 激 し 、 下 記 に 記 載 さ
れ る よ う に zcytor17lig活 性 の 存 在 に つ い て 試 験 す る た め に な ら し 培 地 を 生 成 し た 。 そ の
懸 濁 細 胞 を 、 10％ FBS, 2mMの L－ グ ル タ ミ ン （ GibcoBRL） 、 １ × PSN（ GibcoBRL） に よ り 補
充 さ れ た RPMI-1640培 地 に 、 ２ × 10 5 個 の 細 胞 /ml又 は ５ × 10 5 個 の 細 胞 /mlで 接 種 し 、 100ng
/mlの ホ ル ボ ー ル － 12－ ミ リ ス テ ー ト － 13－ ア セ テ ー ト （ PMA） （ Calbiochem, San Diego,
 CA） 及 び 0.5μ g/mlの イ ノ マ イ シ ン T M （ Calbiochem） に よ り 24又 は 48時 間 、 活 性 化 し た 。
前 記 刺 激 さ れ た 細 胞 か ら の 上 清 液 を 用 い て 、 下 記 に 記 載 さ れ る よ う に し て 、 BaF3/zcytor1
7/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 の 増 殖 に つ い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　

：
　 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 を 回 転 沈 降 し 、 そ し て
mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 回 転 せ し め 、 そ し て ３ 度 洗 浄 し 、 mIL-3の 除 去 を
確 保 し た 。 次 に 、 細 胞 を 血 球 計 に よ り 計 数 し た 。 細 胞 を 、 mIL－ ３ フ リ ー 培 地 を 用 い て 、
ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 に 5000個 の 細 胞 を 含 む よ う な 96－ ウ ェ ル 形 式 で プ レ ー ト し た 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 の 増 殖 を 、 活 性 化 さ れ
た CCRF-CEM及 び CCRF-HSB2細 胞 （ 例 ５ A） か ら の な ら し 培 地 を 用 い て 評 価 し た 。 な ら し 培 地
は 、 mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 、 50％ 、 25％ 、 12.5％ 、 6.2％ 、 3.12％ 、 1.5％ 、 0.75％ 及 び 0
.375％ の 濃 度 に 希 釈 し た 。 希 釈 さ れ た な ら し 培 地 100μ lを 、 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ
細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 に 添 加 し た 。 合 計 ア ッ セ イ 体 積 は 200μ lで あ る 。 ア ッ
セ イ プ レ ー ト を 37℃ で 、 ５ ％ CO 2 下 で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 時 点 で 、 Alamar Blue
 (Accumed, Chicago, IL) を 、 20μ l/ウ ェ ル で 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 再 び 、 37℃ で 、 5％ C
O 2 下 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 上 記 （ 例 ２ ） の よ う に し て 、 Fmax T M  プ
レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular Devices） 上 で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 結 果 は 、 活 性 化 さ れ た CCRF-CEM及 び CCRF-HSB2細 胞 な ら し 培 地 に 存 在 す る 因 子 に 対 す る B
aF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 の 増 殖 応 答 を 確 か め た 。
そ の 応 答 は 、 測 定 さ れ る 場 合 、 25％ の 濃 度 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 約 10倍 で あ っ た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ て い な い BaF3細 胞 は 、 こ の 因 子 に 対 す る 応 答 に お い て 増 殖 せ ず 、 zcytor17
及 び WSX-1に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BaF3細 胞 （ BaF3/zcytor17/WSX-1） は こ の 因 子 に
対 す る 応 答 に お い て 増 殖 せ ず 、 こ の こ と は 、 こ の 因 子 が zcytor17/OSMRβ 又 は zcytor17/ O
SMRβ /WSX-1受 容 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 可 溶 性 zcytor17受 容 体 は
、 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 に お い て zcytor17ligの こ の 増 殖 活 性 低 め た （ 例 11を
参 照 の こ と ） 。 類 似 す る 結 果 が BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 に お い て 予 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 ：
　 100mlの 血 液 を 、 ６ 人 の ド ナ ー の 個 々 か ら 採 血 し た 。 血 液 を 、 ヘ パ リ ン を 含 む 10× 10ml
の バ キ ュ テ ィ ナ ー （ vacutainer） を 用 い て 採 集 し た 。 血 液 を 、 ６ 人 の ド ナ ー か ら プ ー ル L
（ 600ml） 、 PBSに よ り １ ： １ に 希 釈 し 、 そ し て Ficoll－ Paque（ 商 標 ） PLUS (Pharmacia B
iotech) を 用 い て 、 分 離 し た 。 単 離 さ れ た 一 次 ヒ ト 細 胞 収 量 は 、 Ficollグ ラ ジ エ ン ト 上 で
の 分 離 の 後 、 1.2× 104個 の 細 胞 で あ っ た 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 細 胞 を 、 9.6mlの MACS緩 衝 液 （ PBS、 0.5％ EDTA, 2mMの EDTA） に 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 1.
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例 ５ Almar Blue増 殖 ア ッ セ イ に よ る BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 を 用 い て の zcyt
or17ligに つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ
A. zcytor17ligの 存 在 に つ い て 試 験 す る た め の CCRF-CEM及 び CCRF-CEM及 び CCRF-HSB2細

胞 の 活 性 化

B. Alamar Blue 増 殖 ア ッ セ イ に よ る 、 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcyt
or17/OSMRβ 細 胞 を 用 い て の zcytor17ligに つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ

C. zcytor17ligを 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る ヒ ト 一 次 源



6mlを 除 き 、 そ し て 0.4mlの CD3微 小 ビ ー ズ （ Miltenyi Biotec, Auburn, CA） を 添 加 し た 。
そ の 混 合 物 を 4℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CD3ビ ー ズ に よ り ラ ベ ル さ れ た そ れ ら の 細
胞 を 、 30mlの MACS緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 2mlの MACS緩 衝 液 に 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 VS＋ カ ラ ム （ Miltenyi） を 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 調 製 し た 。 次 に 、 VS＋ カ ラ ム を
、 VarioMACS T M  磁 場 （ Miltenyi） に 配 置 し た 。 カ ラ ム を 、 5mlの MACS緩 衝 液 に よ り 平 衡 化
し た 。 次 に 、 単 離 さ れ た 一 次 ヒ ト 細 胞 を 、 カ ラ ム に 適 用 し た 。 CD3陰 性 細 胞 を 通 過 し た 。
カ ラ ム ９ ml（ ３ × 3ml） の MACS緩 衝 液 に よ り す す い だ 。 次 に 、 カ ラ ム を 磁 石 か ら 除 去 し 、
そ し て 15mlの フ ァ ル コ ン 管 上 に 配 置 し た 。 CD3＋ 細 胞 を 、 カ ラ ム に 5mlの MACS緩 衝 液 を 添 加
す る こ と に よ り 溶 出 し 、 そ し て 結 合 さ れ た 細 胞 を 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ る プ ラ ン ジ ャ
ー を 用 い て 、 フ ラ ッ シ ュ し た 。 細 胞 と CD3磁 気 ビ ー ズ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、 及
び 上 記 VS＋ カ ラ ム 段 階 （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ～ 溶 出 ） を 、 さ ら に ５ 度 、 反 復 し た 。 ６ 種 の
カ ラ ム 分 離 か ら の そ の 得 ら れ る CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 の 収 量 は 、 合 計 ３ × 10 8 個 の 細 胞
で あ っ た 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 プ ー ル さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 の サ ン プ ル を 、 そ れ ら の 純 度 を 評 価 す る た め に
、 蛍 光 抗 体 細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） に 基 づ い て 、 染 色 し 、 そ し て 分 類 す る た め に 除 去 し た 。
ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 は 、 91％ の CD3＋ 細 胞 で あ っ た 。
　 ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 を 、 RPMI＋ 5％ FBS＋ 10ng/mlの PMA及 び 0.5μ g/mlの Ionomycin 
(Calbiochem) に お い て 37℃ で 13時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 活 性 化 し た 。 そ れ ら
の 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 か ら の 上 清 液 を 、 下 記 の よ う に し て 、 zalpha11
リ ガ ン ド 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 さ ら に 、 前 記 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 を
、 下 記 例 ６ に 記 載 の よ う に し て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　

：
　 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 を 回 転 沈 降 し 、 そ し て
mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 回 転 せ し め 、 そ し て ３ 度 洗 浄 し 、 mIL-3の 除 去 を
確 保 し た 。 次 に 、 細 胞 を 血 球 計 に よ り 計 数 し た 。 細 胞 を 、 mIL－ ３ フ リ ー 培 地 を 用 い て 、
ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 に 5000個 の 細 胞 を 含 む よ う な 96－ ウ ェ ル 形 式 で プ レ ー ト し た 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 の 増 殖 を 、 mIL-3フ リ
ー 培 地 に よ り 25％ 、 12.5％ 、 6.25％ 、 3.125％ 、 1.5％ 、 0.75％ 、 0.375％ 及 び 0.187％ 濃 度
に 希 釈 さ れ た 、 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 （ 例 ５ Cを 参 照 の こ と ） か ら の な ら
し 培 地 を 用 い て 評 価 し た 。 希 釈 さ れ た な ら し 培 地 100μ lを 、 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ
細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 に 添 加 し た 。 合 計 の ア ッ セ イ 体 積 は 200μ lで あ る 。 ア
ッ セ イ プ レ ー ト を 、 例 ５ Bに 記 載 の よ う に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 結 果 は 、 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 胞 な ら し 培 地 に 存 在 す る 因 子 に 対 す る BaF
3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 の 増 殖 応 答 を 確 か め た 。 前
記 応 答 は 、 測 定 さ れ る 場 合 、 25％ 濃 度 で 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 約 15倍 、 高 か っ た 。 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い BaF3細 胞 は 、 こ の 因 子 に 対 す る 応 答 に お い て 増 殖 せ ず 、 zcyt
or17及 び WSX-1に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BaF3細 胞 （ BaF3/zcytor17/WSX-1細 胞 ） は こ
の 因 子 に 対 す る 応 答 に お い て 増 殖 せ ず 、 こ の こ と は 、 こ の 因 子 が zcytor17/OSMRβ 又 は zcy
tor17/OSMRβ / WSX-1受 容 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 ．

　 一 次 ヒ ト 活 性 化 さ れ た 、 CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、
４ － ヘ リ ッ ク ス － 束 サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 新 規 メ ン バ ー で あ る 単 離 さ れ た cDNAを 示 し

10

20

30

40

50

(82) JP 2005-526494 A 2005.9.8

D. BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 及 び Alamar Blue 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て の zcytor1
7ligに つ い て の 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た ヒ ト 細 部 か ら の 上 清 液

例 ６ ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 連 結 さ れ る ヒ ト zcytor17ligの ク ロ
ー ニ ン グ



た 。 こ の cDNAは 、 zalpha11リ ガ ン ド を コ ー ド し た 。 こ の cDNAは 、 zcytor17/WSX-1/OSMRβ
受 容 体 を 用 い て zcytor17ligの 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 ：
　 CD3＋ 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 の た め の ベ ク タ ー は 、 pZP7NXで あ っ た 。 前 記 pZP7NX
ベ ク タ ー を 次 の 通 り に し て 構 成 し た ： ベ ク タ ー pZP7に お け る DHFR選 択 マ ー カ ー に つ い て の
コ ー ド 領 域 を 、 NcoI及 び PstI制 限 酸 素 （ Boehringer Mannheim） に よ る DNA消 化 に よ り 除 去
し た 。 消 化 さ れ た DNAを 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 切 断 し 、 そ し て Qiagenゲ ル 抽
出 キ ッ ト （ Qiage） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て ゲ ル 精 製 し た 。 Zeocin選 択 マ ー
カ ー の コ ー ド 領 域 を 表 す DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー ZC13,946 (配 列 番
号 28) 及 び ZC13,945（ 配 列 番 号 29） 、 及 び pZcoSV2(＋ )を 用 い て の PCR方 法 に よ り 増 殖 し た
。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 プ ラ イ マ ー ZC13,946（ 配 列 番 号 28） に 追 加 の PstI及 び BclI制 限 部 位 、 及 び プ ラ イ マ ー ZC
13,945（ 配 列 番 号 29） に 追 加 の NcoI及 び SfuI部 位 が 存 在 す る 。 PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 PstI
及 び NcoI制 限 酸 素 に よ り 切 断 し 、 そ し て 同 じ ２ 種 の 酸 素 に よ り 分 離 し 、 そ し て 続 い て ゲ ル
精 製 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た pZP7ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 こ の ベ ク タ ー を pZP7
Zと 命 名 し た 。 次 に 、 Zeocinコ ー ド 領 域 を 、 BclI及 び SfuI制 限 酸 素 に よ る ベ ク タ ー pZP7Zの
DNA消 化 に よ り 除 去 し た 。 消 化 さ れ た DNAを 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス 上 に 負 荷 し 、 切 断 し 、 そ し て
ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 次 に 、 同 じ 酸 素 （ BclI及 び SfuI） に よ り pZem228ベ ク タ ー （ American 
Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VAに 寄 託 さ れ て い る ； ATCC寄 託 番 号 69446
号 ） か ら 切 断 さ れ た ネ オ マ イ シ ン コ ー ド 領 域 の DNAフ ラ グ メ ン ト に よ り 連 結 し た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 こ の 新 規 ベ ク タ ー を pZP7Nと 命 名 し 、 こ こ で DHFR選 択 マ ー カ ー の た め の コ ー ド 領 域 を 、
ベ ク タ ー pZem228か ら の ネ オ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー の た め の コ ー ド 領 域 に よ り 置 換 し た 。 X
hoI部 位 を 包 含 す る ス タ ッ フ ァ ー フ ラ グ メ ン ト を 、 cDNAの 高 い 効 率 の 方 向 ず け ク ロ ー ニ ン
グ の た め に 適 切 な ベ ク タ ー を 創 造 す る た め に pZP7Nに 付 加 し ； こ の 新 規 ベ ク タ ー を pZP7NX
と 命 名 し た 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 cDNAの た め の ベ ク タ ー を 調 製 す る た め に 、 20μ gの pZP7NXを 、 20単 位 の EcoRI（ Life Tec
hnologies gaithersberg, MD） 及 び 20単 位 の XhoI（ Boehringer Mannheim Indianapolis，
IN） に よ り 、 37℃ で ５ 時 間 、 次 に 68℃ で 15分 間 、 消 化 し た 。 次 に 、 そ の 消 化 物 を 、 0.8％
低 融 点 ア ガ ロ ー ス IXTAEゲ ル 上 に 負 荷 し 、 ベ ク タ ー か ら 前 記 ス タ ッ フ ァ ー を 分 離 し た 。 ベ
ク タ ー バ ン ド を 切 出 し 、 そ し て “ β － ア ガ ラ ー ゼ ” （ New England Biolabs. Beverly, MA
） に よ り 、 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 消 化 し た 。 エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 消 化 さ れ た ベ ク タ ー
を 、 下 記 の CD3＋ 選 択 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 連 結 の た め の 調 製 に お い て 、 水 に 再 懸 濁
し 、 45ng/mlの 濃 度 に し た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 ：
　 イ ノ マ イ シ ン /PMAに お い て 刺 激 さ れ た 、 約 1.5× 10 8 個 の 一 次 ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞
を 、 37℃ で 13時 間 の 培 養 （ 例 ５ C） の 後 、 遠 心 分 離 に よ り 単 離 し た 。 全 RNAを 、 Qiagen, In
c. (Valencia, CA) か ら の “ NNeasy Midi” キ ッ ト を 用 い て 、 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 単 離 し た
。 mRNAを 、 CPG Inc. (Lincoln Park, NJ) か ら の “ MPG mRNA精 製 キ ッ ト ” を 用 い て 、 全 RN
A225μ gか ら 単 離 し た 。 3.4μ gの mRNAを 単 離 し 、 そ し て 次 の 方 法 を 用 い て 、 二 本 鎖 cDNAに
転 換 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 刺 激 さ れ た ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 か ら の 第 １ 鎖 cDNAを 、 次 の 通 り に 合 成 し た 。 0.34
μ g/μ lの 濃 度 で の ９ μ lの Oligo d(T)－ 選 択 さ れ た ポ リ （ A） CD3＋  RNA, 及 び XhoI制 限 部
位 を 含 む １ μ g/μ lの 第 １ プ ラ イ マ ー ZC18,698（ 配 列 番 号 30） 1.0μ lを 、 混 合 し 、 そ し て 6
5℃ で ４ 分 間 、 加 熱 し 、 そ し て 氷 上 で の 急 冷 に よ り 冷 却 し た 。 第 １ 鎖 cDNA合 成 を 、 RNA－ プ
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A. CD3＋ 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 の た め の ベ ク タ ー

B. 一 次 ヒ ト 活 性 化 さ れ た CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 調 製



ラ イ マ ー 混 合 物 へ の ９ μ lの 第 １ 鎖 緩 衝 液 （ ５ × SUPERSCRIPT（ 商 標 ） 緩 衝 液 ； Life Techn
ologies） 、 ４ μ lの 100mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 及 び そ れ ぞ れ 10mMの dATP, dGTP, dTTP及
び ５ － メ チ ル － dCTPを 含 む デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ミ リ ン 酸 溶 液 （ Pharmacia Biotech Inc.
） ２ μ lの 添 加 に よ り 開 始 し た 。 反 応 混 合 物 を 、 45℃ で ４ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て
、 200U/μ lの Superscript II（ 商 標 ） , RNア ー ゼ II－ 逆 転 写 酵 素 （ Life Technologies）
８ μ lを 添 加 し た 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 反 応 を 45℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 50℃ ま で ２ 分 ご と に 1℃ の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 傾 斜 を 伴 な い 、 こ こ で 反 応 は 10分 間 、 維 持 さ れ た 。 い ず れ か の 二 次 構 造 を 変 性 し
、 そ し て cDNAの 追 加 の 延 長 を 可 能 に す る た め に 、 反 応 を 70℃ に ２ 分 間 加 熱 し 、 次 に 55℃ に
４ 分 間 、 下 げ 、 こ の 後 、 ２ μ lの Superscript II（ 商 標 ） RTを 添 加 し 、 そ し て さ ら に 15分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 70℃ ま で １ 分 /1℃ の 傾 斜 を 伴 な っ た 。 組 み 込 ま れ な か っ た
ヌ ク レ オ チ ド を 、 ２ μ gの グ リ コ ー ゲ ン キ ャ リ ヤ ー 、 2.0Mの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 及 び 2.5体 積
の エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で ２ 度 、 沈 殿 せ し め 、 続 い て 70％ エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 す る こ と に
よ り 、 cDNAか ら 除 去 し た 。 cDNAを 、 第 ２ 鎖 合 成 へ の 使 用 の た め に 、 98μ lの 水 に 再 懸 濁 し
た 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 第 ２ 鎖 合 成 を 、 DNAヘ パ リ ン 形 成 を も た ら す 第 ２ 鎖 合 成 の 第 １ 鎖 プ ラ イ ミ ン グ を 促 進 す
る 条 件 下 で 、 第 １ 鎖 cDNAに 対 し て 行 っ た 。 第 ２ 鎖 反 応 は 、 98μ lの 前 記 第 １ 鎖 cDNA、 30μ l
の ５ × ポ リ メ ラ ー ゼ I緩 衝 液 （ 100mMの ト リ ス － HCl, pH7.5, 500mMの KCL, 25mMの MgCl 2 , 5
0mMの (NH 4 ) 2  SO 4 ） 、 ２ μ lの 100Mジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 そ れ ぞ れ 10mMの デ オ キ シ ヌ ク レ オ
チ ド 三 リ ン 酸 を 含 む 溶 液 ６ μ l、 ５ mMの b-NAD5μ l、 30/μ lの E.コ リ DNAリ ガ ー ゼ （ New Eng
land Biolabs Inc.） １ μ l、 及 び 10U/μ lの E.コ リ DNAポ リ メ ラ ー ゼ I（ New England Biola
bs Inc.） ４ μ lを 含 ん だ 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 反 応 を 、 室 温 で ア ッ セ ン ブ リ ー し 、 そ し て 室 温 で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 3.
8U/μ lの RNア ー ゼ H（ Life Technologies） ４ μ lを 添 加 し た 。 反 応 を 、 15℃ で ２ 時 間 、 続
い て 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ Mの TRIS（ pH7.4） 10μ lを 反 応 に 添 加 し 、 そ し
て フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム に よ り ２ 度 及 び ク ロ ロ ホ ル ム に よ り 1度 、 抽 出 し 、 次 に 有 機 相
を 50μ lの TE（ 10mMの TRISｌ 、 pH7.4、 １ mMの EDTA） に よ り 戻 し 抽 出 し 、 他 の 水 性 物 と 共 に
プ ー ル し 、 そ し て 0.3Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で エ タ ノ ー ル 沈 殿 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 70
％ エ タ ノ ー ル 100μ lに よ り 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し 、 そ し て 水 40μ lに 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 ヘ ア ー ピ ン 構 造 の １ 本 鎖 の DNAを 、 ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 切 断 し た 。 反 応 混 合
物 は 、 40μ lの 第 ２ 鎖 cDNA、 ５ μ lの 10× ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ 緩 衝 液 （ Life Technologie
s） 、 １ × ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ 緩 衝 液 に よ り 1U/μ lに 希 釈 さ れ た ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ
（ Phamacia Biotech Corp.） ５ μ lを 含 ん だ 。 反 応 を 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
反 応 を 、 １ Mの ト リ ス － HCl（ pH7.4） 10μ lの 添 加 に よ り 停 止 し 、 続 い て 、 上 記 の よ う に 、
連 続 的 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 及 び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 っ た 。 抽 出 に 続 い て 、 cDNAを
、 0.3Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で エ タ ノ ー ル 沈 殿 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 70％ エ タ ノ ー ル 10
0μ lに よ り 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し 、 そ し て 38μ lの 水 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 前 記 再 懸 濁 さ れ た cDNAを 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り フ ラ グ メ ン ト 末 端 化 し た 。 水 38μ
lに 再 懸 濁 さ れ た cDNAを 、 12μ lの ５ × T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 懸 濁 液 （ 250mMの ト リ ス － HCl、
pH8.0、 250mMの KCl、 25mMの MgCl 2 ） 、 ２ μ lの 0.1Mジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 そ れ ぞ れ 10mMの
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 を 含 む 溶 液 ６ μ l、 及 び １ U/μ lの T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Bo
ehringer Mannheim Corp.） ２ μ lと 共 に 混 合 し た 。 15℃ で 45分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 反 応 を 、 30μ lの TEの 添 加 に よ り 停 止 し 、 続 い て 、 連 続 的 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 及
び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 い 、 そ し て 上 記 の よ う に 、 20μ lの TEに よ り 戻 し 抽 出 を 行 っ た 。 D
NAを 、 ２ μ lの Pellet Paint T M  (Novagen) キ ャ リ ヤ ー 及 び 0.2Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下
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で エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ し て 水 11μ lに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 EcoRIア ダ プ タ ー を 、 発 現 ベ ク タ ー 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め に 、 上 記 cDNA
の 5’ 末 端 上 に 連 結 し た 。 11μ lの cDNA及 び 65pモ ル /μ lの EcoRIへ ミ リ ン 酸 化 さ れ た ア ダ プ
タ ー （ Pharmacia Biotech Corp.） ４ μ lを 、 ５ μ lの ５ × リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 （ Life Technolo
gies） 、 10mMの ATP２ μ l及 び １ U/μ lの T4 DNAリ ガ ー ゼ （ Life Technologies） ３ μ l、 １
μ lの 10× 連 結 緩 衝 液 （ Promega Corp） 、 ９ μ lの 水 と 共 に 混 合 し た 。 １ × 緩 衝 液 に よ る 特
別 な 希 釈 は 、 ペ レ ッ ト ペ イ ン ト の 沈 殿 を 妨 げ る こ と で あ っ た 。 反 応 を 、 10℃ ～ 22℃ の 水 浴
温 度 傾 斜 を 伴 な っ て 、 9時 間 、 続 い て 25℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 、 68℃ で 1
5分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 停 止 し た 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 発 現 ベ ク タ ー 中 へ の cDNAの 方 向 ず け ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 cDNAを XhoIに よ り
消 化 し 、 5’ 側 EcoRI付 着 端 及 び 3’ 側 XhoI付 着 端 を 有 す る cDNAを も た ら し た 。 cDNAの 3’ 末
端 で の XhoI制 限 部 位 を 、 ZC18698（ 配 列 番 号 30） プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 前 も っ て 導 入 し た
。 制 限 酵 素 消 化 を 、 上 記 連 結 混 合 物 35μ l、 10× H緩 衝 液 （ Boehringer Mannheim Corp.）
６ μ l、 ２ mg/mlの BSA（ Biolabs Corp.） １ μ l、 水 17μ l及 び 40U/μ lの XhoI（ Boehringer 
Mannheim） 10μ lを 含 む 反 応 混 合 物 に お い て 行 っ た 。 消 化 は 、 37℃ で １ 時 間 、 行 わ れ た 。
反 応 を 、 68℃ で の 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 停 止 し 、 続 い て エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、
上 記 の よ う に し て 洗 浄 乾 燥 し 、 そ し て 水 30μ lに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 再 懸 濁 さ れ た cDNAを 、 65℃ に ５ 分 間 、 加 熱 し 、 そ し て 氷 上 で 冷 却 し 、 ４ μ lの ５ × ゲ ル
負 荷 色 素 （ Research Genetics Cor.） を 添 加 し 、 cDNAを 0.8％ 低 溶 融 ア ガ ロ ー ス １ × TAEゲ
ル （ SEA PLAQUE GTG T M  低 溶 融 ア ガ ロ ー ス ； FMC Corp.） 上 に 負 荷 し 、 そ し て 電 気 泳 動 し た
。 汚 染 性 ア ダ プ タ ー 及 び 長 さ 0.6kb以 下 の cDNAを ゲ ル か ら 切 除 し た 。 電 極 を 逆 に し 、 溶 融
さ れ た ア ガ ロ ー ス を 添 加 し 、 ウ ェ ル を 満 た し 、 緩 衝 液 を 変 え 、 そ し て cDNAを 、 レ ー ン 起 点
近 く で 濃 縮 さ れ る ま で 、 電 気 泳 動 し た 。 濃 縮 さ れ た cDNAを 含 む ゲ ル の 部 分 を 切 除 し 、 そ し
て 微 小 遠 心 分 離 管 に 配 置 し 、 そ し て ア ガ ロ ー ス を 、 65℃ に 15分 間 、 加 熱 す る こ と に よ り 溶
解 し た 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 45℃ に サ ン プ ル を 平 衡 化 し た 後 、 ２ μ lの １ U/μ lの β － ア ガ ロ ー ス I（ Biolabs, Inc.）
を 添 加 し 、 そ し て そ の 混 合 物 を 45℃ で 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ア ガ ロ ー ス を 消 化 し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 1/10体 積 の ３ Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を サ ン プ ル に 添 加 し 、 そ し て
そ の 混 合 物 を 15分 間 、 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を 、 室 温 で 14,000× gで 15分
間 、 遠 心 分 離 し 、 消 化 さ れ な か っ た ア ガ ロ ー ス を 除 去 し 、 cDNAを エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 70％
エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し 、 そ し て 水 40μ lに お い て 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 ベ ク タ ー に 対 す る cDNAの 最 適 比 を 決 定 す る た め に 、 い く つ か の 連 結 を ア セ ン ブ ル し 、 そ
し て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 手 短 に 言 及 す る と 、 ２ μ lの ５ × T4リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 （ Life 
Tehnologies） 、 10mMの ATP 1μ l、 EcoRI－ XhoIに よ り 消 化 さ れ た pZP7NX、 0.25μ g/μ lに
希 釈 さ れ た T4 DNAリ ガ ー ゼ （ Life Technologies） １ μ l、 10μ lま で の 水 、 及 び 0.5、 1.2
又 は ３ μ lの cDNAを 、 ４ 回 の 別 々 の 連 結 に お い て 混 合 し 、 22℃ で ４ 時 間 、 68℃ で 20分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム － エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 洗 浄 し 、 乾 燥 せ し め 、 そ し て 再 懸
濁 し た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 １ μ lの 個 々 の 連 結 物 を 、 0.1cmの キ ュ ベ ッ ト （ Biorad） 及 び 2.5KV, 251F, 200Ω に 設 定
さ れ た Genepulser, Pulse ControllerT M  (Biorad) を 用 い て 、 40μ lの DH10b ElectroMax T
M  エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 細 菌 （ Life Technologies） 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 そ
れ ら の 細 胞 を す ぐ に 、 １ mlの SOCブ イ ヨ ン （ Manniatis, な ど . 前 記 ） に 再 懸 濁 し 、 続 い て
、 保 存 剤 と し て の 50％ グ リ セ ロ ー ル － SOS500を 添 加 し た 。 そ れ ら の “ グ リ セ ロ ー ル 原 液 ”
を 、 い く つ か の ア リ コ ー ト に 分 け 、 － 70℃ で 凍 結 し た 。 個 々 の ア リ コ ー ト を 融 解 し 、 そ し
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て 100μ g/mlで の ア ン ピ シ リ ン に よ り 補 充 さ れ た LB－ 寒 天 プ レ ー ト 上 に 連 続 的 に プ レ ー ト
し た 。 コ ロ ニ ー 数 は 、 pZP7NXベ ク タ ー に 対 す る CD3＋ cDNAの 最 適 割 合 が １ μ l～ 45ngで あ る
こ と を 示 し ； そ の 連 結 は 4.5百 万 の 一 次 ク ロ ー ン を 生 成 し た 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 上 記 か ら の BaF3に 基 づ く 増 殖 ア ッ セ イ （ 例 ５ ） を 用 い て こ の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ の た め に 、 上 記 か ら の グ リ セ ロ ー ル 原 液 を 、 深 い ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
に お い て プ レ ー ト 当 た り 100又 は 250個 の ク ロ ー ン の 液 体 培 養 物 中 に 希 釈 し 、 振 盪 し な が ら
37℃ で 24時 間 、 増 殖 し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド を 、 Qiagenキ ッ ト を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書
に 従 っ て 単 離 し た 。 続 い て 、 そ の よ う な DNAを 、 BHK細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 培 地 を
72時 間 、 条 件 づ け 、 収 穫 し 、 そ し て － 80℃ で 貯 蔵 し 、 そ し て つ づ い て 、 5K BaF3/zcytor17
/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 上 に 72時 間 、 配 置 し 、 そ の 後 、 増 殖 を
、 “ Alamar ブ ル ー ” 蛍 光 ア ッ セ イ （ 例 ５ B及 び 例 ２ B） を 用 い て 評 価 し た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 ．
　 活 性 化 さ れ た ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 ６ ） か ら の グ リ セ ロ ー ル 原 液
を 、 800μ l当 た り 250個 の 細 胞 の 濃 度 で 、 Super Broth II T M  (Becton Dicknson, Cockeysv
ille, MD) ＋ 0.1mg/mlの ア ン ピ シ リ ン （ amp） に 添 加 し た 。 E.コ リ 細 胞 を 、 室 温 で 24時 間
、 平 衡 化 し た 。 接 種 の 時 点 で 、 100μ lを 、 LB＋ ampプ レ ー ト に プ レ ー ト し 、 接 種 の 実 際 の
力 価 を 決 定 し た 。 24時 間 後 、 プ レ ー ト を 計 数 し 、 そ し て 次 に 、 SuperBrothII T M  ＋ E.コ リ
の 最 終 濃 度 を 、 そ の 最 終 濃 度 が 1.2ml当 た り 250個 の 細 胞 に な る よ う 調 節 し た 。 ３ × ２ lが
接 種 さ れ た （ 合 計 ６ ｌ ） 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 次 に 、 培 地 を 、 96－ ウ ェ ル の 深 い ウ ェ ル ブ ロ ッ ク （ Qiagen） 中 に プ レ ー ト し た 。 プ レ ー
ト 化 は 、 ８ － チ ャ ン ネ ル Q－ Fill2 T M  デ ィ ス ペ ン サ ー （ Genetic, Christchurch, Dorset, 
UK） 上 で 行 わ れ た 。 E.コ リ を 、 New Brunswick Scientific Innova 4900複 数 列 振 盪 機 上 で
、 250回 転 /分 で 振 盪 し な が ら 、 37℃ で 一 晩 、 増 殖 し た 。 E.コ リ を 、 Beckman GS-6KR 遠 心
分 離 機 を 用 い て 、 3000rpmで 溶 液 か ら 回 転 沈 殿 せ し め た 。 そ れ ら の E.コ リ ペ レ ッ ト を 、 － 2
0℃ で 凍 結 し 、 又 は プ ラ ス ミ ド DNAを ミ ニ － 調 製 す る 前 、 新 た に 使 用 し た 。 個 々 の ペ レ ッ ト
は 、 ヒ ト CD3＋ 選 択 さ れ た 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 約 250個 の cDNAク ロ ー ン を 含 む 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 次 に 、 250個 の cDNAク ロ ー ン の そ れ ら の プ ー ル を 、 QIAprep T M  96Turbo Miniprep キ ッ ト
（ Qiagen） を 用 い て ミ ニ － 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 125μ lの TE（ 10mMの ト リ ス 、 pH8
, 1mMの EDTA） を 用 い て 溶 出 し た 。 次 に 、 こ の プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 、 BHK細 胞 を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 ；
　 BHK細 胞 を 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 に お い て 、 ウ ェ ル 当 た り 12,000個 の 細 胞 の 密 度
で 96－ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー ト し た 。 培 養 培 地 は 、 DMEM（ GibcoBRL） 、 5％ の
熱 不 活 性 化 さ れ た ウ シ 胎 児 血 清 、 2mMの L－ グ ル タ ミ ン （ GibcoBRL） 、 １ × PSN（ Gibco BRL
） ， 1mMの NaPyruvate（ GibcoBRL） を 含 ん だ 。
　 次 の 日 、 BHK細 胞 を 、 100μ lの SFAに よ り １ 度 、 洗 浄 し た 。 SFAは 、 DMEM/F12（ Gibco/BRL
） 、 2mMの GlutaMaX T M  (Gibco/BRL)、 1mMの NaPyruvate, 10μ g/mlの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ５
μ g/mlの イ ン ス リ ン 、 10μ g/mlフ ェ チ ュ イ ン 、 ２ μ g/mlの セ レ ニ ウ ム 、 25mMの HEPES（ Gib
co/BRL） 、 100μ Mの 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Gibco/BRL） を 含 む 血 清 フ リ ー 培 地 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 DNA/Lipofectamine T M  混 合 物 を 次 の 通 り に し て 製 造 し た ： 22μ lの Lipofectamine T M  試
薬 （ Gibco/BRL） を 、 102.8μ lの SFAと 共 に 室 温 で 組 合 し ； 次 に 、 約 μ lの プ ラ ス ミ ド DNA（
200ng/μ l） を 、 Lipofectamine T M /SFAに 添 加 し 、 DNA/Lifofectamine T M  混 合 物 を 形 成 し 、
こ れ を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 SFAを BHK細 胞 か ら 除 去 し 、 そ し て 細 胞 を 50μ l
の DNA/Lipofectamine T M  混 合 物 と 共 に 37℃ で 、 5％ CO 2 下 で ５ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
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50μ lの DNA/Lipofectamine T M  混 合 物 を 、 BHK細 胞 の ２ つ の ウ ェ ル の 個 々 に 添 加 し 、 そ の 結
果 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 二 重 反 復 し て 行 っ た 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 BHK細 胞 を DNA/Lipofectamine T M  混 合 と 共 に ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 DNA/Lipofec
tamine T M  混 合 物 を 除 去 し 、 そ し て 100μ lの 培 養 培 地 を 添 加 し た 。 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 培 地 を 除 去 し 、 そ し て 100μ lの 培 養 培 地 に よ り 置 換 し た 。 細 胞 を 48－ 72時 間 、 培
養 し た 後 、 な ら し 培 地 を 除 去 し 、 － 80℃ で 最 少 20分 間 、 凍 結 し 、 融 解 し 、 そ し て 次 に 、 そ
の 50μ lを 、 例 ５ に 記 載 さ れ る BaF3増 殖 ア ッ セ イ に よ り ア ッ セ イ し 、 リ ガ ン ド 活 性 を 有 す
る 250個 の ク ロ ー ン の プ ー ル を 同 定 し た 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 20個 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 単 一 の ア ッ セ イ に お い て ス ク リ ー ン し た 。 こ れ は 、 約 250
個 の cDNA/ウ ェ ル 又 は 合 計 480,000個 の cDNAを 表 し た 。 そ れ ら の う ち 、 60個 の ウ ェ ル （ ウ ェ
ル 当 た り 250個 の cDNAを 表 す ） か ら の な ら し 培 地 が 、 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 陽 性 で あ る こ
と を 試 験 し た 。 そ れ ら の 陽 性 プ ー ル の １ つ を 選 択 し 、 分 解 し 、 そ し て zcytor17ligを コ ー
ド す る 単 一 の cDNAを 単 離 し た 。 こ れ は 、 プ ー ル 62A12で あ っ た 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 プ ー ル 62A12に 関 し て は 、 １ μ gの DNAを 使 用 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り Elect
roMax T M  DH10B細 胞 （ Gibco/BRL） を 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 体 を 、 LB＋ amp（ 100μ g/ml）
プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 単 一 の コ ロ ニ ー を 得 た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た プ ー ル か ら
、 672個 の 個 々 の コ ロ ニ ー を 、 ウ ェ ル 当 た り 1.2mlの SuperBrothII T M  を 含 む 96－ ウ ェ ル プ
レ ー ト 中 に つ ま 楊 枝 に よ り 入 れ た 。 そ れ ら の プ レ ー ト を 、 ＃ 62.1－ ＃ 62.7の 番 号 を 付 け ら
れ た 。 そ れ ら を 一 晩 、 培 養 し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド DNAを 上 記 の よ う に し て ミ ニ プ レ プ ド し
た 。 す べ て の ７ 種 の プ レ ー ト に 関 し て は 、 前 記 分 解 プ レ ー ト か ら の プ ラ ス ミ ド DNAを 、 上
記 の よ う に し て 、 BHK細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 増 殖 に よ り ア ッ セ イ し 、 但 し
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 二 重 反 復 し て 行 わ な か っ た 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 ２ 種 の 陽 性 ク ロ ー ン 62.6C7及 び 62.6E9を 、 合 計 672個 の ク ロ ー ン か ら 活 性 に よ り 同 定 し
た 。 ク ロ ー ン 62.6E9か ら ミ ニ プ レ プ ド さ れ た プ ラ ス ミ ド DNAを 配 列 決 定 し 、 そ し て 仮 に 同
定 し 、 但 し 混 合 さ れ た 配 列 は 、 こ の 陽 性 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ た 。 zcytor17lig cDNAを 単 一
の ク ロ ー ン に さ ら に 単 離 す る た め に 、 プ ー ル 62.6E9か ら の DNA1μ lを 用 い て 、 DH10B細 胞 を
エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て 形 質 転 換 体 を 、 LB+amp (100μ g/ml)プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト
し 、 単 一 コ ロ ニ ー を 得 た 。 ７ 個 の コ ロ ニ ー か ら ミ ニ プ レ プ ド さ れ た プ ラ ス ミ ド DNAを 配 列
決 定 し 、 正 確 な DNA配 列 を 得 た 。 zcytor17ligの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 十 分 な 長 さ で あ
り （ 配 列 番 号 １ ） 、 そ し て そ の よ う な 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 示 さ れ る （ 配 列 番 号 ２ ） 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 ．

　
：

　 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち pZp9zcytor17CEEを 、 zcytor17ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 、 細 胞 外
ド メ イ ン の 発 現 の た め に 調 製 し 、 こ こ で 前 記 構 造 体 は 、 予 測 さ れ る 開 始 メ チ オ ニ ン か ら 成
り 、 そ し て 予 測 さ れ る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン に 隣 接 し て 切 断 さ れ 、 そ し て C－ 末 端 G
lu－ Glu標 識 （ 配 列 番 号 32） を 有 す る zcytor17ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う 企 画 さ れ て い
る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 約 1500bpの PCR生 成 物 を 、 EcoRI及 び BamHI制 限 部 位 を 付 加 す る た め に PCRプ ラ イ マ ー と し
て ZC29,451（ 配 列 番 号 33） 及 び ZC29,124（ 配 列 番 号 34） を 用 い て 生 成 し た 。 ヒ ト HPVS自 家
cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 使 用 し 、 そ し て PCR増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で １ 分
、 65℃ で １ 分 、 72℃ で 1.5分 、 次 に 72℃ で ７ 分 （ 30サ イ ク ル ） ； 10℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR
反 応 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ し て EcoRI及 び BamHI制 限 酵 素 に よ り 消 化 し た 。 消 化 さ れ た PC

10

20

30

40

50

(87) JP 2005-526494 A 2005.9.8

例 ８ 次 の zcytor17可 溶 性 受 容 体 を 発 現 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 構 成 ： zcytor17 CEE
, zcytor17 CFLG， zcytor17 CHIS及 び zcytor17－ Fc4
A. zcytor17 CEE, zcytor17 CFLG及 び zcytor17 CHISを 含 む zcytor17哺 乳 類 発 現 ベ ク タ

ー の 構 成



R生 成 物 を 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 約 1500bpの バ ン ド を 切 除 し た 。 次
に こ の バ ン ド を 、 次 の サ イ ク リ ン グ に よ り 、 同 一 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 再 増 幅 し た ： 94℃
で １ 分 、 65℃ で １ 分 、 72℃ で ３ 分 、 次 に 72℃ ７ 分 ； 10℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR反 応 を エ タ
ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ し て EcoRI及 び BamHI制 限 酵 素 に よ り 消 化 し た 。 消 化 さ れ た PCR生 成 物 を 1
.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 約 1500bpの バ ン ド を 切 除 し た 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 こ の 切 除 さ れ た DNAを 、 EcoRI及 び BamHIに よ り 切 断 さ れ た プ ラ ス ミ ド CEEpZp9中 に サ ブ ク
ロ ー ン 化 し 、 zcytor17の GLU－ GLU C－ 末 端 標 識 さ れ た 可 溶 性 受 容 体 、 す な わ ち zcytor17CE
EpZp9を 生 成 し た 。 zcytor17CEEpZp9に お け る zcytor17CEE cDNA中 の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 配
列 番 号 ４ の 位 置 1705で の Tを Cに 変 更 す る サ イ レ ン ト 突 然 変 異 （ 配 列 番 号 ５ の 残 基 403で の P
ro残 基 を コ ー ド す る ） を 有 す る 。 こ の 突 然 変 異 は サ イ レ ン ト で あ る の で 、 zcytor17CEEpZp
9に お け る zcytor17 cDNAは 、 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 さ
ら に 、 使 用 さ れ る 構 造 体 の た め に 、 Gly－ Ser残 基 対 を 、 zcytor17の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン
の C－ 末 端 側 に 及 び そ の C－ 末 端 Glu－ Glu標 識 （ 配 列 番 号 32） の 前 に 挿 入 す る 。 zcytor17細
胞 外 ド メ イ ン の C－ 末 端 で の 標 識 は 、 配 列 番 号 17に 示 さ れ る よ う な Glu－ Glu標 識 で あ っ た
。 プ ラ ス ミ ド CEEpZp9は 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン － １ プ ロ モ ー タ ー 、 コ ー ド 配 列 の 挿 入
の た め の 複 数 の 制 限 部 位 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含
む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 数 の E． コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の
起 点 を 有 す る 哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 DHFR遺 伝 子 及 び SV40タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る
。 標 準 の 分 子 生 物 学 技 法 を 用 い て 、 zcytor17CEEpZp9を 、 DH10Bコ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ GIBCO 
BRL, Gaithersburg, MD） 中 に 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、
そ し て 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 コ ロ ニ ー を 、 制 限 分 析 に よ り ス ク リ ー ン し 、 又 は DNAか ら の PCRを 個 々 の コ ロ
ニ ー か ら 調 製 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン の 挿 入 体 配 列 を 、 配 列 分 析 に よ り 確 か め た 。 大 規 模 プ ラ
ス ミ ド 調 製 を 、 QIAGEN（ 商 標 ） Maxi prepキ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書
に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 同 じ 方 法 を 用 い て 、 一 列 に 並 ん で の ６ 個 の His残 基 か ら 成 る C－ 末 端 his標 識 及 び C－ 末 端
フ ラ ッ グ （ 配 列 番 号 36 ） 標 識 、 す な わ ち zcytor17 CF1.AGを 有 す る zcytor17可 溶 性 受 容 体
を 調 製 し た 。 そ れ ら の 構 造 体 を 調 製 す る た め に は 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 glu-glu標 識 （ 配 列
番 号 17、 32又 は 35） の 変 わ り に HIS又 は FLAG（ 商 標 ） 標 識 の い ず れ か を 有 す る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 ：
　 発 現 ベ ク タ ー 、 pEZE－ 2hzcytor17/Fc4を 調 製 し 、 PF CHO細 胞 に お い て hzcytor17の C末 端
Fc4標 識 さ れ た 可 溶 性 型 （ ヒ ト zcytor17－ Fc4） を 発 現 し た 。 PF CHO細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 フ
リ ー の 培 地 （ ExCell325PF培 地 ； JRH Biociences） に お い て 増 殖 の た め に 適 合 さ れ た 自 家 C
HO細 胞 系 で あ る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 前 記 自 家 CHO細 胞 系 は 、 本 来 、 CHO DG44細 胞 に 起 因 し た （ G． Urlaub, J. Mitchell, E. 
Kas, L.A. Chasin, V.L., Funanage, T.T. Myoda and J.L. Hamlin, “ The Effect of Ga
mma Rays at the Dihydrofolate Reductase Locus: Deletions and Inversions” , Somat
ic cell and Molec. Genet., 12: 555-566 (1986)） 。 zcytor17受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン
か ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 zcytor17 cDNAの フ ラ グ メ ン ト を 、 Fc4ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 37） に 整 合 し て 融 合 し 、 zcytor17－ Fc4融 合 体 （ 配 列 番 号 38及 び 39）
を 生 成 し た 。 pEZE－ ２ ベ ク タ ー は 、 Fc4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 標 準 の 分 子 生 物 学 技
法 を 用 い て C－ 末 端 Fc4融 合 体 の 急 速 な 構 成 を 可 能 に す る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 む 哺 乳 類 発
現 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】

10

20

30

40

50

(88) JP 2005-526494 A 2005.9.8

B． 可 溶 性 ヒ ト zcytor17受 容 体 、 す な わ ち zcytor17－ Fc4の 哺 乳 類 発 現 構 成



　 ヒ ト zcytor17の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 及 び そ れ ぞ れ 、 5’ 及 び 3’ 末 端 上 に コ ー ド さ れ る FseI
及 び BglII部 位 と 共 に 、 Fc4の 最 初 の ２ 個 の ア ミ ノ 酸 （ Glu及 び Pro） を 含 む 、 1566塩 基 対 の
フ ラ グ メ ン ト を PCRに よ り 生 成 し た 。 こ の PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 ヒ ト zcytor17の 細 胞 外 ド メ
イ ン を 含 む プ ラ ス ミ ド （ pZp9zcytor17CEE） (例 ８ ) か ら の 増 幅 に よ り 、 プ ラ イ マ ー ZC29,1
57（ 配 列 番 号 40） 及 び ZC29,150（ 配 列 番 号 41） を 用 い て 生 成 し た 。 PCR反 応 条 件 は 次 の 通
り で あ っ た ： 95℃ で １ 分 、 60℃ で １ 分 及 び 72℃ で ２ 分 （ 25サ イ ク ル ） ； 72℃ で 10分 （ サ イ
ク ル ） ； 続 い て 4℃ で の ソ ー キ ン グ 。 フ ラ グ メ ン ト を 、 FseI及 び BglII制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ に よ り 消 化 し 、 そ し て 続 い て 、 １ ％ ゲ ル 電 気 泳 動 、 及 び QiaQuickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qi
agen） を 用 い て の バ ン ド 精 製 に よ り 精 製 し た 。 得 ら れ る 精 製 さ れ た DNAを 、 FseI及 び BglII
部 位 の Fc4 3’ を 含 む 、 FseI及 び BglIIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た pEZE-2ベ ク タ ー 中 に 、 室
温 で ５ 時 間 、 連 結 し た 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 20μ lの 連 結 混 合 物 を 、 37μ lの DH10Bエ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E． コ リ （ Gibco） に お い
て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 400μ l
の LB培 地 に 希 釈 し 、 そ し て 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し た
。 ク ロ ー ン を 制 限 消 化 に よ り 分 析 し 、 そ し て 陽 性 ク ロ ー ン を DNA配 列 決 定 の た め に 送 り 、
融 合 構 造 体 の 配 列 を 確 か め た 。 １ μ lの 陽 性 ク ロ ー ン を 用 い て 、 37μ lの DH10Bエ レ ク ト ロ
コ ン ピ テ ン ト E． コ リ を 形 質 転 換 し 、 そ し て LB/ampプ レ ー ト 上 に 画 線 培 養 し た 。 単 一 の コ
ロ ニ ー を 、 こ の 画 線 培 養 さ れ た プ レ ー ト か ら 、 250mlの LB/amp培 地 に 採 取 し 、 次 に 、 250rp
mで 振 盪 し な が ら 、 37℃ で 一 晩 、 増 殖 せ し め た 。 こ の 培 養 物 を 、 Qiagenプ ラ ス ミ ド Maxiキ
ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 750μ gの 精 製 さ れ た DNAを 生 成 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 ．
　 BHK 570細 胞 （ ATCC No. CRL-10314） , DG44 CHO, 又 は 他 の 哺 乳 類 細 胞 を 、 800μ lの 適
切 な 血 清 フ リ ー （ SF） 培 地 （ 例 え ば 、 DMEM、 Gibco/BRL High Glucose） (Gibco BRL, Gait
hersburg, MD) に お い て 、 約 1.2× 10 6 個 の 細 胞 /ウ ェ ル （ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト ） で プ レ ー
ト す る 。 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） 培 地 に お い て 、 Lipofectin T M  (Gibco BRL) を 用 い て
、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 zcytor17 CEE, zcytor17 CFLG, zcytor17 CHIS又 は zcytor
17－ Fc4（ 例 ８ ） を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 可 溶 性 受 容 体 を 発
現 す る 単 一 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 ス ク リ ー ン し 、 そ し て 細 胞 培 養 培 地 に お い て 増 殖 せ し め
、 そ し て 標 準 の 方 法 を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 ：
　 BHK570細 胞 （ ATCC No: CRL-10314） を 、 T－ 75組 織 培 養 フ ラ ス コ に プ レ ー ト し 、 そ し て D
MEM/FBS培 地 （ DMEM、 Gibco/BRL High Glucose, (Gibco BRL, Gaithersburg, MD)、 ５ ％ ウ
シ 胎 児 血 清 、 1mMの L－ グ ル タ ミ ン （ JRH Biosciences, Lenea, KS） 、 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム （ Gibco BRL） ） に お い て 、 37℃ で ５ ％ CO 2 に お い て 、 約 50～ 70％ の 集 密 性 ま で 増
殖 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） 培 地 配 合 物 （ DMEM、 10mg/mlの ト ラ ン ス フ ェ リ
ン 、 5mg/mlの イ ン ス リ ン 、 2mg/mgの フ ェ チ ュ イ ン 、 １ ％ の L－ グ ル タ ミ ン 及 び １ ％ の ピ ル
ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） に お い て 、 Lipofectamine T M  (Gibcco BRL) を 用 い て 、 zcytor17CEE（
例 ８ A） を 含 む プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 10μ gの プ ラ ス ミ ド DNA pZp9zcytor17CEE（ 例 ８ A） を 、 15mlの 管 中 に 希 釈 し 、 SF培 地 に
よ り 500μ lの 最 終 合 計 体 積 に し た 。 50μ lの Lipofectamineを 、 450μ lの SF培 地 と 共 に 混 合
し た 。 そ の LipoFectamine混 合 物 を 、 DNA混 合 物 に 添 加 し 、 そ し て 室 温 で 約 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 4mlの SF培 地 を 、 DNA： Lipofectamine混 合 物 に 添 加 し た 。 細 胞 を 5mlの SF培 地
に よ り 1度 す す ぎ 、 吸 引 し 、 そ し て DNA： Lipofectamine混 合 物 を 添 加 し た 。 細 胞 を 37℃ で
５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 次 に 、 5mlの DMEM/10％ FBS培 地 を 添 加 し た 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 フ ラ ス コ を 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 後 、 細 胞 を 、 １ ： ２ 、 １ ： 10及 び １ ： 50
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で 、 150mmの プ レ ー ト に 1μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト 又 は 10μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト （ Sigma Ch
emical Co., St. Louis, MO） を 含 む 上 記 か ら の 選 択 培 地 （ DMEM/PBS培 地 ） 中 に 分 け た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 10日 後 、 １ μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト 耐 性 コ ロ ニ ー の １ つ の 150mm
プ レ ー ト を 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 細 胞 を プ ー ル し 、 そ し て 細 胞 の 半 分 を 10μ Mの メ ト ト レ
キ セ ー ト に 再 プ レ ー ト し 、 zcytor17CEEタ ン パ ク 質 の 発 現 を さ ら に 増 殖 し た 。 こ の 増 幅 さ
れ た 細 胞 の プ ー ル か ら の な ら し 培 地 サ ン プ ル を 、 SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ ー ン 分 析 を 用 い
て 、 発 現 レ ベ ル に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 ：
　 20μ gの pEZE－ 2hzcytor17Fc4プ ラ ス ミ ド DNA（ 例 ８ ） の ５ 個 の 複 製 体 を 、 ベ ク タ ー 内 を
１ 度 切 断 し 、 そ し て 発 現 の た め に 必 要 な 遺 伝 子 を 妨 げ な い 制 限 酵 素 で あ る FspIに よ る 制 限
消 化 に よ り 線 状 化 し た 。 200μ gの CHO細 胞 ゲ ノ ム DNAを 、 キ ャ リ ヤ ー DNAと し て 個 々 の 複 製
体 に 添 加 し 、 そ し て 次 に 、 DNAを 、 0.1体 積 の ３ Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH5.2） 及 び 2.2体 積
の エ タ ノ ー ル の 添 加 に よ り 沈 殿 せ し め 、 続 い て 4℃ で の 15分 間 の 氷 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及
び マ イ ク ロ 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 得 ら れ る DNAペ レ ッ ト を 、 70％ エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 し 、
そ し て 空 気 乾 燥 し 、 そ の 後 、 100μ lの タ ン パ ク 質 フ リ ー （ PF）  CHO非 － 選 択 増 殖 培 地 （ 21
g/lの PF CHO　 Ex細 胞 325/200mMの L－ グ ル タ ミ ン （ Gibco） /100mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
（ Gibco） /１ × HT Supplement（ Gibco） ） に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
　 1× 10 7 個 の PF CHO継 代 61細 胞 を 、 600μ lの PF CHO非 － 選 択 増 殖 培 地 に お け る DNAに 添 加
し 、 そ し て 次 に 、 0.4cmギ ャ ッ プ Gene Pulser (BioRad) エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン キ ュ ベ ッ
ト を 用 い て 、 950μ Fの キ ャ パ シ タ ン ス 及 び 300Kvを 用 い て の Gene Pulser II Electroporat
ion system(BioRad)に お い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た 細 胞 の
す べ て の 複 製 体 を 、 プ ー ル し 、 そ し て 、 － HT培 地 （ 21g/lの PF CHO Ex細 胞 325/200mMの L－
グ ル タ ミ ン （ Gibco） /100mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Gibco） ） に お い て 直 接 的 に 選 択 し
た 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 細 胞 を － HT培 地 に お い て ５ 日 間 、 選 択 し 、 そ の 後 、 50nmの MTX選 択 の た め に ４ × 10 5 /ml
で 継 代 し た 。 ８ 日 後 、 細 胞 を 、 200mMの MTX選 択 の た め に 3.5× 10 5 個 の 細 胞 /mlで 接 種 し た
。 １ 週 間 後 、 細 胞 を 、 １ μ Mの MTX選 択 の た め に ４ × 10 5 /mlで 接 種 し た 。 １ μ Mの MTXで の ２
週 間 後 、 細 胞 を 、 １ × 10 6 個 の 細 胞 /mlで 50mlに 接 種 し 、 な ら し 培 地 を 生 成 し た 。 得 ら れ る
72時 間 の な ら し 培 地 を 、 ヒ ト Igに 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 に よ り ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を プ
ロ ー ブ す る こ と に よ っ て 分 析 し た 。 細 胞 は 、 約 1mg/lで hzcytor17/Fc4タ ン パ ク 質 を 生 成 し
た 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 ：
　 200μ gの pEZE－ 2hzcytor17Fc4プ ラ ス ミ ド DNA（ 例 ８ B） を 、 pEZE-2ベ ク タ ー 内 を １ 度 切
断 し 、 そ し て 発 現 の た め に 必 要 な 遺 伝 子 を 妨 げ な い 制 限 酵 素 で あ る FspIに よ る 制 限 消 化 に
よ り 線 状 化 し た 。 200μ gの CHOゲ ノ ム DNA（ 自 家 調 製 さ れ た ） を 、 キ ャ リ ヤ ー DNAと し て 添
加 し 、 そ し て 次 に 、 DNAを 、 0.1体 積 の ３ Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH5.2） 及 び 2.5体 積 の エ タ
ノ ー ル の 添 加 に よ り 沈 殿 せ し め 、 続 い て 室 温 で の マ イ ク ロ 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 ５ 複 製 DNA
ペ レ ッ ト を 製 造 し 、 そ し て 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ る DNAペ レ ッ ト を 、 70％ エ タ ノ ー ル に よ
り 洗 浄 し 、 そ し て 空 気 乾 燥 し 、 そ の 後 、 100μ lの PF CHO非 － 選 択 増 殖 培 地 （ 21g/lの PF CH
O　 Ex細 胞 325/200mMの L－ グ ル タ ミ ン （ Gibco） /100mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Gibco） /
１ × HT Supplement（ Gibco） ） に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 10× 10 6 個 の PF CHO細 胞 を 、 600μ lの PF CHO非 － 選 択 増 殖 培 地 に お け る DNAに 添 加 し 、 そ
し て 次 に 、 0.4cmギ ャ ッ プ Gene Pulser (BioRad) エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン キ ュ ベ ッ ト を 用
い て 、 950μ Fの キ ャ パ シ タ ン ス 及 び 380Vを 用 い て の Gene Pulser II Electroporationに お
い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た 細 胞 を 、 プ ー ル し 、 そ し て － HT
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培 地 （ 21g/lの PF CHO Ex細 胞 325/200mMの L－ グ ル タ ミ ン （ Gibco） /100mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム （ Gibco） に お い て 選 択 し た 。 細 胞 を － HT培 地 に お い て 14日 間 、 選 択 し 、 そ の 後
、 50nmの MTX選 択 の た め に ４ × 10 5 /mlで 継 代 し た 。 細 胞 を 200nMの MTXで 、 及 び 次 に １ μ Mの
MTXで 増 殖 し た 。 － HT, 50nM及 び １ μ Mの プ ー ル を 、 48時 間 、 １ × 10 6 /mlの 接 種 し 、 そ し て
そ の 得 ら れ る な ら し 培 地 を 、 ヒ ト Igに 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 に よ り ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト
を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 ．
　 ：
　 pEZE－ 2hzcytor17/Fc4プ ラ ス ミ ド DNA（ 例 11B） を 、 Lipofectamine (Gibco BRL) を 用 い
て 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て 、 及 び 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 BHK細 胞 の 40maxiプ
レ ー ト 中 に 導 入 し た 。 細 胞 を 一 晩 、 回 収 し 、 す す ぎ 、 そ し て 血 清 フ リ ー 培 地 （ 自 家 製 造 さ
れ た SL7V4） を 再 供 給 し た 。 72時 間 後 、 培 地 を 集 め 、 そ し て 濾 過 し 、 そ し て 細 胞 を 血 清 フ
リ ー 培 地 に 再 供 給 し た 。 72時 間 後 、 培 地 を 再 び 集 め 、 そ し て 濾 過 し た 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 過 渡 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK細 胞 か ら の 血 清 フ リ ー な ら し 培 地 （ ２ × 1.5Lの バ
ッ チ ） を 、 20mMの ト リ ス （ pH7.5） 、 0.5Mの NaClの 溶 液 中 、 1.5mlの プ ロ テ イ ン A－ ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム 上 に 供 給 し た 。 カ ラ ム を こ の 緩 衝 液 に よ り 集 中 的 に 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 結 合
さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 1mlの 0.2Mの グ リ シ ン （ pH2.5） 、 0.5Mの NaCl溶 液 に よ り 溶 出 し た 。
溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 0.1mlの ２ Mの ト リ ス （ pH8.5） 中 に 集 め た 。
　 ア リ コ ー ト を 、 SDS－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 の た め に 集 め 、 そ し て 多 量 の zcy
tor17－ Fcを 、 PBSに 対 し て 一 晩 、 透 析 し た 。 可 溶 性 受 容 体 を 無 菌 濾 過 し 、 そ し て － 80℃ で
ア リ コ ー ト で 配 置 し た 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　 ：
　 組 換 え カ ル ボ キ シ ル 末 端 Fc4標 識 さ れ た zcytor17（ 例 ８ 及 び ９ ） を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た CHO細 胞 か ら 生 成 し た 。 CHOト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る
方 法 を 用 い て 行 っ た 。 約 5Lの な ら し 培 地 を 収 穫 し 、 そ し て Nalgene（ 0.2μ m） フ ィ ル タ ー
を 用 い て 無 菌 濾 過 し た 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 を 、 前 記 濾 過 さ れ た 培 地 か ら 、 Poros50プ ロ テ イ ン A親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ PerSeptive Biosystems, 1-5559-01, Framingham, MA） 及 び Superdex200ゲ ル 排 除 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ） の 組 合 せ に よ
り 精 製 し た 。 培 養 培 地 を 、 約 ３ ～ 10ml/分 の 流 速 で 、 10× 70mm（ 5.5mlの 層 体 積 ） の プ ロ テ
イ ン A親 和 性 カ ラ ム 上 に 直 接 的 に 負 荷 し た 。 10カ ラ ム 体 積 の PBSに よ る カ ラ ム の 洗 浄 の 後 、
結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 ５ カ ラ ム 体 積 の 0.1Mの グ リ シ ン （ pH3.0） に よ り 、 10ml/分 で 溶
出 し た 。 そ れ ぞ れ 2mlの 画 分 を 、 溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 中 和 す る た め に 、 100μ lの 2.0M
の ト リ ス （ pH8.0） を 含 む 管 中 に 集 め た 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 親 和 性 カ ラ ム か ら の サ ン プ ル を 、 ク ー マ シ ー 染 色 に よ る SDS－ PAGE、 及 び ウ ェ ス タ ー ン
ブ ロ ッ ト に よ り 、 ヒ ト Ig-HRPを 用 い て 、 zcytor17-Fc4の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。 zcytor17
-Fc4含 有 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て Biomax-30濃 縮 機 （ Millipore） を 用 い て 、 １ ～ 2mlに 濃
縮 し 、 そ し て 20× 580mmの Superdex200ゲ ル 濾 過 カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 精 製 さ れ た zcytor17
-Fc4を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 0.2μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 そ れ ぞ れ 100μ lに ア リ
コ ー ト し 、 そ し て -80℃ で 凍 結 し た 。 最 終 の 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 BCAア ッ セ イ
（ Pierce, Rockford, IL） に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 ：
　 組 換 え zcytor17-Fc4を 、 ク ー マ シ ー 染 色 方 法 を 用 い て の SDS－ PAGE（ Nupage4-12%, invi
trogen, Carlsbad, CA） 及 び ヒ ト Ig－ HRPを 用 い て の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し
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た 。 な ら し 培 地 又 は 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 、 Invitrogen Novex's Xcell II 
mini-cellを 用 い て 電 気 泳 動 し 、 そ し て 装 置 の マ ニ ュ ア ル に 提 供 さ れ る 指 針 に 従 っ て 、 Nov
ex's Xcell IIブ ロ ッ ト モ デ ル を 用 い て 室 温 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ 0.2mm； Invitorogenn, 
Carlsbad, CA） に 、 攪 拌 し な が ら ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー を 、 25mMの ト リ ス
塩 基 、 200mMの グ リ シ ン 及 び 20％ メ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 に お い て 、 500mAで １ 時 間 、 行 っ
た 。 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 PBS中 、 10％ 脱 脂 粉 乳 に よ り 、 室 温 で 10分 間 、 ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を す ば や く す す ぎ 、 次 に ヒ ト Ig-HRP抗 体 （ １ ： 2000） を 、 2.5％ の 脱
脂 粉 乳 を 含 む PBSに 添 加 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 軽 く 振 盪 し な が ら 、 室 温 で ２ 時 間 、 又 は ４ ℃
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 ブ ロ ッ ト を 、 そ れ ぞ れ PBSに
よ り 10分 間 、 ３ 度 、 洗 浄 し 、 次 に 水 に よ り 、 す ば や く す す い だ 。 ブ ロ ッ ト を 、 市 販 の 化 学
ル ミ ネ セ ン ト 基 質 試 薬 （ １ ： １ で 混 合 さ れ た SuperSignal（ 商 標 ） ULTRA試 薬 １ 及 び ２ ； Pi
erce, Rockford, ILか ら 得 ら れ た 試 薬 ） を 用 い て 進 行 せ し め 、 そ し て シ グ ナ ル を 、 Lumi-I
mager’ s Lumi Analyst 3.0ソ フ ト ウ ェ ア （ Boehringer Mannbeim GmbH, Germany） を 用 い
て 、 10秒 ～ ５ 分 の 範 囲 の 暴 露 時 間 又 は 必 要 な 時 間 、 捕 獲 し た 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
　 精 製 さ れ た zcytor17-Fc4は 、 非 還 元 条 件 下 で 約 220kDaで 、 及 び 還 元 条 件 下 で 約 120kDaで
、 ク ー マ シ ー 又 は 銀 染 色 の い ず れ か に よ り 単 一 バ ン ド と し て 出 現 し 、 こ の こ と は 、 予 測 さ
れ る よ う に 、 非 還 元 条 件 下 で zcytor17-Fc4の 二 量 体 形 を 示 す 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 ．

　 BaF3/zcytor17/WSX-1/OSMRβ 細 胞 又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ 細 胞 を 、 回 転 沈 降 せ し め 、
そ し て mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 回 転 せ し め 、 そ し て ３ 度 、 洗 浄 し 、 mIL-3の
除 去 を 確 保 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 血 球 計 に よ り 計 数 し た 。 細 胞 を 、 mIL-3フ リ ー 培 地 を 用
い て 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 で 、 ウ ェ ル 当 た り 5000個 の 細 胞 で の 96－ ウ ェ ル 形 式 プ レ
ー ト し た 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 例 ５ に 記 載 さ れ る 、 CCRF-CEM及 び CCRF-HSB2細 胞 活 性 化 及 び ヒ ト CD3+選 択 さ れ た 細 胞 か
ら の 両 な ら し 培 地 を 、 １ ～ 10μ g/mlで zcytor17可 溶 性 受 容 体 （ zcytor17-Fc4； 例 ９ 及 び 10
を 参 照 の こ と ） と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 25％ 、 12.5％ 、 6.25％ 、 3.125％ 、 1.5％ 、
0.75％ 、 0.375％ 及 び 0.187％ 濃 度 で 、 別 々 の 実 験 に お い て 添 加 し た 。 合 計 の ア ッ セ イ 体 積
は 200μ lで あ っ た 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 37℃ 、 5％ CO 2 で ３ ～ ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 時 点 で Alamar
 Blue (Accumed) を 20μ l/ウ ェ ル で 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 再 び 、 37℃ 、 5％ CO 2 で 16～ 24時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 例 ２ に 記 載 の よ う に し て 、 Fmax T M  プ レ ー ト リ ー ダ
ー （ Molecular Devices） 上 で 読 み 取 っ た 、 結 果 は 、 10μ g/mlで の zcytor17-Fc4可 溶 性 受
容 体 に よ る 細 胞 増 殖 の 部 分 的 阻 害 を 示 し 、 こ の こ と は 、 個 々 の サ ン プ ル に お け る 因 子 が zc
ytor17受 容 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 確 め た 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
　 可 溶 性 受 容 体 、 又 は zcytor17/ OSMRβ 及 び zcytor17/ WSX-1を 含 ん で 成 る 可 溶 性 受 容 体
ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 希 釈 す る 滴 定 曲 線 は ま た 、 zcytor17受 容 体 が 例 え ば 低 い か 又 は 生 理 学 的
濃 度 で 、 増 殖 を 完 全 に 阻 害 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 上 記 で 言 及 さ れ
た ア ッ セ イ を 用 い て 実 施 さ れ る 。
　 類 似 す る 競 争 阻 害 ア ッ セ イ を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ （ 例 20） に お い て 精 製 さ れ た ヒ
ト zcytor17lig（ 例 35） 及 び 可 溶 性 受 容 体 を 用 い て 、 実 施 し た 。 そ の 結 果 は 、 ホ モ ダ イ マ
ー zcytor17及 び ヘ テ ロ ダ イ マ ー zcytor17/ OSMRβ の 両 者 が zcytor17ligの 活 性 を 阻 害 で き
る こ と を 示 す 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
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例 11 競 争 阻 害 ア ッ セ イ に お け る zcytor17可 溶 性 受 容 体 zcytor17-Fc4可 溶 性 受 容 体 を 用
い て の ア ッ セ イ



　 ．
　 分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ を 用 い て 、 zcytor17受 容 体 を 含 ん で 成 る 受 容 体 、 例 え ば zcytor17
受 容 体 、 又 は zcytor17/ OSMRβ 及 び zcytor17/ WSX-1を 含 ん で 成 る 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー
へ の zcytor17ligの 結 合 を 試 験 す る 。 zcyor17ligプ ラ ス ミ ド DNAを 、 COS細 胞 中 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し 、 そ し て 下 記 の よ う に し て 、 分 泌 ト ラ ッ プ に よ り 、 zcytor17受 容 体 を 含 ん で 成
る 受 容 体 へ の zcytor17ligの 結 合 を 評 価 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 ：
　 COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 次 の 通 り に 行 っ た ：  800ngの zcytor17lig DNA及 び 4μ l
の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン T M を 、 80μ lの 血 清 フ リ ー DMEM培 地 （ 500mlの DMEM中 、 55mgの ピ ル ビ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 146mgの L－ グ ル タ ミ ン 、 5mgの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 2.5mgの イ ン ス リ ン 、 １
μ gの セ レ ニ ウ ム 及 び 5mgの フ ェ テ ュ イ ン ） に お い て 、 混 合 し 、 そ し て 室 温 で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 320μ lの 血 清 フ リ ー DMEM培 地 を 添 加 し た 。 こ の 500μ lの 混 合 物 を 、
2× 10 5 個 の 細 胞 /ウ ェ ル で 12－ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 37℃ で ５
時 間 ン キ ュ ベ ー ト し た 。 追 加 の 500μ lの 20％ FBS DMEM培 地 （ 500mlの DMEM中 、 100mlの FBS
、 55mgの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び 146mgの L－ グ ル タ ミ ン ） を 添 加 し 、 そ し て プ レ ー ト を
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　 ：
　 分 泌 ト ラ ッ プ を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 培 地 を 、 PBSに よ り す す ぎ 、 細 胞 を 除 き 、 そ し
て PBS中 、 1.8％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り 15分 間 、 固 定 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 PBS/１ ％ BSA
に よ り 洗 浄 し 、 そ し て PBS中 、 0.1％ Triton－ Xに よ り 15分 間 、 透 過 せ し め 、 そ し て 再 び 、 P
BS/１ ％ BSAに よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 PBS/１ ％ BSAに よ り １ 時 間 、 阻 止 し た 。 可 溶 性 受 容
体 の 使 用 に 依 存 し て 、 細 胞 を 、 次 の も の と 共 に 、 TNBに お い て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
： （ A） １ ～ ３ μ g/mlの zcytor17可 溶 性 受 容 体 zcytor17-Fc4融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 10） ； 又
は （ B） １ ～ ３ μ g/mlの zcytor17/OSMRβ 可 溶 性 受 容 体 タ ン パ ク 質 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 次 に 細 胞 を TNTに よ り 洗 浄 す る 。 可 溶 性 受 容 体 の 使 用 に 依 存 し て （ 例 え ば 、 Fc4標 識 （ 配
列 番 号 37） 、 C-末 端 FLAG標 識 （ 配 列 番 号 36） 又 は CEE標 識 （ 配 列 番 号 32； 35） に よ り ラ ベ
ル さ れ る 場 合 ） 、 細 胞 を 、 TNB中 、 次 の も の と 共 に さ ら に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る ： （ A
） １ ： 200に 希 釈 さ れ た 抗 － Glu Glu抗 体 － HRP； 又 は （ D） 1： 300に 希 釈 さ れ た ス ト レ プ タ
ビ ジ ン － HRP（ NENキ ッ ト ） 。 再 び 細 胞 を TNTに よ り 洗 浄 す る 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
　 陽 性 結 合 フ ル オ レ セ イ ン を 検 出 す る た め に 、 チ ラ ミ ド 試 薬 を 、 希 釈 緩 衝 液 （ NENキ ッ ト
） に お い て 1： 50に 希 釈 し 、 そ し て ４ ～ ６ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て TNTに よ り 洗 浄 す
る 。 細 胞 を 、 TNTに よ り １ ： ５ に 希 釈 さ れ た Vectashield Mounting Media (Vector Labs B
urlingame, CA) に よ り 保 存 す る 。 細 胞 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 上 で 、 FITCフ ィ ル タ ー を 用 い て 可
視 化 す る 。 こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 ヒ ト zcytor17ligが い ず れ の 可 溶 性 受 容 体 に 結 合 し な
い こ と を 示 し た 。 そ れ ら の デ ー タ は 、 zcytor17ligの 構 造 が 、 そ れ は 明 確 に 、 細 胞 表 面 受
容 体 に 結 合 で き る の で 、 こ の プ ロ ト コ ー ル に お け る 固 定 化 段 階 に 対 し て 敏 感 で あ る こ と を
示 す （ 例 え ば 、 下 記 例 39に 提 供 さ れ る 流 動 細 胞 計 測 デ ー タ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
　 ．
　 zcytor17lig遺 伝 子 配 列 を 、 市 販 の Stanford G3 Radiation Hybrid Mapping Panel (Res
earch Genetics, Inc. Huntsville, AL)を 用 い て 、 染 色 体 １ ２ に マ ッ ピ ン グ し た 。 そ の St
anford G3 RH Panelは 、 完 全 な ヒ ト ゲ ノ ム の 83の 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド ク ロ ー ン の 個 々 か ら
の DNA、 及 び ２ 種 の 対 照 DNA（ RM ド ナ ー 及 び A3受 容 体 ） を 含 む 。 公 開 さ れ て い る WWWサ ー バ
ー （ 例 え ば 、 Stannford University） は 、 マ ー カ ー 及 び 遺 伝 子 の 染 色 体 局 在 化 を 可 能 に す
る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
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例 12 分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ

A. COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

B.分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ

例 13 zcytor17ligに つ い て の 遺 伝 子 配 列 の 染 色 体 割 り 当 て 及 び 配 置



　 Stannford G3 RH Panelに よ る zcytor17ligの マ ッ ピ ン グ の た め に 、 20μ lの 反 応 体 を PCR
の た め に 適 合 す る 96－ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Stratagene, La Jolla, CA） に
提 供 し 、 そ し て ” RoboCycler Gradien 96”  熱 サ イ ク ラ ー （ Stratagene） に お い て 使 用 し
た 。 個 々 の 95の PCR反 応 体 は 、 ２ μ lの 10× PCR反 応 緩 衝 液 （ Qiagen, Inc., Valecia, CA）
、 1.6μ lの dNTP混 合 物 （ そ れ ぞ れ 2.5mM、 PERKIN-ELMER, Foster City, CA） 、 １ μ lの セ
ン ス プ ラ イ マ ー 、 ZC41,458 (配 列 番 号 42)、 11μ lの ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 ZC41,457 (
配 列 番 号 43)、 ２ μ lの RediLoad (Research Genetics, Inc. Huntsville, AL)、 0.4μ lの Q
iagen HotStarTaq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 （ 5単 位 /μ ｌ ） 、 25ng の 個 々 の ハ イ ブ リ ッ ド
ク ロ ー ン 又 は 対 照 か ら の DNA、 及 び 20μ lの 合 計 体 積 の た め の 蒸 留 水 か ら 構 成 さ れ た 。 反 応
を 同 量 の 鉱 油 に よ り 被 覆 し 、 そ し て 密 封 し た 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 PCRサ イ ク ラ ー 条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ： 95℃ で 15分 間 の 変 性 、 初 期 の １ サ イ ク ル 、 95
℃ で 45秒 間 の 変 性 、 53℃ で １ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 及 び 72℃ で １ 分 間 の 延 長 、 35サ イ ク ル 、
続 い て 72℃ で 7分 間 の 延 長 、 最 終 の １ サ イ ク ル 。 反 応 を 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳
動 に よ り 分 離 し （ EM Science, Gibbstown, NJ） 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ウ ム に よ る 染 色 に よ
り 可 視 可 し た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
　 結 果 は 、 11以 上 の KOD評 点 を 伴 っ て 、 及 び マ ー カ ー か ら 17cR_1000の 距 離 で 、 染 色 体 2マ
ー カ ー SHGC－ 83339へ の zcytor17lig遺 伝 子 配 列 の 連 鎖 を 示 し た 。 こ の マ ー カ ー は 、 12q24.
31染 色 体 領 域 に お け る zcytor17lig遺 伝 子 を 位 置 決 定 す る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 ．
　 ：
　 社 内 DNAデ ー タ ベ ー ス へ の 質 問 の た め に ヒ ト zcytor17ligペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 12） を
用 い て 、 Genbank受 託 番 号 AK005939号 の ネ ズ ミ cDNAを 、 ネ ズ ミ cytor17ligの た め の 可 能 性
あ る 部 分 配 列 と し て 同 定 し た 。 AK005939号 の cDNA配 列 を 用 い て 、 ネ ズ ミ ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン
ト を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 調 べ た 。 ネ ズ ミ cytor17ligの ゲ ノ ム コ ン チ グ （ contig） を ア セ ン
ブ ル し た （ 配 列 番 号 76） 。 プ ロ グ ラ ム Genscanに よ る ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト に 対 す る コ ー ド
能 力 の 予 測 は 、 ヒ ト zcytor17ligと 同 じ 遺 伝 子 構 造 を 有 す る 有 力 な cDNA配 列 を 示 し た ネ ズ
ミ cDNA配 列 は 、 配 列 番 号 10で 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 11で 示
さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 ：
　 ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 76） に 基 づ い て 、 ２ 種 の PCRプ ラ イ マ ー を 企 画 し 、 そ し て PCRに よ
り マ ウ ス zcytor17ligの cDNA源 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 。 そ れ ら の プ ラ イ マ ー ZC41498（
配 列 番 号 86） 及 び ZC41496（ 配 列 番 号 87） を 、 マ ウ ス 配 列 の 推 定 上 の 5’ 及 び 3’ 未 翻 訳 領
域 （ 配 列 番 号 76及 び 10） に 対 し て 企 画 し た 。 い く つ か の cDNA源 、 例 え ば Marathon－ ready 
cDNA (Clontech) 及 び 局 部 的 に 製 造 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ア リ コ ー ト を 、 PCRに よ り
ス ク リ ー ン し た 。 生 成 物 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 可 視 化 し た 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 予 測 さ れ る サ イ ズ の バ ン ド が 、 マ ウ ス 精 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 鋳 型 を 用 い て の 反 応 に お い
て 観 察 さ れ た 。 そ れ ら の PCR反 応 は 、 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 、 pfu turboポ リ メ ラ ー ゼ （
Stratagene） を 用 い て 、 10％ DMSOを 伴 っ て 又 は 伴 わ な い で 約 50μ lの 体 積 で 、 及 び ほ っ と
開 始 50sを 用 い て ワ ッ ク ス ホ ッ ト － ス タ ー ト （ Molecular Bioproducts, Inc. San Diego, 
CA） の 追 加 の 適 用 を 伴 っ て 、 都 合 よ く 行 わ れ た 。 PCRサ ー モ サ イ ク リ ン グ を 次 の よ う に 行
っ た ： 94℃ で ４ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 続 い て 94℃ で 30秒 、 48℃ で 30秒 、 72℃ で 50秒 （ 40サ イ
ク ル ） ； 72℃ で ７ 分 の 追 加 の 最 終 拡 張 。 ２ 種 の PCR反 応 を プ ー ル し 、 そ し て 低 溶 融 ア ガ ロ
ー ス 及 び Gelaseア ガ ロ ー ス 消 化 酵 素 （ Epicenter, Inc. Madison, WI） を 用 い て 、 そ の 製
造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 精 製 し た 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
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例 14 ネ ズ ミ zcytor17ligの 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ
A. 十 分 な 長 さ の ネ ズ ミ zcytor17ligの 同 定

B. マ ウ ス 精 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の マ ウ ス zcytor17ligの PCRに よ る ク ロ ー ニ ン グ



　 そ れ ら の PCR生 成 物 の DNA配 列 決 定 は 、 配 列 番 号 10と 同 一 の ORFを 含 ん で 成 る ネ ズ ミ zcyto
r17 cDNA配 列 （ 配 列 番 号 90） を 表 し 、 こ れ は 、 配 列 番 号 10が マ ウ ス zcytor17ligポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る こ と を 確 め た 。 次 に 、 PCRプ ラ イ マ ー ZC41583（ 配 列 番 号 88） 及 び ZC4158
4（ 配 列 番 号 89） を 用 い て 、 mcytor17lig読 み 取 り 枠 及 び 終 結 コ ド ン （ 配 列 番 号 92） に 、 Fs
eI及 び AscI制 限 部 位 及 び 部 分 Kozak配 列 を 付 加 し た 。 Robocycler40サ ー モ サ イ ク ラ ー （ Str
atagene） を 用 い て 、 次 の 通 り に 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 及 び サ イ ク リ ン グ の 温 度 グ ラ ジ エ ン
ト を 行 っ た 。 Pfuタ ー ボ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） を 、 上 記 の よ う に し て 、 但 し 10％ DMS
Oに お い て の み 適 用 し た 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 サ イ ク リ ン グ を 、 次 の よ う に 行 っ た ： 94℃ で ４ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 続 い て 94℃ で 30秒 、
65℃ ～ 51℃ で の グ ラ ジ エ ン ト 、 30秒 、 72℃ で １ 分 （ 20サ イ ク ル ） ； 及 び 72℃ で ７ 分 の １ 回
の 拡 張 。 こ の 第 ２ の サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の た め の 鋳 型 は 、 上 記 の １ μ lの 初 期 ゲ ル 精
製 さ れ た mcytor17lig PCR生 成 物 で あ っ た 。 ３ 種 の 最 低 温 度 反 応 か ら の 得 ら れ る PCR生 成 物
を プ ー ル し 、 そ し て 上 記 の Gelase (Epicenter)方 法 を 用 い て 精 製 し た 。 こ の 精 製 さ れ た mc
ytor17ligを 、 FseI及 び AscIに よ り 消 化 し 、 そ し て そ の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に FseI及 び AscI
部 位 を 有 す る よ う 修 飾 さ れ た pZP7Xベ ク タ ー に 連 結 し た 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
　 プ ラ ス ミ ド pZP7Xは 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン － １ （ MT－ １ ） プ ロ モ ー タ ー 、 コ ー ド 配
列 の 挿 入 の た め 複 数 制 限 部 位 、 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ
ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 数 の E.コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る 哺 乳 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 DHFR遺 伝 子 、
及 び SV40タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た ネ ズ ミ cDNA配 列 は 、 配 列 番 号 90で 表
さ れ 、 そ し て そ の 反 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 91（ 配 列 番 号 11と 同 一 で あ る ）
で 示 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 ．

　 ：
　 Balb/Cマ ウ ス か ら の マ ウ ス 脾 臓 を 集 め 、 そ し て 細 胞 懸 濁 液 を 創 造 す る た め に 、 フ ロ ス ト
仕 上 げ の 末 端 ス ラ イ ド 間 で 押 し つ ぶ す 。 単 離 さ れ た 一 次 マ ウ ス 細 胞 収 量 は 、 下 記 選 択 の 前
、 約 6.4× 10 8 個 の 細 胞 で あ る こ と が 予 測 さ れ る 。
　 脾 臓 細 胞 を 、 9.6mlの MACS緩 衝 液 （ PBS, 05%EDTA, 2mMの EDTA） に 懸 濁 す る 。 1.6mlの 細
胞 懸 濁 液 を 除 き 、 そ し て 0.4mlの CD90（ Thy1.2） マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi　 Biotec） を
添 加 す る 。 こ の 混 合 物 を 、 ４ ℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 CD90ビ ー ズ に よ り ラ ベ ル さ
れ た そ れ ら の 細 胞 を 、 30mの MAGS緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 2mlの MACS緩 衝 液 に 再
懸 濁 す る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
　 VS+カ ラ ム （ Miltenyi） を 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 調 製 す る 。 次 に 、 VS+カ ラ ム
、 VrioMACS T M  磁 気 場 （ Miltenyi） に 配 置 す る 。 カ ラ ム を 、 5mの MACS緩 衝 液 に よ り 平 衡 化
す る 。 次 に 単 離 さ れ た 一 次 マ ウ ス 細 胞 を カ ラ ム に 適 用 す る 。 CD90陰 性 細 胞 を 通 す 。 カ ラ ム
を 、 9ml（ ３ × ３ ml） の MACS緩 衝 液 に よ り す す ぎ 、 次 に 、 カ ラ ム を 磁 気 か ら 除 去 し 、 そ し
て 15mlの フ ァ ル コ ン 管 上 に 配 置 す る 。 CD90＋ 細 胞 を 、 カ ラ ム に 5mlの MACS緩 衝 液 を 添 加 す
る こ と に よ り 溶 出 し 、 そ し て 結 合 さ れ た 細 胞 を 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ る プ ラ ン ジ ャ ー
を 用 い て フ ラ ッ シ ュ す る 。 CD90磁 気 ビ ー ズ と 共 に 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 洗 浄 及 び VS
＋ カ ラ ム 段 階 （ 溶 出 を 通 し て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ） を 、 さ ら に も う １ 度 、 反 復 す る 。 ２
カ ラ ム 分 離 か ら の 得 ら れ る CD90＋ 画 分 を プ ー ル す る 。 CD90+選 択 さ れ た マ ウ ス 脾 臓 細 胞 の
収 量 は 、 合 計 的 １ × 10 8 個 の 細 胞 で あ る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 プ ー ル さ れ た CD90＋ 選 択 さ れ た マ ウ ス 細 胞 の サ ン プ ル を 、 そ れ ら の 純 度 を 評 価 す る た め
に 、 染 色 及 び 蛍 光 抗 体 細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） 上 で の 分 類 の た め に 除 去 す る 。 PE－ 接 合 さ れ
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例 15 活 性 化 さ れ た マ ウ ス 脾 臓 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の マ ウ ス zcytor17lig cDNAク ロ ー ン の
単 離
A. マ ウ ス zcytor17ligを 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る ネ ズ ミ － 次 源



た ハ ム ス タ ー 抗 － マ ウ ス CD3ε 抗 体 （ PharMingen） を 、 CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 の 染 色 及 び
分 類 の た め に 使 用 す る 。 マ ウ ス CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 は 約 93％ の CD3+細 胞 で あ り 、 細 胞 が
92％ の T－ 細 胞 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 ネ ズ ミ CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 を 、 RPMI＋ 5％ FBS＋ PMA10ng/ml及 び イ ノ マ イ シ ン 0.5μ g/m
l（ Calbiochem） に お い て 、 ３ × 10 6 個 の 細 胞 /mlを 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
に よ り 活 性 化 す る 。 そ れ ら の 活 性 化 さ れ た CD90＋ 選 択 さ れ た マ ウ ス 細 胞 か ら の 上 清 液 を 、
下 記 の よ う に し て zcytor17lig活 性 に つ い て 試 験 す る 。 さ ら に 、 そ の 活 性 化 さ れ た CD90＋
選 択 さ れ た マ ウ ス を 用 い て 、 下 記 例 16に 記 載 の よ う に し て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る
。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 ．

　 一 次 マ ウ ス 活 性 化 さ れ た CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、
ヒ ト zcytor17ligの マ ウ ス オ ル ト 体 を コ ー ド す る ４ － ヘ リ ッ ク ス 束 の サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ
リ ー の 新 規 メ ン バ ー で あ る 単 離 さ れ た cDNAを 示 す こ と が で き る 。 cDNAは 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
　 ：
　 ベ ク タ ー pZP7Nを 、 CD3＋ 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 の た め に 使 用 す る （ 例 6Aを 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
　 ：
　 イ ノ マ イ シ ン /PMAに お い て 刺 激 さ れ た 、 約 1.5× 10 8 個 の 一 次 マ ウ ス CD90＋ 選 択 さ れ た 細
胞 （ 例 15） を 、 遠 心 分 離 に よ り 単 離 す る 。 全 RNAを 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 単 離 し 、 そ し て 例 6B
に 記 載 の よ う に し て 、 二 本 鎖 cDNAに 転 換 す る 。 続 い て 、 こ の DNAを 、 例 6Bに 記 載 の よ う に
し て 、 BHK細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 増 殖 を 、 “ Alamar blue” 蛍 光 ア ッ セ イ （
例 2B） を 用 い て 評 価 す る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
　 分 泌 ト ラ ッ プ ク ロ ー ニ ン グ に よ る ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に は 、 ラ イ ブ ラ
リ ー の 複 雑 な 増 幅 さ れ た 形 が 、 COS－ ７ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 必 要 と さ れ る
。 4.8× 10 6 個 の ク ロ ー ン を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン 、 10μ g/mlの メ チ シ リ ン に よ り 補
充 さ れ た 110の 15cm LB寒 天 プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト す る 。 37℃ で の 一 晩 、 プ レ ー ト を 増 殖 し
た 後 、 細 菌 を 削 り 取 る こ と に よ り 収 穫 し 、 そ し て ペ レ ッ ト 化 す る 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Nuc
leobond-giga T M  (Clonetech) を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 ペ レ ッ ト 化 さ
れ た 細 菌 か ら 抽 出 す る 。 次 に 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 ス ラ イ ド 上 に COS－ ７ 細 胞 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 下 記 分 泌 技 法 （ 例 17） を 用 い て ス ク リ ー ン す る 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
　 ：
　 約 ５ × 10 5 個 の ク ロ ー ン を 、 10の LB/Amp Maxiプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト す る 。 コ ロ ニ ー を 、
持 ち 上 げ 、 変 性 し 、 中 和 し 、 そ し て 標 準 の 方 法 （ Sambrook, J. な ど ., 前 記 ） を 用 い て 架
橋 す る 。 50ngの 300bpの 5’ RACE PCRフ ラ グ メ ン ト （ 例 14） を 、 Prime-Itr RmTラ ン ダ ム プ
ラ イ マ ー ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ Stratagene） を 用 い て 、 3 2 Pに よ り ラ ベ ル す る 。 10の フ ィ ル
タ ー を 、 こ の ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ に よ り 、 ExpressHyb T M  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
（ Clontech） を 用 い て 、 65℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
　 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 0.2× SSC（ 30mMの NaCl, 3mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0） 0.1
％ SDSに よ り 60℃ で １ 時 間 、 ３ 度 ； 及 び 65℃ で １ 時 間 、 連 続 的 に 洗 浄 す る 。 フ ィ ル タ ー を
、 80℃ で 一 晩 、 暴 露 し 、 そ し て X－ 線 フ ィ ル ム を 現 像 す る 。 陽 性 コ ロ ニ ー を 含 む 寒 天 プ ラ
グ を 引 き 寄 せ 、 そ し て ク ロ ー ン を 10－ cmの LB/Ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト す る 。 次 に 、 コ ロ
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例 16 マ ウ ス CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の マ ウ ス zcytor17ligの ク ロ ー ニ
ン グ

A. CD90＋ 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 の た め の ベ ク タ ー

B. 一 次 マ ウ ス 活 性 化 さ れ た CD90＋ 選 択 さ れ た 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 調 製

C. 活 性 化 さ れ た マ ウ ス cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ



ニ ー を 、 フ ィ ル タ ー 上 に 持 ち 上 げ 、 そ し て 再 び 、 上 記 と 同 じ 方 法 に 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。 単 一 の DNAク ロ ー ン を 単 離 し 、 そ し て 標 準 の 方 法 を 用 い て 配 列 決 定 し 、 マ ウ ス cDNA
を 同 定 す る 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
　 ．

　 マ ウ ス ク ロ ー ン mzcytor17lig/pZP7を 、 COS細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て zcytor
17含 有 可 溶 性 受 容 体 （ ヒ ト zcytor17可 溶 性 受 容 体 zcytor17-Fc4） （ 例 10） 又 は 可 溶 性 受 容
体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ zcytor17/WSX-1又 は BaF3/zcytor17/OSMRβ ） の 前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た COS細 胞 へ の 結 合 を 、 分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ （ 例 12） に よ り 試 験 し た 。 こ の ア ッ セ
イ は 、 マ ウ ス zcytor17ligが ヒ ト zcytor17可 溶 性 受 容 体 に 結 合 し な い こ と を 確 め た 。
　 COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 約 0.7μ gの マ ウ ス zcytor17lig cDNA（ 例 16） を 用 い
て 、 例 12に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 分 泌 ト ラ ッ プ を 、 例 え ば TNB中 、 1μ g/mlの zcytor17可 溶 性 受 容 体 Fc4融 合 タ ン パ ク 質 （
例 10） （ 又 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な zcytor17含 有 可 溶 性 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー ）
、 及 び 検 出 可 能 な 抗 の た め の 、 TNB中 、 １ ： 200に 希 釈 さ れ た ヤ ギ － 抗 － ヒ ト Ig－ HRP（ Fc
特 異 的 ） を 用 い て 、 例 12に 従 っ て 行 っ た 。 調 製 さ れ 、 固 定 さ れ た 細 胞 へ の 可 溶 性 ヒ ト zcyt
or17受 容 体 の 陽 性 結 合 は 、 例 12に 従 っ て 、 フ ル オ レ セ イ ン チ ラ ミ ド 試 薬 に よ り 検 出 さ れ な
か っ た 。 細 胞 を 、 例 12に 従 っ て 、 保 存 し 、 そ し て 可 視 化 し た 。
　 結 果 は 、 マ ウ ス zcytor17ligが ヒ ト zcytor17可 溶 性 受 容 体 （ 又 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る
よ う な zcytor17含 有 可 溶 性 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー ） に 結 合 し な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 ．
　 ：
　 BHK570細 胞 （ ATCC No. CRL-10314） を 、 10cmの 組 織 培 養 皿 に プ レ ー ト し 、 そ し て 37℃ 、
5％ CO 2 で 一 晩 、 DMEM/FBS培 地 [（ DMEM, Gibco/BRL High Glucose 培 地 ； Gibco BRL, Gaith
ersburg, MD） 、 5％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Hyclone, Logan, Ut） 、 1mMの L－ グ ル タ ミ ン （ JRH Bi
osciences, Lenexa, KS） 、 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ GibcoBRL） ]に お い て 、 約 20％
の 集 密 性 ま で 増 殖 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 哺 乳 類 安 定 性 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ GibcoBRL） ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド mzcytor1
7lig/pZP7X (例 14)に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト の １ 日 後 、 細 胞 を 、 150mmの プ レ ー ト に お け る 選 択 培 地 （ 1μ Mの メ ト
ト レ キ セ ー ト を 含 む DMEM/FBS（ Sigma Chemical Co., St. Louis, MO） ） 中 に 、 １ ： 10及
び １ ： 20で 分 離 し た 。 細 胞 上 の 培 地 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ５ 日 後 、 新 鮮 な 選 択 培 地
に よ り 交 換 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 10日 後 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 耐 性 コ ロ ニ ー を 、
ト リ プ シ ン 処 理 し 、 そ し て 細 胞 を プ ー ル し 、 そ し て 大 規 模 培 養 フ ラ ス コ 中 に プ レ ー ト し た
。 細 胞 が 約 90％ の 集 密 性 に 増 殖 さ れ る と す ぐ に 、 そ れ ら を PBSに よ り ３ 度 す す ぎ 、 そ し て
血 清 フ リ ー の ESTEP2培 地 （ DMEM (GibcoBRL), 0.11g/Lの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3.7g/Lの
炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 2.5mg/Lの イ ン ス リ ン 、 5mg/Lの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 pH7.0） に よ り
培 養 し た 。 な ら し 培 地 を 、 ３ 日 後 に 集 め 、 そ し て 下 記 例 19に 記 載 さ れ る 、 Alamar Blueを
用 い て BaF3増 殖 ア ッ セ イ 中 に 導 入 し た 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 ．

　 BaF3/zcytor17, BaF3/zcytor17/OSMRβ 及 び BaF3/zcytor17/WSX-1細 胞 （ 例 ４ 及 び 5B） の
増 殖 を 、 マ ウ ス zcytor17ligを 発 現 す る BHK細 胞 （ 例 18） か ら の 血 清 フ リ ー な ら し 培 地 を 用
い て 評 価 し た 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
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例 17 マ ウ ス zcytor17ligは 、 分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ に お い て ヒ ト zcytor17可 溶 性 受 容
体 に 結 合 し な い

例 18 哺 乳 類 細 胞 に お け る マ ウ ス zcytor17ligの 発 現
マ ウ ス zcytor17ligの 哺 乳 類 発 現

例 19 マ ウ ス zcytor17ligは Alamar Blueを 用 い て の BaF3ア ッ セ イ に お け る ヒ ト zcytor17
受 容 体 を 活 性 化 し な い



　 BaF3/zcytor17, BaF3/zcytor17/OSMRβ 及 び BaF3/zcytor17/WSX-1細 胞 を 、 例 5Bに 記 載 の
よ う に し て 、 回 転 沈 降 し 、 洗 浄 し 、 そ し て mIL-3フ リ ー 培 地 に プ レ ー ト し た 。 マ ウ ス zcyto
r17ligを 発 現 す る BHK細 胞 （ 例 18） か ら の な ら し 培 地 を 、 mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 、 50%, 2
5%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.5%, 0.75%及 び 0.375%濃 度 に 希 釈 し た 。 増 幅 ア ッ セ イ を 、
例 5Bに 従 っ て 行 っ た 。 こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 陰 性 で あ り 、 こ の こ と は マ ウ ス zcytor17lig
が ヒ ト zcytor17, zcytor17/OSMRβ 又 は zcytor17/WSX-1受 容 体 複 合 体 を 活 性 化 し な い こ と
を 示 唆 す る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
　 ．

　 ：
　 KZ134プ ラ ス ミ ド は 、 次 の ４ 種 の 遺 伝 子 か ら の STAT転 写 因 子 結 合 要 素 を 含 む 相 補 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC12,749配 列 番 号 44） 及 び ZC12,748（ 配 列 番 号 45） に よ り 構 成 さ れ た KZ13
4プ ラ ス ミ ド か ら 構 成 さ れ ： 修 飾 さ れ た c-fos Sis誘 発 性 要 素 （ m67SIE又 は hSIE） (Sadowsk
i, H. な ど ., Science 261: 1739-1744, 1993)、  p21 WAF1遺 伝 子 か ら の p21 SIE1（ Chin
， Y. な ど ., Science 272: 719-722, 1996） 、 β － カ ゼ イ ン 遺 伝 子 の 乳 腺 応 答 要 素 （ Schm
itt-Ney, M. な ど ., Mol. Cell. Biol. 11: 3745-3755, 1991） 、 及 び Fcg RI遺 伝 子 の STA
T誘 発 性 要 素 （ Seidel， H. な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 3041-3045, 1995） 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
　 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Asp718－ XhoI適 合 性 末 端 を 含 み 、 そ し て 同 じ 酵 素 に よ
り 消 化 さ れ た c-Fosプ ロ モ ー タ ー （ Poulsen, L.K. な ど ., J. Biol. Chem. 273: 6229-623
2, 1998） を 有 し 、 そ し て ネ オ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー を 含 む 受 容 体 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ
レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー 中 に 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 連 結 さ れ た 。 KZ134プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 B
HK又 は BaF3細 胞 を 標 準 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 選 択 方 法 に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 BaF3/KZ134細 胞 系 を 製 造 す る 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
　 十 分 な 長 さ の zcytor17又 は zcytor17/OSMRβ 受 容 体 を 発 現 す る 安 定 し た BaF3/KZ134イ ン
ジ ケ ー タ ー 細 胞 系 を 、 例 ４ に 従 っ て 構 成 し た 。 ク ロ ー ン を 希 釈 し 、 プ レ ー ト し 、 そ し て 標
準 の 技 法 を 用 い て 選 択 し た 。 ク ロ ー ン を 、 ヒ ト zcytor17ligな ら し 培 地 イ ン ジ ュ ー サ ー と
し て の 精 製 さ れ た zcytor17ligタ ン パ ク 質 （ 下 記 例 35を 参 照 の こ と ） を 用 い て 、 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ ア ッ セ イ （ 下 記 例 20Bを 参 照 の こ と ） に よ り ス ク リ ー ン し た 。 最 高 の ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 応 答 （ STATル シ フ ェ ラ ー ゼ を 通 し て ） 及 び 最 低 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る ク ロ ー ン を
選 択 し た 。 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 系 を 選 択 し た 。 そ れ ら の 細 胞 系 は 、 そ れ ら の 細
胞 系 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 受 容 体 に 依 存 し て 、 BaF3/ KZ134/zcytor17又 は BaF3/ KZ
134/zcytor17/OSMRβ と 呼 ば れ た 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
　 同 様 に 、 BHK細 胞 系 を ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 構 成 し 、 そ し て 本 明 細
書 に 記 載 さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 そ れ ら の 細 胞 系 を 、 そ れ ら の 細 胞 系
中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 受 容 体 に 依 存 し て 、 BHK/ KZ134/ zcytor17又 は BHK/ KZ134/ 
zcytor17/ OSMRβ と 呼 ば れ た 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
　

：
　 BHK/ KZ134/ zcytor17又 は BaF3/ KZ134/zcytor17/OSMRβ 細 胞 を 、 回 転 沈 降 し 、 そ し て m
IL-3フ リ ー 培 地 に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 回 転 せ し め 、 そ し て ３ 度 、 洗 浄 し 、 mIL-3の 除 去
を 確 め た 。 次 に 、 細 胞 を 血 球 計 に よ り 計 数 し た 。 細 胞 を 、 mIL-3フ リ ー 培 地 を 用 い て ウ ェ
ル 当 た り 100μ lの 体 積 で 、 約 30,000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で 96－ ウ ェ ル 形 に プ レ ー ト し た 。 同
じ 方 法 を 、 続 く ア ッ セ イ に お い て 対 照 と し て 使 用 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い
な い BaF3/KZ134細 胞 に 関 し て 使 用 し た 。 BHK/ KZ134/ zcytor17又 は BHK/ KZ134/ zcytor17
/ OSMRβ 細 胞 を 、 100μ lの 培 地 に お い て 15,000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で 96ウ ェ ル 形 に プ レ ー ト
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例 20 ヒ ト zcytor17ligは ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て ヒ ト zcytor17/OSMRβ 受 容 体
を 活 性 化 す る
A. BaF3/KZ134/ zcytor17細 胞 系 の 構 成

B. ヒ ト zcytor17ligは BaF3/ KZ134/zcytor17/OSMRβ 又 は BHK/ KZ134/ zcytor17/ OSMR
β ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て ヒ ト zcytor17受 容 体 を 活 性 化 す る



し た 。 親 BHK/KZ134細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ４ ９ １ 】
　 BaF3/ KZ134/zcytor17、 BHK/ KZ134/ zcytor17/ OSMRβ 、 BHK/ KZ134/ zcytor17又 は BH
K/ KZ134/ zcytor17/ OSMRβ 細 胞 の STAT活 性 化 を 、 次 の も の を 用 い て 評 価 し た ： （ １ ） ヒ
ト zcytor17ligに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら の な ら し 培 地 （ 例 ７ ） 、 （
２ ） マ ウ ス zcytor17ligに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら の な ら し 培 地 （ 例
７ ） 、 （ ３ ） 精 製 さ れ た ヒ ト zcytor17lig（ 例 35） 、 又 は （ ４ ） 培 地 の み の 対 照 応 答 を 測
定 す る た め の mIL-3フ リ ー の 培 地 。 な ら し 培 地 を 、 RPMI　 mIL-3フ リ ー 培 地 に よ り 、 50%, 2
5%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.5%, 0.75%及 び 0.375%の 濃 度 に 希 釈 し た 。 精 製 さ れ た ヒ ト z
cytor17ligを 、 1200, 600, 300, 150, 75, 37.5, 18.75又 は 9.4pMの 濃 度 に 希 釈 し た 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
　 100μ lの 希 釈 さ れ た な ら し 培 地 又 は タ ン パ ク 質 を 、 BaF3/ KZ134/zcytor17、 BaF3/ KZ13
4/zcytor17/OSMRβ 、 BHK/ KZ134/ zcytor17又 は BHK/ KZ134/ zcytor17/ OSMRβ 細 胞 に 添
加 し た 。 な ら し 培 地 を 用 い て の ア ッ セ イ を 、 対 照 と し て の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い
BaF3/KZ134又 は BHK/KZ134細 胞 に 対 し て 同 時 に 行 っ た 。 合 計 の ア ッ セ イ 体 積 は 200μ lで あ
っ た 。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 37℃ , 5%CO 2 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 時 点 、 BaF3細
胞 を 、 2000rpmで の 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 そ し て 培 地 を 吸 引 し 、 そ し て 2
5μ lの 溶 解 緩 衝 液 （ Promega） を 添 加 し た 。 BHK細 胞 系 に 関 し て は 、 遠 心 分 離 段 階 は 、 細 胞
が 付 着 性 で あ る の で 、 必 要 で な い 。 室 温 で の 10分 後 、 プ レ ー ト は 、 40μ lの ル シ フ ェ ラ ー
ゼ ア ッ セ イ 基 質 （ Promega） を 、 ５ 秒 の 組 込 み で 添 加 さ れ た 発 光 計 （ Labsystems Luminosk
an, モ デ ル RS） 上 で そ れ ら を 読 み 取 る こ と に よ っ て 、 STATレ ポ ー タ ー 構 造 体 の 活 性 化 に つ
い て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
　 こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 BaF3/ KZ134/zcytor17細 胞 、 BaF3/ KZ134/zcytor17細 胞 又 は ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ な い BaF3/KZ134又 は BHK/KZ134対 照 細 胞 の い ず れ か に 比 較 し て 、 ヒ ト z
cytor17ligに 対 す る BaF3/ KZ134/zcytor17/OSMRβ 及 び BaF3/ KZ134/zcytor17/ OSMRβ 細
胞 の STATレ ポ ー タ ー 応 答 が 、 そ の 応 答 が zcytor17/OSMRβ 受 容 体 を 通 し て 介 在 さ れ る こ と
を 示 し た こ と を 確 認 し た 。 こ の 結 果 は ま た 、 マ ウ ス zcytor17ligが ヒ ト 受 容 体 複 合 体 を 通
し て STATレ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 活 性 化 し な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
　 ．
　 ：
　 新 鮮 な マ ウ ス 大 腿 骨 吸 引 物 （ 骨 髄 ） を 、 生 後 ６ ～ 10週 の 雄 Balb/C又 は C57BL/6マ ウ ス か
ら 得 る 。 次 に 、 骨 髄 を 、 RPMI＋ 10％ FBS（ JRH, Lenexa KS; Hyclone, Logan UT） に よ り 洗
浄 し 、 そ し て 完 全 な 骨 髄 細 胞 を 懸 濁 液 と し て RPMI＋ 10％ FBSに 懸 濁 す る 。 次 に 、 完 全 な 骨
髄 細 胞 懸 濁 液 を 、 密 度 グ ラ ジ エ ン ト （ Nycoprep, 1.077, Animal; Gibco BRL） に ゆ だ ね 、
次 の よ う に し て 、 低 密 度 の 、 ほ と ん ど 単 核 の 細 胞 の た め に 富 化 す る ： 完 全 な 骨 髄 細 胞 懸 濁
液 （ 約 8ml） を 、 15mlの 円 錐 形 管 に お け る 約 5mlの Nycoprepグ ラ ジ エ ン ト 溶 液 の 上 部 に ピ ペ
ッ ト に よ り 注 意 し て 取 り 、 そ し て 次 に 、 600× gで 20分 間 、 遠 心 分 離 す る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
　 次 に 、 低 密 度 単 核 細 胞 を 含 む 界 面 層 を 除 き 、 過 剰 の RPMI＋ 10％ FBSに よ り 洗 浄 し 、 そ し
て 400Xgで の ５ ～ 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ぺ レ ッ ト 化 す る 。 こ の ペ レ ッ ト を 、 RPMI＋ 10％ F
BSに 再 懸 濁 し 、 そ し て 約 10 6 個 の 細 胞 /mlで T－ 75フ ラ ス コ に プ レ ー ト し 、 そ し て 37℃ 、 ５
％ CO 2 で 約 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 懸 濁 液 に お け る そ の 細 胞 は 、 非 付 着 性 低 密 度 （ NAL
D） 骨 髄 細 胞 で あ る 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
　 ：
　 NALDマ ウ ス 骨 髄 細 胞 を 、 RPMI＋ 10％ FBS＋ 1ng/mlの マ ウ ス 幹 細 胞 因 子 （ mSCF） (R＆ D Sys
tems, Minneapolis, MN) ＋ 次 の １ つ か ら の 5％ な ら し 培 地 を 含 む 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー
ト に 、 25,000～ 45,000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で プ レ ー ト す る ： （ １ ） マ ウ ス zcytor17ligを 発 現
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例 21 マ ウ ス zcytor17ligは マ ウ ス 骨 髄 ア ッ セ イ に お い て 活 性 的 で あ る
A. 非 付 着 性 低 密 度 骨 髄 細 胞 の 同 定

B. 96－ ウ ェ ル ア ッ セ イ



す る BHK 570細 胞 （ 例 18） 、 （ ２ ） ヒ ト zcytor17ligを 発 現 す る BHK 570細 胞 （ 例 ７ ） 、 又
は （ ３ ） ベ ク タ ー を 含 み 、 そ し て い ず れ の リ ガ ン ド も 発 現 し な い 対 照 BHK 570細 胞 。
【 ０ ４ ９ ７ 】
　 次 に 、 そ れ ら の 細 胞 を 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン 処 理 に ゆ だ ね 、 骨 髄 か ら の 造 血 細 部 の 拡 張
又 は 分 化 に つ い て 試 験 す る 。 試 験 に 関 し て は 、 プ レ ー ト さ れ た NALDマ ウ ス 骨 髄 細 胞 を 、 ヒ
ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － 15（ hIL-15） (R&D Systems), 又 は 他 の サ イ ト カ イ ン の パ ネ ル の １
つ （ R&D Systems） に ゆ だ ね る 。 hIL-15又 は 他 の サ イ ト カ イ ン の 一 連 の 希 釈 溶 液 、 す な わ
ち 約 50ng/ml～ 約 0.5ng/mlの 濃 度 の 一 連 の 二 倍 希 釈 溶 液 を 試 験 す る 。 ８ ～ 12日 後 、 96－ ウ
ェ ル ア ッ セ イ を 、 例 5Bに 記 載 さ れ る よ う に Alamar Blueア ッ セ イ に よ り 、 細 胞 増 殖 に つ い
て 評 点 を 付 け る 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
　 ：
　 マ ウ ス 及 び ヒ ト zcytor17ligを 発 現 す る BHK細 胞 か ら の な ら し 培 地 は 、 対 照 の BHKな ら し
培 地 に 比 較 し て 、 単 独 で 、 又 は NALDマ ウ ス 骨 髄 に お け る 他 の サ イ ト カ イ ン と 共 に 、 相 乗 的
に 、 造 血 細 胞 集 団 の 拡 張 を 促 進 す る こ と が で き る 。 他 の サ イ ト カ イ ン を 伴 っ て 、 又 は そ れ
を 伴 わ な い で マ ウ ス zcytor17ligに よ り 拡 張 さ れ た 造 血 細 胞 集 団 、 及 び 他 の サ イ ト カ イ ン
を 伴 っ て 、 又 は そ れ を 伴 わ な い で ヒ ト zcytor17ligに よ り 拡 張 さ れ た そ れ ら の 造 血 細 胞 は
さ ら に 、 細 胞 培 養 に お い て 増 殖 さ れ る 。 そ れ ら の 造 血 細 胞 を 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン に よ り ラ
ベ ル さ れ た 抗 － Pan NK細 胞 抗 体 （ RharMingen） に よ り 染 色 し 、 そ し て 流 動 細 胞 計 測 分 析 に
ゆ だ ね 、 こ れ は 、 拡 張 さ れ た 細 胞 が こ の 天 然 の キ ラ ー （ NK） 細 胞 マ ー カ ー を 、 陽 性 的 に 染
色 し た こ と を 示 し た 。 同 様 に し て 、 他 の 特 異 的 造 血 細 胞 マ ー カ ー は 、 例 え ば CD4＋ 又 は CD8
＋  T細 胞 集 団 、 B細 胞 及 び 他 の 免 疫 細 胞 マ ー カ ー の 拡 張 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
　 同 じ 96－ ウ ェ ル ア ッ セ イ を 、 Poietic Technologies, Gaithersburg, MDか ら 購 入 さ れ た
新 鮮 な ヒ ト 骨 髄 細 胞 を 用 い て 行 う 。 再 び 、 陽 性 結 果 は 、 zcytor17ligが 単 独 で 、 又 は 他 の
サ イ ト カ イ ン 、 す な わ ち マ ウ ス 及 び ヒ ト zcytor17ligと 共 に 相 乗 的 に 、 上 記 に 開 示 さ れ る
よ う に 、 特 異 的 細 胞 マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 的 に 染 色 さ れ る 造 血 細 胞 集 団 を 拡 張 で き る こ と
を 示 す 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
　 ．
　 ：
　 コ ン セ ン サ ス Kozak配 列 及 び ヒ ト zcytor17ligコ ー ド 領 域 を 含 む PCRフ ラ グ メ ン ト を 生 成
す る よ う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 企 画 す る 。 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 （ ａ ） pMT12-
8（ 本 発 明 者 の 標 準 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー 、 又 は （ ｂ ） pKFO51 (リ ン パ 特 異 的 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー （ 例 22B） 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 5’ 末 端 で の
FseI部 位 及 び 3’ 末 端 で の AscI部 位 を 有 す る よ う 企 画 す る 。
【 ０ ５ ０ １ 】
　 PCR反 応 を 、 200ngの ヒ ト zcytor17lig鋳 型 （ 配 列 番 号 １ ） 、 及 び 十 分 な 長 さ 又 は 活 性 部
分 の zcytor17ligを 増 幅 す る よ う 企 画 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 行 う 。 PCR反 応 条 件
を 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 決 定 す る 。 PCR生 成 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QiaQuick T M  (Qiagen) ゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 精 製 す る 。
単 離 さ れ た 、 正 し い サ イ ズ の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 FseI及 び AscI (Boerhinger-Mannheim) 
に よ り 消 化 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ し て FseI及 び AscIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た pMT12-
8中 に 連 結 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 肝 臓 及 び 他 の 組 織 に お け る 興 味 あ る
遺 伝 子 を 発 現 す る よ う 企 画 さ れ た pMT12-8プ ラ ス ミ ド は 、 10kbの MT－ １  5’ DNA及 び 7kbの M
T-1　 3’ DNAを 両 端 に 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 MT－ １ プ ロ モ ー タ ー
、 ラ ッ ト イ ン ス リ ン IIイ ン ト ロ ン 、 所 望 す る ク ロ ー ン の 挿 入 の た め の ポ リ リ ン カ ー 及 び ヒ
ト 成 長 ホ ル モ ン （ hGH） ポ リ A配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ５ ０ ２ 】
　 約 １ μ lの 個 々 の 連 結 反 応 を 、 DH10B ElectroMax T M  コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ GIBCO BRL, Gai
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C. 96－ ウ ェ ル NALDマ ウ ス 骨 髄 ア ッ セ イ か ら の 結 果

例 22 zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る た め の 構 造 体
A. MT－ １ プ ロ モ ー タ ー か ら ヒ ト zcytor17ligを 発 現 す る た め の 構 造 体



thersburg, MD） 中 に 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て 100
μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 そ し て 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LB培 地 に お い て 増 殖 す る 。
ミ ニ プ レ プ DNAを 、 前 記 採 取 さ れ た ク ロ ー ン か ら 調 製 し 、 そ し て EcoRIの み 、 又 は 組 み 合 わ
さ れ た FseI及 び AscIに よ る 制 限 消 化 及 び 続 く ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り ヒ ト zcytor17
lig挿 入 体 に つ い て ス ク リ ー ン す る 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 正 し い pMT-ヒ ト zcytor17ligの 最 大 調 製 を 行 う 。 5’ 及 び 3’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 、 MT-1プ
ロ モ ー タ ー 、 ラ ッ ト イ ン ス リ ン IIイ ン ト ロ ン 、 ヒ ト zcytor17lig cDNA及 び hGHポ リ A配 列 を
含 む SalIフ ラ グ メ ン ト を 、 受 精 さ れ た ネ ズ ミ 卵 母 細 胞 中 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の
た め に 使 用 さ れ る よ う 調 製 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
及 び 生 成 は 、 Hogan, B. な ど . Manipulationg the Mouse Embryo, 2n d  ed., Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, NY, 1994に 記 載 の よ う に し て 行 わ れ る 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
　
：
　 コ ン セ ン サ ス Kozak配 列 及 び ヒ ト zcytor17ligコ ー ド 領 域 を 含 む PCRフ ラ グ メ ン ト を 生 成
す る よ う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 企 画 す る 。 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 pKFO51 (リ ン
パ 特 異 的 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー ） 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 5’ 末 端
で の FseI部 位 及 び 3’ 末 端 で の AscI部 位 を 有 す る よ う 企 画 す る 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
　 PCR反 応 を 、 200ngの ヒ ト zcytor17lig鋳 型 （ 配 列 番 号 １ ） 、 及 び 十 分 な 長 さ 又 は 活 性 部
分 の zcytor17ligを 増 幅 す る よ う 企 画 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 行 う 。 PCR反 応 を 、
当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 行 う 。 単 離 さ れ た 、 正 し い サ イ ズ の DNAフ ラ グ
メ ン ト を 、 FseI及 び AscI (Boerhinger-Mannheim) に よ り 消 化 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ
し て FseI及 び AscIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た pKFO51中 に 連 結 す る 。 pKFO51ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク ベ ク タ ー は 、 p1026X（ Iritani, B. M., な ど ., EMBO J. 16: 7019-31, 1997） に 起 因
し 、 そ し て T細 胞 － 特 異 的 lck近 位 プ ロ モ ー タ ー 、 B/T細 胞 － 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン μ H鎖 エ
ン ハ ン サ ー 、 所 望 す る ク ロ ー ン の 挿 入 の た め の ポ リ リ ン カ ー 、 及 び 不 活 性 成 長 ホ ル モ ン タ
ン パ ク 質 （ 3’ イ ン ト ロ ン 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 供 給 す る ） を コ ー ド す る 、 突 然
変 異 誘 発 さ れ た hGH遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
　 約 １ μ lの 個 々 の 連 結 反 応 を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 プ レ ー ト し 、 ク ロ ー ン を 採 取 し
、 上 記 の よ う に し て 、 制 限 消 化 に よ り ヒ ト zcytor17lig挿 入 体 に つ い て ス ク リ ー ン す る 。 p
KF051-zcytor17ligの 正 し い ク ロ ー ン を 、 配 列 決 定 に よ り 確 め 、 そ し て こ の ク ロ ー ン の 最
大 調 製 を 行 う 。 lck近 位 プ ロ モ ー タ ー 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン μ エ ン ハ ン サ ー （ Eμ LCK） 、 zcy
tor17lig cDNA及 び 突 然 変 異 誘 発 さ れ た hGH遺 伝 子 を 含 む Notフ ラ グ メ ン ト を 、 受 精 さ れ た
ネ ズ ミ 卵 母 細 胞 中 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ る よ う 調 製 す る 。
【 ０ ５ ０ ７ 】
　 ：
　 プ ラ イ マ ー ZC41,498 (配 列 番 号 86)及 び ZC41,496（ 配 列 番 号 87） を 用 い て 、 マ ウ ス 精 巣 c
DNAラ イ ブ ラ リ ー 鋳 型 の PCRを 行 う 。 そ れ ら の PCR反 応 を 、 pfuタ ー ボ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Strata
gene） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 、 10％ DMSOを 伴 っ て 又 は そ れ を 伴 わ な い で
、 約 50μ lの 体 積 に お い て 都 合 よ く 行 う ； そ し て ホ ッ ト ス タ ー ト 50s（ Molecular Bioprodu
cts, Inc. San Diego, CA） を 用 い る ワ ッ ク ス ホ ッ ト － ス タ ー ト の 追 加 の 適 用 も 伴 う 。 PCR
サ ー モ サ イ ク リ ン グ を 次 の 条 件 下 で 行 う ： 94℃ で ４ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 続 い て 94℃ で 30秒
、 48℃ で 30秒 、 72℃ で 50秒 （ 40サ イ ク ル ） ； 72℃ で ７ 分 の 追 加 の 最 終 拡 張 。 ２ 種 の PCR反
応 を プ ー ル し 、 そ し て 低 溶 融 ア ガ ロ ー ス 及 び Gelaseア ガ ロ ー ス 消 化 酵 素 （ Epicenter, Inc
. Madison, WI） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 精 製 す る 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
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B. リ ン パ － 特 異 的 Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー か ら の ヒ ト zcytor17ligを 発 現 す る た め の 構 造 体

C. EF1α プ ロ モ ー タ ー か ら の マ ウ ス zcytor17ligを 発 現 す る た め の 構 造 体



　 DNA配 列 決 定 さ れ た PCR生 成 物 は 、 配 列 番 号 10と 同 一 の ORFを 含 ん で 成 る ネ ズ ミ zcytor17 
cDNA配 列 （ 配 列 番 号 90） を 示 し 、 こ れ は 、 配 列 番 号 10が ネ ズ ミ zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド
コ ー ド し た こ と を 確 認 す る 。 次 に 、 PCRプ ラ イ マ ー ZC41583（ 配 列 番 号 88） 及 び ZC41584（
配 列 番 号 89） を 用 い て 、 mcytor17lig読 み 取 り 枠 及 び 最 終 コ ド ン （ 配 列 番 号 92） に 、 FseI
及 び AscI制 限 部 位 及 び 部 分 Kozak配 列 を 付 加 し た 。 Robocycler 40サ ー モ サ イ ク ラ ー （ Stra
tagene） を 用 い て 、 次 の 通 り に 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 グ ラ ジ エ ン ト 及 び サ イ ク リ ン グ を 行 う
。 Pfuタ ー ボ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） を 上 記 の よ う に 適 用 し た が 、 但 し 10％ DNSOに お
い て の み で あ っ た 。 サ イ ク リ ン グ を 、 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で ４ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 続
い て 94℃ で 30秒 、 65℃ ～ 51℃ の グ ラ ジ エ ン ト 、 30秒 、 72℃ で １ 分 （ 20サ イ ク ル ） ； 及 び 72
℃ で ７ 分 の １ 回 の 拡 張 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
　 こ の 第 ２ サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の た め の 鋳 型 は 、 上 記 の １ μ lの 初 期 ゲ ル 精 製 さ れ た m
cytor17lig PCR生 成 物 で あ っ た 。 ３ 種 の 最 低 温 度 反 応 か ら の 得 ら れ る PCR生 成 物 を プ ー ル
し 、 そ し て 上 記 Gelase（ Epicenter） 方 法 を 用 い て 精 製 し た 。 次 に 、 こ の 精 製 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト を 、 FseI及 び AscIに よ り 消 化 し 、 そ し て そ の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に FseI及 び AscI部
位 を 有 す る よ う 修 飾 さ れ た pZP7Xベ ク タ ー 中 に 連 結 し た 。 こ れ を 、 配 列 決 定 に 送 り 、 正 し
い 配 列 を 確 め た 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た ネ ズ ミ cDNA配 列 は 、 配 列 番 号 90で 示 さ れ た 、 そ し て 対
応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 91（ 配 列 番 号 11と 同 一 で あ る ） で 示 さ れ る 。
【 ０ ５ １ ０ 】
　 FseI及 び AscI（ Boerhinger-Mannheim） に よ り 消 化 さ れ た 、 単 離 さ れ た 正 し い サ イ ズ の D
NAフ ラ グ メ ン ト を 、 FseI及 び AscIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た EF1α プ ロ モ ー タ ー を 含 む プ
ラ ス ミ ド 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 正 し い EF1α マ ウ ス zcytor17ligの 最 少 調 製 を 行 っ た 。
発 現 カ セ ッ ト は 、 EF1α プ ロ モ ー タ ー （ 欠 失 さ れ た FseI部 を 有 す る ） 、 EF1α イ ン ト ロ ン 、
発 現 を 促 進 す る た め の SUR IRES様 部 位 、 所 望 す る ク ロ ー ン の 挿 入 の た め の FseI PmeI AscI
部 位 を 付 加 す る 5’ 末 端 上 に ラ ッ ト イ ン ス リ ン II部 位 を 端 に 有 す る ポ リ リ ン カ ー 、 及 び ヒ
ト 成 長 ホ ル モ ン （ hGH） ポ リ A配 列 を 含 む 。 EF1α プ ロ モ ー タ ー 発 現 カ セ ッ ト 及 び マ ウ ス zcy
tor17ligを 含 む 、 7.5kbの NotIフ ラ グ メ ン ト を 調 製 し 、 受 精 さ れ た ネ ズ ミ 卵 母 細 胞 中 へ の
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の た め に 使 用 し た 。 EF1α プ ラ ス ミ ド を 、 Taboit-Dameronな ど .
, 1999, Transgenic research 8: 223-235に 記 載 の よ う に し て 、 Louis-Marie of the Lab
oratoire de Differenciation Differenciation Cellulaireか ら 入 手 し た 。
【 ０ ５ １ １ 】
　
：
　 コ ン セ ン サ ス Kozak配 列 及 び マ ウ ス zcytor17ligコ ー ド 領 域 を 含 む PCRフ ラ グ メ ン ト を 生
成 す る よ う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 企 画 す る 。 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 pKFO51 (上
記 例 22Bを 参 照 の こ と ） 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 5’ 末 端 で の FseI部 位 及 び
3’ 末 端 で の AscI部 位 を 有 す る よ う 企 画 す る 。
【 ０ ５ １ ２ 】
　 FseI及 び AscI (Boerhinger-Mannheim)に よ り 消 化 さ れ た 、 EF1α 構 造 体 に 使 用 さ れ る 、
単 離 さ れ た 正 し い サ イ ズ の zcytor17lig DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 pKFO51, す な わ ち リ ン パ －
特 異 的 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 pKF051ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー は 、 p1026X（ Iritani, B.M., な ど ., EMBO J. 16: 7019-31,19
97）  に 起 因 し 、 そ し て T細 胞 － 特 異 的 lck近 位 プ ロ モ ー タ ー 、 B/T細 胞 － 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ
リ ン μ H鎖 エ ン ハ ン サ ー 、 所 望 す る ク ロ ー ン の 挿 入 す る た め の ポ リ リ ン カ ー 、 及 び 不 活 性
成 長 ホ ル モ ン タ ン パ ク 質 （ 3’ イ ン ト ロ 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 供 給 す る ） を コ ー
ド す る 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た GH遺 伝 子 を 含 む 。 lck近 位 プ ロ モ ー タ ー 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン
μ エ ン ハ ン サ ー （ Eμ LCK） 、 マ ウ ス zcytor17lig cDNA及 び 突 然 変 異 誘 発 さ れ た hGH遺 伝 子
を 含 む 、 6.5kbの NotIフ ラ グ メ ン ト を 調 製 し 、 受 精 さ れ た ネ ズ ミ 卵 母 細 胞 中 へ の マ イ ク ロ
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の た め に 使 用 し た （ 例 41） 。
【 ０ ５ １ ３ 】
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D. リ ン パ － 特 異 的 Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー か ら マ ウ ス zcytor17ligを 発 現 す る た め の 構 造 体



　 ．
　 ：
　 ヒ ト zCytor17ligを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の す べ て 又 は 一 部 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ
ド を 、 相 同 組 換 え に よ り 構 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 zCytor17lig－ CEE/pZMP21と 呼 ば れ た
。
　 zCytor17lig－ CEE/pZMP21の 構 成 を 、 PCR増 幅 を 用 い て 、 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト
（ 配 列 番 号 95） （ そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 96で 示 さ れ る ） を 生 成 す る こ と に
よ っ て 達 成 し た 。 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト の 生 成 の た め に 使 用 さ れ る DNA鋳 型 は 、 zC
ytor17Lig/pZP7nxで あ っ た 。
【 ０ ５ １ ４ 】
　 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト の 生 成 の た め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー は 、 次 の も の で あ
っ た ： （ １ ） 5’ か ら 3’ 末 端 側 に 、 28bpの ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 （ 挿 入 体 の 5’ 側 ）
及 び zCytor17Ligの 5’ 配 列 に 対 応 す る 21bpを 含 む ZC41607（ 配 列 番 号 97） （ セ ン ス 配 列 ）
； 及 び 5’ か ら 3’ 末 端 側 に 、 37bpの ベ ク タ ー フ ラ ン ギ ン グ 配 列 （ 挿 入 体 3’ 側 ） 、 3bpの 停
止 コ ド ン 、 C－ 末 端 EE標 識 を コ ー ド す る 21bp、 及 び zCytor17Lig配 列 3’ 末 端 に 対 応 す る 21b
pを 含 む ZC41605（ 配 列 番 号 98） （ ア ン チ セ ン ス 配 列 ） 。 上 記 PCR増 殖 に 起 因 す る フ ラ グ メ
ン ト は 、 C末 端 EE標 識 の 追 加 を 有 す る 鋳 型 zCytor17Ligの コ ピ ー で あ り 、 zCytor17Lig-CEE
の 最 終 生 成 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ５ １ ５ 】
　 PCR反 応 を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 100μ lの 最 終 体 積 に 、 次 の も の を 添 加 し た ： 15mMの M
gClを 有 す る 10× Taqポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 緩 衝 液 10μ l、 １ μ lの Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 5単 位
/μ l、 Gibco） 、 ３ μ lの 10mMの dNTP, 78μ lの 蒸 留 水 、 プ ラ イ マ ー ZC41607（ 配 列 番 号 97）
の 20pモ ル /μ lス ト ッ ク 3μ l、 プ ラ イ マ ー ZC41605（ 配 列 番 号 98） の 20pモ ル /μ lス ト ッ ク 3
μ l、 及 び zCytor17lig鋳 型 DNAの 0.13μ g/μ lス ト ッ ク ２ μ l。 50μ lに 等 し い 体 積 の 鉱 油 を
、 前 記 混 合 物 に 添 加 し た 。 反 応 を 、 94℃ へ の ５ 分 間 の 加 熱 ； 続 い て 94℃ で １ 分 ； 55℃ で ２
分 ； 72℃ で ３ 分 （ 35サ イ ク ル ） ； 続 い て 、 72℃ で の 10分 の 拡 張 、 及 び 反 応 を 集 め る ま で 、
４ ℃ で の 維 持 。
【 ０ ５ １ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド pZMP21を 、 BglII酵 素 に よ り 制 限 消 化 し 、 超 遠 心 分 離 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て
、 QiaQuick PCR精 製 キ ッ ト （ Qiagen） に よ り 清 浄 し 、 そ し て PCRフ ラ グ メ ン ト に よ る 組 換
え の た め に 使 用 し た 。 プ ラ ス ミ ド pZMP21を 、 pRS316 (American Type Collection, 10801 
University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209に 寄 託 さ れ 、 そ し て No. 77145と し て 受
託 さ れ る )か ら 取 ら れ た 酵 母 遺 伝 子 要 素 、 ポ リ オ ウ ィ ル ス か ら の IRES要 素 、 及 び ト ラ ン ス
メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 で 切 断 さ れ た 、 CD8の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 構 成 さ
れ た pZMP20か ら 構 成 し た 。 pZMP21は 、 MPSVプ ロ モ ー タ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル ペ プ チ
ド イ ン ト ロ ン 、 コ ー ド 配 列 の 挿 入 の た め の 複 数 の 制 限 部 位 、 停 止 コ ド ン 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル
モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド
は ま た 、 複 製 の E. コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る
哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 SV40タ ー ミ ネ ー タ ー 、 及 び S. セ レ ビ シ ア エ に お け る 選 択
及 び 複 製 の た め に 必 要 と さ れ る URA3及 び CEN-ARS配 列 を 有 す る 。
【 ０ ５ １ ７ 】
　 50μ lの コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 （ S.セ レ ビ シ ア エ ） を 、 そ れ ぞ れ 約 100ngの 切 断 さ れ た プ
ラ ス ミ ド 、 ５ μ lの 前 記 PCR混 合 物 と 共 に 組 合 し 、 そ し て 0.2cmの エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
キ ュ ベ ッ ト に 移 し た 。 酵 母 /DNA混 合 物 を 、 0.75kV(5kV/cm)、 “ 無 限 ” Ω 、 25μ Fで 、 電 気
パ ル ス し た 。 個 々 の キ ュ ベ ッ ト に 、 1.2Mの ソ ル ビ ト ー ル 600μ lを 添 加 し 、 そ し て 酵 母 を 、
２ 種 の URA－ Dプ レ ー ト 上 の １ つ の 100μ lの ア リ コ ー ト 及 び １ つ の 300μ lア リ コ ー ト に プ レ
ー ト し 、 そ し て 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 約 72時 間 後 、 単 一 の プ レ ー ト か ら の Ura＋ 酵
母 形 質 転 換 体 を 、 1mlの 水 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 短 時 間 、 回 転 せ し め 、 酵 母 細 胞 を ペ レ ッ ト
化 し た 。
【 ０ ５ １ ８ 】
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例 23 zcytor17lig-CEEを 発 現 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 構 成
A. zCytor17lig-CEE/pZMP21の 構 成



　 そ の 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 500μ lの 溶 融 緩 衝 液 （ ２ ％ Triton X-100, 1%SDS, 100mMの NaCl、
10mMの ト リ ス 、 pH8.0， 1mMの EDTA） に 再 懸 濁 し た 。 こ の 溶 融 混 合 物 500μ lを 、 300μ lの 酸
洗 浄 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ 及 び 300μ lの フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム を 含 む Eppendorf管 に 添
加 し 、 １ 分 間 、 ２ 又 は ３ 度 、 か き 混 ぜ 、 続 い て ５ 分 間 、 最 大 速 度 で 、 Eppendorf遠 心 分 離
機 に お い て 回 転 せ し め た 。 300μ lの 水 性 相 を 、 新 し い 管 に 移 し 、 そ し て DNAを 600μ lの 100
％ エ タ ノ ー ル （ EtOH） に よ り 沈 殿 せ し め 、 続 い て 、 ４ ℃ で 10分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 次 に 、
DNAペ レ ッ ト を 、 500μ lの 70％ エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 し 、 続 い て 4℃ で １ 分 間 、 遠 心 分 離 し
た 。 DNAペ レ ッ ト を 30μ lの 水 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ５ １ ９ 】
　 エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 （ MC1061） の 形 質 転 換 を 、 ５ μ lの 酵 母 DNA調 製 物 及
び 50μ lの MC1061細 胞 に よ り 行 っ た 。 細 胞 を 、 2.0kV, 25mF及 び 400オ ー ム で 電 気 パ ル ス し
た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 後 、 600μ lの SOC（ ２ ％ Bucto T M  Trypton (Difco, Detroit
, MI), 0.5％ 酵 母 抽 出 物 （ Difco） 、 10mMの NaCl、 2.5mMの KCl、 10mMの MgCl 2 、 10mMの MgSO

4 、 20mMの グ ル コ ー ス ） を 、 添 加 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た E.コ リ 細 胞 を 、 250μ l
及 び 50μ lの ア リ コ ー ト で 、 ２ 個 の LB AMPプ レ ー ト （ LBブ イ ヨ ン （ Lennox） 、 1.8％ Bato A
gar (Difco)、 100mg/Lの ア ン ピ シ リ ン ） 上 に プ レ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 37℃ で 約 24時 間
、 逆 に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ 個 の ア ン ピ シ リ ン － 耐 性 コ ロ ニ ー を 、 ラ ン ダ ム に 選 択
し 、 そ し て 挿 入 体 の 配 列 分 析 の た め に 提 出 し た 。 大 規 模 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Qiagen Maxiキ
ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 配 列 確 認 さ れ た ク ロ ー ン か ら
単 離 し た 。
【 ０ ５ ２ ０ 】
　 ：
　 十 分 な 長 さ の zCytor17ligタ ン パ ク 質 を 、 zCytor17Lig-CEE /pZMP21（ 例 23A） に よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK細 胞 に お い て 生 成 し た 。 BHK細 胞 （ ATCC CRL-10314） を 、 T75組
織 培 養 皿 に プ レ ー ト し 、 そ し て 増 殖 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ FBS、 １ ％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト
マ イ シ ン ） に お い て 、 37℃ で 一 晩 、 ５ ％ CO 2 下 で 、 約 50～ 70％ の 集 密 性 ま で 増 殖 す る 。 次
に 、 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） 培 地 （ SL7V4） に お い て 、 リ ポ ソ ー ム － 介 在 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン （ Lipofectamine T M ； Life Technologiesを 用 い て ） に 従 っ て 、 zCytor17Lig-CE
E /pZMP21に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 プ ラ ス ミ ド （ 16μ g） を 、 1.5mlの 管 に お い て SF
培 地 に 希 釈 し 、 640μ lの 合 計 最 終 体 積 に し た 。 脂 質 混 合 物 35μ lを 、 SF培 地 605μ lと 共 に
混 合 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 混 合 物 を 、 室 温 で 約 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ５ ２ １ 】
　 次 に 、 5mlの SF培 地 を 、 DNA： 脂 質 混 合 物 に 添 加 し た 。 細 胞 を 10mlの SF培 地 に よ り １ 度 す
す ぎ 、 PBSを デ カ ン と し 、 そ し て DNA： 脂 質 混 合 物 を 添 加 し た 。 細 胞 を 、 37℃ で 5時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 15mlの 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ の FBS、 １ ％ の pen/strep） を 個 々 の プ レ ー
ト に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て DNA： 脂 質 混 合 物 を 、 次
の 日 、 選 択 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ の FBS、 １ ％ の pen/strep、 １ μ Mの MTX） に よ り 交 換 し た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 10日 後 、 T75ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン フ ラ ス コ か ら の メ ト ト レ キ
セ ー ト 耐 性 コ ロ ニ ー を 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 そ し て 細 胞 を プ ー ル し 、 そ し て T－ 162フ ラ ス
コ 中 に プ レ ー ト し 、 そ し て 大 規 模 培 養 に 移 し た 。
【 ０ ５ ２ ２ 】
　 ．
　 ：
　 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） に C－ 末 端 で 融 合 さ れ る zcytor17可 溶 性 受 容 体 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 相 同 組 換 え に よ り 構 成 す る 。 融 合 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る zcytor17可 溶 性 受 容 体 の い ず れ か に 融 合 さ れ る 約 388個
の N－ 末 端 ア ミ ノ 酸 MBP部 分 を 含 む 。 zcytor17 cDNAの フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ４ ） を 、 本
明 細 書 に 記 載 の よ う な PCRを 用 い て 単 離 す る 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
　 次 の ２ 種 の プ ラ イ マ ー を 、 標 準 の PCR反 応 に お け る zcytor17フ ラ グ メ ン ト の 生 成 に 使 用
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B.ヒ ト zcytor17ligの 哺 乳 類 発 現

例 24 E.コ リ に お け る zcytor17可 溶 性 受 容 体 の 発 現
A.huzcytor17/MBP-6H融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー pCMH01の 構 成



す る ： （ １ ） １ つ は 、 約 40bpの ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 及 び 約 25bpの ア ミ ノ 末 端 に 対 す
る 配 列 を 含 み 、 及 び （ ２ ） も う １ つ は 、 前 記 フ ラ ン キ ン グ ベ ク タ ー 配 列 に 対 応 す る 3’ 末
端 約 40bp及 び zcytor17の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 応 答 す る 配 列 約 25bpを 含 む 。 100μ lの PCR反
応 物 ２ μ lを 、 分 析 す る た め に 、 １ × TBE緩 衝 液 中 、 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 試 験 し 、 そ
し て 予 測 さ れ る お お よ そ の フ ラ グ メ ン ト が 見 ら れ る 。 残 る PCR反 応 物 を 、 第 ２ の PCR管 に お
い て 組 合 し 、 そ し て 無 水 エ タ ノ ー ル 400μ lに よ り 沈 殿 せ し め る 。 沈 殿 さ れ た DNAを 、 下 記
の よ う に し て 、 SmaI切 断 さ れ た 受 容 体 ベ ク タ ー pTAP170中 へ の 組 換 え の た め に 使 用 し 、 MBP
－  zcytor17融 合 体 を コ ー ド す る 構 造 体 を 生 成 す る 。
【 ０ ５ ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド pTAP170は 、 プ ラ ス ミ ド pRS316及 び pMAL-c2に 由 来 す る 。 プ ラ ス ミ ド pRS316は
、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Saccharomyces cerevisiae） シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る
（ Hieter P. and Sikorski, R., Genetics 122: 19-27, 1989） 。 pMAL-C2 (NEB)は 、 E.コ
リ 発 現 プ ラ ス ミ ド で あ る 。 そ れ は 、 tacプ ロ モ ー タ ー 駆 動 MalE（ MBPコ ー ド の 遺 伝 子 ） 、 続
い て 、 His標 識 、 ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 及 び rrnBタ ー ミ ネ ー タ ー を 担 持
す る 。 ベ ク タ ー pTAP170を 、 酵 母 相 同 組 換 え を 用 い て 構 成 す る 。
【 ０ ５ ２ ５ 】
　 100ngの EcoRI切 断 さ れ た 、 pMAL-c2を 、 １ μ gの PvuI切 断 さ れ た pRS316, 1μ gの リ ン カ ー
と 共 に 組 合 し 、 そ し て １ μ gの ScaI/EcoRI切 断 さ れ た pRS316を 、 PCR反 応 に お い て 再 組 合 す
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド zc19,372（ 配 列 番 号 157） （ 100pモ ル ） 、 zc19,351（ 配 列 番 号 158）
（ 1pモ ル ） 、 zc19,352 (配 列 番 号 159)（ 1pモ ル ） 及 び zc19,371（ 配 列 番 号 160） （ 100pモ
ル ） か ら 成 る リ ン カ ー を 、 PCR反 応 に お い て 組 合 し た 。 条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ： 94℃ で 3
0秒 、 50℃ で 30秒 及 び 72℃ で 30秒 （ 10サ イ ク ル ） ； 続 い て ４ ℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR生 成 物
を 、 100％ エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 濃 縮 し た 。
【 ０ ５ ２ ６ 】
　 100μ lの コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 （ S.セ レ ビ シ ア エ ） を 、 約 １ μ gの ヒ ト zcytor17挿 入 体
及 び 100ngの SmaI消 化 さ れ た pTAP170ベ ク タ ー を 含 む 混 合 物 数 10μ Lと 共 に 組 合 し 、 そ し て 0
.2cmの エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン キ ュ ベ ッ ト に 移 し た 。 酵 母 /DNA混 合 物 を 、 0.75kV（ ５ kV /
cm） 、 無 限 オ ー ム 、 25μ Fで 電 気 パ ル ス し た 。 個 々 の キ ュ ベ ッ ト に 、 1.2Mの ソ ル ビ ト ー ル 6
00μ lを 添 加 し た 。 次 に 、 酵 母 を 、 ２ つ の URADプ レ ー ト 上 に 、 ２ つ の 300μ lの ア リ コ ー ト
で プ レ ー ト し 、 そ し て 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ５ ２ ７ 】
　 約 48時 間 後 、 単 一 プ レ ー ト か ら Ura + 酵 母 形 質 転 換 体 を 採 取 し 、 DNAを 単 離 し 、 そ し て エ
レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 （ 例 え ば 、 MC1061, Casadabanな ど ., J. Mol. Biol. 13
8, 179-207） を 形 質 転 換 し 、 そ し て 標 準 方 法 を 用 い て 、 MM/CA＋ AMP 100mg/lプ レ ー ト （ Pr
yor and Leiting, Protein Ezpression and Purification. 10:309-319, 1997） 上 に プ レ
ー tす る 。 細 胞 を 、 25μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン と 共 に 、 MM/CAに お い て 、 ２ 時 間 、 37℃ で 、 振
盪 し な が ら 増 殖 す る 。
【 ０ ５ ２ ８ 】
　 そ の 培 養 物 1mlを 、 1mMの IPTGに よ り 誘 発 す る 。 ２ ～ ４ 時 間 後 、 個 々 の 培 養 物 250μ lを 、
酸 に よ り 洗 浄 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ 250μ 、 及 び 5％ β ME及 び 色 素 を 含 む Thomer緩 衝 液 （ ８ M
の 尿 酸 、 100mMト リ ス 、 pH7.0, 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ mMの EDTA， ５ ％ SDS） 250μ lと 共 に
混 合 す る 。 サ ン プ ル を １ 分 間 、 振 盪 し 、 そ し て 65℃ に 10分 間 、 加 熱 す る 。 そ の 20μ lを 、
４ ％ ～ 12％ PAGEゲ ル （ NOVEX） 上 の ラ イ ン 当 た り に 負 荷 す る 。 ゲ ル を 、 １ × MES緩 衝 液 に お
い て 試 験 す る 。 陽 性 ク ロ ー ン を 、 pCZR225と 命 名 し 、 そ し て 配 列 決 定 分 析 に ゆ だ ね る 。
【 ０ ５ ２ ９ 】
　 １ μ lの 配 列 決 定 DNAを 用 い て 、 BL21株 を 形 質 転 換 す る 。 細 胞 を 、 2.0kV, 25μ F及 び 400
オ ー ム で 電 気 パ ル ス す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 続 い て 、 25μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン を
含 む MM/CA溶 液 0.6ml上 に プ レ ー ト す る 。 細 胞 を 、 MM/CAに お い て 増 殖 し 、 そ し て 上 記 の よ
う に し て 、 IPTGに よ り 誘 発 す る 。 陽 性 ク ロ ー ン を 用 い て 、 Huzcytor 17/MBP-6H融 合 タ ン パ
ク 質 の タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 標 準 技 法 に よ り 増 殖 す る 。
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【 ０ ５ ３ ０ 】
　 ：
　 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 操 作 は ４ ℃ で 行 わ れ た 。 次 の 方 法 を 、 組 換 え huzcytor
17/MBP-6H可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 使 用 し た 。 pCMH01構 造 体 を 含 み 、
そ し て huzcytor17/MBP-6H可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る E． コ リ 細 胞 を 、 標 準 の 分
子 生 物 学 的 方 法 を 用 い て 構 成 し 、 そ し て SuperBroth II (12g/lの カ ゼ イ ン 、 24g/lの 酵 母
抽 出 物 、 11.4g/lの リ ン 酸 二 カ リ ウ ム 、 1.7g/lの リ ン 酸 一 カ リ ウ ム ； Becton Dickenson, C
ockeysville, MD) に お い て 培 養 し た 。 得 ら れ る 細 胞 を 収 穫 し 、 そ し て 0.5％ グ リ セ ロ ー ル
に お い て 凍 結 し た 。 20ｇ の 凍 結 細 胞 を 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ５ ３ １ 】
　 融 解 さ れ た 細 胞 を 、 500mlの ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 （ 20mMの ト リ ス 、 100mMの Nacl, pH
8.0） に 再 懸 濁 し た 。 -7℃ ～ -10℃ の 温 度 設 定 及 び 30K PSIを 有 す る Frenck Press細 胞 分 解
シ ス テ ム （ Constant Systems Ltd., Warwick, UK） を 用 い て 、 細 胞 を 溶 解 し た 。 再 懸 濁 さ
れ た 細 胞 を 、 Franch Pressを 用 い て の サ イ ク リ ン グ の 前 及 び 後 、 A 6 0 0 読 み 取 り に よ り 破 壊
に つ い て 調 べ た 。 上 清 液 を 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 残 核 ペ レ ッ ト か ら 収 穫 し た 。
【 ０ ５ ３ ２ 】
　 ア ミ ロ ー ス 樹 脂 の 25mlカ ラ ム （ New England Biolabs, Beverly, MA） (下 記 の よ う に し
て 調 製 さ れ た ) を 、 Bio－ Rad, 2.5cm D× 10cm Hの ガ ラ ス カ ラ ム に 入 れ た 。 カ ラ ム を 充 填
し 、 そ し て 10カ ラ ム 体 積 （ CV） の ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 （ 20mMの ト リ ス 、 100mMの NaCl
、 pH8.0） に よ り 平 衡 化 し た 。 収 穫 さ れ た 細 胞 上 清 液 を 、 一 晩 、 揺 り 動 か し な が ら 、 ア ミ
ロ ー ス 樹 脂 に バ ッ チ 負 荷 し た 。
【 ０ ５ ３ ３ 】
　 負 荷 さ れ た 樹 脂 を 、 ガ ラ ス カ ラ ム に 戻 し 、 10CVの ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し
、 そ し て 約 ２ CVの ア ミ ロ ー ス 溶 出 緩 衝 液 （ ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 、 10mMの マ ル ト ー ス 、
Fluka Biochemical, Swizerland) に よ り 重 力 に よ り 溶 出 し た 。 10の 5mlの 画 分 を 、 溶 出 プ
ロ フ ィ ー ル に わ た っ て 集 め 、 そ し て 280及 び 320nMで 吸 光 度 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 ア ミ ロ
ー ス 樹 脂 を 、 １ CVの 蒸 留 水 、 5CVの 0.1％ （ w/v） の SDS（ Sigma） 、 5CVの 蒸 留 水 、 5CVの ア
ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 、 及 び 最 終 的 に 1CVの ア ミ ロ ー ス 貯 蔵 緩 衝 液 （ ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩
衝 液 、 0.02％ （ w/v） の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ） に よ り 再 生 し た 。 再 生 さ れ た 樹 脂 を ４ ℃ で 貯
蔵 し た 。
【 ０ ５ ３ ４ 】
　 興 味 あ る 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 4Lの PBS（ pH7.4） （ Sigma） （ ４ 回
の 交 換 を 伴 っ て ） に 対 し て 、 ８ 時 間 に わ た っ て 、 10K透 析 チ ャ ン バ ー （ Slide-A-Lyzer, Pi
erce Immunochemical） に お い て 透 析 し た 。 透 析 に 続 い て 、 収 穫 さ れ た 材 料 は 、 精 製 さ れ
た huzcytor17/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド を 表 し た 。 精 製 さ れ た huzcytor17/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド
を フ ィ ル タ ー 殺 菌 し 、 そ し て 適 切 な 分 子 量 の 生 成 物 に つ い て 、 SDS-PAGEク ー マ シ ー 染 色 に
よ り 分 析 し た 。 huzcytor17/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 を 、 BCA分 析 に よ り 、 0.76mg/mlで
あ る も の と し て 決 定 し た 。
　 精 製 さ れ た huzcytor17/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド を 、 ウ サ ギ の 免 疫 化 の た め に 適 切 に 配 合 し
た 。 そ し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 成 の た め に 、 R&R Research and Development (Stanwoud
, WA) に 送 っ た 。
【 ０ ５ ３ ５ 】
　 ．
　 ：
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 精 製 さ れ た 組 換 え huzcytor17/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド （ 例 24） に
よ り 、 ２ 匹 の 雌 New zealand 白 色 ウ サ ギ を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る 。 ウ サ ギ は
、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 200mgの 初 期 腹 腔 内 （ IP） 注 射
、 続 い て 、 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 100μ gの 追 加 免 疫 IP注
射 を 、 ３ 週 ご と に 与 え ら れ る 。 第 ２ の 追 加 免 疫 注 射 (合 計 ３ 回 の 注 射 )の 投 与 後 ７ ～ 10日 で
、 動 物 は 放 血 さ れ 、 そ し て 血 清 が 集 め ら れ る 。 次 に 、 動 物 を 、 追 加 免 疫 し 、 そ し て ３ 週 ご
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B． E． コ リ 発 酵 か ら の huzcytor17/MBP-6H可 溶 性 受 容 体 の 精 製

例 25 ヒ ト zcytor17可 溶 性 受 容 体 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
A. 調 製 及 び 精 製



と に 放 血 す る 。
【 ０ ５ ３ ６ 】
　 huzcytor17/MBP-6H特 異 的 ウ サ ギ 血 清 を 、 CNBr-SEPHAROSE 1g当 た り 約 10mgの 非 － 特 異 的
精 製 さ れ た 組 換 え MBP-融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 調 製 さ れ る CNBr－ SEPHAROSE 4Bタ ン パ ク 質
カ ラ ム （ Pharmacia LKB） を 用 い て 、 抗 － MBP抗 体 を 予 備 吸 着 し た 。 huzcytor17/MBP-6H-特
異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 10mgの 特 異 的 抗 原 精 製 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 huzcytor17/M
BP-6Hを 用 い て 調 製 さ れ た CNBr－ SEPHAROSE 4Bタ ン パ ク 質 カ ラ ム （ Pharmacia LKB） を 用 い
て 、 予 備 吸 着 さ れ た ウ サ ギ 血 清 か ら 親 和 性 精 製 し た 。 精 製 に 続 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 、 少 な く と も ８ 時 間 に わ た っ て 、 抗 体 体 積 の PBSに よ り 20回 （ ４ 回 の 交 換 を 伴 っ て ） 、
透 析 し た 。 ヒ ト zcytor17-特 異 的 抗 体 を 、 抗 体 標 的 物 と し て 、 500ng/mlの 精 製 さ れ た 組 換
え タ ン パ ク 質 huzcytor17/MBP-6Hを 用 い て 、 ELISAに よ り 特 徴 づ け た 。 ウ サ ギ 抗 － huzcytor
17/MBP-6H親 和 性 精 製 さ れ た 抗 体 の 検 出 の 下 限 （ LLD） は 、 そ の 特 異 的 精 製 さ れ た 組 換 え 組
換 え 抗 原 huzcytor17/MBP-6Hに 基 づ い て 500pg/mlで あ る 。
【 ０ ５ ３ ７ 】
　 ：
　 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト ZcytoR17 MBP－ ６ H抗 体 を 、 ク ー マ シ ー 染 色 方 法 を 用 い て の SDS－ PAGE（
Nupage4-12%, invitrogen, Carlsbad, CA） 及 び ヤ ギ 抗 － IgG－ HRPを 用 い て の ウ ェ ス タ ー
ン ブ ロ ッ ト に よ り 試 験 し た 。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 200～ 25ng） 又 は zcytor17を 含 む な
ら し 培 地 の い ず れ か を 、 Invitrogen Novex's Xcell II mini-cellを 用 い て 電 気 泳 動 し 、
そ し て 装 置 の マ ニ ュ ア ル に 提 供 さ れ る 指 針 に 従 っ て 、 Novex's Xcell IIブ ロ ッ ト モ デ ル を
用 い て 室 温 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ 0.2mm； Invitorogenn, Carlsbad, CA） に 、 攪 拌 し な が
ら ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー を 、 25mMの ト リ ス 塩 基 、 200mMの グ リ シ ン 及 び 20
％ メ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 に お い て 、 300mAで １ 時 間 、 行 っ た 。
【 ０ ５ ３ ８ 】
　 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 Western A緩 衝 液 (50mMの ト リ ス 、 pH7.4、  5mMの EDTA、 pH8.0、 0.
05％ の Igepal CA-630、  150mMの NaCl及 び 0.25％ の ゼ ラ チ ン )に よ り 、 ４ ℃ で 一 晩 、 軽 く 揺
り 動 か し な が ら ブ ロ ッ ク し た 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を す ば や く す す ぎ 、 次 に ウ サ ギ 抗 － ヒ ト
zcytoR17 MBP－ ６ H（ １ ： 1000） を 、 Western A緩 衝 液 に 添 加 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 軽 く 振 盪
し な が ら 、 室 温 で 1.5時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ５ ３ ９ 】
　 ブ ロ ッ ト を 、 Western Aに よ り そ れ ぞ れ ５ 分 間 、 ３ 度 す す ぎ 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 － ウ サ ギ IgG
 HRP抗 体 （ 1： 1000） を 、 Western A緩 衝 液 に 添 加 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 軽 く 揺 り 動 か し な が
ら 、 室 温 で 1.25時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 Western Aに よ り そ れ ぞ れ ５ 分 間
、 ３ 度 す す ぎ 、 次 に 水 に よ り す ば や く 、 す す い だ 。 ブ ロ ッ ト を 市 販 の 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 基
質 試 薬 （ １ ： １ に 混 合 さ れ た ECLWesternブ ロ ッ ト 検 出 試 薬 １ 及 び ２ ： Amersham Pharmacia
 Biotech Buckinghamshire, Englandか ら 得 ら れ た 試 薬 ） を 用 い て 展 開 し 、 そ し て ブ ロ ッ
ト を X－ 線 フ ィ ル ム に 15分 ま で の 間 、 照 射 し た 。
　 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト zcytoR17 MBP-6Hは 、 な ら し 培 地 に 存 在 す る ヒ ト zcytor17, 及 び 還 元 条
件 下 で 120ｋ Daで の バ ン ド と し て の zcytoR17精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。
【 ０ ５ ４ ０ 】
　 ．
　 ヒ ト 組 織 か ら の cDNAの パ ネ ル を 、 PCRを 用 い て 、 zcytor17発 現 に つ い て ス ク リ ー ン し た
。 パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ネ ズ ミ 組 織 か ら の 94種 の マ ラ ソ ン cD
NA及 び cDNAサ ン プ ル を 包 含 し 、 そ し て 細 胞 系 は 下 記 表 ６ に 示 さ れ る 。 前 記 cDNAは 自 家 ラ イ
ブ ラ リ ー か ら で あ り 、 又 は マ ラ ソ ン cDNAは 自 家 RNA調 製 物 、 す な わ ち Clontech RNA又 は Inv
itrogen RNAか ら で あ っ た 。 マ ウ ス マ ラ ソ ン cDNAは 、 マ ラ ソ ン － Ready T M  キ ッ ト （ Clontec
h, Palo Alto, CA） を 用 い て 製 造 さ れ 、 そ し て マ ウ ス ト ラ ン ス フ ェ リ ン プ ラ イ マ ー ZC10,6
51（ 配 列 番 号 46） 及 び ZC10,565（ 配 列 番 号 47） に よ り QC試 験 し 、 そ し て 次 に 、 ト ラ ン ス フ
ェ リ ン バ ン ド の 強 さ に 基 づ い て 希 釈 さ れ た 。
【 ０ ５ ４ １ 】
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B. ウ サ ギ 抗 － ヒ ト ZcytoR17 MBP－ ６ H抗 体 の SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト

例 26 PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る マ ウ ス zcytor17の 組 織 分 布



　 パ ネ ル サ ン プ ル に お け る 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー サ ン プ ル の 性 質 を 評 価 す る た め に 、 品
質 管 理 （ QC） に つ い て の 次 の ３ 種 の 試 験 を 行 っ た ： （ １ ） ラ イ ブ ラ リ ー の た め に 使 用 さ れ
る RNA品 質 を 評 価 す る た め に 、 自 家 cDNAを 、 個 々 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に つ い て の ベ ク タ ー
配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ る ベ ク タ ー オ リ ゴ に よ る PCRに よ り 、 平 均 挿 入 体 に つ い て 試 験 し
； （ ２ ） パ ネ ル サ ン プ ル に お け る cDNAの 濃 度 の 標 準 化 を 、 5’ ベ ク タ ー オ リ ゴ ZC14,063（
配 列 番 号 48） 及 び 3’ α － チ ュ ー ブ リ ン 特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,574（ 配 列 番 号 49）
又 は 3’ G3PDH特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,600（ 配 列 番 号 50） を 用 い て 、 十 分 な 長 さ の α
チ ュ ー ブ リ ン 又 は G3PDH cDNAを 増 幅 す る た め に 、 標 準 の PCR方 法 を 用 い て 達 成 し ； そ し て
（ ３ ） サ ン プ ル を 、 可 能 な リ ボ ソ ー ム 又 は ミ ト コ ン ド リ ア DNA汚 染 に つ い て 調 べ る た め に
配 列 決 定 に 送 っ た 。
【 ０ ５ ４ ２ 】
　 パ ネ ル を 、 ヒ ト ゲ ノ ム の DNA（ Clontech, Palo, Alto, CA） 陽 性 対 照 サ ン プ ル を 含 む 96
－ ウ ェ ル 形 式 に お い て 組 み た て た 。 個 々 の ウ ェ ル は 約 0.2～ 100pg/μ lの cDNAを 含 ん だ 。 PC
R反 応 を 、 オ リ ゴ ZC38,065（ 配 列 番 号 51） 及 び ZC38,068（ 配 列 番 号 52） 、 Takara Ex Taq T M

 (TAKARA Shuzo Co. LTD, Biomedicals Group, Japan), 及 び Radiload 色 素 （ Research G
enetics, Inc., Huntsville, AL） を 用 い て 組 み た て た 。 増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃
で ５ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 94℃ で 30秒 （ ５ サ イ ク ル ） ； 94℃ で 30秒 、 56℃ で 30秒 及 び 72℃ で
30秒 （ 35サ イ ク ル ） 、 続 い て 72℃ で ５ 分 （ １ サ イ ク ル ） 。 約 10μ lの PCR反 応 生 成 物 を 、 ４
％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て の 標 準 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。
【 ０ ５ ４ ３ 】
　 正 し い 推 定 さ れ る DNAフ ラ グ メ ン ト サ イ ズ を 、 脳 、 CD90＋ 細 胞 、 樹 状 突 起 、 胚 、 MEWt＃ 2
、 Tuvak-前 立 腺 細 胞 系 、 唾 液 腺 、 皮 膚 及 び 精 巣 に お い て 観 察 し た 。
　 皮 膚 及 び 精 巣 に つ い て の DNAフ ラ グ メ ン ト を 切 除 し 、 そ し て Gel Extractionキ ッ ト （ Qia
gen, Chatsworth, CA） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 フ ラ グ メ ン ト を
、 そ れ ら が 実 際 、 zcytor17で あ る こ と を 示 す た め に 、 配 列 決 定 に よ り 確 か め た 。
【 ０ ５ ４ ４ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ５ 】
　 ．
　

：
　 ABI PRISM7700 Sequence Detection System (PE Applied Biosystems, Inc., Foster C
ity, CA) を 用 い て 同 時 定 量 的 RT－ PCRは 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る （ Heid, C.A. な ど .
, Genome Research 6: 986-994, 1996; Gibson, U.E.M. な ど ., Genome Research 6:995-
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例 27 同 時 定 量 的 RT/PCRを 用 い て の 種 々 の 組 織 に お け る ヒ ト Zcytor17発 現
A． 従 来 の 及 び 定 量 的 RT－ PCRの た め の ヒ ト Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17ligの た め の

プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ



1001; Sundaresan, S. な ど ., Edocrinology 139: 4756-4764, 1998を 参 照 の こ と ） 。 こ
の 方 法 は 、 レ ポ ー タ ー 及 び 消 光 剤 蛍 光 色 素 の 両 者 を 含 む 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ の 使 用 を 組
み 込 む 。 プ ロ ー ブ が 損 な わ れ て い な い 場 合 、 レ ポ ー タ ー 色 素 発 光 は 、 消 光 色 素 の 密 接 し た
接 近 性 の た め に 無 効 に さ れ る 。 追 加 の 遺 伝 子 － 特 異 的 前 方 向 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い
て の PCR延 長 の 間 、 プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ か ら レ ポ ー タ ー 色 素 を 開 放 す る Taqポ リ メ ラ ー ゼ
の 5’ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ り 分 解 さ れ 、 蛍 光 発 光 の 上 昇 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ５ ４ ６ 】
　 ヒ ト Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17lig発 現 の 同 時 定 量 化 RT－ PCR分 析 の た め に 使 用 さ れ
る プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 、 プ ラ イ マ ー 企 画 ソ フ ト ウ ェ ア ー Primer Express T M  (PE App
lied Biosystems, Foster City, CA) を 用 い て 企 画 し た 。 ヒ ト Zcytor17の た め の プ ラ イ マ
ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ ン ト ロ ン － エ キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画 し た
。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC37,877（ 配 列 番 号 53） 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC37,876（ 配 列 番
号 54） を 、 73bpの 生 成 物 を 合 成 す る た め に 約 300nMの 濃 度 で PCR反 応 （ 下 記 ） に 使 用 し た 。
ZG37,776（ 配 列 番 号 55） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る Zcytor17 TaqMa（ 商 標 ） プ ロ ー ブ を 合 成
し 、 そ し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ ベ ル し た 。 ZG37,776（ 配 列 番 号 55） プ ロ ー ブ
を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン ） （ FAM） （ PE Applied Bios
ystems） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 消 光 剤 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － テ ト ラ メ チ ル － ロ ー
ダ ミ ン ） （ TAMRA） （ Epoch Biosciences, Bothell, WA） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ４ ７ 】
　 ヒ ト OSMRβ の た め の プ ラ イ マ ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ ン ト ロ ン － エ
キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画 し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,891（ 配 列 番 号 122） 及 び 逆 方
向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,900（ 配 列 番 号 123） を 、 73bpの 生 成 物 を 合 成 す る た め に 約 300nMの 濃
度 で PCR反 応 （ 下 記 ） に 使 用 し た 。 ZG43,896（ 配 列 番 号 124） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る OSMR
β TaqMa（ 商 標 ） プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 そ し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ ベ ル し た 。 ZG
43,896（ 配 列 番 号 124） プ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ
イ ン ） （ FAM） （ PE Applied Biosystems） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光 消 光 剤 色 素 （ E
CLIPSE） （ Epoch Biosciences） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ４ ８ 】
　 ヒ ト Zcytor17ligの た め の プ ラ イ マ ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ ン ト ロ ン
－ エ キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画 し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,280（ 配 列 番 号 125） 及 び
逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,281（ 配 列 番 号 126） を 、 73bpの 生 成 物 を 合 成 す る た め に 約 200nM
の 濃 度 で PCR反 応 （ 下 記 ） に 使 用 し た 。 ZG43,275（ 配 列 番 号 127） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る
Zcytor17lig　 TaqMa（ 商 標 ） プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 そ し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ
ベ ル し た 。 ZG43,275（ 配 列 番 号 127） プ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ
－ フ ル オ レ セ イ ン ） （ FAM） （ PE Applied Biosystems） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光
消 光 剤 色 素 （ ECLIPSE） （ Epoch Biosciences） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ４ ９ 】
　 試 験 さ れ る RNAサ ン プ ル の 統 合 性 及 び 性 質 を 試 験 す る た め の 対 照 と し て 、 す べ て の RNAサ
ン プ ル を 、 PE Applied Biosystems (rRNAキ ッ ト )か ら 指 図 さ れ た 、 又 は 社 内 （ GUS） と 命
名 さ れ た プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ 組 を 用 い て 、 rRNA又 は GUSに つ い て ス ク リ ー ン し た 。 rRN
Aキ ッ ト は 、 前 方 向 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 56） 、 rRNA逆 方 向 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 57） 、
及 び rRNA TaqMan（ 商 標 ） プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 58） を 含 む 。 rRNAプ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー
蛍 光 色 素 VIC（ PE Applied Biosystems） に よ り そ の 5’ 末 端 で 、 及 び 消 光 剤 蛍 光 色 素 TAMRA
（ PE Applied Biosystems） に よ り そ の 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ５ ０ 】
　 GUSプ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 、 社 内 で 生 成 し 、 そ し て そ れ ぞ れ 200nM及 び 100nMで 個 々
の PCR反 応  に を い て 使 用 し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー は ZC40,573（ 配 列 番 号 128） で あ り 、 そ
し て 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は ZC40,575（ 配 列 番 号 129） で あ っ た 。 GUSプ ロ ー ブ ZG43,017（ 配 列
番 号 130） プ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ Yakima-Yellow） （ Epoch　 Biosciences） に
よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光 消 光 剤 色 素 （ ECLIPSE） （ Epoch Biosciences） に よ り 3’ 末
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端 で ラ ベ ル し た 。 そ の rRNA及 び GUS結 果 は ま た 、 内 因 性 対 照 と し て も 作 用 し 、 そ し て 試 験
サ ン プ ル に 見 ら れ る Zcytor17 mRNA発 現 結 果 の 標 準 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ ５ ５ １ 】
　 従 来 の 非 定 量 的 RT－ PCRの た め に 、 プ ラ イ マ ー を 、 プ ラ イ マ ー 企 画 ソ フ ト ウ ェ ア ー Prime
r Express T M  (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) を 用 い て 企 画 し た 。 ヒ ト zcyto
r17プ ラ イ マ ー は 、 約 1000塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ ラ
イ マ ー ZC28,917 (配 列 番 号 83)及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC28,480（ 配 列 番 号 131） 。 ヒ ト OSMR
β プ ラ イ マ ー は 、 202塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ ラ イ マ
ー ZC41,653 (配 列 番 号 132)及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC41,655 (配 列 番 号 133)。 ヒ ト Zcytor17
リ ガ ン ド プ ラ イ マ ー は 305塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ ラ
イ マ ー ZC41,703（ 配 列 番 号 134） 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC41,704（ 配 列 番 号 135） 。
【 ０ ５ ５ ２ 】
　

：
　 ネ ズ ミ Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17lig発 現 の 同 時 定 量 化 RT－ PCR分 析 の た め に 使 用 さ
れ る プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 、 プ ラ イ マ ー 企 画 ソ フ ト ウ ェ ア ー Primer Express T M  (PE A
pplied Biosystems, Foster City, CA) を 用 い て 企 画 し た 。 ネ ズ ミ Zcytor17の た め の プ ラ
イ マ ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ ン ト ロ ン － エ キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画
し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,272（ 配 列 番 号 136） 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,273（
配 列 番 号 137） を 、 73bpの 生 成 物 を 合 成 す る た め に 約 300nMの 濃 度 で PCR反 応 （ 下 記 ） に 使
用 し た 。
【 ０ ５ ５ ３ 】
　 ZG43,478（ 配 列 番 号 138） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る Zcytor17 TaqMa（ 商 標 ） プ ロ ー ブ を
合 成 し 、 そ し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ ベ ル し た 。 ZG43,478（ 配 列 番 号 138） プ ロ
ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン ） （ FAM） （ PE Applied 
Biosystems） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 消 光 剤 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － テ ト ラ メ チ ル －
ロ ー ダ ミ ン ） （ TAMRA） （ Epoch Biosciences, Bothell, WA） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た
。 ZG43,478（ 配 列 番 号 138） プ ロ ー ブ を 、 100nMの 濃 度 で PCR反 応 に 使 用 し た 。
【 ０ ５ ５ ４ 】
　 ネ ズ ミ Zcytor17リ ガ ン ド の た め の プ ラ イ マ ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ
ン ト ロ ン － エ キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画 し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,278（ 配 列 番 号 13
9） 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,279（ 配 列 番 号 140） を 、 500nMの 濃 度 で PCR反 応 に 使 用 し
た 。 ZG43,276（ 配 列 番 号 141） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る Zcytor17リ ガ ン ド 　 TaqMa（ 商 標 ）
プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 そ し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ ベ ル し た 。 ZG43,478（ 配 列 番
号 138） プ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン ） （ FAM） （
PE Applied Biosystems） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光 消 光 剤 色 素 （ ECLIPSE） （ Epoch
 Biosciences） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。 ZG43,276（ 配 列 番 号 141） プ ロ ー ブ を 、 200n
Mの 濃 度 で PCR反 応 （ 下 記 ） に 使 用 し た 。
【 ０ ５ ５ ５ 】
　 ネ ズ ミ OSMRβ の た め の プ ラ イ マ ー を 、 ゲ ノ ム DNAの 増 幅 を 排 除 す る た め に イ ン ト ロ ン －
エ キ ソ ン 連 結 に 及 ぶ よ う 企 画 し た 。 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,045（ 配 列 番 号 142） 及 び 逆
方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,046（ 配 列 番 号 143） を 、 300nMの 濃 度 で PCR反 応 に 使 用 し た 。 ZG43,
141（ 配 列 番 号 144） と 称 す る 、 そ の 対 応 す る OSMRβ TaqMa（ 商 標 ） プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 そ
し て PE Applied Biosystemsに よ り ラ ベ ル し た 。 ZG43,141（ 配 列 番 号 144） プ ロ ー ブ を 、 レ
ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ ６ － カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン ） （ FAM） （ PE Applied Biosystems
） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光 消 光 剤 色 素 （ ECLIPSE） （ Epoch Biosciences） に よ り 3
’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。 ZG43,141（ 配 列 番 号 144） プ ロ ー ブ を 、 100nMの 濃 度 で PCR反 応 （ 下
記 ） に 使 用 し た 。
【 ０ ５ ５ ６ 】
　 試 験 さ れ る RNAサ ン プ ル の 統 合 性 及 び 性 質 を 試 験 す る た め の 対 照 と し て 、 す べ て の RNAサ
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B． 従 来 の 及 び 定 量 的 RT－ PCRの た め の ネ ズ ミ Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド の
た め の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ



ン プ ル を 、 プ ラ イ マ ー 企 画 ソ フ ト ウ ェ ア ー Primer Express T M  (PE Applied Biosystems, F
oster City, CA) を 用 い て 企 画 さ れ た プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 用 い て 、 、 ネ ズ ミ GUS又
は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 の い ず れ か に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 ネ ズ ミ GUSプ ラ イ マ ー は
、 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC43,004（ 配 列 番 号 145） 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 Z
C43,005（ 配 列 番 号 146） 、 及 び TaqMan（ 商 標 ） プ ロ ー ブ ZC43,018（ 配 列 番 号 147） 。 ネ ズ
ミ GUSプ ロ ー ブ ZC43,018（ 配 列 番 号 147） を 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 （ Yakima-Yellow） （ Epo
ch　 Biosciences） に よ り 5’ 末 端 で 、 及 び 非 － 蛍 光 消 光 剤 色 素 （ ECLIPSE） （ Epoch Biosc
iences） に よ り 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ５ ７ 】
　 ネ ズ ミ GUSプ ラ イ マ ー を 、 300nMの 濃 度 で PCR反 応 に 使 用 し 、 そ し て プ ロ ー ブ 、 ZC43,018
（ 配 列 番 号 147） を 100nMの 濃 度 で 使 用 し た 。 多 く の 場 合 、 ネ ズ ミ ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体
を 、 内 因 性 対 照 と し て 、 GUSの 代 わ り に 使 用 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 前 方 向 プ ラ イ
マ ー 、 ZC40,269（ 配 列 番 号 148） 、 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ZC40,268（ 配 列 番 号 149） を 、
300nMの 濃 度 で 使 用 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 プ ロ ー ブ 、 ZC40,298（ 配 列 番 号 150） を
、 100nMの 濃 度 で PCR反 応 に 使 用 し 、 そ し て レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 VIC（ PE Applied Biosyste
ms） に よ り そ の 5’ 末 端 で 、 及 び 消 光 剤 蛍 光 色 素 TAMRA（ PE Applied Biosystems） に よ り
そ の 3’ 末 端 で ラ ベ ル し た 。 ネ ズ ミ GUS及 び ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 結 果 は ま た 、 内 因 性 対
照 と し て も 作 用 し 、 そ し て 試 験 サ ン プ ル に 見 ら れ る Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン
ド mRNA発 現 の 標 準 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ ５ ５ ８ 】
　 従 来 の 半 － 定 量 的 RT－ PCRの た め に 、 プ ラ イ マ ー を 、 プ ラ イ マ ー 企 画 ソ フ ト ウ ェ ア ー Pri
mer Express T M  (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) を 用 い て 企 画 し た 。 ネ ズ ミ Z
cytor17プ ラ イ マ ー は 、 約 276塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ
ラ イ マ ー ZC43,140 (配 列 番 号 151)及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC43,139（ 配 列 番 号 152） 。 ネ ズ
ミ OSMRβ プ ラ イ マ ー は 、 575塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前 方 向 プ
ラ イ マ ー ZC41,608 (配 列 番 号 153)及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC41,609 (配 列 番 号 154)。 ネ ズ ミ
Zcytor17リ ガ ン ド プ ラ イ マ ー は 657塩 基 対 の 生 成 物 を 生 成 し 、 そ し て 次 の 通 り で あ る ： 前
方 向 プ ラ イ マ ー ZC41,502（ 配 列 番 号 155） 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ZC41,500（ 配 列 番 号 156）
。
【 ０ ５ ５ ９ 】
　 ：
　 Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド  mRNAの 相 対 的 レ ベ ル を 、 １ － 段 階 RT－ PCR方 法
（ PE Applied Biosystems） を 用 い て 、 全 RNAサ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。
Zcytor17－ 、 及 び OSMRβ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BAF細 胞 （ ヒ ト ） 又 は BHK細 胞 （ ネ ズ ミ
） か ら の 全 RNAを 、 標 準 方 法 に よ り 単 離 し 、 そ し て Zcytor17、 及 び OSMRβ の 定 量 化 の た め
に 使 用 さ れ る 標 準 曲 線 を 生 成 す る た め に 使 用 し た 。 曲 線 は 、 100～ 0.01ng/μ lの 一 連 の 10
倍 希 釈 か ら 成 り 、 そ し て 個 々 の 標 準 曲 線 点 は 、 三 重 反 復 し て 分 析 さ れ た 。 同 様 に 、 Zcytor
17リ ガ ン ド に 関 し て は 、 活 性 化 さ れ た CD4+T細 胞 RNA(Zcytor17リ ガ ン ド を 製 造 す る た め に
前 で 示 さ れ た )を 用 い て 、 同 じ 100～ 0.01ng/μ lで の 標 準 曲 線 を 生 成 し た 。
【 ０ ５ ６ ０ 】
　 ヒ ト 又 は ネ ズ ミ 細 胞 か ら の 全 RNAを 、 ヒ ト 又 は ネ ズ ミ Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17リ
ガ ン ド 転 写 体 レ ベ ル 及 び 次 の 内 因 性 対 照 遺 伝 子 の １ つ に つ い て 、 三 重 反 復 し て 分 析 し た ：
rRNA、 GUS 又 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 。 10μ lの 合 計 体 積 に お い て は 、 個 々 の RNAサ ン プ
ル を 、 次 の も の を 含 む 1－ 段 階 RT－ PCR反 応 に ゆ だ ね た ： 内 部 対 照 色 素 （ ROX） (カ ル ボ キ シ
－ ｘ － ロ ー ダ ミ ン )及 び Thermo-Start（ 商 標 ） DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Abgene、 Surrey、 UK） を
服 務 予 備 配 合 さ れ た ２ Xマ ス タ ー 混 合 物 中 、 約 50－ 100ngの 全 RNA； 興 味 あ る 遺 伝 子 の た め
の 適 切 な プ ラ イ マ ー （ こ の 例 の A及 び B部 分 を 参 照 の こ と ） ； 適 切 な プ ロ ー ブ （ 濃 度 冠 す る
A及 び B部 分 を 参 照 の こ と ） ； Superscript（ 商 標 ） 逆 転 写 酵 素 （ 50U/μ l） （ PE Applied B
iosystems） ； 及 び 適 切 な 体 積 の RNア ー ゼ フ リ ー に 水 。 PCR熱 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 次 の 通 り
で あ っ た ： 48℃ で 30分 間 の １ つ の サ イ ク ル の 初 期 逆 転 写 （ RT） 段 階 ； 続 い て 、 95℃ で 10分
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C． 同 時 定 量 的 RT－ PCR及 び 従 来 の 半 － 定 量 的 RT－ PCRの た ｑ め の プ ロ ト コ ー ル



間 の Thermo-Start（ 商 標 ） 酵 素 活 性 化 段 階 ； 続 い て 、 95℃ で 15秒 間 及 び 60℃ で １ 分 間 の 40
サ イ ク ル の 増 幅 。
【 ０ ５ ６ １ 】
　 相 対 的 Zcytor17、 OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド  RNAレ ベ ル を 、 製 造 業 者 PE Biosystems 
(User Belletin #2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Relative Quantitati
on of Gene Expression, December 11, 1997) に よ り 記 載 さ れ る よ う な 標 準 曲 線 方 法 を 用
い て 決 定 し た 。 rRNA、 GUS又 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 の 測 定 を 用 い て 、 興 味 あ る 遺 伝 子
の レ ベ ル を 標 準 化 し た 。
【 ０ ５ ６ ２ 】
　 半 － 定 量 的 RT－ PCR反 応 は 、 “ Superscript One-Step Rt-PCR System with Platinum Ta
g”  (Invitrogen, Carlsbad, CA) を 使 用 し た 。 個 々 の 25μ lの 反 応 は 、 次 の も の か ら 構 成
さ れ た ： 12.5μ lの ２ × 反 応 緩 衝 液 、 0.5μ l（ 20pモ ル /μ l） の 前 方 向 プ ラ イ マ ー 、 0.5μ l
（ 20pモ ル /μ l） の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 0.4μ lの RT/Taqポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 、 5.0μ lの Red
iload Gel Loadin 緩 衝 液 （ Invitrogen） 、 5.1μ lの RNア ー ゼ フ リ ー の 水 、 及 び 1.0μ lの
合 計 の RMA（ 100ng/μ l） 。 増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 45℃ で 30分 （ １ サ イ ク ル ） 、 続 い て
、 94℃ で 20秒 、 種 々 の ク リ ー ニ ン グ 温 度 （ 下 記 表 ７ を 参 照 の こ と ） で 20秒 、 72℃ で 45秒 （
35～ 38サ イ ク ル ） 、 次 に 、 72℃ で ５ 分 の 最 終 拡 張 。 ８ ～ 10μ lの PCR反 応 生 成 物 を 、 ２ ％ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 、 標 準 の ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。
【 ０ ５ ６ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ４ 】
　 ：
　 血 液 は 、 い く つ か の 匿 名 の ド ナ ー か ら 採 血 さ れ 、 そ し て 標 準 の Ficollグ ラ ジ エ ン ト 方 法
を 用 い て 単 離 さ れ た 抹 消 血 液 単 核 細 胞 （ PBMC） で あ っ た 。 次 に 、 単 球 を 、 Monocyte Isola
tionキ ッ ト 及 び Magnetic Cell Separation System (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) を 用
い て 単 離 し た 。 次 に 単 球 を 、 超 － 低 付 着 性 24－ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の 内 毒 素 フ リ ー の 培 地 上
に プ レ ー ト し た 。 そ れ ら を 、 刺 激 し な い か 、 又 は 組 換 え ヒ ト IFNg（ R&D Systems Inc.） に
よ り 10ng/mlで 刺 激 し た 。 細 胞 を 、 24及 び 48時 間 で 集 め た 。 類 似 す る 態 様 で 、 CD4＋ 及 び CD
8＋  T細 胞 を 、 Milternyi Biotecか ら の 抗 － CD4又 は 抗 － CD8磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 、 PBMCか
ら 単 離 し た 。
【 ０ ５ ６ ５ 】
　 次 に 、 細 胞 を 、 ５ μ g/mlの 抗 － CD28抗 体 を 含 む 培 地 を 含 む 、 0.5μ g/mlの 抗 － CD3抗 体 に
よ り 被 覆 さ れ た 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 、 ４ 又 は 16時 間 、 活 性 化 し た 。 NK細 胞 を ま た 、
Miltenyiの 抗 － CD56被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 、 PBMCか ら 単 離 し た 。 NK細 胞 の い く ら
か を RNAの た め に ゼ ロ 時 点 で 集 め 、 そ し て 他 の NK細 胞 を 、 ホ ル ボ ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ
ー ト （ PMA） （ 5ng/ml） 及 び イ ノ マ イ シ ン （ 0.5μ g/ml） を 含 む 培 地 に 24時 間 プ レ ー ト し た
。 さ ら に 、 い つ く か の ヒ ト 単 球 － 様 細 胞 、 す な わ ち U937、 THP－ １ 及 び HL－ 60を 、 そ れ ら
の 休 止 又 は 活 性 化 さ れ た 状 態 で 集 め た 。
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D. ヒ ト 及 び ネ ズ ミ PBMCサ ブ セ ッ ト 及 び 細 胞 系 か ら の RNAの 単 離



【 ０ ５ ６ ６ 】
　 U937細 胞 を 、 PMA（ 10ng/ml） に よ り 一 晩 、 活 性 化 し た 。 HL－ 60を 、 PMA（ 10ng/ml） に よ
り 一 晩 、 又 は IFNg（ 10ng/ml） に よ り 72及 び 96時 間 、 活 性 化 し 、 そ れ ら を 単 球 経 路 に 追 い
や っ た 。 THP-１ 細 胞 を 、 LPS（ 10ng/ml） 及 び IFNg（ 10ng/ml） の 組 合 せ に よ り 一 晩 、 活 性
化 し た 。 RNAを 、 Rneasy Midiprep T M  キ ッ ト （ Qiagen, Valencia, CA） を 用 い て 、 そ の 製
造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 す べ て の 一 次 細 胞 か ら 調 製 し た 。 担 持 す る DNAを 、 DNA－ Free T M

キ ッ ト （ Ambion, Inc., Austin ,Tx）  を 用 い て 除 去 し た 。 RNA濃 度 を 、 標 準 の 分 光 計 を 用
い て 決 定 し 、 そ し て RNA品 質 を Bioanalyzer 2100（ Agilent Technologies, Palo Alto, CA
） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ５ ６ ７ 】
　 ネ ズ ミ T細 胞 RNAを 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 用 い て 集 め た 。 一 次
脾 臓 細 胞 CD4＋ 及 び CD8＋ T細 胞 を 、 抗 体 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ 、 及 び Miltengi Biotecか ら
の 磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム を 用 い て 、 C57B1/6の 脾 臓 か ら 単 離 し た 。 次 に CD4＋ 及 び CD8+ T細
胞 を 、 5μ g/mlで 抗 － CD28抗 体 を 含 む 培 地 を 含 む 、 抗 － CD3抗 体 （ 500ng/ml） に よ り 被 覆 さ
れ た 24－ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 活 性 化 し た 。 細 胞 を 、 ０ ，
４ 及 び 16時 間 で 、 RNAに つ い て 収 穫 し た 。
【 ０ ５ ６ ８ 】
　 同 時 に 、 CD4＋  T細 胞 を 単 離 し 、 そ し て 次 に 、 次 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 Th1又 は Th2
表 現 型 に 対 し て ス キ ュ ー （ Skew） し た 。 C57B1/6 T細 胞 は Th1方 向 に お い て す で に ス キ ュ ー
さ れ て い る の で 、 必 要 と さ れ る す べ て は 、 0.5μ g/mlの PMA及 び 10ng/mlの イ ノ マ イ シ ン に
よ り ６ 時 間 、 活 性 化 さ れ る す べ き で あ っ た 。 “ Th2” ス キ ュ ー は 、 0.5μ g/mlの 抗 － CD3に
よ り 被 覆 さ れ た プ レ ー ト に 、 生 来 の CD4＋  T細 胞 を 、 2.5μ g/mlの 抗 － CD28、 10ng/mlの mIL
-2（ R&D Systems Inc.） と 共 に プ レ ー ト す る こ と に よ っ て 得 た 。 培 養 で の ２ 日 後 、 細 胞 を
、 10ng/mlの mIL-2 (R&D Systems) 及 び 25ng/mlの mIL-4を 含 む 培 地 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を
、 さ ら に ３ 日 間 、 培 養 し 、 次 に PMA及 び イ ノ マ イ シ ン に よ り ６ 時 間 、 活 性 化 し た 。
【 ０ ５ ６ ９ 】
　 1つ の 追 加 の 組 の Th1及 び Th2ス キ ュ ー さ れ た T細 胞 を 、 T細 胞 受 容 体 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク D
O11.10T細 胞 系 を 用 い て 誘 導 し た 。 す べ て の 細 胞 を 、 抗 － CD3及 び 抗 － CD28被 覆 さ れ た プ レ
ー ト に プ レ ー ト し た 。 “ Th1” 細 胞 を 、 mTL-12（ 1ng/ml） 及 び 抗 － IL-4（ 10μ g/ml） を 含
む 培 地 に プ レ ー ト し た 。 “ Th2” 細 胞 を 、 mTL-4 (10ng/ml) 及 び 抗 － IFNg（ 10μ g/ml） を
含 む 培 地 に プ レ ー ト し た 。 24時 間 後 、 す べ て の 培 養 物 は 、 mIL-2 (10ng/ml) を 与 え ら れ た
。 さ ら に ２ 日 後 、 細 胞 上 の 培 地 を 交 換 し 、 そ し て 前 述 の サ イ ト カ イ ン を 含 む 新 し い 培 地 を
添 加 し 、 そ し て 細 胞 を 、 収 穫 の 前 、 さ ら に ４ 日 間 、 培 養 し た 。
　 ネ ズ ミ T細 胞 RNAの す べ て は 、 Rneasy Midiprep T M  キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 調 製 し 、 そ
し て 汚 染 性 DNAを 、 Ambionか ら の DNA－ Free T M  キ ッ ト を 用 い て 除 去 し た 。
【 ０ ５ ７ ０ 】
　 ：
　 ヒ ト 刺 激 性 腸 疾 患 （ IBD） に 類 似 す る 状 態 を 誘 発 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド マ ウ ス 株 C57
B16/129S6F1を 使 用 し た 。 マ ウ ス を 、 グ ル ー プ 当 た り ６ 匹 の マ ウ ス の 平 均 サ イ ズ を 有 す る
４ つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 グ ル ー プ １ は 、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ DSS） を 与 え ら
れ ず 、 そ し て 14日 目 に 殺 害 さ れ た 。 グ ル ー プ ２ は 、 殺 害 す る 前 、 ２ 日 間 、 ２ ％ DSSを 受 け
た 。 グ ル ー プ ３ は 、 殺 害 す る 前 、 ７ 日 間 、 ２ ％ DSSを 受 け た 、 プ ル ー プ ４ は 、 ７ 日 間 、 ２
％ DSSを 受 け 、 次 に ７ 日 間 、 回 復 せ し め 、 そ し て 14日 目 に 殺 害 さ れ た 。 殺 害 の 日 、 遠 位 結
腸 断 片 を 除 き 、 そ し て RNALater T M  (Ambion) に 配 置 し た 。 そ の 結 腸 断 片 を 、 標 準 技 法 を 用
い て 均 質 化 し 、 そ し て RNAを 、 Rneasy Midiprep T M  キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 単 離 し た 。
汚 染 性 DNAを 、 DNA－ free T M  (Ambion) 処 理 に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 除 去 し た 。
【 ０ ５ ７ １ 】
　 異 な っ た 研 究 に お い て は 、 急 性 膵 炎 を 、 雄 CD-1マ ウ ス に お い て 、 カ エ ル レ イ ン （ Caerul
ein） 注 射 に よ り 誘 発 し た 。 マ ウ ス を ３ 種 の グ ル ー プ （ ｎ ＝ ８ 匹 の マ ウ ス /グ ル ー プ ） に 分
け た 。 グ ル ー プ １ 動 物 は 、 ビ ー ク ル （ 塩 溶 液 ） に よ る ７ 回 の i.p. 注 射 （ １ つ の 注 射 /時 ）
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E. 膵 炎 及 び 刺 激 性 腸 疾 患 の ネ ズ ミ モ デ ル か ら の RNAの 単 離



を 与 え ら れ 、 そ し て 次 に 、 最 初 の 注 射 に 続 い て 及 び 24時 間 で 殺 害 し た 。 グ ル ー プ ２ 及 び ３
は 、 50μ g/kg/時 の 用 量 で ６ 時 間 （ １ 注 射 /時 ） 、 カ エ ル レ イ ン （ Sigma） （ カ タ ロ グ 番 号 C
－ 9026） の ７ 回 の i.p.注 射 を 与 え ら れ た 。 グ ル ー プ ２ は 、 最 初 の 注 射 の 12時 間 後 に 殺 害 さ
れ 、 そ し て グ ル ー プ ３ は 、 最 初 の 注 射 に 続 い て 24時 間 で 殺 害 さ れ た 。 膵 炎 を 、 殺 害 の 時 点
で 除 き 、 そ し て RNA単 離 の た め に 即 座 に 凍 結 し た 。 組 織 を を 均 質 化 し 、 そ し て RnAを 、 Qiag
en Rneasy Midiprep T M  キ ッ ト を 用 い て 単 離 し た 。
【 ０ ５ ７ ２ 】
　 さ ら に も う １ つ の 研 究 に お い て は 、 ネ ズ ミ Zcytor17リ ガ ン ド ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 生 成 し 、 そ し て 表 現 型 変 化 に つ い て 観 察 し た （ 例 41を 参 照 の こ と ） 。 起 毛 及 び 脱 毛 が 、
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 多 く に 観 察 さ れ た 。 ４ 匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 殺 害
し 、 そ し て 正 常 及 び 無 毛 領 域 か ら の 皮 膚 サ ン プ ル を 除 き 、 そ し て 後 で の RNA単 離 の た め に
即 座 に 凍 結 し た 。 ２ 匹 の 非 ト ラ ン ス フ ェ ニ ッ ク 対 照 マ ウ ス か ら の 皮 膚 断 片 を 単 離 の た め に
即 座 に 凍 結 し た 。 そ し て 次 に 、 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K（ Qiagen） （ カ タ ロ グ 番 号 19133） に よ り
、 60℃ で 20分 間 、 消 化 し た 。 次 に 、 RNAを 、 Qiagen Rneasy MidiprepT M  キ ッ ト を 用 い て 、
製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。 担 持 す る DNAを 、 Ambionか ら の DNA－ free T M  キ ッ ト
を 除 去 し た 。
【 ０ ５ ７ ３ 】
　

：
　 Zcytor17及 び OSMRβ 発 現 を 、 そ れ ら の 休 止 状 態 で 存 在 す る か 又 は IFNｇ に よ り 24又 は 48
時 間 、 活 性 化 さ れ た ４ 組 の 一 次 ヒ ト 単 球 に お け る 定 量 的 RT－ PCRに よ り 試 験 し た 。 Zcytor1
7発 現 は 、 刺 激 さ れ て い な い 細 胞 に お い て 検 出 さ れ た が 、 し か し IFNgに よ る 24時 間 の 活 性
化 の 後 、 劇 的 に 上 昇 し 、 そ し て 48時 間 の 活 性 化 の 後 、 最 高 で あ っ た 。 す べ て の 場 合 、 OSMR
β は 検 出 さ れ な た っ た 。 Zcytor17リ ガ ン ド は 、 そ れ ら の サ ン プ ル に お い て 試 験 さ れ な か っ
た 。
【 ０ ５ ７ ４ 】
　 一 次 T細 胞 に お い て は 、 Zcytor17は 、 休 止 の CD4＋ 及 び CD8＋ サ ブ セ ッ ト の 両 者 に お い て
検 出 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 zcytor17の 発 現 は 、 両 サ ブ セ ッ ト に お い て 上 昇 し 、 そ
し て 16時 間 の 点 で 、 わ ず か に 低 い レ ベ ル に 低 下 し た 。 OSMRβ は そ れ ら の サ ン プ ル に お い て
検 出 さ れ な か っ た 。 Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 を 、 半 － 定 量 的 RT－ PCRを 用 い て 試 験 し た 。 発
現 は 、 刺 激 さ れ な か っ た CD4＋ 及 び CD8＋  T細 胞 に お い て 検 出 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら
、 ４ 時 間 の 活 性 化 の 後 、 高 レ ベ ル の Zcytor17リ ガ ン ド が 検 出 さ れ た 。 こ の レ ベ ル は 、 16時
間 の 点 で 幾 分 低 下 し た 。
【 ０ ５ ７ ５ 】
　 Zcytor17の 発 現 は 、 NK細 胞 に お い て は 試 験 さ れ な か っ た 。 OSMRβ は そ れ ら の サ ン プ ル に
お い て は 、 検 出 さ れ な か っ た 。 Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 は 休 止 の NK細 胞 に お い て は 検 出 さ れ
な か っ た が 、 し か し な が ら 、 活 性 化 さ れ た NK細 胞 に よ り 生 成 さ れ る わ ず か な シ グ ナ ル は 、
そ れ ら の 細 胞 が あ る 条 件 下 で Zcytor17リ ガ ン ド を 製 造 で き る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ５ ７ ６ 】
　 ヒ ト 単 球 － 様 細 胞 系 、 す な わ ち U937, THP-1及 び HL－ 60に お い て は 、 OSMRβ 発 現 は 、 休
止 の 及 び 活 性 化 さ れ た サ ン プ ル の す べ て に お い て 検 出 さ れ な か っ た が 、 但 し わ ず か な シ グ
ナ ル が 検 出 さ れ る 、 活 性 化 さ れ た THP-1サ ン プ ル に お い て は そ う で は な か っ た 。 Zcytor17
発 現 は U937及 び THP-1の 休 止 の 細 胞 系 に お い て 高 く 、 そ し て 活 性 化 に 続 い て 強 い ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 U937に お け る 発 現 は 、 い ず れ の 細 胞 型 の 最 高 で あ っ た 。 HL－ 60
に お い て は 、 Zcytor17は 、 刺 激 さ れ た い な い 細 胞 に お い て 中 位 の レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 そ し
て PMAに よ る 刺 激 に 基 づ い て 低 下 し た 。 し か し な が ら 、 Zcytor17の 発 現 は 、 IFNgに よ り 72
及 び 96時 間 、 刺 激 さ れ る 場 合 、 HL-60に お い て 劇 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 ヒ ト 発
現 デ ー タ の す べ て は 、 下 記 表 ８ に 要 約 さ れ て い る 。
【 ０ ５ ７ ７ 】
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F. ヒ ト Zcytor17, OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド に つ い て の 定 量 的 及 び 半 定 量 的 RT－ PCR
の 結 果



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ８ 】
　

：
　 ネ ズ ミ Zcytor17, OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 レ ベ ル を 、 い く つ か の ネ ズ ミ T細 胞
集 団 に お い て 試 験 し 、 そ し て 結 果 を 、 下 記 表 ９ に 要 約 す る 。 ネ ズ ミ Zcytor17発 現 を 、 半 －
定 量 的 RT－ PCRに よ り 試 験 し 、 そ し て 、 休 止 及 び 活 性 化 さ れ た 一 次 CD4＋  T細 胞 の 両 者 に お
い て 低 レ ベ ル で 存 在 す る こ と を 示 し た 。 Zcytor17の 発 現 は 、 休 止 の CD8＋  T細 胞 上 で 検 出
さ れ 、 そ し て 次 に 、 ４ 及 び 16時 間 の 点 で 抗 － CD3及 び 抗 － CD28抗 体 に よ る 活 性 化 に 基 づ い
て 低 下 す る よ う に 思 え た 。 OSMRβ 発 現 が 、 定 量 的 RT－ PCRに よ り 測 定 さ れ 、 そ し て 休 止 及
び 活 性 化 さ れ た CD4＋ 及 び CD8＋  T細 胞 に お い て 発 現 さ れ る こ と を 示 さ れ た 。
【 ０ ５ ７ ９ 】
　 OSMRβ の 発 現 は 、 ４ 時 間 の 活 性 化 の 後 、 上 昇 し 、 そ し て 次 に 、 CD4＋ 及 び CD8＋  T細 胞 の
両 者 に お い て 16時 間 ま で に 刺 激 さ れ て い な い レ ベ ル に 戻 っ た 。 Zcytor17リ ガ ン ド は 、 定 量
的 RT－ PCRに よ り 検 出 さ れ 、 そ し て 刺 激 さ れ て い な い CD4＋  T細 胞 に お い て 非 常 に 低 い レ ベ
ル で 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ４ 時 間 の 活 性 化 に 続 い て 、 Zcytor17リ ガ
ン ド 発 現 は 劇 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 そ し て 16時 間 の 点 ま で に わ ず か に 低 下 し た 。
CD8+ T細 胞 に お い て は 、 Zcytor17リ ガ ン ド は 、 刺 激 さ れ て い な い 細 胞 に お い て は 検 出 さ れ
な か っ た 。 ４ 時 間 の 点 で い く ら か の Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 が 存 在 す る が 、 し か し 16時 間 の
発 現 レ ベ ル は 、 検 出 以 下 に 低 下 し た 。
【 ０ ５ ８ ０ 】
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G. ネ ズ ミ Zcytor17, OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド に つ い て の 定 量 的 及 び 半 定 量 的 RT－ P
CRの 結 果



　 DO11.10 T細 胞 に お い て は 、 Zcytor17発 現 を 、 生 来 の 及 び Th2ス キ ュ ー さ れ た 細 胞 に お い
て 検 出 し た が 、 し か し Th1ス キ ュ ー さ れ た 細 胞 に お い て は 検 出 し な か っ た 。 OSMRβ 発 現 は
、 生 来 の DO11.10細 胞 に お い て は 低 レ ベ ル で あ っ た 。 Th1ス キ ュ ー さ れ た 細 胞 に お い て は 、
OSMRβ 発 現 レ ベ ル の 劇 的 な 上 昇 が 存 在 し 、 そ し て Th2ス キ ュ ー さ れ た 細 胞 に お い て は 、 中
位 の 発 現 の 上 昇 が 存 在 し た 。 そ れ ら の 細 胞 に お け る Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 は 、 Th2ス キ ュ
ー さ れ た サ ブ セ ッ ト に よ り 有 力 的 で あ る こ と を 示 さ れ た 。 低 レ ベ ル が Th1サ ブ セ ッ ト に お
い て 検 出 さ れ 、 そ し て 発 現 は 生 来 の 細 胞 に お い て は 、 検 出 さ れ な か っ た 。 そ れ ら の 結 果 は
、 下 記 表 ９ に 要 約 さ れ る 。
【 ０ ５ ８ １ 】
　 Th1又 は Th2方 向 に ス キ ュ ー さ れ た 一 次 CD4＋  T細 胞 の お い て は 、 Zcytor17は 試 験 さ れ な
か っ た 。 OSMRβ 発 現 は 、 す べ て の ３ 種 の サ ン プ ル に お い て 検 出 さ れ 、 そ し て 最 高 レ ベ ル は
Th2サ ン プ ル に お い て 見 出 さ れ た 。 DO11.10結 果 に 類 似 し て 、 Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 は Th2
ス キ ュ ー さ れ た サ ブ セ ッ ト に お い て 高 レ ベ ル で 検 出 さ れ 、 少 量 が Th1サ ブ セ ッ ト に お い て
検 出 さ れ 、 そ し て 刺 激 さ れ て い な い 細 胞 に お い て は 検 出 さ れ な か っ た 。 そ れ ら の 結 果 は 、
下 記 表 ９ に 要 約 さ れ る 。
【 ０ ５ ８ ２ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ３ 】
　 Zcytor17リ ガ ン ド ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 皮 膚 サ ン プ ル に お い て は 、 Zcytor17、 OSMRβ 及 び
Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 レ ベ ル を 、 定 量 的 RT－ PCRを 用 い て 決 定 し た 。 Zcytor17は 、 す べ て
の サ ン プ ル に 、 お お よ そ 同 等 の レ ベ ル で 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク サ
ン プ ル よ り も 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 照 動 物 に お い て よ り 劇 的 に 高 い レ ベ ル の OSMRβ 発 現
が 存 在 し た 。 Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 照 動 物 に お い て 検 出 さ れ
ず 、 そ し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て は 、 中 位 ～ 高 レ ベ ル の 発 現 が 存 在 し た 。 結 果
は 、 下 記 表 10に 要 約 す る 。
【 ０ ５ ８ ４ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ５ 】
　 異 な っ た 実 験 に お い て 、 Zcytor17, OSMRβ 及 び Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 レ ベ ル を 、 急 性 膵
炎 に さ れ た マ ウ ス の 膵 臓 に お い て 、 定 量 的 RT－ PCRに よ り 測 定 し た 。 Zcytor17発 現 は す べ
て の サ ン プ ル に お い て 検 出 さ れ な か っ た 。 OSMRβ 発 現 は 、 正 常 な 対 照 サ ン プ ル （ グ ル ー プ
１ ） に お い て は 、 低 レ ベ ル で 見 出 さ れ た が 、 し か し 12時 間 の 点 で 強 い ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン を 示 し （ グ ル ー プ ２ ） 、 そ し て 24時 間 の 点 で わ ず か に 低 い レ ベ ル を 示 し た （ グ ル ー プ
３ ） 。 Zcytor17リ ガ ン ド 発 現 は 、 対 照 動 物 に お い て 検 出 さ れ な か っ た が 、 し か し カ エ ル レ
イ ン 注 射 さ れ た グ ル ー プ に お い て は 、 高 い レ ベ ル を 示 し た 。 デ ー タ は 下 記 表 11に 要 約 さ れ
る 。
【 ０ ５ ８ ６ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ７ 】
　 も う １ つ の 実 験 に お い て は 、 Zcytor17及 び OSMRβ 発 現 レ ベ ル を 、 DSS処 理 に ゆ だ ね ら れ
た マ ウ ス の 遠 位 結 腸 に お い て 試 験 し た 。 炎 症 性 腸 疾 患 の こ と ネ ズ ミ モ デ ル に お い て は 、 両
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 定 量 的 RT-PCRに よ り 決 定 し 、 そ し て 下 記 表 12に 要 約 さ れ る 。 Zcyt
or17発 現 レ ベ ル は 、 疾 病 の 重 症 度 と 共 に 上 昇 し 、 グ ル ー プ １ の 正 常 動 物 に お い て は 発 現 レ
ベ ル は 低 く 、 そ し て 上 昇 レ ベ ル が グ ル ー プ ２ 及 び ３ に 見 出 さ れ た 。 グ ル ー プ ４ 動 物 に お い
て は 、 Zcytor17レ ベ ル は 、 よ り 正 常 な レ ベ ル に 戻 っ た 。 Zcytor17発 現 と は 異 な っ て 、 OSMR
β レ ベ ル は 、 対 照 動 物 に お い て は 最 高 で あ り 、 そ し て そ の レ ベ ル は 、 す べ て の ３ 種 の DSS
処 理 さ れ た グ ル ー プ に お い て 実 際 、 低 下 し た 。
【 ０ ５ ８ ８ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ９ 】
　 ．
　 Zcytor17ligの 遺 伝 子 発 現 を 、 市 販 の 標 準 化 さ れ た 多 重 組 織 第 １ 鎖 cDNAパ ネ ル （ OriGene
 Technologies, Inc. Rockville, MD; BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA） を 用
い て 試 験 し た 。 そ れ ら は 、 OriGene “ Human Tissue Rapid-ScanT M  Panel”  (カ タ ロ グ 番
号 CHSCA-101； 22の 異 な っ た 組 織 、 骨 髄 及 び 血 漿 血 液 白 血 球 を 含 む ) 及 び BD Biosciences 
Clontech “ Human Blood Fractions MTCT M  Panel”  (カ タ ロ グ 番 号 K1428－ １ ； ９ 種 の 異
な っ た 血 液 画 分 を 含 む )を 包 含 し た 。
【 ０ ５ ９ ０ 】
　 PCR反 応 を 、 139bpの 生 成 物 を 生 成 す る 、 Zcytor17lig特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー ZC41,458（ 配 列 番 号 60） 及 び ZC41,457（ 配 列 番 号 61） 、 及 び 92bpの 生 成 物 を 生 成 す る
、 ZC41,459（ 配 列 番 号 62） 及 び ZC41,460（ 配 列 番 号 63） 、 Qiagen HotStarTag DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 及 び 緩 衝 液 （ Qiagen, Inc., Valencia, CA） 、 蒸 留 水 、 及 び RediLoad T M  色 素 （ Res
earch Genetics, Inc., Huntville, AL） を 用 い て 設 定 し た 。 PCRサ イ ク ラ ー 条 件 は 次 の 通
り で あ っ た ： 95℃ で の 15分 間 の 初 期 変 性 （ １ サ イ ク ル ） 、 95℃ で の 45秒 の 第 ２ 変 性 、 53℃
叉 は 56℃ で の １ 分 の ア ニ ー リ ン グ 及 び 72℃ で の 1分 15秒 の 拡 張 （ 45サ イ ク ル ） 、 続 い て 72
℃ で ７ 分 の 最 終 拡 張 （ １ サ イ ク ル ） 。 反 応 を 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に よ り
分 離 し （ EM Science, Gibbstown, NJ） 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ュ ウ ム に よ る 染 色 に よ り 可 視
化 し た 。
【 ０ ５ ９ １ 】
　 正 し い サ イ ズ の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 OriGene“ Human Tissue Rapid-ScanT M  Panel” を
用 い て 、 次 の ヒ ト 成 人 組 織 に お い て 観 察 し た ： 精 巣 、 血 漿 血 液 リ ン パ 球 （ PBL） 、 及 び 骨
髄 。
　 正 し い サ ブ の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 BD Biosciences Clontech “ Human Blood Fractions
 MTC T M  Panel” を 用 い て 、 次 の ヒ ト 血 液 画 分 に お い て 観 察 し た ： 活 性 化 さ れ た 単 核 細 胞 （
B-&T-細 胞 及 び 単 球 ） 、 活 性 化 さ れ た CD8+細 胞 （ T-サ プ レ ッ サ ー /細 胞 毒 性 ） 、 活 性 化 さ れ
た CD4+細 胞 （ T-ヘ ル パ ー /イ ン ジ ュ ー サ ー ） 及 び 休 止 CD8+細 胞 （ わ ず か ） 。
【 ０ ５ ９ ２ 】
　 ．
　 オ ン コ ス タ チ ン Mβ 受 容 体 （ OSMRβ ） は 、 IL12R－ B2に 類 似 す る 構 造 を 有 す る タ イ プ Iサ
イ ト カ イ ン 受 容 体 で あ る 。 OSMRβ 及 び zcytor17を 、 そ れ ら が サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 化 複 合
体 に お い て サ ブ ユ ニ ッ ト と し て 相 互 作 用 す る か ど う か 、 及 び そ れ ら が 一 緒 に 、 zcytor17li
gの た め の シ グ ナ ル 化 受 容 体 又 は 可 溶 性 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 で き る か ど う か
見 出 す た め に 試 験 し た 。
【 ０ ５ ９ ３ 】
　 OSMRβ を 単 離 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー ZC39982（ 配 列 番 号 64） 及
び ZC39938（ 配 列 番 号 65） を 、 ヒ ト オ ン コ ス タ チ ン Mβ cDNA配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） の 十 分 な 長
さ の コ ー ド 領 域 を 増 幅 す る た め に 企 画 し た （ Genbank受 託 番 号 U60805； Mosley B, JBC Vol
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例 29 ヒ ト オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ



ume 271, Number 50, Issue of December 20, 1996pp. 32635-32643） 。
【 ０ ５ ９ ４ 】
　 PCR反 応 を 、 cDNAの 源 を 同 定 す る た め に 、 強 い ポ リ メ ラ ー ゼ Advantage II (Cloneech, P
aloAlto, CA) を 用 い て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 鋳 型 の ア レ イ に 対 し て 行 っ た 。 使 用 さ れ る 鋳
型 は 、 ５ 百 万 の 独 立 し た cDNAク ロ ー ン を 個 々 に 含 む 、 増 幅 さ れ た cDNAプ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ
リ ー か ら で あ っ た 。 反 応 を 、 鋳 型 と し て 400fモ ル /μ lの 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ２
～ 20ng/μ lの 増 幅 さ れ た プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー DNAを 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ
て ア ッ セ ン ブ リ ー し た 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 次 の ヒ ト 組 織 及 び 細 胞 系 に 由 来 し た ： 胎 児
脳 、 前 立 腺 平 滑 筋 、 骨 髄 、 RPMI1588、 甲 状 腺 、 WI-38, 精 巣 、 刺 激 さ れ た 末 梢 血 液 単 核 細
胞 、 刺 激 さ れ た CD3+細 胞 、 THP-1、 活 性 化 さ れ た 扁 桃 、 HACAT及 び 胎 児 肝 臓 。 反 応 を 、 サ ー
モ サ イ ク ラ ー 機 械 上 で 次 の 条 件 を 用 い て 行 っ た ： 95℃ で 20秒 、 68℃ で ３ 分 （ 30サ イ ク ル ）
。 30サ イ ク ル の 終 結 で 、 68℃ で ８ 分 の 追 加 の 単 一 の 拡 張 サ イ ク ル を 行 っ た 。
【 ０ ５ ９ ５ 】
　 PCR生 成 物 を 、 TAEア ガ ロ ー ス 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の 存 在 下 で の ゲ ル 電 気 泳 動 、 続 く UV照 射
に よ り 可 視 化 し た 。 最 も 富 ん だ 生 成 物 は 、 前 立 腺 平 滑 筋 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら で あ る こ と
が 見 出 さ れ た 。 前 立 腺 平 滑 筋 鋳 型 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC39982（ 配 列 番 号 64） 及 び Z
C39983（ 配 列 番 号 65） を 用 い て の PCR反 応 を 、 や や 強 い が 、 し か し よ り 高 い 適 合 性 の 熱 安
定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ “ turboPFu” (Stratagene, La Jolla, CA) を 用 い て 反 復 し た 。 30の
増 幅 サ イ ク ル を 次 の 条 件 下 で 行 っ た ： 94℃ で 30秒 の 変 性 、 63℃ で 45秒 の ア ニ ー リ ン グ 、 72
℃ で 3.5分 の 拡 張 。 単 一 バ ン ド の 生 成 物 を 、 0.8％ TAE、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し た
。
【 ０ ５ ９ ６ 】
　 次 に 、 こ の DNAを 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー 中 に こ の cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め
に 、 制 限 酵 素 認 識 配 列 を 含 む 企 画 さ れ た プ ラ イ マ ー ZC39980（ 配 列 番 号 66） 及 び ZC39981（
配 列 番 号 67） を 用 い て 、 再 び 増 幅 し た 。
【 ０ ５ ９ ７ 】
　 PCR反 応 を 、 “ TurboPfu” 及 び 精 製 さ れ た PCR生 成 物 を 用 い て 、 次 の 条 件 （ 15サ イ ク ル ）
下 で 行 っ た ： 95℃ で １ 分 、 64℃ で １ 分 20秒 、 72℃ で 4.5分 。 次 に 、 PCR反 応 を 、 EcoRI及 び X
hoI（ Invitrogen, Carlsbad, CA） に よ り 消 化 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て ゲ ル 精 製 し た
。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pZ7NXを 、 EcoRI及 び XhoIに よ る 消 化 に よ り 調 製 し 、 そ し て PCR生 成
物 を 、 こ の ベ ク タ ー に 連 結 し 、 そ し て E. コ リ DH10ｂ 細 胞 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。
い く つ か の 細 菌 コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 １ つ の ク ロ ー ン が 正 し か っ た 。
但 し 、 単 一 の 非 保 存 性 突 然 変 異 を 除 く 。 予 測 さ れ る 配 列 を 適 合 さ せ る よ う こ の 塩 基 を 変 え
る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 拡 張 突 然 変 異 及 び 隣 接 す る PstI制 限 部 位 を 、 pZP7Nx－ h, 
す な わ ち 鋳 型 と し て 前 も っ て 配 列 決 定 さ れ て い る オ ン コ ス タ チ ン M Rプ ラ ス ミ ド を 用 い て
、 “ TurboPfu” と の PCR反 応 に 使 用 し た 。
【 ０ ５ ９ ８ 】
　 PCR増 幅 さ れ た DNAを 、 PstI及 び XhoIに よ り 消 化 し 、 そ し て 攻 撃 性 突 然 変 異 を 含 む Pst/Xh
oIフ ラ グ メ ン ト の 代 わ り に pZP7Nx-hオ ン コ ス タ チ ン M Rプ ラ ス ミ ド 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。
こ の 新 規 プ ラ ス ミ ド を 、 最 近 増 幅 さ れ た PstI～ XhoI領 域 に わ た っ て 配 列 決 定 し 、 補 正 を 確
か に し 、 そ し て 他 の 誤 り が 増 幅 工 程 に お い て 創 造 さ れ な か っ た こ と を 確 め た 。 こ の 分 析 は
、 前 記 コ ー ド 領 域 に わ た っ て 予 測 さ れ る 配 列 が 適 合 す る 配 列 を 確 認 し た 。 こ の 配 列 は 配 列
番 号 ６ で 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ７ で 示 さ れ る 。
【 ０ ５ ９ ９ 】
　 ．

　 そ の よ う な 可 溶 性 へ テ ロ ダ イ マ ー 受 容 体 の 構 成 、 発 現 及 び 精 製 の た め の シ ス テ ム は 、 当
業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 受 容 体 対 、 す な わ ち ヒ ト オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 （ OSM
Rβ ） 及 び ヒ ト zcytor17適 合 さ れ て 来 た 。 こ の 構 造 体 に 関 し て は 、 OSMRβ の た め の 可 溶 性
受 容 体 に つ い て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 68で 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る ポ リ ペ プ チ
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例 30 ヒ ト Zcytor17/オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 （ OSMRβ ） ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 創 造 す る た め
の 構 造 体



ド は 配 列 番 号 69で 示 さ れ ； そ し て ヒ ト zcytor17の た め の 可 溶 性 受 容 体 に つ い て の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 配 列 番 号 70で 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 71で 示 さ れ る 。
【 ０ ６ ０ ０ 】
　 分 泌 さ れ た 可 溶 性 hzcytor17/ヒ ト OSMRβ ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現 す る 細 胞 を 構 成 す る た め
に は 、 得 ら れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 が 、 C－ 末 端 で Glu－ Glu標 識 （ 配 列 番 号 35）
と 共 に IgGγ （ Fc4） （ 配 列 番 号 37） の H鎖 に 融 合 さ れ る ヒ ト OSMRβ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含
ん で 成 る よ う 、 構 造 体 が 製 造 さ れ ； そ し て zcytor17の 細 胞 ガ イ ド メ イ ン は C－ 末 端 で His標
識 （ 配 列 番 号 72） と 共 に Fc4（ 配 列 番 号 37） に 融 合 さ れ る 。 Hzcytor17及 び ヘ テ ロ ダ イ マ ー
の ヒ ト OSMRβ ア ー ム の 両 者 に 関 し て は 、 12個 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 73） の Gly-Serス ペ ー
サ ー が 、 受 容 体 の 細 胞 外 部 分 と Fc4の N末 端 と の 間 に 構 築 さ れ る 。
【 ０ ６ ０ １ 】
　 ：
　 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の ヒ ト 可 溶 性 OSMRβ /Fc4－ CEE部 分 の 構 成 に 関 し て は 、 ヒ ト OSMRβ の 細
胞 外 部 分 を 、 オ リ ゴ ZC14063（ 配 列 番 号 48） 及 び ZC41557（ 配 列 番 号 74） に よ る PCRを 用 い
て 、 次 の 通 り の PCR反 応 条 件 下 で 単 離 し た ： 95℃ で 60秒 、 57℃ で 30秒 、 及 び 72℃ で 100秒 （
30サ イ ク ル ） ； 及 び 72℃ で ７ 分 。 PCR生 成 物 を QIAquick PCR精 製 キ ッ ト （ Qigen） を 用 い て
精 製 し 、 EcoRI及 び BglII（ Boerhringer-Mannheim） に よ り 消 化 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分
離 し 、 そ し て QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ６ ０ ２ 】
　 キ メ ラ の 発 現 カ セ ッ ト 、 プ ラ ス ミ ド 主 鎖 及 び Fc4-GluGlu標 識 部 分 は 、 前 も っ て 製 造 さ れ
た 自 家 プ ラ ス ミ ド 内 に 含 ま れ た 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 、 EcoRI及 び BamHI（ Boerhinger-M
annheim） に よ り 消 化 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Q
iagen） を 用 い て 精 製 し た 。 ヒ ト OSMRβ 及 び Fc4-cEE含 有 プ ラ ス ミ ド の 消 化 さ れ 、 そ し て 精
製 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ （ Life Technologies, Bethesda, MD） を 用 い
て 、 標 準 連 結 方 法 に よ り 一 緒 に 連 結 し た 。 得 ら れ る 連 結 の ミ ニ プ レ プ を 、 可 溶 性 OSMRβ に
つ い て の 正 し い サ イ ズ （ 772bp） の EcoRI/Sma1挿 入 体 に つ い て ス ク リ ー ン し 、 そ し て 陽 性
ミ ニ プ レ プ を 、 配 列 決 定 し 、 PCR反 応 の 精 度 を 確 め た 。 こ の 新 規 プ ラ ス ミ ド 構 造 体 を 、 pZP
9-ONCOMR-Fc4CEEと 命 名 す る 。
【 ０ ６ ０ ３ 】
　 ：
　 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の hzcytor17/Fc4-CHIS部 分 の 構 成 に 関 し て は 、 ヒ ト zcytor17の 細 胞 外 部
分 を 、 Zcytor17-Fc4可 溶 性 受 容 体 を 前 も っ て 含 む プ ラ ス ミ ド の 活 性 に よ り 単 離 し た 。 プ ラ
ス ミ ド を 、 ま ず SalI（ New England Biolabs, Beverly, MA） に よ り 消 化 し 、 こ の 後 、 反 応
を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム に よ り 抽 出 し 、 そ し て エ タ ノ ー ル 沈 殿 せ し め た 。
【 ０ ６ ０ ４ 】
　 次 に 、 消 化 さ れ た DNAを 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Boerhinger-Mannheim） に よ り 処 理 し 、
SalI消 化 に よ り 創 造 さ れ る 5’ オ ー バ ー ハ ン グ を フ ィ ル イ ン し 、 DNA末 端 を ブ ラ ン ト 化 し 、
こ の 後 、 反 応 を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 そ し て エ ア タ ノ ー ル 沈 殿 せ し
め た 。 ブ ラ ン ト 化 さ れ た DNAを 、 BglII(Boerhinger-Mannheim)に よ り さ ら に 消 化 し 、 3’ 末
端 で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用
い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 zcytorR17の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配
列 を 含 む 、 そ の 得 ら れ る DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 次 の 通 り に 調 製 さ れ た 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー
を 含 む Fc4-CHIS標 識 に 連 結 し た 。
【 ０ ６ ０ ５ 】
　 キ メ ラ の 発 現 カ セ ッ ト 、 プ ラ ス ミ ド 主 鎖 及 び Fc4-CHIS標 識 部 分 は 、 前 も っ て 製 造 さ れ た
自 家 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 、 EcoRI（ Boerhinger-
Mannheim） に よ り 消 化 し 、 こ の 後 、 反 応 を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 そ
し て フ ェ ノ ー ル 沈 殿 せ し め た 。 次 に 、 消 化 さ れ た DNAを 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Boerhinge
r-Mannheim） に よ り 処 理 し 、 EcoRI消 化 に よ り 創 造 さ れ る 5’ オ ー バ ー ハ ン グ を フ ィ ル イ ン
し 、 DNA末 端 を ブ ラ ン ト 化 し 、 こ の 後 、 反 応 を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し
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A. ヒ ト 可 溶 性 OSMRβ /Fc4－ CEEの 構 成
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、 そ し て エ ア タ ノ ー ル 沈 殿 せ し め た 。 ブ ラ ン ト 化 さ れ た DNAを 、 BamHI(Boerhinger-Mannhe
im)に よ り さ ら に 消 化 し 、 3’ 末 端 で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QIAquick
ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 ヒ ト zcytor17
及 び Fc4-CHIS含 有 プ ラ ス ミ ド の 消 化 さ れ 、 そ し て 精 製 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 、 ゲ ル 電 気 泳
動 に よ り 分 離 し 、 そ し て 標 準 の 連 結 方 法 を 用 い て 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ （ Life Technologies,
 Bethesda, MD） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ６ ０ ６ 】
　 得 ら れ る 連 結 の ミ ニ プ レ プ を 、 次 の PCR反 応 条 件 と 共 に 、 zcytor17特 異 的 セ ン ス プ ラ イ
マ ー ZC29180（ 配 列 番 号 22） 及 び Fc4特 異 的 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ZC29232（ 配 列 番 号 75
） を 用 い て 、 PCRに よ り ス ク リ ー ン し た ： 94℃ で 60秒 、 68℃ で 150秒 及 び 72℃ で ７ 分 （ 30サ
イ ク ル ） 。 848bpの 予 測 さ れ る 生 成 物 サ イ ズ は 、 pZEM228 hzcytor17/Fc4HISと 称 す る プ ラ
ス ミ ド の 正 し い ア セ ン ブ リ ー を 確 認 し た 。
【 ０ ６ ０ ７ 】
　 第 ２ の zcytor17-Fc4構 造 を 、 COS細 胞 か ら の ホ モ ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 の 生 成 に 使 用 す る
た め に 創 造 し た 。 手 短 に は 、 十 分 な 融 合 タ ン パ ク 質 の た め の コ ー ド 領 域 を 、 Zcytor17-Fc4
可 溶 性 受 容 体 を 前 も っ て 含 む プ ラ ス ミ ド の SalI（ Boerhinger-Mannheim） に よ る 消 化 に よ
り 単 離 し た 。 反 応 を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 そ し て フ ェ ノ ー ル 沈 殿 せ
し め た 。 次 に 、 消 化 さ れ た DNAを 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Boerhinger-Mannheim） に よ り 処
理 し 、 EcoRI消 化 に よ り 創 造 さ れ る 5’ オ ー バ ー ハ ン グ を フ ィ ル イ ン し 、 DNA末 端 を ブ ラ ン
ト 化 し 、 こ の 後 、 反 応 を 連 続 的 に 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 そ し て エ ア タ ノ ー ル
沈 殿 せ し め た 。
【 ０ ６ ０ ８ 】
　 ブ ラ ン ト 化 さ れ た DNAを 、 NotI(Boerhinger-Mannheim)に よ り さ ら に 消 化 し 、 3’ 末 端 で
切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て
、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 CMV駆 動 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ
ー を 消 化 し 、 適 合 で き る 末 端 を 生 成 し 、 そ し て ２ つ の フ ラ グ メ ン ト を 一 緒 に 連 結 し た 。 得
ら れ る 連 結 の ミ ニ プ レ プ を 、 次 の PCR反 応 条 件 と 共 に 、 zcytor17特 異 的 セ ン ス プ ラ イ マ ー Z
C14063（ 配 列 番 号 48） 及 び zcytor17特 異 的 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ZC27899（ 配 列 番 号 19
） を 用 い て 、 PCRに よ り ス ク リ ー ン し た ： 94℃ で 60秒 、 68℃ で 150秒 及 び 72℃ で ７ 分 （ 30サ
イ ク ル ） 。
【 ０ ６ ０ ９ 】
　 1000bpの 予 測 さ れ る 生 成 物 サ イ ズ は 、 pZP7NX- hzcytor17-Fc4と 称 す る プ ラ ス ミ ド の 正
し い ア セ ン ブ リ ー を 確 認 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 、 Lipofectamine (Gibco/BRL) を 用 い て
、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 COS細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を 、 DMEM＋ 5%FBS
（ Gibco/BRL） に お い て 60時 間 、 条 件 付 け し 、 こ の 後 、 タ ン パ ク 質 を 、 プ ロ テ イ ン G－ セ フ
ァ ロ ー ス ４ Bク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 上 で 精 製 し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ 　 バ イ オ ア ッ セ イ
、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る そ れ ら の ア ッ セ イ の た め に 利 用 可 能 に し た 。
【 ０ ６ １ ０ 】
　 ：
　 約 16μ gの 個 々 の pZP9-ONCOMR-Fc4CEER及 び pZEM228 hzcytor17/Fc4HISを 、 Lipofectamin
e (Gibco/BRL) を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 BHK-570（ ATCC No. CRL-10314）
細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 0.5mg/mlの G418（
Gibco/BRL） 及 び 250nMの メ チ ル ト レ キ セ ー ト （ MTX） （ Sigma, St. Louis, MO） を 含 む DME
M＋ 5%FBS（ Gibco/BRL） に お い て 10日 間 、 選 択 し た 。
【 ０ ６ １ １ 】
　 二 重 選 択 さ れ た 細 胞 の そ の 得 ら れ る プ ー ル を 用 い て 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 を 生 成
し た 。 こ の プ ー ル の ３ 種 の 細 胞 画 分 （ Nunc, Denmark） を 用 い て 、 10Lの 血 清 フ リ ー の な ら
し 培 地 を 生 成 し た 。 な ら し 培 地 を 、 1mlの プ ロ テ イ ン － Aカ ラ ム に 通 し て そ し て （ 10） 750
μ lの 画 分 を 溶 出 し た 。 最 高 濃 度 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た そ れ ら の 画 分 の う ち ４ 種 を プ
レ ー ト し 、 そ し て PBSに 対 し て 透 析 し た （ 10KDの MWカ ッ ト オ フ ） 。 所 望 す る ヘ テ ロ ダ イ マ
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C. ヒ ト Zcytor17/オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 （ OSMRβ ） の 創 造



ー 可 溶 性 zcytor17/OSMRβ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 ニ ッ ケ ル カ ラ ム に 前 記 プ ー ル を 通 し 、 そ
し て 種 々 の 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル に よ り カ ラ ム 洗 浄 す る こ と に よ り 、 他 の 培 地 成 分 か ら 単 離
し た 。 zcytor17/OSMRβ タ ン パ ク 質 は 中 間 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し 、 そ し て hcytor17/
Fc4HISホ モ ダ イ マ ー は よ り 高 い 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た 。
【 ０ ６ １ ２ 】
　 ．
　 ：
　 Human multiple Tissue Northern Blots (Human 12-lane MTN Blot I and II, 及 び Hum
an Immune System MTN Blot II; Human Encocrine MTN, Human Fetal MTN Blot II, Huma
n Multiple Tissue Array) (Clontech), 及 び 種 々 の 組 織 を 含 む 自 家 プ ロ ッ ト を 、 プ ロ ー
ブ し 、 ヒ ト zcytor17発 現 の 組 織 分 布 を 決 定 し た 。 自 家 調 製 さ れ た ブ ロ ッ ト は 、 次 の 組 織 及
び 細 胞 系 mRNAを 含 ん だ ： SK－ Hep－ １ 細 胞 、 THP1細 胞 、 副 腎 （ Clontech） ； 腎 臓 （ Clontec
h） 、 肝 臓 （ Clontech及 び Invitrogen） ； 脊 椎 （ Clontech） 、 精 巣 （ Clontech） 、 ヒ ト CD4
＋ T－ 細 胞 、 ヒ ト CD8＋ T－ 細 胞 、 ヒ ト CD19＋ T－ 細 胞 、 ヒ ト 混 合 さ れ た リ ン パ 球 反 応 物 （ ML
R） 、 THP1細 胞 系 （ ATCC No. TTB-202） 、 U937細 胞 系 、 p338D1マ ウ ス リ ン パ 芽 球 細 胞 系 （ A
TCC No. CCL-46） (イ ノ マ イ シ ン に よ り 刺 激 さ れ て い る か 又 は さ れ て い な い )； 及 び WI－ 38
ヒ ト 胚 肺 細 胞 系 （ ATCC No. CRL-2221） （ イ ノ マ イ シ ン に よ り 刺 激 さ れ て い る か 又 は さ れ
て い な い ） 。
【 ０ ６ １ ３ 】
　 zcytor17（ 配 列 番 号 ４ ） の た め の 約 500bpの PCR由 来 の プ ロ ー ブ を 、 プ ラ イ マ ー と し て オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC28,575（ 配 列 番 号 77） 及 び ZC27,899（ 配 列 番 号 19） を 用 い て 増 幅 し た
。 PCR増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で １ 分 、 65℃ で １ 分 及 び 72℃ で １ 分 （ 30サ イ ク ル ）
； 続 い て 72℃ で ７ 分 （ １ サ イ ク ル ） 。 PCR生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 可 視 化
し 、 そ し て 約 500bpの PCR生 成 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て ゲ ル 精 製 し た 。 プ ロ ー ブ
を 、 PRIME IT II T M  Random Primer Labeling Kit (Stratagene) を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者
の 説 明 書 に 従 っ て 、 放 射 性 ラ ベ ル し た 。 プ ロ ー ブ を 、 NUCTRAP T M  プ ッ シ ュ カ ラ ム （ Strata
gene） を 用 い て 精 製 し た 。 EXPRESSHYB T M  (Clontech) 溶 液 を 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の た め に 、 及 び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と し て 使 用 し た 。
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 68℃ で ２ 時 間 、 行 わ れ た 。
【 ０ ６ １ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 約 1.5× 10 6 cpm/mlの ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ に よ り 68℃ で 一
晩 を 要 し た 。 プ ロ ー ブ を 、 室 温 で ２ × SSC、 0.05％ の SDSに よ り ３ 度 、 続 い て 、 ２ × SSC、 0
.1％ SDSに よ り 50℃ で 10分 間 、 1度 、 洗 浄 し た 。 い く つ か の 薄 い バ ン ド が 、 数 日 の 暴 露 の 後
、 見 ら れ た 。 約 ９ kbの 転 写 体 が 、 気 管 、 骨 格 筋 及 び 胸 腺 に 見 ら れ ； 約 2kbの 転 写 体 が PBL、
HPV、 U937及 び THP－ １ 細 胞 に 見 ら れ ； そ し て 約 1.2kbの 転 写 体 が 胎 盤 、 骨 髄 及 び 甲 状 腺 、
及 び HPV及 び U937細 胞 に 見 ら れ た 。 上 記 列 挙 さ れ る す べ て の 組 織 に お い て は 、 シ グ ナ ル の
強 さ は 薄 か っ た 。 ほ と ん ど の 正 常 な 組 織 に お い て は 、 ほ と ん ど 発 現 が 出 現 せ ず 、 こ の こ と
は 、 zcytor17の 発 現 す る 細 胞 又 は 組 織 の 活 性 化 に 依 存 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ６ １ ５ 】
　 ：
　 ヒ ト 組 織 か ら の cDNAの パ ネ ル を 、 PCRを 用 い て 、 zcytor17発 現 に つ い て ス ク リ ー ン し た
。 パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ヒ ト 組 織 か ら の 94種 の マ ラ ソ ン cDNA
及 び cDNAサ ン プ ル を 包 含 し 、 そ し て 細 胞 系 は 下 記 表 13及 び 表 14に 示 さ れ る 。 前 記 cDNAは 自
家 ラ イ ブ ラ リ ー か ら で あ り 、 又 は マ ラ ソ ン cDNAは 自 家 RNA調 製 物 、 す な わ ち Clontech RNA
又 は Invitrogen RNAか ら で あ っ た 。 マ ラ ソ ン cDNAは 、 マ ラ ソ ン － Ready T M  キ ッ ト （ Clonte
ch, Palo Alto, CA） を 用 い て 製 造 さ れ 、 そ し て ク ラ ス リ ン プ ラ イ マ ー ZC21,195（ 配 列 番
号 78） 及 び ZC21,196（ 配 列 番 号 79） に よ り QC試 験 し 、 そ し て 次 に 、 ク ラ ス リ ン バ ン ド の 強
さ に 基 づ い て 希 釈 さ れ た 。
【 ０ ６ １ ６ 】
　 パ ネ ル サ ン プ ル の 性 質 を 評 価 す る た め に 、 品 質 管 理 （ QC） に つ い て の 次 の ３ 種 の 試 験 を
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例 31 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る ヒ ト zcytor17の 組 織 分 布
A． ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て の ヒ ト zcytor17組 織 分 布

B． PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る 組 織 分 布



行 っ た ： （ １ ） ラ イ ブ ラ リ ー の た め に 使 用 さ れ る RNA品 質 を 評 価 す る た め に 、 自 家 cDNAを
、 個 々 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に つ い て の ベ ク タ ー 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ る ベ ク タ ー オ リ ゴ
に よ る PCRに よ り 、 平 均 挿 入 体 に つ い て 試 験 し ； （ ２ ） パ ネ ル サ ン プ ル に お け る cDNAの 濃
度 の 標 準 化 を 、 5’ ベ ク タ ー オ リ ゴ ZC14,063（ 配 列 番 号 48） 及 び 3’ α － チ ュ ー ブ リ ン 特 異
的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,574（ 配 列 番 号 49） 又 は 3’ G3PDH特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,6
00（ 配 列 番 号 50） を 用 い て 、 十 分 な 長 さ の α チ ュ ー ブ リ ン 又 は G3PDH cDNAを 増 幅 す る た め
に 、 標 準 の PCR方 法 を 用 い て 達 成 し ； そ し て （ ３ ） サ ン プ ル を 、 可 能 な リ ボ ソ ー ム 又 は ミ
ト コ ン ド リ ア DNA汚 染 に つ い て 調 べ る た め に 配 列 決 定 に 送 っ た 。
【 ０ ６ １ ７ 】
　 パ ネ ル を 、 ヒ ト ゲ ノ ム の DNA（ Clontech, Palo, Alto, CA） 陽 性 対 照 サ ン プ ル を 含 む 96
－ ウ ェ ル 形 式 に お い て 組 み た て た 。 個 々 の ウ ェ ル は 約 0.2～ 100pg/μ lの cDNAを 含 ん だ 。 PC
R反 応 を 、 オ リ ゴ ZC26,358（ 配 列 番 号 80） 及 び ZC26,359（ 配 列 番 号 81） 、 Takara Ex Taq T M

 (TAKARA Shuzo Co. LTD, Biomedicals Group, Japan), 及 び Radiload 色 素 （ Research G
enetics, Inc., Huntsville, AL） を 用 い て 組 み た て た 。 増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃
で ２ 分 （ １ サ イ ク ル ） 、 94℃ で 30秒 、 66.3℃ で 30秒 及 び 72℃ で 30秒 （ 35サ イ ク ル ） 、 続 い
て 72℃ で ５ 分 （ １ サ イ ク ル ） 。 約 10μ lの PCR反 応 生 成 物 を 、 ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て
の 標 準 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。 正 し い 推 定 さ れ る DNAフ ラ グ メ ン ト サ イ ズ
を 、 リ ン パ 節 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 HPV（ 前 立 腺 上 皮 ） 、 HPVS（ 選 択 さ れ た 前 立 腺 上 皮 ） 、
肺 腫 瘍 、 子 宮 腫 瘍 反 応 及 び ゲ ノ ム DNA反 応 に お い て 観 察 し た 。
【 ０ ６ １ ８ 】
　 前 立 腺 組 織 （ ２ 種 の サ ン プ ル ） 、 HPV（ 前 立 腺 上 皮 ） 、 HPVS（ 選 択 さ れ た 前 立 腺 上 皮 ）
及 び ゲ ノ ム に つ い て の DNAフ ラ グ メ ン ト を 切 除 し 、 そ し て Gel Extractionキ ッ ト （ Qiagen,
 Chatsworth, CA） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 フ ラ グ メ ン ト を 、 そ
れ ら が 実 際 、 zcytor17で あ る こ と を 示 す た め に 、 配 列 決 定 に よ り 確 か め た 。
【 ０ ６ １ ９ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ６ ２ ０ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ６ ２ １ 】
　 ：
　 受 容 体 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 細 胞 及 び 成 長 条 件 の 注 釈 は 、 リ ガ ン ド 源 の そ の 機 能 を 誘 発
し 、 そ し て そ の 源 を 予 測 す る 有 用 な 手 段 で あ る 。 こ の た め に は 、 本 発 明 者 は 広 範 囲 の 種 類
の 組 織 及 び 細 胞 型 を 調 査 し た 。 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ Advantage II T M  (Clontech, La Jol
la, CA) を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ZC29,180（ 配 列 番 号 22） 及 び ZC29,179（ 配 列
番 号 82） 、 及 び 下 記 に 列 挙 さ れ る １ ～ 10ngの 種 々 の cDNA鋳 型 と 共 に 、 30の 増 幅 サ イ ク ル （
94℃ で 30秒 ； 66℃ で 20秒 ； 68℃ で 1.5分 ） の 間 、 使 用 し た 。 こ れ に 続 い て 、 個 々 の 反 応 20
％ を 、 0.8％ ア ガ ロ ー ス 、 TAE/臭 化 エ チ ジ ウ ム ゲ ル 上 で 行 い 、 そ し て UV光 に よ り 可 視 化 し
た 。 次 に 、 サ ン プ ル を 、 バ ン ド の 強 度 に 基 づ い て 評 点 を 付 け た 。 下 記 表 15を 参 照 の こ と 。
【 ０ ６ ２ ２ 】
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C． PCR及 び ノ ザ ン に よ る zcytor17の 発 現 分 析



【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ６ ２ ３ 】
　 強 い 陽 性 の PCRシ グ ナ ル の う ち 、 ２ 種 は 、 ヒ ト 単 球 細 胞 系 U937及 び THP1か ら で あ っ た 。
　 前 立 腺 上 皮 系 と 共 に そ れ ら の ２ 種 の 細 胞 系 を 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ る 分 析 の た め に 選 択
し た 。 種 々 の 組 織 か ら の mRNAを 用 い て の ノ ザ ン 分 析 に よ る 転 写 体 の 可 視 化 で の こ れ ま で の
試 み は 、 強 く 且 つ 拡 散 性 の シ グ ナ ル を 、 ７ ～ 10kbの 驚 く べ き 大 き な サ イ ズ 範 囲 で 生 成 し 、
こ れ は 、 こ の デ ー タ を 解 釈 す る の に 困 難 に し て い る 。 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド /MOPS/0.8％
ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 調 製 し （ RNA Methodologies, Farrell, RE Academic Press） 、 そ し て
２ μ gの ポ リ A＋ mRNAを 、 RNAラ ダ ー （ Life Technologies, Bethesda, MD） と 共 に 、 個 々 の
サ ン プ ル に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ６ ２ ４ 】
　 次 に 、 ゲ ル を 、 Hybondナ イ ロ ン （ Amersham, Buckinghamshire, UK） に 移 し 、 UV架 橋 し
、 そ し て オ リ ゴ ZC28,575（ 配 列 番 号 77） 及 び ZD27,899（ 配 列 番 号 19） に よ る PCRに よ り 生
成 さ れ 、 そ し て Megaprime 3 2 Pキ ッ ト （ Amersham） に よ り ラ ベ ル さ れ た ヒ ト zcytor17に 、
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プ ロ ー ブ を 用 い て 68℃ で 一 晩 、 ExpressHyb溶 液 （ Dlontech, LaJolla, CA） に お い て ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た 。 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 65℃ で 15分 間 、 0.2× SSC及 び 0.1％ SDSに よ り 連 続 的
に 洗 浄 し 、 そ し て 強 化 ス ク リ ー ン に よ り ７ 日 間 、 フ ィ ル ム に 照 射 し た 。 卓 越 し た 8kbの バ
ン ド が 、 前 立 腺 上 皮 及 び U937系 の 両 者 に お い て 見 出 さ れ 、 そ し て よ り 薄 い バ ン ド が THP1レ
ー ン に 存 在 し た 。
【 ０ ６ ２ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と し て 使 用 さ れ る cDNAを 最 適 化 す る た め に 、 ４ 種 の 異 な っ た 領
域 の 十 分 な 長 さ の ヒ ト zcytor配 列 を 、 PCRに よ り 増 幅 し 、 ラ ベ ル し 、 ゲ ノ ム 及 び 増 幅 さ れ
た cDNAラ イ ブ ラ リ ー DNAを 含 む サ ザ ン ブ ロ ッ ト に 、 上 記 の よ う に し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た
。 本 明 細 書 に お い て プ ロ ー ブ A－ Dと 命 名 さ れ た ４ 種 の プ ロ ー ブ を 、 次 の プ ラ イ マ ー 対 を 用
い て 増 幅 し た ： （ A） ZC28,575（ 配 列 番 号 77） 、 ZC27,899（ 配 列 番 号 19） ； （ B） ZC27,895
（ 配 列 番 号 20） 、 ZC28,917（ 配 列 番 号 83） ； （ C） ZC28,916（ 配 列 番 号 84） 、 ZC28,918（
配 列 番 号 85） ； 及 び （ D） ZC28,916（ 配 列 番 号 84） 、 ZC29,122（ 配 列 番 号 21） 。 PCRに よ り
zcytor17を 含 む こ と が 示 さ れ て い る 、 増 幅 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー と 共 に ゲ ノ ム DNAを 、 E
corI及 び XhoIに よ り 消 化 し 、 挿 入 体 を 生 成 し 、 そ し て 重 複 TAE/0.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に
負 荷 し 、 0.5Mの NaOH、 1.5Mの NaClに よ り 変 性 し 、 Hybondに ブ ロ ッ ト し 、 UV架 橋 し 、 そ し て
明 確 な プ ロ ー ブ に よ り そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 プ ロ ー ブ Bは 、 最 少 の 非 特 異 的 結 合
及 び 最 強 の シ グ ナ ル を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 プ ロ ー ブ Bを 、 す べ て の 続 く ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ６ ２ ６ 】
　 THP1細 胞 が 循 環 性 単 球 の 卓 越 し た モ デ ル で あ り 、 そ し て 低 レ ベ ル で zcytor17を 発 現 す る
場 合 、 本 発 明 者 は 、 zcytor17の 発 現 を 高 め る た め に 、 種 々 の 化 合 物 に よ り そ れ ら を 処 理 し
た 。 細 胞 を 、 ２ × 10 5 /mlの 密 度 に 増 殖 し 、 種 々 の 刺 激 培 地 に よ り 洗 浄 し 、 そ し て そ れ に 再
懸 濁 し 、 ４ ～ 30時 間 、 増 殖 し 、 そ し て RNA調 製 の た め に 収 穫 し た 。
【 ０ ６ ２ ７ 】
　 個 々 の 培 地 を 、 次 の 薬 剤 又 は サ イ ト カ イ ン 対 の １ つ に よ り 補 充 し た ： LPS 2μ l/ml（ Sig
ma Chemicals, St Louis, MO） 、 hTNFα  2ng/ml(R&D　 Systems, Minneapolis, MN)、 hGMC
SF 2ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN)、 hIFNγ  50ng/ml (R&D Systems, Minneapol
is, MN), hMCSF 1ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN), hIL6 1ng/ml (R&D Systems, 
Minneapolis, MN)、 hIL1β  2ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN)、 hIFNγ  50ng/ml＋
hIL4 0.4ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN)、 hIFNγ  50ng/ml＋ hIL10 1ng/ml (R&D 
Systems, Minneapolis, MN)、 PMA 10ng/ml (Calbiochem, San Diego, CA) 及 び 未 処 理 の
対 照 。
【 ０ ６ ２ ８ 】
　 培 養 期 間 の 最 後 で 、 全 RNAを 、 RNAeasy Mide－ キ ッ ト （ Qiagen, Valencia, CA） を 用 い
て 調 製 し た 。 ポ リ A＋ RNAを 、 MPGキ ッ ト （ CPG、 Lincoln　 Park， NJ） を 用 い て 、 前 記 全 RNA
か ら 選 択 し た 。 個 々 の 状 態 か ら の ポ リ A＋ RNA2μ gを 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド /MOPS/ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 上 記 の よ う に し て 、 ナ イ ロ ン に 移 し 、 そ し て UV照 射 し た 。 次 に 、 そ れ ら
の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 上 記 の よ う に し て 、 プ ロ ー ブ Bに 対 し て 、 68℃ で 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 65℃ で 0.2× SSC、 0.1％ SDSに よ り 高 い 緊 縮 性 下 で 洗 浄 し 、 フ ィ ル ム に 一 晩 、 照 射
し 、 次 に 、 シ グ ナ ル 定 量 化 の た め に リ ン 光 体 ス ク リ ー ン に 照 射 し た （ 図 ２ を 参 照 の こ と ）
。
【 ０ ６ ２ ９ 】
　 卓 越 し た ８ kbの mRNA及 び 比 較 的 弱 い 2.8kbの バ ン ド が 、 す べ て の レ ー ン に 見 ら れ た 。 zcy
tor17 mRNAの 20倍 の 上 昇 が hIFNγ に よ り 30時 間 、 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の RNAに 見 ら れ 、 こ
の 効 果 は 、 IL4に よ る 同 時 処 理 に よ り わ ず か に 弱 め ら れ た 。 mRNAに お け る マ イ ナ ー な ３ 倍
の 上 昇 が LPS、 TNFα GM－ CSFに よ り 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の RNAに 見 出 さ れ た が 、 MCSF、 IL6
及 び IL1β は zcytor17 mRNAレ ベ ル に 対 し て 効 果 を 有 さ な か っ た 。 一 緒 に 考 え る と 、 こ の デ
ー タ は 、 単 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ 生 物 学 に お い て 、 及 び そ れ ら の 細 胞 が 関 係 す る い ず れ か の 数
の 疾 病 工 程 の 延 長 に よ り 、 zcytor17受 容 体 及 び そ の リ ガ ン ド に つ い て の 役 割 を 示 唆 す る 。
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【 ０ ６ ３ ０ 】
　 ．
　 ヒ ト zcytor17lig cDNAフ ラ グ メ ン ト を 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー ： セ ン ス プ ラ イ マ ー ZC
41438（ 配 列 番 号 93） 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ZC41437（ 配 列 番 号 94） 、 及 び 鋳 型 ヒ ト
zcytor17lig cDNA (配 列 番 号 90)に よ る PCRを 用 い て 得 た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を 、 標 準 の 方
法 を 用 い て 精 製 し 、 そ し て 約 25ngを 、 Prime-It RmTラ ン ダ ム ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ Staratag
ene） を 用 い て 、 3 2 Pα  dCTPに よ り ラ ベ ル し 、 そ し て Ultarahyb (Ambion)に お い て ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 そ し て Biomaxフ ィ ル ム /増 強 ス ク リ ー ン を 個 々 の 場 合 、 創 造 業 者 の 推 薦 に 従
っ て 暴 露 す る た め に 使 用 し た 。 Clontechか ら の Clontech Human 12レ ー ン MTN II及 び ヒ ト
脳 MTNブ ロ ッ ト IV、 ヒ ト 免 疫 系 MTN II及 び ヒ ト MTEア レ イ IIを 包 含 す る 。 新 規 の こ れ ま で 未
使 用 の ブ ロ ッ ト を 、 Ambion ultrahyb方 法 に 従 っ て 、 42℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 陽
性 ブ ロ ッ ト は 、 ヒ ト 12レ ー ン MTN（ Clontech） を 包 含 し た 。 試 験 さ れ た 12種 の 組 織 の う ち
、 胎 盤 の み が 約 1.2kbの 転 写 体 に 対 し て 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ６ ３ １ 】
　 ．
　 ：
　 zCytor17Lig-CEE（ 配 列 番 号 95） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の す べ て 又 は 一 部 を 含
む 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 相 同 組 換 え に よ り 構 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 zCytor17Lig－ CEE/pZM
P21と 呼 ば れ た 。
【 ０ ６ ３ ２ 】
　 zCytor17lig－ CEE/pZMP21の 構 成 を 、 PCR増 幅 を 用 い て 、 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト
を 生 成 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト の 生 成 の た め に 使 用 さ
れ る DNA鋳 型 は 、 zCytor17Lig/pZP7nxで あ っ た 。 zCytor17Lig-CEEフ ラ グ メ ン ト の 生 成 の た
め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー は 、 次 の も の で あ っ た ： （ １ ） 5’ か ら 3’ 末 端 側 に 、 28bpの ベ
ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 （ 挿 入 体 の 5’ 側 ） 及 び zCytor17Ligの 5’ 配 列 に 対 応 す る 21bpを
含 む ZC41607（ 配 列 番 号 97） （ セ ン ス 配 列 ） ； 及 び 5’ か ら 3’ 末 端 側 に 、 37bpの ベ ク タ ー
フ ラ ン ギ ン グ 配 列 （ 挿 入 体 3’ 側 ） 、 3bpの 停 止 コ ド ン 、 C－ 末 端 EE標 識 を コ ー ド す る 21bp
、 及 び zCytor17Lig配 列 3’ 末 端 に 対 応 す る 21bpを 含 む ZC41605（ 配 列 番 号 98） （ ア ン チ セ
ン ス 配 列 ） 。 上 記 PCR増 殖 に 起 因 す る フ ラ グ メ ン ト は 、 C末 端 EE標 識 の 追 加 を 有 す る 鋳 型 zC
ytor17Ligの コ ピ ー で あ り 、 zCytor17Lig-CEEの 最 終 生 成 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ６ ３ ３ 】
　 PCR反 応 を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 100μ lの 最 終 体 積 に 、 次 の も の を 添 加 し た ： 15mMの M
gClを 有 す る 10× Taqポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 緩 衝 液 10μ l、 １ μ lの Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 5単 位
/μ l、 Gibco） 、 ３ μ lの 10mMの dNTP, 78μ lの 蒸 留 水 、 プ ラ イ マ ー ZC41607（ 配 列 番 号 97）
の 20pモ ル /μ lス ト ッ ク 3μ l、 プ ラ イ マ ー ZC41605（ 配 列 番 号 98） の 20pモ ル /μ lス ト ッ ク 3
μ l、 及 び zCytor17lig鋳 型 DNAの 0.13μ g/μ lス ト ッ ク ２ μ l。 50μ lに 等 し い 体 積 の 鉱 油 を
、 前 記 混 合 物 に 添 加 し た 。 反 応 を 、 94℃ へ の ５ 分 間 の 加 熱 ； 続 い て 94℃ で １ 分 ； 55℃ で ２
分 ； 72℃ で ３ 分 （ 35サ イ ク ル ） ； 続 い て 、 72℃ で の 10分 の 拡 張 、 及 び 反 応 を 集 め る ま で 、
４ ℃ で の 維 持 。
【 ０ ６ ３ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド pZMP21を 、 BglII酵 素 に よ り 制 限 消 化 し 、 超 遠 心 分 離 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て
、 QiaQuick PCR精 製 キ ッ ト （ Qiagen） に よ り 清 浄 し 、 そ し て PCRフ ラ グ メ ン ト に よ る 組 換
え の た め に 使 用 し た 。 プ ラ ス ミ ド pZMP21を 、 pRS316 (American Type Collection, 10801 
University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209に 寄 託 さ れ 、 そ し て No. 77145と し て 受
託 さ れ る )か ら 取 ら れ た 酵 母 遺 伝 子 要 素 、 ポ リ オ ウ ィ ル ス か ら の IRES要 素 、 及 び ト ラ ン ス
メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 で 切 断 さ れ た 、 CD8の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 構 成 さ
れ た pZMP20か ら 構 成 し た 。 pZMP21は 、 MPSVプ ロ モ ー タ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル ペ プ チ
ド イ ン ト ロ ン 、 コ ー ド 配 列 の 挿 入 の た め の 複 数 の 制 限 部 位 、 停 止 コ ド ン 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル
モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド
は ま た 、 複 製 の E. コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る
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例 32 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る ヒ ト zcytor17の 組 織 分 布

例 33 ヒ ト zcytor17lig-CEEを 発 現 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 構 成
A. zCytor17Lig-CEE/pZMP21の 構 成



哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 SV40タ ー ミ ネ ー タ ー 、 及 び S. セ レ ビ シ ア エ に お け る 選 択
及 び 複 製 の た め に 必 要 と さ れ る URA3及 び CEN-ARS配 列 を 有 す る 。
【 ０ ６ ３ ５ 】
　 50μ lの コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 （ S.セ レ ビ シ ア エ ） を 、 そ れ ぞ れ 約 100ngの 切 断 さ れ た プ
ラ ス ミ ド 、 ５ μ lの 前 記 PCR混 合 物 と 共 に 組 合 し 、 そ し て 0.2cmの エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
キ ュ ベ ッ ト に 移 し た 。 酵 母 /DNA混 合 物 を 、 0.75kV(5kV/cm)、 “ 無 限 ” Ω 、 25μ Fで 、 電 気
パ ル ス し た 。 個 々 の キ ュ ベ ッ ト に 、 1.2Mの ソ ル ビ ト ー ル 600μ lを 添 加 し 、 そ し て 酵 母 を 、
２ 種 の URA－ Dプ レ ー ト 上 の １ つ の 100μ lの ア リ コ ー ト 及 び １ つ の 300μ lア リ コ ー ト に プ レ
ー ト し 、 そ し て 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 約 72時 間 後 、 単 一 の プ レ ー ト か ら の Ura＋ 酵
母 形 質 転 換 体 を 、 1mlの 水 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 短 時 間 、 回 転 せ し め 、 酵 母 細 胞 を ペ レ ッ ト
化 し た 。
【 ０ ６ ３ ６ 】
　 そ の 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 500μ lの 溶 融 緩 衝 液 （ ２ ％ Triton X-100, 1%SDS, 100mMの NaCl、
10mMの ト リ ス 、 pH8.0， 1mMの EDTA） に 再 懸 濁 し た 。 こ の 溶 融 混 合 物 500μ lを 、 300μ lの 酸
洗 浄 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ 及 び 300μ lの フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム を 含 む Eppendorf管 に 添
加 し 、 １ 分 間 、 ２ 又 は ３ 度 、 か き 混 ぜ 、 続 い て ５ 分 間 、 最 大 速 度 で 、 Eppendorf遠 心 分 離
機 に お い て 回 転 せ し め た 。 300μ lの 水 性 相 を 、 新 し い 管 に 移 し 、 そ し て DNAを 600μ lの 100
％ エ タ ノ ー ル （ EtOH） に よ り 沈 殿 せ し め 、 続 い て 、 ４ ℃ で 10分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 次 に 、
DNAペ レ ッ ト を 、 500μ lの 70％ エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 し 、 続 い て 4℃ で １ 分 間 、 遠 心 分 離 し
た 。 DNAペ レ ッ ト を 30μ lの 水 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ６ ３ ７ 】
　 エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 （ MC1061） の 形 質 転 換 を 、 ５ μ lの 酵 母 DNA調 製 物 及
び 50μ lの MC1061細 胞 に よ り 行 っ た 。 細 胞 を 、 2.0kV, 25mF及 び 400オ ー ム で 電 気 パ ル ス し
た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 後 、 600μ lの SOC（ ２ ％ Bucto T M  Trypton (Difco, Detroit
, MI), 0.5％ 酵 母 抽 出 物 （ Difco） 、 10mMの NaCl、 2.5mMの KCl、 10mMの MgCl 2 、 10mMの MgSO

4 、 20mMの グ ル コ ー ス ） を 、 添 加 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た E.コ リ 細 胞 を 、 250μ l
及 び 50μ lの ア リ コ ー ト で 、 ２ 個 の LB AMPプ レ ー ト （ LBブ イ ヨ ン （ Lennox） 、 1.8％ Bato A
gar (Difco)、 100mg/Lの ア ン ピ シ リ ン ） 上 に プ レ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 37℃ で 約 24時 間
、 逆 に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ 個 の ア ン ピ シ リ ン － 耐 性 コ ロ ニ ー を 、 ラ ン ダ ム に 選 択
し 、 そ し て 挿 入 体 の 配 列 分 析 の た め に 提 出 し た 。 大 規 模 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Qiagen Maxiキ
ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 配 列 確 認 さ れ た ク ロ ー ン か ら
単 離 し た 。
【 ０ ６ ３ ８ 】
　 ：
　 ネ ズ ミ zCytor17Lig-CEE (配 列 番 号 104及 び 105) を コ ー ド す る 完 全 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド を ま た 、 上 記 例 33Aに 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 相 同 組 換 え に よ
り 構 成 し た 。 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー は 、 次 の も の で あ っ た ： （ １ ） 挿 入 点 の 28bpの 5’ 側
ベ ク タ ー オ ー バ ー ラ ッ プ 、 zcytor17lig(m)の 5’ 末 端 の 21bpを 有 す る ZC41643 (配 列 番 号 10
6)（ 逆 方 向 、 5’ → 3’ ア ン チ セ ン ス ） 、 及 び （ ２ ） 挿 入 点 の 3’ の 37bpベ ク タ ー オ ー バ ー
ラ ッ プ ； 3bpの 停 止 コ ド ン ； 21bpの C－ 末 端 EE標 識 ； zCytor17Lig (m)-CEEの 3’ 末 端 の 24bp
を 有 す る ZC41641 (配 列 番 号 107)（ 逆 方 向 、 5’ → 3’ ア ン チ セ ン ス ） 。 プ ラ ス ミ ド を 、 zcy
tor17lig (m)-CEE/pZMP21と 命 名 し た 。 zcytor17lig (m)-CEEの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、
配 列 番 号 104で 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 105で 示 さ れ る 。
【 ０ ６ ３ ９ 】
　 ．
　 ：
　 Zcytor17Lig-CEEを 、 293T細 胞 （ Stanford University School of Medicine, Stanford,
 CA; ATCC No. SD-3515） に お い て 一 時 的 に 発 現 し 、 初 期 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生 成 し
た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 、 293T細 胞 を 、 フ ラ ス コ 当 た り 合 計 体 積 30mlの 培 養 培 地 （
SL7V4+5%FBS+1%Pen/Strep） を 有 す る 30の T162培 養 フ ラ ス コ に 、 6.5× 10 4 個 の 細 胞 /cm 2 で
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B. zCytor17Lig (m)-CEE/pZMP21の 構 成

例 34 zcytor17lig-CEEポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 発 現
A. 293T細 胞 に お け る ヒ ト zCytor17Lig-CEE/pZMP21の 発 現



接 種 し た 。 細 胞 を 、 37℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ６ ４ ０ 】
　 DNA/リ ポ ソ ー ム 混 合 物 を 次 の 通 り に 調 製 し た 。 ２ つ の 50mlの 円 錐 形 管 を 、 25mlの ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 （ SL7V4＋ 1%Pen/Strep） に よ り 満 た し そ し て 1.13mgの zCytor17Lig-CE
E/pZMP21（ 例 33） を 、 そ れ ぞ れ に 添 加 し た 。 別 の 組 の ２ つ の 50mlの 円 錐 形 管 を 、 22mlの ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 （ 上 記 ） に よ り 満 た し 、 そ し て 3mlの リ ポ ソ ー ム （ Lipofectamine
, Gibco） を 個 々 に 添 加 し た 。 個 々 の 組 の 管 に 関 し て は 、 １ つ の 管 の DNAを １ つ の 管 の リ ポ
ソ ー ム に 添 加 し 、 そ し て DNA/リ ポ ソ ー ム 混 合 物 を 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 DNA/リ ポ ソ
ー ム 混 合 物 を 含 む 、 ２ つ の 50mlの 円 錐 形 管 を プ ー ル し （ 約 100ml） 、 そ し て 300mlの ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 添 加 し た 。
【 ０ ６ ４ １ 】
　 293T細 胞 の 30の フ ラ ス コ を デ カ ン ト し 、 約 15mlの PBSに よ り １ 度 、 洗 浄 し 、 そ し て 12.4m
lの 希 釈 さ れ た DNA/リ ポ ソ ー ム 混 合 物 を 、 個 々 の フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 フ ラ ス コ を 37℃ で
３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 25mlの 培 養 培 地 （ 上 記 ） を 、
個 々 の T162フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 、 約 96時 間 後 、 収 穫 し 、 そ
し て タ ン パ ク 質 精 製 の た め の 使 用 し た （ 例 35） 。
【 ０ ６ ４ ２ 】
　 ：
　 十 分 な 長 さ の zCytor17Ligタ ン パ ク 質 を 、 zCytor17Lig CEE/ pZMP21（ 上 記 例 33を 参 照 の
こ と ） に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK細 胞 に お い て 生 成 す る 。 BHK570細 胞 （ ATCC CRL-
10314） を 、 T75組 織 培 養 皿 に プ レ ー ト し 、 そ し て 増 殖 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、
１ ％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン ） に お い て 、 37℃ で 一 晩 、 ５ ％ CO 2 下 で 、 約 50～ 70％
の 集 密 性 ま で 増 殖 す る 。 次 に 、 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） 培 地 （ SL7V4） に お い て 、 リ ポ
ソ ー ム － 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Lipofectamine T M ； Life Technologiesを 用 い て ）
に 従 っ て 、 zCytor17Lig CEE/ pZMP21に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 プ ラ ス ミ ド （ 16μ g）
を 1． 5mlの 管 に お い て SF培 地 に 希 釈 し 、 640μ lの 合 計 最 終 体 積 に す る 。
【 ０ ６ ４ ３ 】
　 脂 質 混 合 物 35μ lを 、 SF培 地 605μ lと 共 に 混 合 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 混 合 物 を 、 室 温
で 約 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 5mlの SF培 地 を 、 DNA： 脂 質 混 合 物 に 添 加 す る 。 細
胞 を 10mlの PBSに よ り １ 度 す す ぎ 、 PBSを デ カ ン ト し 、 そ し て DNA： 脂 質 混 合 物 を 添 加 す る
。 細 胞 を 、 37℃ 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 15mlの 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、 １
％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン ） を 個 々 の プ レ ー ト に 添 加 す る 。 プ レ ー ト を 37℃ で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て DNA： 脂 質 混 合 物 を 、 次 の 日 、 選 択 培 地 （ SL7V4、 ５ ％ ウ シ 胎
児 血 清 、 １ ％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 １ μ Mの MTX） に よ り 交 換 す る 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 約 10日 後 、 T75ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン フ ラ ス コ か ら の メ ト ト レ キ セ ー ト 耐
性 コ ロ ニ ー を 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 そ し て 細 胞 を プ ー ル し 、 そ し て T－ 162フ ラ ス コ 中 に プ
レ ー ト し 、 そ し て 大 規 模 培 養 に 移 す 。
【 ０ ６ ４ ４ 】
　 ：
　 マ ウ ス zCytor17Lig(m)-CEEを 、 例 34Aに 記 載 の よ う に し て 、 293T細 胞 に お い て １ 時 的 に
発 現 し 、 そ し て 培 養 さ れ た 培 地 を 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 使 用 し た （ 例 35） 。
【 ０ ６ ４ ５ 】
　 ．
　 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 操 作 は ４ ℃ で 行 わ れ た 。 次 の 方 法 を 、 C－ 末 端 Glu－ Gl
u（ EE） 標 識 （ 配 列 番 号 103） を 含 む マ ウ ス 及 び ヒ ト Zcytor17ligを 精 製 す る た め に 使 用 し
た 。 Zcytor17lig－ CEE（ 例 34） を 発 現 す る 293T細 胞 か ら の な ら し 培 地 を 、 精 製 し た 。 な ら
し 培 地 の 合 計 の 標 的 物 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 抗 － EE抗 体 を 用 い て 、 SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ
ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ６ ４ ６ 】
　 5.5mlの カ ラ ム 体 積 の 抗 － EE Poros50A（ PE BioSystems, Framingham, MA） (下 記 の よ う
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C. 293T細 胞 に お け る ヒ ト zCytor17Lig-CEE(m)/pZMP21の 発 現

例 35 293T細 胞 か ら の Zcytor17lig-CEEの 精 製



に し て 調 製 さ れ た )を 、 Waters AP-1, 1cm× ７ cmの ガ ラ ス カ ラ ム （ Waters, Milford, MA）
に 注 い だ 。 カ ラ ム を 流 動 充 填 し 、 そ し て リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ PBS） （ pH7.4） に よ り 、 BioCad
 Sprint (PE BioSystems, Framingham, MA) 上 で 平 衡 化 し た 。 な ら し 培 地 を 、 NaClに よ り
0.3Mに 調 節 し 、 そ し て pHを 7.2に 調 節 し た 。 次 に 、 な ら し 培 地 を 、 約 3ml/分 の 流 速 で 一 晩
、 カ ラ ム 上 に 充 填 し た 。 カ ラ ム を 、 10カ ラ ム 体 積 （ CV） の PVS（ pH7.4） に よ り 洗 浄 し 、 そ
し て 再 び 、 3CVの ５ × Sigma PBS (pH7.4) に よ り 洗 浄 し た 。 そ れ を 、 3ml/分 で 、 0.5Mの ア
セ ト ン 、 0.5Mの NaCl（ pH2.5） に よ り 段 階 的 溶 出 し た 。 画 分 管 は 、 溶 出 液 を す ぐ に 中 和 す
る た め に 、 1mlの ト リ ス 塩 基 （ pH調 節 さ れ て い な い ） を 含 ん だ 。
【 ０ ６ ４ ７ 】
　 カ ラ ム を 再 び 、 中 和 す る た め に 、 ５ × Sigma PBS (pH7.4)に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 P
BSに よ り 平 衡 化 し た 。 2ml画 分 を 、 完 全 な 溶 出 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 上 で 集 め 、 そ し て 280及
び 215ｎ M で の 吸 光 度 を モ ニ タ ー し ； 通 過 物 及 び 洗 浄 プ ー ル を ま た 、 保 存 し 、 そ し て 分 析
し た 。 ５ × PBS及 び 酸 溶 出 ピ ー ク 画 分 を 、 一 次 抗 体 抗 － EE及 び 二 次 抗 体 、 接 合 さ れ た マ ウ
ス － HRPに よ り 、 SDS－ PAGE銀 染 色 及 び ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を 通 し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 に
つ い て 分 析 し た 。 興 味 あ る 酸 溶 出 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 5000ダ ル ト ン 分 子 量 カ ッ ト オ フ
膜 回 転 濃 縮 機 （ Millipore, Bedford, MA） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 38
mlか ら 0.8mlに 濃 縮 し た 。
【 ０ ６ ４ ８ 】
　 凝 集 さ れ た 材 料 及 び い ず れ か の 汚 染 性 同 時 精 製 タ ン パ ク 質 か ら Zcytor17lig－ CEEを 分 離
す る た め に 、 プ ー ル さ れ た 濃 縮 画 分 を 、 PBSに よ り 平 衡 化 さ れ 、 そ し て BioCad Sprintを 用
い て 、 1.0ml/分 の 流 速 で 充 填 さ れ る 、 1.6× 60cm（ 120ml） の Sephadex 75 (Pharmacia, Pi
scataway, NJ) カ ラ ム 上 で の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 に ゆ だ ね た 。 ３ mlの 画 分
を 、 全 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 通 し て 集 め 、 そ し て 280及 び 215nMで の 吸 光 度 を モ ニ タ ー し た
。 ピ ー ク 画 分 を 、 SDS－ PAGE銀 染 色 に よ り 特 徴 づ け 、 そ し て 最 も 純 粋 な 画 分 の み を プ ー ル
し た 。 こ の 材 料 は 、 精 製 さ れ た Zcytor17lig－ CEEタ ン パ ク 質 を 提 供 し た 。
【 ０ ６ ４ ９ 】
　 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト さ れ た 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 及 び 銀 色 さ れ た SDS－ PAGEゲ ル 上 で 、 Z
cytor17lig－ CEEは 、 １ つ の 主 要 バ ン ド で あ っ た 。 精 製 さ れ た 材 料 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 B
CA分 析 （ Pierce, Rockford, IL） に よ り 行 い 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 等 分 し 、 そ し て 標 準 の
方 法 に 従 っ て 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ６ ５ ０ 】
　 PorosA50抗 － EEを 調 製 す る た め に 、 65mlの 層 体 積 の PorosA50（ PE Biosystems） を 、 100
mlの 水 及 び 次 に 、 0.1Mの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH8.2（ TEA, ICN, Aurora, Ohio） 、 1M
の 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.8） の 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 溶 液 に よ り 、 真 空 フ ラ ス コ フ
ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 用 い て 洗 浄 し た 。 300mlの 体 積 中 、 2mg/mlの 濃 度 で の EEモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 溶 液 を 、 250mlの 体 積 の 洗 浄 さ れ た 樹 脂 と 共 に 混 合 し た 。 室 温 で の 一 晩 で の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 結 合 さ れ な か っ た 抗 体 を 、 ５ 体 積 の 200mMの TEA、 １ Mの 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 pH8.8の 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 溶 液 に よ り 樹 脂 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 し
た 。
【 ０ ６ ５ １ 】
　 樹 脂 を 、 ２ 体 積 の TEA、 1Mの 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.8） の 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 溶
液 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 適 切 な 容 器 に 移 し た 。 3mlの 25mg/ml（ 68mM） の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
ス ベ レ ー ト （ Pierce, Rockford, ILに よ り 供 給 さ れ る DMSO中 ） を 添 加 し 、 そ し て そ の 溶 液
を 、 室 温 で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 樹 脂 上 の 非 特 異 的 部 位 を 、 真 空 フ ラ ス コ フ
ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 用 い て 、 200mMの TEA（ pH8.8） 中 、 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Sigma, 
St. Louis, MO） ５ 体 積 と 共 に 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り ブ ロ ッ ク し た
。 樹 脂 を 、 PBS（ pH7.4） 、 続 い て 0.1Mの グ リ シ ン （ pH3） に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 10× PBSに
よ り 中 和 し た 。 蒸 留 水 に よ る 洗 浄 の 後 、 最 終 の カ ッ プ リ ン グ さ れ た 抗 － EE Poros-A50樹 脂
を 、 20％ エ タ ノ ー ル に お い て 、 ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ６ ５ ２ 】
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　 ．
　 ：
　 標 準 の 自 動 化 さ れ た N－ 末 端 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 決 定 （ エ ド マ ン 分 解 ） を 、 Applied Biosy
stemsか ら の 試 薬 を 用 い て 行 っ た 。 N－ 末 端 配 列 分 析 を 、 Mode l494 Protein Sequencer Sy
stem (applied Biosystem, Inc., Foster City, CA) 上 で 行 っ た 。 デ ー タ 分 析 を 、 Model 
610A Data Amalysis System for Protein Sequencing, バ ー ジ ョ ン 2.1a (Applied Biosys
tems) に よ り 行 っ た 。
【 ０ ６ ５ ３ 】
　 精 製 さ れ た ヒ ト zcytor17lig-CEEサ ン プ ル （ 例 35） を 適 用 し た 。 サ ン プ ル を 、 N-末 端 配
列 決 定 の た め に 、 調 製 さ れ た ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー 上 に 負 荷 し た 。 ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー
は 、 そ れ を Biobrene T M  と 共 に 予 備 循 環 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た 。
　 分 泌 さ れ た ヒ ト zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の N－ 末 端 配 列 分 析 は 、 シ グ ナ ル 配 列 の 予 測 さ
れ る 分 解 部 位 を 確 証 し な か っ た が 、 し か し ヒ ト zcytor17lig前 駆 体 配 列 の 配 列 番 号 ２ に お
け る 残 基 27（ Leu） で の 成 熟 開 始 を も た ら し た 。
【 ０ ６ ５ ４ 】
　 ：
　 標 準 の 自 動 化 さ れ た N－ 末 端 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 決 定 （ エ ド マ ン 分 解 ） を 、 Applied Biosy
stemsか ら の 試 薬 を 用 い て 行 っ た 。 N－ 末 端 配 列 分 析 を 、 Mode l494 Protein Sequencer Sy
stem (applied Biosystem, Inc., Foster City, CA) 上 で 行 っ た 。 デ ー タ 分 析 を 、 Model 
610A Data Amalysis System for Protein Sequencing, バ ー ジ ョ ン 2.1a (Applied Biosys
tems) に よ り 行 っ た 。
【 ０ ６ ５ ５ 】
　 精 製 さ れ た マ ウ ス zcytor17lig-CEEサ ン プ ル を 、 プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス /抗 － EEビ ー
ズ （ 例 35） 上 に 捕 獲 さ れ る よ う に 、 供 給 し た 。 ビ ー ズ を 、 Novex SDS PAGEシ ス テ ム （ ４ ～
12％ の ビ ス － ト リ ス MES NuPAGE; Invitrogen） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て
、 還 元 SDS－ PAGEサ ン プ ル 緩 衝 液 に 、 及 び SDS－ PAGE上 で の 走 行 の 前 、 煮 沸 水 浴 上 に 配 置 し
た 。 ゲ ル を 、 Novex PVDF膜 （ Invitorogen） に エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 そ し て 標 準
方 法 を 用 い て 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た （ Sigma, St. Louis, MO） 。 対 応 す る 抗 － EEウ
ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 N－ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 の た め の zcytor17ligバ ン ド を 同
定 し た 。 使 用 さ れ る マ ウ ス 抗 － EE IgG HRP接 合 さ れ た 抗 体 を 自 家 製 造 し た 。
【 ０ ６ ５ ６ 】
　 分 泌 さ れ た マ ウ ス zcytor17ligポ リ ペ プ チ ド の N－ 末 端 配 列 分 析 は 、 マ ウ ス zcytor17lig
前 駆 体 配 列 の 配 列 番 号 11及 び 91に 関 し て 、 31 (Ala) で の 成 熟 開 始 を も た ら す シ グ ナ ル 配
列 の 予 測 さ れ る 分 解 部 位 を 確 認 し た 。
【 ０ ６ ５ ７ 】
　 ．
　 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 zcytor17受 容 体 を 含 ん で 成 る 受 容 体 、 例 え ば zcytor17受 容 体 を
含 ん で 成 る zcytor17受 容 体 又 は 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 及 び ト リ マ ー （ 例 え ば 、 zcytor17/O
SMR, zcytor17/WSX-1, 又 は zcytor17/OSMR/WSX-1, 又 は 他 の ク ラ ス Iサ イ ト カ イ ン 受 容 体
サ ブ ユ ニ ッ ト ） へ の zcytor17ligの 結 合 を 試 験 し た 。 zcytor17受 容 体 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 CO
S細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS細 胞 を 用 い て 、 下 記 の
よ う に 、 zcytor17受 容 体 を 含 ん で 成 る 受 容 体 へ の zcytor17ligの 結 合 を 評 価 し た 。
【 ０ ６ ５ ８ 】
　 ：
　 COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 次 の 通 り に 行 っ た ： 次 の 組 合 せ で の 受 容 体 プ ラ ス ミ ド D
NA800ng: pZp7pX/zcytor17の み ； pZp7pX/WSX-1の み ； pZp7pX/OSMRの み ； pZp7pX/ zcytor1
7+ pZp7pX/OSMR； pZp7pX/zcytor17+ pZp7pX/WSX-1； pZp7pX/OSMR+ pZp7pX/WSX-1； pZp7pX
/zcytor17+ pZp7pX/OSMR+ pZp7pX/WSX-1及 び 80μ lの 血 清 フ リ ー DMEM培 地 （ 550mlの DMEM中
、 55mgの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 146mgの L－ グ ル タ ミ ン 、 5mgの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 2.5mg
の イ ン ス リ ン 、 1μ gの セ レ ニ ウ ム 及 び 5mgの フ ェ チ ュ イ ン ） 中 、 4μ lの リ ポ フ ェ ク タ ミ ン T
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例 36 ヒ ト 及 び マ ウ ス Zcytor17ligの N－ 末 端 配 列 決 定
A. ヒ ト Zcytor17ligの N－ 末 端 配 列 決 定

B. ヒ ト Zcytor17ligの N－ 末 端 配 列 決 定

例 37 COS細 胞 結 合 ア ッ セ イ

A. COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



M  を 混 合 し 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 次 に 、 320μ lの 血 清 フ リ ー DMEM培 地
を 添 加 す る 。 12ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト （ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 被 覆 さ れ た ） 上 に プ レ ー ト さ
れ た ２ × 10 5 個 の COS細 胞 上 に 前 記 混 合 物 400μ lを 添 加 し 、 そ し て 37℃ で ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 500μ lの 20％ FBS DMEM培 地 （ 500mlの DMEM中 、 100mlの FBS、 55mgの ピ ル ビ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 及 び 146mgの L－ グ ル タ ミ ン ） を 添 加 し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ５ ９ 】
　 ：
　 結 合 ア ッ セ イ を 次 の 通 り に 行 っ た ： 培 地 を 、 PBS＋ 0.1％ BSAに よ り す す ぎ 、 細 胞 を 除 去
し 、 そ し て 次 に 、 細 胞 を 同 じ 溶 液 に よ り 60分 間 ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 1.0μ g/ml
の zcytor17ligCEE精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 と 共 に 、 PBS＋ 0.1％ BSAに お い て １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 次 に 、 細 胞 を 、 PBS＋ 0.1％ BSAに よ り 洗 浄 し 、 そ し て １ ： 1000に 希 釈 さ れ た
マ ウ ス 抗 － Glu Glu抗 体 と 共 に 、 さ ら に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 再 び 、 細 胞 を 、 PBS＋
0.1％ BSAに よ り 洗 浄 し 、 次 に 1： 200に 希 釈 さ れ た ヤ ギ 抗 － マ ウ ス － HRP接 合 さ れ た 抗 体 と
共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ６ ６ ０ 】
　 陽 性 結 合 を 、 希 釈 緩 衝 液 （ NENキ ッ ト ） に よ り 1： 50に 希 釈 さ れ た フ ル オ レ セ イ ン チ ラ ミ
ド 試 薬 に よ り 検 出 し 、 そ し て ４ ～ ６ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し PBS＋ 0.1％ BSAに よ り 洗
浄 し た 。 細 胞 を PBS中 、 1.8％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り 15分 間 、 固 定 し 、 次 に PBS＋ 0.1％ BS
Aに よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 PBSに よ り １ ： ５ に 希 釈 さ れ た Vectashield Mounting Media (
Vedtor Labs Burlingame, CA) に よ り 保 存 し た 。 細 胞 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 上 で の FITCフ ィ ル タ
ー を 用 い て 可 視 化 し た 。
【 ０ ６ ６ １ 】
　 陽 性 結 合 を 、 zcytor17の み 、 zcytor17＋ OSMRβ 、 zcytor17+WSX-1及 び zcytor17+OSMRβ +
WSX-1に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に つ い て 検 出 し た 。 結 合 は 、 WSX-1+OSMRβ 、 OSM
Rβ の み 又 は WSX-1の み に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に つ い て は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ６ ６ ２ 】
　 ．

　 ：
　 マ ウ ス 精 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 マ ウ ス zcytoR17の 十 分 な 長 さ の ク ロ ー ン に つ い て ス ク
リ ー ン し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 65,000cfu/プ レ ー ト で 24LB+Ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し た
。 フ ィ ル タ ー リ フ ト を 、 合 計 約 1.6百 万 の コ ロ ニ ー に 対 し て 、 Hybond N (Amersham-Pharma
cia Biotech, Inc., Piscataway, NJ) を 用 い て 調 製 し た 。 フ ィ ル タ ー を 配 向 に つ い て 熱
針 に よ り 印 を 付 け 、 そ し て 次 に 、 0.5Mの NaOH及 び 1.5Mの ト リ ス － HCl、 pH7.2に お い て ６ 分
間 、 変 性 し た 。 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 1.5Mの NaCl及 び 0.5Mの ト リ ス － HCl、 pH7.2に お い て
6分 間 、 中 和 し た 。 DNAを 、 1200ジ ュ ー ル で の UVク ロ ス リ ン カ ー （ Stratalinker（ 商 標 ） , 
Stratagene, La Jolla, CA） を 用 い て フ ィ ル タ ー に 固 定 し た 。 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 室 温
で 一 晩 、 持 ち 上 げ 、 乾 燥 せ し め た 。
【 ０ ６ ６ ３ 】
　 次 の 日 、 フ ィ ル タ ー を 、 0.25× SSC、 0.25％ SDS及 び 1mMの EDTAか ら 成 る 予 備 洗 浄 緩 衝 液
に よ り 65℃ で 予 備 洗 浄 し た 。 細 胞 残 骸 を 、 Kimwipes（ 商 標 ） (Kimberly-Clark) を 用 い て
手 動 的 に 除 去 し 、 そ し て 溶 液 を 、 １ 時 間 に わ た っ て ３ 度 、 交 換 し た 。 フ ィ ル タ ー を 空 気 乾
燥 し 、 そ し て 、 必 要 な ま で 室 温 で 貯 蔵 し た 。 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 20mlの ExpressHyb T M  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ Clontech, Palo Alto, CA） に お い て 約 ３ 時 間 、 プ レ ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ ６ ６ ４ 】
　 プ ロ ー ブ B（ 例 31） を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ZC27,895 (配 列 番 号 20) 及 び ZC2
8,917（ 配 列 番 号 83） を 用 い て 、 ヒ ト zcytoR17鋳 型 か ら PCRに よ り 生 成 し 、 そ し て 市 販 の キ
ッ ト （ Megaprime DNA Labeling System; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ
） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 3 2 Pに よ り 放 射 性 ラ ベ ル し た 。 プ ロ ー ブ を
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B. 結 合 ア ッ セ イ

例 38 マ ウ ス zcytor17ligは ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て マ ウ ス zcytor17/OSMRβ 受
容 体 を 活 性 化 す る
A. 十 分 な 長 さ の マ ウ ス zcytor17及 び マ ウ ス OSMRβ の 発 現 の た め の ク ロ ー ニ ン グ



、 Stratagene T M  プ ッ シ ュ カ ラ ム （ NucTrap（ 商 標 ） カ ラ ム ； Stratagene, La Jolla, CA）
を 用 い て 精 製 し た 。 プ ロ ー ブ を 、 100℃ で 15分 間 、 変 性 し 、 そ し て ExpressHyb T M  に 添 加 し
た 。 フ ィ ル タ ー を 、 1.6× 10 6 cpm/mlの プ ロ ー ブ を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ズ 溶 液 15mlに お い て 、
63℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ ６ ６ ５ 】
　 フ ィ ル タ ー を 、 ２ × SSC, 0.1%SDS及 び 1mMの EDTAに 85℃ で 洗 浄 し 、 そ し て X－ 線 フ ィ ル ム
に -80℃ で 4.5日 間 、 照 射 し た 。 13個 の 陽 性 体 を 、 プ ラ グ と し て プ レ ー ト か ら 採 取 し 、 そ し
て 1.7mlの 管 に お け る 31mlの LB+ampに 配 置 し た 。 管 を ４ ℃ で 一 晩 、 維 持 し た 。 そ れ ら の 13
個 の 陽 性 体 を 、 さ ら に ２ 回 精 製 に ゆ だ ね た 。 第 三 プ レ ー ト を 37℃ で 増 殖 せ し め 、 こ の 後 、
フ ィ ル タ ー リ ス ト を 取 り 、 そ し て 単 一 の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 そ し て 配 列 決 定 に 送 っ た 。 そ
れ ら の う ち ３ 個 は 、 zcytoR17の マ ウ ス オ ル ト 体 の 配 列 を 含 む こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ６ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 PCR生 成 物 を 、 鋳 型 と し て CTLL-2 cDNA及 び プ ラ イ マ ー と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ZC38,239（ 配 列 番 号 108） 及 び ZC38,245 (配 列 番 号 109)を 用 い て 生 成 し た 。 CTLL－ 2は
マ ウ ス 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 細 胞 系 （ ATCC No. TIB-214） で あ る 。 こ の PCR反 応 を 次 の 通 り に
行 っ た ： 95℃ で １ 分 （ １ サ イ ク ル ） 、 95℃ で 15秒 、 68℃ で ３ 分 、 次 に 68℃ で 10分 （ 30サ イ
ク ル ） 、 ４ ℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR反 応 は 、 約 0.5ngの cDNA, 20pモ ル の 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 及 び 1μ lの Advantage IIポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 （ ClonTech） を 使 用 し た 。
【 ０ ６ ６ ７ 】
　 約 6%の PCR生 成 物 を 、 上 記 の よ う に 、 新 規 PCR反 応 に お い て 鋳 型 と し て 使 用 し 、 但 し オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC38,239（ 配 列 番 号 108） 及 び ZC38,238（ 配 列 番 号 110） を 除 く 。 こ の PCR
反 応 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で 45秒 、 65℃ で 45秒 、 72℃ １ 分 、 次 に 72℃ で ７ 分 （ 30サ イ
ク ル ） ； 10℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR反 応 の ほ と ん ど を 、 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、
そ し て 約 360bpで の 有 力 な バ ン ド を 切 除 し 、 DNAフ ラ グ メ ン ト を 溶 離 し 、 そ し て DNA配 列 決
定 を 行 っ た 。
【 ０ ６ ６ ８ 】
　 マ ウ ス zcytor17ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 配 列 番 号 111で 示 し 、 そ し て そ の 対 応 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 112で 示 す 。 さ ら に 、 切 断 さ れ た 可 溶 性 形 の マ ウ ス zcytor17ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 番 号 113で 示 し 、 そ し て そ の 反 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 129で 示
す 。
【 ０ ６ ６ ９ 】
　 十 分 な 長 さ の マ ウ ス OSMRβ  cDNAを 得 る た め に 、 5’ 及 び 3’ PCR生 成 物 を 単 離 し 、 そ し て
内 部 BamHI部 位 を 用 い て 連 結 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 119）
を 用 い て 企 画 し 、 そ し て ク ロ ー ニ ン グ の た め の EcoRI及 び XbaI制 限 部 位 を 含 む 。 ゲ ノ ム マ
ウ ス OSMRβ 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 119で 示 さ れ 、 こ こ で コ ー ド 配 列 は 、 配 列 番 号 120で 示 さ
れ る 、 970個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド の マ ウ ス OSMRβ を コ ー ド す る 残 基 780～ 3692を 包 含 す
る 。 配 列 番 号 120の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 性 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 121で 示 さ れ る 。
【 ０ ６ ７ ０ 】
　 5’ PCR生 成 物 を 、 鋳 型 と し て 自 家 3T3－ L1（ 分 化 さ れ た マ ウ ス 脂 肪 細 胞 ） cDNAラ イ ブ ラ
リ ー 及 び プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC41,764（ 配 列 番 号 115） 及 び ZC41,598（
配 列 番 号 116） を 用 い て 生 成 し た 。 こ の 5’ PCR反 応 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 95℃ で 45秒 、 55
℃ で 45秒 、 72℃ で 1.5分 、 次 に 72℃ で ７ 分 （ 30サ イ ク ル ） ； 4℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR反 応
は 、 約 ３ μ gの cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 20pモ ル の 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 及 び ５ 単 位 の Pwo DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Roche） を 使 用 し た 。 約 90％ の 5’ PCR生 成
物 を 、 EcoRI及 び BamHIに よ り 消 化 し 、 そ し て 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し た 。 約 1
446bpの バ ン ド を 切 除 し 、 そ し て 連 結 の た め に 使 用 し た （ 下 記 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ６ ７ １ 】
　 3’ PCR生 成 物 を 、 鋳 型 と し て マ ウ ス 胎 盤 自 家 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 及 び プ ラ イ マ ー と し て オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC41,948（ 配 列 番 号 117） 及 び ZC41,766（ 配 列 番 号 118） を 用 い て 生 成 し
た 。 こ の 3’ PCR反 応 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 95℃ で 45秒 、 55℃ で 45秒 、 72℃ で 1.5分 、 次 に 7
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2℃ で ７ 分 （ 30サ イ ク ル ） ； 4℃ で の ソ ー キ ン グ 。 PCR反 応 は 、 約 ３ μ gの cDNAラ イ ブ ラ リ ー
か ら 調 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 20pモ ル の 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び ５ 単 位 の Pwo DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ （ Roche） を 使 用 し た 。 約 90％ の 3’ PCR生 成 物 を 、 BamHI及 び XbaIに よ り 消 化
し 、 そ し て 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ゲ ル 精 製 し た 。 約 2200bpの バ ン ド を 切 除 し 、 そ し て E
coRI及 び XbaIに よ り 消 化 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー pZP-5Zに 、 5 ’ PCR生 成 物 (上 記 に 記 載 さ れ る
)と 共 に 、 連 結 す る た め に 使 用 し た 。 三 部 分 連 結 を 、 上 記 5’ EcorI～ BamHIフ ラ グ メ ン ト 、
3’ BamHI～ XbaIフ ラ グ メ ン ト 、 及 び EcoRI及 び XbaIに よ り 消 化 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー pZP-5Z
に よ り 行 っ た 。
【 ０ ６ ７ ２ 】
　 こ れ は 、 pZP-5Z/OSMRβ を 称 す る 、 マ ウ ス OSMRβ の た め の 十 分 な 長 さ の cDNA（ 配 列 番 号 1
19の ヌ ク レ オ チ ド 780～ 3692） を 含 む pZP-5Zプ ラ ス ミ ド を 生 成 し た 。 pZP-5Z/OSMRβ に お け
る 十 分 な 長 さ の マ ウ ス OSMRβ  cDNAは 、 配 列 番 号 120か ら の ２ つ の ア ミ ノ 酸 挿 入 体 を 有 す る
。 位 置 370で の ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン の 重 複 及 び 位 置 526で の ア ミ ノ 酸 グ ル タ ミ ン 酸 の 重 複 が 存
在 す る 。 プ ラ ス ミ ド pZP-5Zは 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 コ ー ド 配 列 の 挿 入 の た め の 複 数 の 制 限
部 位 、 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 哺 乳 類 発 現 ベ ク
タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 製 の E. コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー
及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る 哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 ユ ニ ッ ト 、 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 及 び SV40
タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 。
　 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 配 列 決 定 し 、 マ ウ ス OSMRβ  cDNA配 列 を 確 め た 。
【 ０ ６ ７ ３ 】
　

：
　 安 定 し た BaF3/KZ134及 び BHK/KZ134細 胞 系 （ 例 20） を 、 十 分 な 長 さ の マ ウ ス zcytor17, p
ZP-7P/zcytor17m（ 例 38A） を コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ れ
ぞ れ BaF3/KZ134/zcytor17m及 び BHK/KZ134/zcytor17mを 創 造 し た 。 次 に 、 マ ウ ス OSMRβ 発
現 プ ラ ス ミ ド 、 す な わ ち pZP-5Z/OSMRβ （ 例 38A） を 、 そ れ ら の 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 、 そ れ ぞ れ BaF3/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m及 び BHK/KZ134/zcytor17m/OSMRβ mを 創 造 し
た 。 方 法 は 例 ４ に 記 載 の 通 り で あ り 、 但 し BaF3/KZ134/zcytor17m及 び BHK/KZ134/zcytor17
mを 、 ゲ ネ チ シ ン の 他 に 、 2μ g/mlの プ ロ マ イ シ ン に よ り 選 択 し 、 そ し て BaF3/KZ134/zcyto
r17m/OSMRβ m及 び BHK/KZ134/zcytor17m/OSMRβ mを 、 ゲ ネ チ シ ン の 他 に 、 2μ g/mlの プ ロ マ
イ シ ン 及 び 200μ g/mlの ゼ オ シ ン に よ り 選 択 し た 。
【 ０ ６ ７ ４ 】
　 ク ロ ー ン を 、 標 準 技 法 を 用 い て 希 釈 し 、 プ レ ー ト し 、 そ し て 選 択 し た 。 ク ロ ー ン を 、 マ
ウ ス zcytor17ligな ら し 培 地 又 は 精 製 さ れ た マ ウ ス zcytor17ligタ ン パ ク 質 （ 例 35） を 、 イ
ン ジ ュ ー サ ー と し て 用 い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ （ 上 記 例 20を 参 照 の こ と ） に よ り ス
ク リ ー ン し た 。 最 高 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 応 答 （ STATル シ フ ェ ラ ー ゼ を 通 し て ） 及 び 最 低 の バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 系 を 選 択 し
た 。
【 ０ ６ ７ ５ 】
　

：
　 細 胞 系 を 、 例 20に 記 載 の よ う に し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ の た め に プ レ ー ト し た 。
BaF3/KZ134/zcytor17m, BaF3/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m, BHK/KZ134/zcytor17m, 及 び BHK
/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m細 胞 の STAT活 性 を 、 次 の も の も 用 い て ア ッ セ イ し た ： （ １ ） ヒ
ト zcytor17ligに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら の な ら し 培 地 （ 例 ７ ） 、 （
２ ） マ ウ ス zcytor17ligに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら の な ら し 培 地 （ 例 1
8） 、 （ ３ ） 精 製 さ れ た マ ウ ス 及 び ヒ ト zcytor17lig（ 例 35） 、 及 び （ ４ ） 培 地 の み の 対 照
応 答 を 測 定 す る た め の mIL-3フ リ ー 培 地 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 、 例 20に 記 載 の よ う
に し て 行 っ た 。
【 ０ ６ ７ ６ 】
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B. BaF3/KZ134/zcytor17m, BaF3/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m, BHK/KZ134/zcytor17m. 及
び BHK/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m細 胞 系 の 構 成

C. マ ウ ス Zcytor17ligは BaF3/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m及 び BHK/KZ134/zcytor17m/OSMR
β mル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て マ ウ ス zcytor17受 容 体 を 活 性 化 す る



　 こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 BaF3/KZ134/zcytor17m細 胞 、 BHK/KZ134/zcytor17m細 胞 又 は ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い BaF3/KZ134又 は BHK/KZ134対 照 細 胞 に 比 較 し て 、 マ ウ ス zcyto
r17ligに 対 す る 、 BaF3/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m及 び BHK/KZ134/zcytor17m/OSMRβ m細 胞
の STATレ ポ ー タ ー 応 答 を 確 め 、 そ し て 前 記 応 答 が マ ウ ス zcytor17/OSMRβ 受 容 体 を 通 し て
介 在 す る こ と を 示 す 。 こ の 結 果 は ま た 、 ヒ ト zcytor17ligが 、 マ ウ ス 受 容 体 複 合 体 を 通 し
て STATレ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 活 性 化 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ ６ ７ ７ 】
　 ．

　 ヒ ト zcytor17Lの ビ オ チ ニ ル 化 を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 5.26mg/mlで の zcytor17（ 100
μ l） を 、 蒸 留 水 に 溶 解 さ れ た 10mg/mlの EZ－ リ ン ク Sulfo－ NHS－ LC－ ビ オ チ ン （ Pierce, 
Rockford, IL） 30μ lと 共 に 組 合 し た 。 こ の 溶 液 を 、 室 温 で 30分 間 、 ロ ッ カ ー 上 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ニ ル 化 の 後 、 溶 液 を 、 Slide－ A－ Lyzer透 析 カ セ ッ ト を 用 い て 、 PBS
に お い て 透 析 し た 。
【 ０ ６ ７ ８ 】
　 異 な っ た 受 容 体 組 合 せ へ の ヒ ト zcytor17リ ガ ン ド の 結 合 性 質 を 試 験 す る た め に 、 BHK及
び BAF3の 両 細 胞 を 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 標 準 技 法 を 用 い て 、 発 現 プ ラ ス ミ ド
に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ れ ら の プ ラ ス ミ ド 次 の 組 合 せ で 両 細 胞 系 中 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た ： zcytor17の み 、 OSMRβ の み 、 及 び zcytor17及 び OSMRβ 両 者 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン は 、 上 記 に 詳 細 さ れ る よ う に し て 行 わ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い BHK及
び BAF3細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し た 。 細 胞 を 次 の 通 り に し て FACSに よ り 染 色 し た ： 2E5細 胞
を 次 の い ず れ か に よ り 染 色 し ： 2.0μ g/ml、 100ng/ml, 10ng/ml, 1.0ng/ml, 100pg/ml, 10
pg/ml, 1.0pg/mlの ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た zcytor17L、 又 は FACS緩 衝 液 （ PBS＋ 2%BSA＋ 2%NHS
（ Gemini） ＋ 2%NGS） に お い て 氷 上 で 30分 間 、 染 色 し な い で 放 置 し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 そ
し て 次 に 、 細 胞 を FACS緩 衝 液 に よ り 1.5回 、 洗 浄 し 、 そ し て FACS緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 そ し
て CellQuestソ フ ト ウ ェ ア （ Bacton Dickinson, Mountain View, CA） を 用 い て 、 BD FACSC
aliber上 で FACSに よ り 分 析 し た 。
【 ０ ６ ７ ９ 】
　 BHK及 び BAF3細 胞 の 両 者 は 、 zcytor17リ ガ ン ド が zcytor17の み 、 及 び OSMRβ と の 組 合 し
て の 両 者 に 結 合 し 、 そ し て zcytor17/OSMRβ ヘ テ ロ ダ イ マ ー が わ ず か に 強 い こ と を 示 し た
。 結 合 は 、 OSMRβ の み を 発 現 す る い ず れ の 細 胞 系 に お い て も 見 出 さ れ な か っ た 。 zcytor17
リ ガ ン ド は 、 濃 度 依 存 性 態 様 で 結 合 し た 。 BHK結 合 に 関 す る 平 均 蛍 光 強 度 （ MFI） が 、 下 記
表 16に 示 さ れ る 。
【 ０ ６ ８ ０ 】
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例 39 流 動 細 胞 計 測 法 に よ る zcytor17及 び zcytor17/OSMRβ に 結 合 す る ヒ ト zcytor17リ
ガ ン ド



【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ６ ８ １ 】
　 ．
　 RNAを 、 ヒ ト zcytor17lig処 理 さ れ た A549細 胞 、 zcytor17lig処 理 さ れ た SK-LU-1細 胞 、 及
び 処 理 さ れ て い な い 対 照 細 胞 か ら 、 Rneasy Midiキ ッ ト （ Aiagen, Valencia, CA） を 用 い
て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。
【 ０ ６ ８ ２ 】
　 zcytor17ligに よ り 処 理 さ れ た 細 胞 及 び そ れ ぞ れ の 対 照 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 、 GEArray Q Series cDNA発 現 ア レ イ （ SuperArrey Inc., Bethesda, MD） を 用 い て 行 っ
た 。 Q Series cDNA発 現 ア レ イ は 、 特 定 の 生 物 学 的 経 路 に 関 連 す る 96ま で の cDNAフ ラ グ メ
ン ト 、 又 は 類 似 す る 機 能 又 は 構 造 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 処 理 さ れ た 及 び 対 照 の 細 胞
の ア レ イ の 比 較 は 、 特 定 遺 伝 子 の ア ッ プ 及 び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 決 定 を 可 能 に す る
。 プ ロ ー ブ ラ ベ リ ン グ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 検 出 を 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て
行 っ た 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ス シ グ ナ ル 検 出 及 び デ ー タ 獲 得 は 、 Lumi－ Imagerワ ー ク ス テ ー シ
ョ ン （ Roche, Indianapolis, IN） 上 で 行 わ れ た 。 得 ら れ る イ メ ー ジ デ ー タ を 、 ImageQuan
t 5.2（ Amersham Biosciences, Inc., Piscataway, NJ） 及 び GEArray Analyzer 1.2 (Sup
erArray Inc., Bethesda, MD) ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ６ ８ ３ 】
　 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 及 び 受 容 体 Qシ リ ー ズ HS-014Nア レ イ か ら の 結 果 の 分 析 は 、 標 準 化
の 後 、 zcytor17lig処 理 さ れ た ヒ ト SK-LU-1細 胞 に お け る IL13RA2の 約 4.7倍 の 上 昇 、 及 び zc
ytor17lig処 理 さ れ た ヒ ト A549細 胞 に お け る IL13RA2の 約 2.2倍 の 上 昇 を 示 し た 。
　 そ れ ら の 結 果 は 、 zcytor17ligが SK-LU-1及 び A549細 胞 に お い て IL13RA2を 、 有 意 に ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す 。 そ れ ら の 両 者 は 、 ヒ ト 肺 癌 に 由 来 す る 細 胞 系 を 確 立 さ れ
る （ Blobelな ど ., Virchows Arch B Cell Pathol. Incl. Mol. Pathol., 1984; 45(4): 4
07-29） 。 よ り 特 定 に は 、 A549は 、 ヒ ト 肺 上 皮 細 胞 系 と し て 特 徴 づ け ら れ る （ Linな ど ., J
. Pharm. Pharmacol., 2002 Sep; 54(9): 1271-8; Martinezな ど ., Toxicol. Sci., 2002
 Oct; 69(2): 409-23） 。
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例 40 ヒ ト Zcytor17lig処 理 さ れ た 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 ア レ イ 分 析



【 ０ ６ ８ ４ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -13（ IL-13） 、 す な わ ち 活 性 化 さ れ た Tリ ン パ 球 に よ り 分 析 さ れ る サ
イ ト カ イ ン は 、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 抑 制 、 及 び 気 道 過 応 答 性 、 好 酸 球 レ ク ル ー ト メ ン ト 及
び 粘 液 過 剰 生 成 を 包 含 す る 喘 息 の 実 験 モ デ ル へ の 使 用 の た め に 必 要 且 つ 十 分 で あ る こ と を
示 さ れ て い る （ Wills-Karpな ど ., Science, 1998; 282: 2258-2261） 。 IL-13の 選 択 的 中
和 は 喘 息 表 現 型 を 改 善 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Grunigな ど ., Science, 1998; 282:2261
-2263） 。 IL-13は 、 ヒ ト 鼻 ポ リ プ 上 皮 及 び 培 養 さ れ た 鼻 上 皮 に お け る ム チ ン 遺 伝 子 MUC8発
現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 関 与 す る こ と も ま た 報 告 さ れ て い る （ Kimmな ど ., Acto Ot
olaryngol., 2002; Sep; 122(6): 638-643; Seongな ど ; Acta Otolaryngal., 2002; Jun;
 122(4): 401-407） 。 MUC8、 す な わ ち 主 要 気 道 ム チ ン 糖 タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ プ を 有 す る 慢
性 静 脈 洞 炎 の 粘 液 過 分 泌 の 病 因 に お い て 役 割 を 演 じ る も の と し て 包 含 さ れ る （ Seungな ど .
, Acta Otolaryngol., 2002; Jun; 122(4): 401-407） 。
【 ０ ６ ８ ５ 】
　 機 能 的 に 、 IL-13は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -13受 容 体 α -１ 鎖 （ IL13RA1） 及 び IL-4受 容 体 α
（ IL4RA） か ら 成 る 受 容 体 複 合 体 を 通 し て シ グ ナ ル 化 す る （ Daines and Hershey, J. Bid.
 Chem., 2002; 22(12): 10387-10393） 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン -13受 容 体 α -12（ IL13RA2） は
高 い 親 和 性 を 伴 っ て 、 但 し 単 独 で IL13を 結 合 す る こ と も ま た 示 さ れ て い る （ Daines and H
ershey, J. Biol. Chem., 2002; 22(12): 10387-10393） 。 し か し な が ら 、 こ の 受 容 体 は
シ グ ナ ル 化 の た め に 必 要 な 細 胞 質 ド メ イ ン を 欠 い て お り 、 そ し て 従 っ て 、 お と り の 受 容 体
で あ る と 思 わ れ る 。 IL13RA2は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN） － γ に よ る 細 胞 処 理 に 従 っ て 発
現 さ れ る 細 胞 内 貯 蔵 所 及 び 表 面 か ら す ば や く 移 動 さ れ 得 る 細 胞 内 分 子 で あ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 IFN-γ 処 理 後 の IL13RA2の 表 面 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 合 成 に 関 与 せ ず 、 そ し て 低 め
ら れ た IL-13シ グ ナ ル 化 を も た ら す （ Daines and Hershey, J. Biol. Chem., 2002; 22(12
): 10387-10393） 。
【 ０ ６ ８ ６ 】
　 zcytor17ligに つ い て の 遺 伝 子 発 現 ア レ イ 分 析 の 結 果 は 、 肺 上 皮 由 来 の 細 胞 系 の zcytor1
7lig処 理 が IL13RA2遺 伝 子 発 現 の 有 意 な 上 昇 を も た ら し た こ と に お い て 、 IFN-γ の 作 用 に
対 し て 新 規 で あ る zcytor17ligの 作 用 を 示 す 。 従 っ て 、 zcytor17lig処 理 が 、 IL13RA2発 現
の 長 期 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 及 び IL13の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 所 望 さ れ る 疾 病 、 例
え ば 喘 息 、 気 道 機 能 亢 進 （ AHR） 及 び ム チ ン 調 節 、 例 え ば ポ リ プ を 伴 う 慢 性 静 脈 洞 炎 に お
い て 有 益 で あ る こ と が 想 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ６ ８ ７ 】
　 ．
　 zcytor17lig過 剰 発 現 を 評 価 す る た め に 、 次 の ２ 種 の 異 な っ た プ ロ モ ー タ ー に よ り 駆 動
さ れ る 遺 伝 子 の ネ ズ ミ 形 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 複 数 候 補 体 を 生 成 し た ：
リ ン パ 球 － 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー Eμ /lak及 び 遍 在 す る プ ロ モ ー タ ー EF1α （ 例 22） 。 血 清 タ
ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 約 20～ 300ng/mlの 範 囲 で あ る 。 Eμ /lckプ ロ モ ー タ は 、 EF1α － zcytor
17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る レ ベ ル よ り も 高 い レ ベ ル の 血 清 の タ ン パ ク 質 を
有 す る マ ウ ス を 生 成 し た 。
【 ０ ６ ８ ８ 】
　 zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 生 後 ４ ～ ８ 週 で 皮 膚 表 現 型 を 進 行 せ し め た
。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 柔 毛 は 、 明 ら か な 起 毛 、 及 び そ れ ら の マ ウ ス の 背 部 、 胴 部
の 両 側 、 及 び そ れ ら の 眼 の ま わ り で の 軽 い 程 度 ～ 重 度 の 程 度 の 脱 毛 を 伴 っ て 、 し わ く ち ゃ
（ ruffled） に 成 っ た 。 こ の 表 現 型 は 、 そ れ ら の 血 清 に 検 出 で き る レ ベ ル の zcytor17ligタ
ン パ ク 質 を 有 す る マ ウ ス に 一 定 し て 見 出 さ れ た 。 候 補 体 の 中 で 、 Eμ /lck駆 動 の 遺 伝 子 を
発 現 す る マ ウ ス 間 で の 100％ の 発 生 率 、 及 び EF1α － zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス に お け る 50％ の 発 生 率 が 注 目 さ れ 、 こ れ は 、 そ れ ら の 血 清 に お い て 検 出 さ れ る 相 対 レ ベ
ル の zcytor17ligと 十 分 に 相 互 関 係 す る 。
【 ０ ６ ８ ９ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 皮 膚 は 、 通 常 、 感 染 さ れ る よ う に な る （ 少 な く と も 、 ス タ フ ィ ロ コ
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ー カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に よ る )、 皮 膚 の 表 皮 剥 離 及 び 損 傷 を 時 々 、 誘 発 す る の に 十 分 な 、 マ
ウ ス の ひ っ か き 行 動 に よ り 明 ら か な よ う に 、 そ う 痒 性 で あ る よ う に 思 え た 。 マ ウ ス は 本 来
、 金 属 の 耳 標 識 に よ り 同 定 さ れ る が 、 し か し ほ と ん ど の 場 合 、 そ の 耳 標 識 は 、 マ ウ ス 自 体
に よ り 強 制 的 に 除 去 さ れ た 。 こ れ は し ば し ば 、 外 耳 へ の 重 度 の 損 失 を も た ら し た 。 そ れ ら
の 傷 つ け ら れ た 耳 は し ば し ば 、 多 く の 動 物 に お い て 、 そ れ ら の 耳 の 後 部 及 び 耳 の 間 で 進 行
す る 、 長 期 継 続 す る プ ス テ ル 及 び か さ ぶ た 、 及 び 漏 出 性 の 拡 張 創 傷 の 存 在 下 で 考 え ら れ る
よ う に 、 適 切 に 治 療 し な か っ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の の 何 匹 か は ま た 、 そ れ ら の
肩 及 び 首 上 に 疥 癬 性 創 傷 を 進 行 せ し め た 。 皮 膚 損 傷 は 、 動 物 亜 集 団 に お い て 観 察 さ れ 、 脱
毛 が す で に 明 ら か で あ り 、 そ し て マ ウ ス の 引 っ 掻 き 行 動 に よ り し ば し ば 悪 化 さ れ る 、 皮 膚
の 領 域 上 に 一 般 的 に 発 生 す る 。
【 ０ ６ ９ ０ 】
　 同 時 定 量 的 RT－ PCRを 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ 但 し 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で は な い ）
皮 膚 サ ン プ ル に お け る zcytor17lig RNA転 写 体 を 検 出 す る た め に 使 用 し 、 そ し て Eμ /lckト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 皮 膚 は 、 EF1α － zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 皮 膚 よ り
も 一 層 、 zcytor17lig RNAを 発 現 す る 。 zcytor17受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち zcytor17
及 び OSM－ Rβ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び zcytor17litト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 両 者 の 皮 膚 に お い て 発 現 さ れ た 。
【 ０ ６ ９ １ 】
　 流 動 細 胞 計 測 法 に よ る Eμ /lckト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 候 補 体 の 亜 集 団 か ら の リ ン パ 組 織 の
試 験 は 、 そ れ ら の マ ウ ス の 脾 臓 及 び リ ン パ 節 に お け る 活 性 化 さ れ た T細 胞 の 割 合 の 有 意 な
上 昇 を 示 し た 。 分 析 さ れ た ４ 匹 の マ ウ ス の う ち ２ 匹 は 、 た ぶ ん 、 そ れ ら の 首 上 で の 損 傷 の
存 在 の た め に 、 重 度 に 拡 大 さ れ た 頸 部 リ ン パ 節 を 有 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お
け る 脾 臓 重 量 の わ ず か な 上 昇 、 及 び そ の 血 液 に お い て 循 環 す る 単 球 及 び 好 中 球 に お け る わ
ず か な 上 昇 が 、 観 察 さ れ た 。 試 験 さ れ る 種 々 の サ イ ト カ イ ン の 上 昇 も 、 又 は そ れ ら の マ ウ
ス に お け る 循 環 性 血 清 ア ミ ロ イ ド Aレ ベ ル の 変 化 も 存 在 し な か っ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス に お け る 免 疫 細 胞 に 対 す る 効 果 は 、 zcytor17ligの 直 接 的 又 は 関 節 的 結 果 で あ る か
、 又 は 皮 膚 損 傷 の 二 次 効 果 で あ る 。
【 ０ ６ ９ ２ 】
　 組 織 病 理 学 が 、 皮 膚 以 外 の 多 く の 組 織 、 例 え ば 肝 臓 、 胸 腺 、 脾 臓 、 腎 臓 及 び 精 巣 に 対 し
て 行 わ れ 、 そ し て そ れ ら の 器 官 に 有 意 な 異 常 性 は 示 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク の 皮 膚 の 分 析 は 、 皮 膚 の 源 及 び 位 置 に 依 存 し て 高 く 変 化 す る 多 く の 変 更 （ 例
え ば 、 正 常 、 無 毛 又 は 損 傷 ） を 示 し た 。 多 く の 場 合 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 耳 は 、
非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 照 に 比 較 し て 、 肥 厚 化 さ れ た 表 皮 （ 例 え ば 、 約 ４ 層 対 ２ 層 ） を 有
し 、 そ し て そ の 下 部 組 織 は 、 時 々 の 好 中 球 を 伴 っ て 、 主 に 単 核 で あ る 、 少 数 ～ 中 位 の 数 の
炎 症 性 細 胞 を 含 ん だ 。 腹 部 上 の 表 皮 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 多 病 巣 性 の わ ず
か な 肥 厚 部 分 が 出 現 し た が 、 し か し 、 下 部 の 皮 膚 又 は 皮 下 部 分 に 炎 症 性 細 胞 の 明 ら か な 上
昇 は 存 在 し な か っ た 。
【 ０ ６ ９ ３ 】
　 マ ウ ス か ら の 皮 膚 の 無 毛 部 分 に お い て は 、 い く ら か の 残 骸 を 含 む が 、 し か し 毛 幹 を 有 さ
な い （ 根 か ら 倒 れ た 毛 ） 、 膨 張 し た 毛 包 が 存 在 し た 。 損 傷 さ れ た 領 域 に お い て は 、 表 皮 の
重 度 の 肥 厚 化 （ 表 皮 肥 厚 ） 、 皮 膚 の 表 面 上 で の 高 め ら れ た ケ ラ チ ン （ 角 質 増 殖 ） 、 皮 膚 に
お け る 種 々 の サ イ ズ 及 び 有 意 な 数 の 炎 症 性 細 胞 の 分 散 し た 潰 瘍 （ 主 に 好 中 球 、 及 び 種 々 の
数 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び リ ン パ 球 ） が 存 在 し た 。 皮 膚 は ま た 、 損 傷 を 縁 取 る 多 く の 肥 満 細
胞 を 含 ん だ 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 皮 膚 の 損 傷 領 域 に お け る 毛 幹 の い く つ か は 、 活 性 段 階 （
発 育 相 ） に あ り 、 対 照 的 に 、 “ 正 常 な ” 領 域 に お け る 毛 幹 の 多 く は 、 退 縮 （ 退 行 期 ） ～ 不
活 性 （ 休 止 期 ） 段 階 に あ っ た 。
【 ０ ６ ９ ４ 】
　 zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 は 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 （ AD） 患 者 、 及
び ADの マ ウ ス モ デ ル の そ の 表 現 型 に 強 く 類 似 す る 。 ADは 、 ヘ ル パ ー T細 胞 サ ブ セ ッ ト ２ （ T
h2） の 過 剰 活 性 化 さ れ た サ イ ト カ イ ン に よ り 特 徴 づ け ら れ る 通 常 の 慢 性 炎 症 疾 患 で あ る 。
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zcytor17ligは 、 Th2対 Th1細 胞 に よ り 選 択 的 に 発 現 さ れ 、 こ れ は 、 こ の 比 較 に さ ら な る 信
用 を 付 与 す る 。 ADの 正 確 な 病 因 は 未 知 で あ る が 、 複 数 の 因 子 、 例 え ば 過 活 性 Th2免 疫 応 答
、 自 己 免 疫 性 、 ア レ ル ゲ ン 及 び 遺 伝 子 素 因 が 、 包 含 さ れ て 来 た 。 疾 病 の 腫 瘍 特 徴 は 、 乾 皮
症 （ 皮 膚 の 乾 燥 ） 、 そ う 痒 （ 皮 膚 の か ゆ み ） 、 結 膜 炎 、 炎 症 性 皮 膚 損 傷 、 ス タ フ ィ ロ コ ー
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 、 好 酸 球 増 加 、 血 清 IgE及 び IgG1の 上 昇 、 及 び T細 胞 、 肥 満 細 胞 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 好 酸 球 浸 潤 に よ る 慢 性 皮 膚 炎 を 包 含 す る 。 S. ア ウ レ ウ ス に よ る コ ロ ニ
ー 形 成 又 は 感 染 は 、 ADを 悪 化 し 、 そ し て こ の 皮 膚 疾 患 の 慢 性 度 を 維 持 す る こ と が 認 識 さ れ
て い る 。
【 ０ ６ ９ ５ 】
　 ADは し ば し ば 、 喘 息 及 び ア レ ル ギ ー 鼻 炎 を 有 す る 患 者 に 見 出 さ れ 、 そ し て 時 折 り 、 ア レ
ル ギ ー 性 疾 患 の 初 期 出 現 で あ る 。 西 欧 諸 国 に お け る 人 工 の 約 20％ が 、 そ れ ら の ア レ ル ギ ー
性 疾 患 に 悩 ん で お り 、 そ し て 発 展 途 上 国 に お け る ADの 発 生 率 は 未 知 の 理 由 の た め に 上 昇 し
て い る 。 ADは 典 型 的 に は 、 子 供 に お い て 始 ま り 、 そ し て 青 年 を 通 し て 成 人 に 存 続 す る 。 AD
に 関 す る 現 在 の 処 理 は 、 局 部 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 経 口 シ ク ロ ス ポ リ ン A、 非 コ ル チ コ ス
テ ロ イ ド 免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば タ ク ロ リ マ ス （ tacrolimas） （ 軟 膏 形 で の FK506） 、 及 び イ
ン タ ー フ ェ ロ ン － γ を 包 含 す る 。 ADに つ い て の 種 々 の 処 理 に か か わ ら ず 、 多 く の 患 者 の 症
状 は 改 善 さ れ ず 、 又 は そ れ ら は 医 薬 へ の 逆 の 反 応 を 有 し 、 他 の よ り 効 果 的 な 治 療 剤 に つ い
て の 研 究 を 必 要 と す る 。
【 ０ ６ ９ ６ 】
　 zcytor17ligの た め の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 受 容 体 （ zcytoR17及 び OSM-Rβ ） を 発 現 す る 上 皮 細
胞 は 、 身 体 中 へ の ア レ ル ゲ ン 侵 入 の 部 位 （ 例 え ば 、 皮 膚 、 腸 、 肺 、 等 ） で 位 置 し 、 そ し て
樹 状 突 起 細 胞 （ 選 択 的 抗 原 提 供 細 胞 ） と 密 着 し て 相 互 作 用 す る 。 樹 状 突 起 細 胞 は 、 ア レ ル
ギ ー 性 疾 患 の 病 因 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ 、 そ し て zcytor17ligが 皮 膚 及 び 肺 に お け る
上 皮 細 胞 上 の そ の 受 容 体 と 相 互 作 用 し 、 そ し て そ れ ら の 器 官 に お け る 免 疫 応 答 に 影 響 を 与
え る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 zcytor17lig及 び そ の 受 容 体 は 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 例
え ば AD及 び 喘 息 の 病 因 に 寄 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 zcytor17ligト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス の 表 現 型 は 、 こ の リ ガ ン ド が 、 マ ウ ス は そ れ ら の 耳 へ の 損 傷 を 修 復 す る こ と が で
き ず 、 そ し て し ば し ば 、 そ れ ら の 背 部 及 び 側 部 上 で 長 期 続 く 損 傷 を 担 持 す る の で 、 創 傷 治
療 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る 。 従 っ て zcytor17ligの ア ン タ ゴ ニ
ス ト は 、 そ れ ら の 及 び 他 の 徴 候 の た め の 生 存 性 治 療 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ６ ９ ７ 】
　 ．

　 広 範 囲 の 種 類 の ヒ ト 形 質 転 換 さ れ た 上 皮 細 胞 系 （ 下 記 表 16を 参 照 の こ と ） を 、 個 々 の 細
胞 型 に つ い て 特 定 さ れ る よ う に 、 通 常 の 増 殖 培 地 に 10,000細 胞 /ウ ェ ル で 96ウ ェ ル 平 底 プ
レ ー ト に 接 種 し た 。 次 の 日 、 細 胞 を 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス レ ポ ー タ ー 構 造 体 KZ136に よ り 、 500
0の 感 染 の 多 重 度 で 感 染 せ し め た 。 KZ136レ ポ ー タ ー は 、 血 清 応 答 要 素 の 他 に 、 STAT要 素 を
含 む 。 合 計 体 積 は 、 2mMの L－ グ ル タ ミ ン （ GibcoBRL） 、 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Gib
coBRL） 及 び １ × イ ン ス リ ン － セ レ ニ ウ ム サ プ リ メ ン ト （ GibcoBRL） に よ り 補 充 さ れ た DNE
M（ こ の 後 、 血 清 フ リ ー 培 地 と し て 言 及 す る ） を 用 い て 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lで あ っ た 。
細 胞 は 一 晩 、 培 養 さ れ た 。
【 ０ ６ ９ ８ 】
　 次 の 日 、 培 地 を 除 去 し 、 そ し て 100μ lの 誘 発 培 地 に よ り 交 換 し た 。 誘 発 培 地 は 、 100ng/
ml, 50ng/ml, 25ng/ml, 12.5ng/ml, 6.25ng/ml, 3.125ng/ml及 び 1.56ng/mlで 、 血 清 フ リ
ー 培 地 に よ り 希 釈 さ れ た ヒ ト zcytor17リ ガ ン ド で あ っ た 。 20％ FBSの 陽 性 対 照 を 用 い て 、
ア ッ セ イ を 確 認 し 、 そ し て ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ る 感 染 が 成 功 し た こ と を 確 か に し た 。 細 胞
を 、 ５ 時 間 、 誘 発 し 、 こ の 時 点 で 、 培 地 を 吸 引 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 50μ l/ウ ェ ル の PBS
に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 続 い て 、 30μ l/ウ ェ ル の １ × 細 胞 溶 解 緩 衝 液 （ Promega） に 溶 解 し
た 。 室 温 で 96－ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 、 40μ l/ウ ェ ル の ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 基 質 （ Promega） の 注 入 を 伴 っ て 、 ５ 秒 の 調 整 を 用 い て 、 Luminometer上 で 読 み 取 っ た
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例 42 ア デ ノ ウ ィ ル ス STAT/SRE受 容 体 遺 伝 子 に よ る 一 時 的 感 染 を 通 し て の ヒ ト 形 質 転 換
さ れ た 上 皮 細 胞 系 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ



。
　 そ の 結 果 は 、 下 記 表 17に 示 さ れ る よ う に 、 zcytor17リ ガ ン ド に 対 す る 複 数 の 上 皮 細 胞 系
の 応 答 能 力 を 示 し た 。
【 ０ ６ ９ ９ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ ０ ０ 】
　 ．
　 ヒ ト 疾 病 状 態 の 上 皮 細 胞 系 （ A549、 ヒ ト 肺 上 皮 癌 ； SkLu1、 ヒ ト 肺 上 皮 腺 癌 ； DU145、 ヒ
ト 前 立 腺 上 皮 癌 ； PZ-HPV-7、 形 質 転 換 さ れ た ヒ ト 前 立 腺 上 皮 HPV； U20S、 ヒ ト 骨 上 皮 骨 肉
腫 ） を 、 イ ン ビ ト ロ で の zcytor17リ ガ ン ド に 対 す る 応 答 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン 生 成 に つ
い て ス ク リ ー ン し た 。 そ れ ら の 細 胞 系 は 、 RT-PCRに よ り 同 定 さ れ る zcytor17及 び OSMR-β
の 両 者 を 有 し 、 そ し て ア デ ノ ウ ィ ル ス シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 構 造 体 KZ136（ 例 42） に よ
り ア ッ セ イ さ れ る 場 合 、 ヒ ト zcytor17リ ガ ン ド に 対 し て 応 答 す る 。 そ れ ら の 細 胞 系 に よ る

10

20

30

40

50

(142) JP 2005-526494 A 2005.9.8

例 43 ヒ ト zcytor17リ ガ ン ド と 共 に 培 養 さ れ た ヒ ト 上 皮 細 胞 系 に よ る サ イ ト カ イ ン 生 成



サ イ ト カ イ ン 生 成 は 、 一 連 の ３ 回 の 実 験 に お け る ヒ ト zcytor17リ ガ ン ド に 応 答 し て 決 定 さ
れ た 。
【 ０ ７ ０ １ 】
　
：
　 細 胞 を 、 ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Costar） に 、 4.5× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー ト し 、
そ し て そ れ ぞ れ の 成 長 培 地 に お い て 培 養 し た 。 細 胞 を 、 次 の 試 験 試 薬 と 共 に 培 養 し た ： 10
0ng/mlの zcytor17リ ガ ン ド 、 10ng/mlの イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFNγ ） （ R&D Systems, Min
neapolis, MN） 、 10ng/mlの 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ TNFα ） （ R&D Systems, Minneapolis, MN）
、 10ng/mlの IL-1β （ R&D Systems, Minneapolis, MN） 、 又 は 100μ g/mlの リ ポ ポ リ 多 糖 （
LPS） （ Sigma） 。
【 ０ ７ ０ ２ 】
　 上 清 液 を 、 24及 び 48時 間 で 収 穫 し 、 そ し て 次 の サ イ ト カ イ ン に つ い て ア ッ セ イ し た ： GM
-CSF(顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 )、 IL-1ｂ , IL-6, IL-8, MCP-1（ マ ク ロ
フ ァ ー ジ 化 学 誘 引 タ ン パ ク 質 － １ ） 及 び TNFa。  BioSource Interrational (Camarillo, C
A) 過 ら の 複 合 抗 体 ビ ー ズ キ ッ ト を 用 い て 、 サ ン プ ル 中 の サ イ ト カ イ ン を 測 定 し た 。 ア ッ
セ イ を 、 Luminex-100装 置 （ Luminex, Austin, TX） 上 で 読 み 取 り 、 そ し て デ ー タ を 、 Mast
er Plexソ フ ト ウ ェ ア （ Miraibio, slamed CA） を 用 い て 分 析 し た 。 24時 間 サ ン プ ル に お け
る 個 々 の 細 胞 系 に つ い て の サ イ ト カ イ ン 生 成 （ pg/ml） が 、 下 記 表 18及 び 表 19に 示 さ れ る
。
【 ０ ７ ０ ３ 】
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A. ヒ ト zcytor17ligと 共 に 培 養 さ れ た ヒ ト 疾 病 状 態 上 皮 細 胞 系 に よ る サ イ ト カ イ ン 生 成



【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ ０ ４ 】

10

20

30

40

(144) JP 2005-526494 A 2005.9.8



【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ ０ ５ 】
　 試 験 さ れ た す べ て の 細 胞 系 は 、 対 照 サ イ ト カ イ ン IL-1ｂ 及 び TNMFaに よ る 刺 激 に 応 答 し
て GM-CSF及 び IL-8を 生 成 し た 。 ほ と ん ど の 細 胞 系 は 、 IL-1b及 び TNFa刺 激 に 応 答 し て IL-6
及 び MCP-linを 生 成 し た 。 zcytor17リ ガ ン ド は 、 対 照 に 比 較 し て 、 DU145細 胞 系 に お い て IL
-6生 成 を 刺 激 し た （ 193pg/ml対 71pg/ml） 。 zcytor17リ ガ ン ド は 、 A549細 胞 に 見 ら れ る 最
大 効 果 （ ５ 倍 ） を 伴 っ て 、 IL-8を 生 成 す る た め に 、 ５ 種 の 細 胞 系 の う ち ３ 種 を 刺 激 し 、 そ
し て US20S細 胞 に お い て IL-8生 成 を ２ 倍 、 低 め た 。 zcytorリ ガ ン ド と 共 に 培 養 さ れ る 場 合
、 DU145及 び U20S細 胞 に よ る MCP-1生 成 に 対 し て わ ず か な 効 果 が 存 在 し た 。
【 ０ ７ ０ ６ 】
　 ：
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B. ヒ ト zcytor17ligと 共 に 培 養 さ れ た 正 常 ヒ ト 上 皮 細 胞 系 に よ る サ イ ト カ イ ン 生 成



　 ヒ ト 上 皮 細 胞 系 の 他 に 、 正 常 ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ NHBE, Clonetics） を ま た 試 験 し た
。 細 胞 を 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 １ × 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー ト し 、 そ し て 次 の 試
験 試 薬 と 共 に 培 養 し た ： 1000ng/ml, 100ng/ml及 び 10ng/mlの zcytor17リ ガ ン ド （ A760F）
、 10ng/mlの TNFa、 10ng/mlの OSM, 10ng/mlの IFNa, 10ng/mlの TGFb又 は 10ng/mlの Lymphota
ctin。 上 清 液 を 、 24及 び 48時 間 で 収 穫 し 、 そ し て 次 の サ イ ト カ イ ン に つ い て ア ッ セ イ し た
： Il-6, IL-8, MCP-1, MIP-1a, RANTES及 び Eotaxin。 サ イ ト カ イ ン を 、 前 に 記 載 の よ う に
し て ア ッ セ イ し た 。 48時 間 サ ン プ ル に お け る 個 々 の 細 胞 系 に つ い て の サ イ ト カ イ ン 生 成 （
pg/ml） が 、 下 記 表 20に 示 さ れ る 。
【 ０ ７ ０ ７ 】

(146) JP 2005-526494 A 2005.9.8



【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ ０ ８ 】
　 DU145細 胞 は 、 zcytor17リ ガ ン ド に 応 答 し て 、 IL-6を 生 成 し 、 結 果 は 、 例 43Aを 反 復 し た
。 し か し な が ら 、 A549及 び U2OSの み は 、 例 43Aに 見 出 さ れ る の と 類 似 す る IL-8応 答 を 有 し
た 。 SkLu1及 び U20S細 胞 の 両 者 は 、 zcytor17リ ガ ン ド に 応 答 し て 、 MCP-1を 生 成 し た 。 NHBE
細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 生 成 は 、 対 照 に 比 較 し て 、 低 か っ た 。
【 ０ ７ ０ ９ 】
　

：
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C. ヒ ト zcytor17lig及 び IFNγ と 共 に 培 養 さ れ た ヒ ト 疾 病 状 態 上 皮 細 胞 系 に よ る サ イ ト
カ イ ン 生 成



　 細 胞 を 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 ２ × 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー ト し 、 そ し て 100ng/
ml, 10ng/ml又 は 1ng/mlで 、 10ng/mlの IFNγ ＋ /－ zcytor17リ ガ ン ド と 共 に 同 時 培 養 し た 。
上 清 液 を 、 24及 び 48時 間 で 集 め 、 そ し て 上 記 の よ う に し て 、 IL-8及 び MCP-1に つ い て 分 析
し た 。 24時 間 サ ン プ ル に お け る 個 々 の 細 胞 系 に つ い て の サ イ ト カ イ ン 生 成 （ pg/ml） が 下
記 表 21に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ７ １ ０ 】
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ １ １ 】
　 A549細 胞 は 、 zcytor17リ ガ ン ド に 応 答 し て IL-8を 生 成 し た が 、 し か し な が ら 、 IFNγ の
添 加 を 伴 っ て 同 時 培 養 細 胞 の 効 果 は 存 在 し な か っ た 。 U20S細 胞 は 、 IFNgと 共 に 培 養 さ れ る
場 合 、 20倍 以 上 、 MCP-1を 製 造 し 、 そ し て IFNγ ＋ zcytor17リ ガ ン ド と 共 に 培 養 さ れ る 場 合
、 50倍 以 上 、 MCP-1を 製 造 し た 。
【 ０ ７ １ ２ 】
　 ．
　 細 胞 を 、 グ ル タ ミ ン 、 ピ ル ベ ー ト 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Life Technologies） 及 び 10％ ウ
シ 胎 児 血 清 （ Hyclone） に よ り 補 充 さ れ た MEM（ Life Technologies） 増 殖 培 地 を 含 む 96－
ウ ェ ル 組 織 ク ラ ス タ ー （ Falcon） に 、 25,000/ウ ェ ル の 密 度 で 接 種 し た 。 集 密 性 （ 24時 間
後 ） で 、 0.1％ BSA（ Life Technologies） を 血 清 に よ り 置 換 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 を 、
増 殖 組 織 培 地 に 交 換 し た 。 細 胞 同 調 を 達 成 す る た め に 48時 間 後 、 増 殖 阻 止 培 地 を 、 新 鮮 な
培 地 に よ り 交 換 し た 。 次 に 、 組 換 え zcyor17lig (試 験 試 薬 )を 、 種 々 の 濃 度 （ 0.24～ 60ng/
ml） で 添 加 し （ 下 記 表 16を 参 照 の こ と ） 、 基 礎 DNA複 製 に 対 す る タ ン パ ク 質 の 効 果 に つ い
て 試 験 し た 。
【 ０ ７ １ ３ 】
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例 44 DU145前 立 腺 上 皮 細 胞 に お け る 3 H-TdR組 込 み に 対 す る zcytor17lig効 果



　 い く つ か の ウ ェ ル は 、 高 い レ ベ ル の TdR組 込 み に 対 す る タ ン パ ク 質 の 効 果 を 試 験 す る た
め に 、 zcytor17リ ガ ン ド の 他 に 、 2.5％ FBS（ Hyclone） を 受 け た 。 10％ FBS及 び 20ng/mlの
血 小 板 由 来 の 成 長 因 子 － BB（ PDGF－ BB） （ R&D） を 、 正 の 対 照 と し て 使 用 し た 。
　 zcytor17リ ガ ン ド 及 び 試 験 試 薬 の 残 り の 添 加 の 18時 間 後 、 細 胞 を 、 250nCi/mlの [ 3 H]-チ
ミ ジ ン （ NEN） に よ り ４ 時 間 パ ル ス し た 。 ４ 時 間 の パ ル ス に 続 い て 、 培 地 を 捨 て 、 そ し て 1
00μ lの ト リ プ シ ン 溶 液 （ Life Technologies） を 、 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し 、 細 胞 を 除 い た
。 Du145に よ り 組 込 ま れ る 放 射 能 を 、 細 胞 を Packard Filtermate 196細 胞 ハ ー ベ ス タ ー に
よ り 収 穫 し 、 そ し て Packard TopCount NXTμ プ レ ー ト シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い
て 、 組 込 ま れ た ラ ベ ル を 計 数 す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ７ １ ４ 】
　 下 記 表 22に 見 出 さ れ る よ う に 、 zcytor17ligは 、 濃 度 依 存 性 態 様 で 、 静 止 細 胞 （ 0.1%BSA
に お け る ） に お け る チ ミ ジ ン 組 込 み を 誘 発 し た 。 こ の 効 果 は 、 使 用 さ れ る 最 高 濃 度 60ng/m
lで 、 BSA対 照 の 2.5倍 に 達 し た 。 さ ら に 、 zcytor17ligの こ の 効 果 は ま た 、 基 線 組 込 み が 2.
5%FBS（ こ の シ リ ー ズ に お い て は 、 10％ FBSと 同 じ 能 力 の ミ ト ゲ ン ） の 添 加 に よ り 高 め ら れ
る 場 合 、 検 出 で き る 。 従 っ て 、 そ れ ら の 結 果 は 、 基 礎 及 び 刺 激 さ れ た 条 件 の 両 者 下 で 、 zc
ytor17ligが DU145癌 細 胞 の た め の ミ ド ゲ ン 因 子 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
　 表 22は 、 DU145細 胞 に よ る チ ミ ジ ン 組 込 み に 対 す る zcytor17ligの 効 果 を 示 す 。 結 果 は cp
m/ウ ェ ル で 示 さ れ 、 そ し て 数 値 は 、 三 重 反 復 ウ ェ ル の 平 均 ± 標 準 偏 差 で あ る 。
【 ０ ７ １ ５ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ７ １ ６ 】
　 ．
　 ：
　 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） に C－ 末 端 で 融 合 さ れ る huzcytor17ligを コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 相 同 組 換 え に よ り 構 成 す る 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る huzcytor17ligに 融 合 さ れ る 約 388個 の N－ 末 端 ア ミ ノ 酸 MBP部 分
を 含 む 。 huzcytor17lig cDNAの フ ラ グ メ ン ト を 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な PCRを 用 い て 単
離 す る 。
【 ０ ７ １ ７ 】
　 次 の ２ 種 の プ ラ イ マ ー を 、 標 準 の PCR反 応 に お け る zcytor17ligフ ラ グ メ ン ト の 生 成 に 使
用 す る ： （ １ ） １ つ は 、 約 40bpの ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 及 び huzcytor17ligの 約 20bp
の ア ミ ノ 末 端 に 対 す る 配 列 を 含 み 、 及 び （ ２ ） も う １ つ は 、 前 記 フ ラ ン キ ン グ ベ ク タ ー 配
列 に 対 応 す る 3’ 末 端 約 40bp及 び huzcytor17ligの カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 応 答 す る 配 列 約 25bp
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例 45 E. コ リ に お け る huzcytor17リ ガ ン ド の 発 現
A. huzcytor17Lig/MBP-6H融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー pRPSO1の 構 成



を 含 む 。 100μ lの PCR反 応 物 ２ μ lを 、 分 析 す る た め に 、 １ × TBE緩 衝 液 中 、 1.0％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 上 で 試 験 し 、 そ し て 予 測 さ れ る 分 子 量 フ ラ グ メ ン ト が 観 察 さ れ た 。 残 る PCR反 応 物
を 、 第 ２ の PCR管 に お い て 組 合 し 、 そ し て 無 水 エ タ ノ ー ル 400μ lに よ り 沈 殿 せ し め る 。 沈
殿 さ れ た DNAを 、 下 記 の よ う に し て 、 SmaI切 断 さ れ た 受 容 体 ベ ク タ ー pTAP98中 へ の 組 換 え
の た め に 使 用 し 、 MBP－ huzcytor17lig融 合 体 を コ ー ド す る 構 造 体 を 生 成 す る 。
【 ０ ７ １ ８ 】
　 ベ ク タ ー pTAP98を 、 酵 母 相 同 組 換 え を 用 い て 構 成 す る 。 100ngの EcoRI切 断 さ れ た 、 pMAL
-c2を 、 １ μ gの PvuI切 断 さ れ た pRS316, 1μ gの リ ン カ ー と 共 に 組 合 し 、 そ し て １ μ gの Sca
I/EcoRI切 断 さ れ た pRS316を 、 PCR反 応 に お い て 組 合 す 。 PCR生 成 物 を 、 100％ エ タ ノ ー ル 沈
殿 に よ り 濃 縮 す る 。 コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 （ S.セ レ ビ シ ア エ ） 株 、 SF838-9Dα を 、 約 １ μ
gの 上 記 huzcytor17lig PCR生 成 物 及 び 100ngの SmaI消 化 さ れ た pTAP98ベ ク タ ー を 含 む 混 合
物 数 10μ Lと 共 に 組 合 し 、 そ し て 0.75kV、 25μ F及 び ∞ オ ー ム で エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。
得 ら れ る 反 応 混 合 物 を 、 URA－ Dプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ７ １ ９ 】
　 約 48時 間 後 、 単 一 プ レ ー ト か ら Ura + 酵 母 形 質 転 換 体 を 採 取 し 、 DNAを 単 離 し 、 そ し て エ
レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 （ 例 え ば 、 MC1061, Casadabanな ど ., J. Mol. Biol. 13
8, 179-207） を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ る E.コ リ 細 胞 を 、 標 準 方 法 を 用 い て 、 MM/CA＋ AMP 1
00mg/lプ レ ー ト （ Pryor and Leiting, Protein Ezpression and Purification. 10:309-3
19, 1997） 上 に プ レ ー ト す る 。 ４ 個 の 個 々 の ク ロ ー ン を プ レ ー ト か ら 収 穫 し 、 そ し て 、 10
0μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン と 共 に 、 MM/CA中 に 、 ２ 時 間 、 37℃ で 、 接 種 し た 。 そ の 個 々 の 培 養
物 1mlを 、 1mMの IPTGに よ り 誘 発 す る 。
【 ０ ７ ２ ０ 】
　 約 ２ ～ ４ 時 間 後 、 個 々 の 誘 発 さ れ た 培 養 物 250μ lを 、 酸 に よ り 洗 浄 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ
250μ 、 及 び 5％ β ME及 び 色 素 を 含 む Thomer緩 衝 液 （ ８ Mの 尿 酸 、 100mMト リ ス 、 pH7.0, 10
％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ mMの EDTA， ５ ％ SDS） 250μ lと 共 に 混 合 す る 。 サ ン プ ル を １ 分 間 、 振
盪 し 、 そ し て 65℃ に 10分 間 、 加 熱 す る 。 そ の 20μ lの 個 々 の サ ン プ ル を 、 ４ ％ ～ 12％ PAGE
ゲ ル （ NOVEX） 上 の ラ イ ン 当 た り に 負 荷 す る 。 ゲ ル を 、 １ × MES緩 衝 液 に お い て 試 験 す る 。
陽 性 ク ロ ー ン を 、 pRPS01と 命 名 し 、 そ し て 配 列 決 定 分 析 に ゆ だ ね る 。
【 ０ ７ ２ １ 】
　 １ μ lの 配 列 決 定 DNAを 用 い て 、 エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 株 MC1061を 形 質 転 換 す る
。 細 胞 を 、 2.0kV, 25μ F及 び 400オ ー ム で 電 気 パ ル ス す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 続
い て 、 0.6mlの SOCに 救 済 し 、 そ し て 100mg/lの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LB+Ampプ レ ー ト 上 で 37
℃ で 増 殖 し た 。 ４ 種 の 培 養 物 を 、 ITPGに よ り 誘 発 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て 、 陽 性 ク ロ
ー ン を ス ク リ ー ン し た 。 陽 性 ク ロ ー ン を 、 Huzcytor 17lig/MBP-6H融 合 タ ン パ ク 質 の タ ン
パ ク 質 の 精 製 の た め に 、 標 準 技 法 に よ り 増 殖 す る 。
【 ０ ７ ２ ２ 】
　 ：
　 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 操 作 は ４ ℃ で 行 わ れ た 。 次 の 方 法 を 、 組 換 え huzcytor
17lig/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 使 用 し た 。 pRPS01構 造 体 を 含 み 、 そ し て huzc
ytor17Lig /MBP-6Hを 発 現 す る E． コ リ 細 胞 を 、 標 準 の 分 子 生 物 学 的 方 法 を 用 い て 構 成 し 、
そ し て 50.0g/ｌ の SuperBroth II (12g/lの カ ゼ イ ン 、 24g/lの 酵 母 抽 出 物 、 11.4g/lの リ ン
酸 二 カ リ ウ ム 、 1.7g/lの リ ン 酸 一 カ リ ウ ム ； Becton Dickenson, Cockeysville, MD) 、 ５
g/lの グ リ セ ロ ー ル 及 び ５ ml/ｌ の 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム に お い て 培 養 し た 。 20gの 細 胞 を 収 穫
し 、 そ し て タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ７ ２ ３ 】
　 融 解 さ れ た 細 胞 を 、 500mlの ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 （ 20mMの ト リ ス 、 100mMの Nacl, pH
8.0） に 再 懸 濁 し た 。 -7℃ ～ -10℃ の 温 度 設 定 及 び 30K PSIを 有 す る Frenck Press細 胞 分 解
シ ス テ ム （ Constant Systems Ltd., Warwick, UK） を 用 い て 、 細 胞 を 溶 解 し た 。 再 懸 濁 さ
れ た 細 胞 を 、 Franch Pressを 用 い て の サ イ ク リ ン グ の 前 及 び 後 、 A 6 0 0 読 み 取 り に よ り 破 壊
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B． E． コ リ 発 酵 か ら の huzcytor17Lig/MBP-6Hの 精 製



に つ い て 調 べ た 。 上 清 液 を 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 残 核 ペ レ ッ ト か ら 収 穫 し た 。
【 ０ ７ ２ ４ 】
　 ア ミ ロ ー ス 樹 脂 の 25mlカ ラ ム （ New England Biolabs, Beverly, MA） (下 記 の よ う に し
て 調 製 さ れ た ) を 、 Bio－ Rad, 2.5cm D× 10cm Hの ガ ラ ス カ ラ ム に 入 れ た 。 カ ラ ム を 充 填
し 、 そ し て 10カ ラ ム 体 積 （ CV） の ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 （ 20mMの ト リ ス 、 100mMの NaCl
、 pH8.0） に よ り 平 衡 化 し た 。 処 理 さ れ た 細 胞 上 清 液 を 、 一 晩 、 揺 り 動 か し な が ら 、 ア ミ
ロ ー ス 樹 脂 に バ ッ チ 負 荷 し た 。 前 記 樹 脂 を 、 Bio-Radカ ラ ム に 戻 し 、 10CVの ア ミ ロ ー ス 平
衡 化 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 約 ２ CVの ア ミ ロ ー ス 溶 出 緩 衝 液 （ ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝
液 、 10mMの マ ル ト ー ス 、 Fluka Biochemical, Swizerland) に よ り 重 力 に よ り 溶 出 し た 。 1
0の 5mlの 画 分 を 、 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル に わ た っ て 集 め 、 そ し て 280及 び 320nMで 吸 光 度 に つ い
て ア ッ セ イ し た 。 ア ミ ロ ー ス 樹 脂 を 、 １ CVの 蒸 留 水 、 5CVの 0.1％ （ w/v） の SDS（ Sigma）
、 5CVの 蒸 留 水 、 5CVの ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 、 及 び 最 終 的 に 1CVの ア ミ ロ ー ス 貯 蔵 緩 衝
液 （ ア ミ ロ ー ス 平 衡 化 緩 衝 液 、 0.02％ （ w/v） の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ） に よ り 再 生 し た 。 再
生 さ れ た 樹 脂 を ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ７ ２ ５ 】
　 興 味 あ る 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 4Lの PBS（ pH7.4） （ Sigma） （ ４ 回
の 交 換 を 伴 っ て ） に 対 し て 、 ８ 時 間 に わ た っ て 、 10K透 析 チ ャ ン バ ー （ Slide-A-Lyzer, Pi
erce Immunochemical） に お い て 透 析 し 、 低 分 子 量 汚 染 物 を 除 去 し 、 緩 衝 液 を 交 換 し 、 そ
し て 脱 塩 し た 。 透 析 に 続 い て 、 収 穫 さ れ た 材 料 は 、 精 製 さ れ た huzcytor17Lig/MBP-6Hポ リ
ペ プ チ ド を 表 し た 。 精 製 さ れ た huzcytor17Lig/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド を フ ィ ル タ ー 殺 菌 し 、
そ し て 適 切 な 分 子 量 の 生 成 物 に つ い て 、 SDS-PAGEク ー マ シ ー 染 色 に よ り 分 析 し た 。 huzcyt
or17Lig/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 を 、 BCA分 析 に よ り 、 1.28mg/mlで あ る も の と し て 決 定
し た 。
【 ０ ７ ２ ６ 】
　 ．
　 ：
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 精 製 さ れ た 組 換 え huzcytor17L/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド （ 例 45） に
よ り 、 ２ 匹 の 雌 New zealand 白 色 ウ サ ギ を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る 。 ウ サ ギ は
、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 200mgの 初 期 腹 腔 内 （ IP） 注 射
、 続 い て 、 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 100μ gの 追 加 免 疫 IP注
射 を 、 ３ 週 ご と に 与 え ら れ る 。 第 ２ の 追 加 免 疫 注 射 (合 計 ３ 回 の 注 射 )の 投 与 後 ７ ～ 10日 で
、 動 物 は 放 血 さ れ 、 そ し て 血 清 が 集 め ら れ る 。 次 に 、 動 物 を 、 追 加 免 疫 し 、 そ し て ３ 週 ご
と に 放 血 す る 。
【 ０ ７ ２ ７ 】
　 huzcytor17L/MBP-6H特 異 的 ウ サ ギ 血 清 を 、 CNBr-SEPHAROSE 1g当 た り 約 10mgの 非 － 特 異
的 精 製 さ れ た 組 換 え MBP-融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 調 製 さ れ る CNBr－ SEPHAROSE 4Bタ ン パ ク
質 カ ラ ム （ Pharmacia LKB） を 用 い て 、 抗 － MBP抗 体 を 予 備 吸 着 し た 。 huzcytor17L/MBP-6H
-特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 10mgの 特 異 的 抗 原 精 製 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 huzcytor1
7L/MBP-6Hを 用 い て 調 製 さ れ た CNBr－ SEPHAROSE 4Bタ ン パ ク 質 カ ラ ム （ Pharmacia LKB） を
用 い て 、 予 備 吸 着 さ れ た ウ サ ギ 血 清 か ら 親 和 性 精 製 し た 。
【 ０ ７ ２ ８ 】
　 精 製 に 続 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 少 な く と も ８ 時 間 に わ た っ て 、 抗 体 体 積 の PBS
に よ り 20回 （ ４ 回 の 交 換 を 伴 っ て ） 、 透 析 し た 。 ヒ ト zcytor17-リ ガ ン ド － 特 異 的 抗 体 を
、 抗 体 標 的 物 と し て 、 500ng/mlの 精 製 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 huzcytor17L/LMBP-6H又 は
バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 シ ス テ ム に お い て 生 成 さ れ た huzcytor17L－ CEEを 用 い て 、 ELISAに
よ り 特 徴 づ け た 。 ウ サ ギ 抗 － huzcytor17L/MBP-6H親 和 性 精 製 さ れ た 抗 体 の 検 出 の 下 限 （ LL
D） は 、 そ の 特 異 的 精 製 さ れ た 組 換 え 組 換 え 抗 原 huzcytor17L/MBP-6Hに 基 づ い て 100pg/ml
で あ り 、 そ し て バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 シ ス テ ム に お い て 生 成 さ れ た 、 精 製 さ れ た 組 換 え hu
zcytor17L－ CEEに 基 づ い て 500pg/mlで あ る 。
【 ０ ７ ２ ９ 】
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例 46 ヒ ト zcytor17ligポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
A. 調 製 及 び 精 製



　 ：
　 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト ZcytoR17lig MBP－ ６ H抗 体 を 、 ク ー マ シ ー 染 色 方 法 を 用 い て の SDS－ PAG
E（ Nupage4-12%, invitrogen, Carlsbad, CA） 及 び ヤ ギ 抗 － IgG－ HRPを 用 い て の ウ ェ ス タ
ー ン ブ ロ ッ ト に よ り 試 験 し た 。 ヒ ト 及 び マ ウ ス zcytor17lig精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 200～
25ng） を 、 Invitrogen Novex's Xcell II mini-cellを 用 い て 電 気 泳 動 し 、 そ し て 装 置 の
マ ニ ュ ア ル に 提 供 さ れ る 指 針 に 従 っ て 、 Novex's Xcell IIブ ロ ッ ト モ デ ル を 用 い て 室 温 で
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ 0.2mm； Invitorogenn, Carlsbad, CA） に 、 攪 拌 し な が ら ト ラ ン ス フ
ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー を 、 25mMの ト リ ス 塩 基 、 200mMの グ リ シ ン 及 び 20％ メ タ ノ ー ル
を 含 む 緩 衝 液 に お い て 、 300mAで １ 時 間 、 行 っ た 。
【 ０ ７ ３ ０ 】
　 次 に 、 フ ィ ル タ ー を 、 Western A緩 衝 液 (50mMの ト リ ス 、 pH7.4、  5mMの EDTA、 pH8.0、 0.
05％ の Igepal CA-630、  150mMの NaCl及 び 0.25％ の ゼ ラ チ ン )に よ り 、 ４ ℃ で 一 晩 、 軽 く 揺
り 動 か し な が ら ブ ロ ッ ク し た 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を す ば や く す す ぎ 、 次 に ウ サ ギ 抗 － ヒ ト
zcytoR17lig MBP－ ６ H（ １ ： 1000） を 、 Western A緩 衝 液 に 添 加 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 軽 く
振 盪 し な が ら 、 室 温 で 1.5時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 Western Aに よ
り そ れ ぞ れ ５ 分 間 、 ３ 度 す す ぎ 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 － ウ サ ギ IgG HRP抗 体 （ 1： 5000） を 、 West
ern A緩 衝 液 に 添 加 し た 。
【 ０ ７ ３ １ 】
　 ブ ロ ッ ト を 、 軽 く 揺 り 動 か し な が ら 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト を 、
Western Aに よ り そ れ ぞ れ ５ 分 間 、 ３ 度 す す ぎ 、 次 に 水 に よ り す ば や く 、 す す い だ 。 ブ ロ
ッ ト を 市 販 の 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 基 質 試 薬 （ １ ： １ に 混 合 さ れ た ECLWesternブ ロ ッ ト 検 出 試
薬 １ 及 び ２ ： Amersham Pharmacia Biotech Buckinghamshire, Englandか ら 得 ら れ た 試 薬
） を 用 い て 展 開 し 、 そ し て ブ ロ ッ ト を X－ 線 フ ィ ル ム に ５ 分 ま で の 間 、 照 射 し た 。
【 ０ ７ ３ ２ 】
　 精 製 さ れ た ヒ ト zcytor17ligは 、 約 30kDaで 大 き な バ ン ド と し て 、 及 び 還 元 さ れ た 条 件 下
で 約 20kDaで 小 さ な バ ン ド と し て 出 現 し た 。 マ ウ ス zcytor17ligは 、 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト zcytor
17lig抗 体 に よ り 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ７ ３ ３ 】
　 ．

　 形 質 転 換 さ れ た 骨 髄 内 皮 細 胞 （ TRBMEC） を 、 Microvascular Growth Supplement（ MVGS
） （ Cascade Biologics） に よ り 補 充 さ れ た 培 地 M131（ Cascade Biologics） を 含 む 96ウ ェ
ル 組 織 ク ラ ス タ ー （ Falcon） に 、 25,000/ウ ェ ル の 密 度 で 接 種 し た 。 集 密 性 （ 24時 間 後 ）
で 、 細 胞 を 、 1%胎 児 ウ シ 血 清 （ Hyclone） に よ り 補 充 さ れ た M199（ Gibco-Life Technologi
es） に 交 換 し た 。 ヒ ト 組 換 え zcytor17lig（ 試 験 試 薬 ） を 、 付 着 を も た ら す 免 疫 細 胞 － 内
皮 細 胞 相 互 作 用 ん 対 す る タ ン パ ク 質 の 効 果 に つ い て 試 験 す る た め に 、 種 々 の 濃 度 （ 0.4～ 1
0ng/ml） で 添 加 し た 。
【 ０ ７ ３ ４ 】
　 い く つ か の ウ ェ ル は 、 炎 症 条 件 下 で 内 皮 細 胞 に 対 す る タ ン パ ク 質 の 効 果 を 試 験 す る た め
に 、 zcytor17ligの 他 に 、 0.3ng/mlの 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNFα  R&D Systems） 、 す な わ ち 既 知
の 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 受 け た 。 0.3ng/mlで の TNFα 効 果 の 約 70％ を 表 し 、 す な わ ち そ
れ は 内 皮 へ の U937細 胞 （ ヒ ト 単 離 － 様 細 胞 系 ） の 最 大 付 着 を 誘 発 し な い 。 こ の 理 由 の た め
に 、 こ の 設 定 は 、 TNFα 効 果 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 及 び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 両
者 を 検 出 で き る 。 TNFα を 伴 っ て 及 び そ れ を 伴 わ な い で の 付 着 の 基 礎 レ ベ ル を 、 試 験 試 薬
の 効 果 を 評 価 す る た め に 基 線 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ７ ３ ５ 】
　 試 験 試 薬 （ zcytor17リ ガ ン ド ± TNFα ） と 共 に 内 皮 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
５ μ Mの Calcein-AM蛍 光 マ ー カ ー （ Molecular Probes） に よ り 染 色 さ れ た U937細 胞 を 、 １
％ FBSに よ り 補 充 さ れ た RPMI 1640 (フ ェ ノ ー ル － レ ッ ド を 有 さ な い )に 懸 濁 し 、 そ し て す
す が れ た TRBMEC単 層 上 に 100,000細 胞 /ウ ェ ル で プ レ ー ト し た 。 485/538nmの 励 起 /発 光 波 長
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で の 蛍 光 レ ベ ル （ Molecular Devicesマ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 、 CytoFluor Application
） を 、 非 付 着 性 U937を 除 去 す る た め に 、 温 RPMI1640（ フ ェ ノ ー ル － を 有 さ な い ） に よ り ３
度 、 十 分 に す す ぐ 前 、 及 び す す い だ 後 、 30分 後 に 測 定 し た 。 前 － す す ぎ （ 合 計 ） 及 び 後 －
す す ぎ （ 付 着 特 異 的 ） 蛍 光 レ ベ ル を 用 い て 、 ％ 付 着 性 （ 正 味 付 着 /正 味 合 計 × 100＝ ％ 付 着
性 ） を 決 定 し た 。
【 ０ ７ ３ ６ 】
　 下 記 表 23に 見 出 さ れ る よ う に 、 zcytor17ligは 、 単 独 で 添 加 さ れ る 場 合 、 使 用 さ れ る 濃
度 範 囲 で 内 皮 単 層 へ の U937細 胞 の 基 礎 付 着 性 に 影 響 を 及 ぼ し た （ ２ 倍 以 下 の 上 昇 、 ANOVA
試 験 に よ り p<0.01） 。 単 独 で 、 陽 性 ク ロ ン 、 す な わ ち 0.3ng/mlの TNFα は 、 U937細 胞 の 付
着 性 を 、 基 礎 5.8%か ら 35％ （ ６ 倍 ） に 高 め た 。 TNFα の 存 在 下 で 、 zcytor1uligは TNFα の
活 性 を 助 け 、 そ し て さ ら に 、 0.4～ 10ng/mlの 濃 度 － 依 存 性 態 様 で U937付 着 性 を 増 強 す る （
ANOVA試 験 に よ り p<0.01） 。 10ng/mlで 、 zcytor17ligは 、 TNFα の 効 果 を 62％ 増 強 し た 。 そ
れ ら の 結 果 は 、 zcytor17ligが 単 独 で 前 炎 症 剤 で あ り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ７ ３ ７ 】
　 zcytor17ligは 、 内 皮 細 胞 へ の 単 球 付 着 を 高 め る た め に 、 亜 最 大 濃 度 の TNFα の 活 性 を 助
け る こ と が で き る 。 そ れ ら の 結 果 は ま た 、 内 皮 細 胞 が 、 特 に 、 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 例
え ば TNFα に 暴 露 さ れ る 場 合 、 zcytor17lig作 用 の 標 的 組 織 で あ る こ と を 示 す 。 内 皮 細 胞 に
対 す る zcytor17リ ガ ン ド の 効 果 は 、 前 炎 症 性 活 性 の 部 分 へ の 単 球 又 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 付 着
を 強 化 す る こ と で あ り 得 る 。 活 性 化 さ れ た 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 多 く の 炎 症 性 疾 患
に お い て 重 要 で あ る 。
【 ０ ７ ３ ８ 】
　 従 っ て 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 付 着 の 阻 害 は 、 zcytor17リ ガ ン ド ア ン タ ゴ ニ ス ト の た め
の 基 本 原 理 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の デ ー タ は 、 肺 疾 患 、 血 管 疾 患 、 自 己 免 疫 、 腫 瘍
転 移 、 ア レ ル ギ ー 性 反 応 を 包 含 す る 疾 病 、 接 触 、 ア レ ル ギ ー 性 又 は 非 ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 炎
又 は 乾 癬 を 包 含 す る 皮 膚 の 創 傷 治 療 及 び 疾 患 、 及 び 炎 症 性 陽 疾 患 を 処 理 す る た め へ の zcyt
or17リ ガ ン ド ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 を 支 持 す る 。 表 23は 、 TRBMEC内 皮 単 層 へ の U937単 球 付
着 に 対 す る zcytor17ligの 効 果 を 示 す 。 結 果 は 、 ％ 付 着 率 で 表 さ れ 、 そ し て 数 値 は 三 重 反
復 ウ ェ ル の 平 均 ± 平 均 標 準 偏 差 で あ る 。
【 ０ ７ ３ ９ 】
【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 前 述 か ら 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 が 例 示 の 目 的 の た め に 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ て 来 た
が 、 種 々 の 修 飾 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 行 わ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ７ ４ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ ） （ zcytor17lig） 及 び マ ウ ス zcytor17li
g（ 配 列 番 号 11） （ mzcytor17lig） 、 マ ウ ス IL-3 (mIL-3)（ 配 列 番 号 100） 、 及 び ヒ ト IL-3
（ hIL-3） (配 列 番 号 102)の 複 数 一 列 整 列 の 例 示 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ ） （ zcytor17lig） 及 び マ ウ ス zcytor17li
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g（ 配 列 番 号 11） （ mzcytor17lig） の 複 数 一 列 整 列 の 例 示 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト zcytor17lig（ 配 列 番 号 ２ ） の Hopp/Woods親 水 性 プ ロ ッ ト で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ３ Ｄ 】
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【 図 ３ Ｅ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及zcytor17lig多核苷酸，多肽和抗zcytor17抗体分子。 
zcytor17lig是一种新型细胞因子。多肽可以在免疫系统中体外和体内使
用，并且可以用于刺激造血细胞增殖和/或生长的方法。本发明还包括上
述蛋白质生产方法，其用途和抗体。
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