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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】インターロイキン－１関連遺伝子および遺伝子産物を提供する。特に、公知のイ
ンターロイキン－１サイトカイン類に高度に相同的であるタンパク質、そのようなタンパ
ク質をコードする核酸分子、そのタンパク質を認識する抗体、ならびに宿主の炎症性およ
び免疫応答に関連する異常を診断する方法を提供する。
【解決手段】ヒト由来の特定のアミノ酸配列を含むインターロイキン－１関連ポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列を含む単離ＤＮＡおよび該ポリペプチドの単離。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列を含む単離ポリペプチド。
【請求項２】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列からなる単離ポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１もしくは２に記載のポリペプチドをコードする核酸配列を含む単離ＤＮＡ。
【請求項４】
　請求項３に記載の単離ＤＮＡの少なくとも一つのフラグメントを含むベクター分子。
【請求項５】
　転写制御配列を含む請求項４に記載のベクター分子。
【請求項６】
　請求項５に記載のベクター分子を含む宿主細胞。
【請求項７】
　請求項３に記載の単離ＤＮＡであって、(１)請求項２に規定されたようなポリペプチド
をコードする完全ｃＤＮＡ配列である、配列番号２に示されるヌクレオチド配列；(２)請
求項２に規定されたようなポリペプチドをコードするｃＤＮＡ配列のオープンリーディン
グフレームである、配列番号３に示されるヌクレオチド配列；(３)配列番号３に示される
ヌクレオチド配列に高度に厳密な条件下でハイブリダイズする能力のあるヌクレオチド配
列；および(４)請求項２に規定されたようなポリペプチドをコードする内因性のゲノムヒ
トＤＮＡである、配列番号４に示されるヌクレオチド配列からなる群から選択されるヌク
レオチド配列を含む、単離ＤＮＡ。
【請求項８】
　請求項７に記載の単離ＤＮＡの少なくとも一つのフラグメントを含むベクター分子。
【請求項９】
　転写制御配列を含む請求項８に記載のベクター分子。
【請求項１０】
　請求項９に記載のベクター分子を含む宿主細胞。
【請求項１１】
　インビトロで増殖することができ、そして請求項１もしくは２に記載のポリペプチドを
培養増殖で生成する能力のあるところの宿主細胞であって、そこでは該細胞は請求項２に
記載のポリペプチドをコードする天然型内在性ヒト遺伝子の転写制御配列でないところの
少なくとも一つの転写制御配列を含み、そこでは該一つもしくはそれ以上の転写制御配列
は請求項１もしくは２に記載のポリペプチドをコードするＤＮＡの転写を制御する、宿主
細胞。
【請求項１２】
　ヒトにおいて宿主の炎症性および免疫応答に関連する異常を診断する方法であって：
ヒトからの適切な組織もしくは細胞において請求項２で規定されたようなポリペプチドを
コードする天然型内在性ヒト遺伝子から転写されるメッセンジャーＲＮＡの上昇した転写
を検出すること含み、そこでは該上昇した転写は宿主の炎症性および免疫応答に関連する
異常に該ヒトが罹患していることの診断となる、方法。
【請求項１３】
　天然型内在性ヒト遺伝子が配列番号４に示されるヌクレオチド配列を含む、請求項１２
に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１２に記載の方法であって、適切な組織もしくは細胞の試料を、または組織もし
くは細胞から得られる単離ＲＮＡまたはＲＮＡ分子を請求項３に規定されたような単離ヌ
クレオチド配列と高度に厳密な条件下でハイブリダイズするところの少なくとも約２０ヌ
クレオチド長の単離ヌクレオチド配列と接触させることを含む、方法。
【請求項１５】
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　ヒトにおいて宿主の炎症性および免疫応答に関連する異常を診断する方法であって：
宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に罹患しているヒトからの適切な組織また
は細胞中で、配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペ
プチドの量を測定することを含み、そこでは宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異
常に罹患していないヒトからの対応する組織中の該ポリペプチドもしくはそのフラグメン
トの量に比べて、上昇した量の該ポリペプチドもしくはそのフラグメントの存在は宿主の
炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に該ヒトが罹患していることの診断となる、方法
。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の方法であって、検出ステップが適切な組織もしくは細胞を配列番号
１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプチドに特異的に結合
するところの抗体と接触させそして該抗体と該適切な組織もしくは細胞の中のポリペプチ
ドとの特異的結合を検出することを含み、そこではポリペプチドへの特異的結合の検出は
配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプチドの存在
を示す、方法。
【請求項１７】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドにまたは該ポリペプチドのフラ
グメントに特異的に結合する、抗体またはそのフラグメント。
【請求項１８】
　ＦａｂもしくはＦ(ａｂ’)２フラグメントである、請求項１７に記載の抗体のフラグメ
ント。
【請求項１９】
　ポリクローナル抗体である、請求項１７に記載の抗体。
【請求項２０】
　モノクローナル抗体である、請求項１７に記載の抗体。
【請求項２１】
　請求項１もしくは２で規定されたようなポリペプチドを生成する方法であって、その方
法は：
配列番号１に示されるようなアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする外来性ポリヌ
クレオチドを含有する発現ベクターをその中に組み込んでいる宿主細胞を宿主細胞中でポ
リペプチドを発現するために十分な条件下で培養し、それによって発現ポリヌクレオチド
の生成を引き起こす、方法。
【請求項２２】
　請求項２１に記載の方法であって、さらに、細胞により生成されたポリペプチドを回収
することを含む、方法。
【請求項２３】
　外来性ポリヌクレオチドが配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドを
コードする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　外来性ポリヌクレオチドが配列番号２に示されるようなヌクレオチド配列を含む、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２５】
　外来性ポリヌクレオチドが配列番号３に示されるようなヌクレオチド配列を含む、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２６】
　外来性ポリヌクレオチドが配列番号３に示されるようなヌクレオチド配列からなる、請
求項２１に記載の方法。
【請求項２７】
　外来性ポリヌクレオチドが配列番号４に示されるようなヌクレオチド配列を含む、請求
項２１に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明はインターロイキン－１関連遺伝子および遺伝子産物に関する。特に、本発明は
公知のインターロイキン－１サイトカイン類に高度に相同的であるタンパク質、そのよう
なタンパク質をコードする核酸分子、そのタンパク質を認識する抗体、ならびに宿主の炎
症性および免疫応答に関連する異常を診断する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景技術
　炎症誘発性サイトカインであるインターロイキン－１(ＩＬ－１)は、感染、発熱、睡眠
、食欲不振、急性期タンパク質合成、ケモカイン生成、接着分子上方制御、血管拡張、凝
血状態、造血活性増大、ならびにマトリックスメタロプロテイナーゼおよび増殖因子の生
成および放出を含む、病態生理学的状態への宿主応答を開始し促進する広範なアレイの生
物活性を発揮する。最近まで、ＩＬ－１の活性は二つの分子、ＩＬ－１アルファ(ＩＬ－
１α)およびＩＬ－１ベータ(ＩＬ－１β)、のそれぞれに備わっていると考えられており
、これらは宿主の免疫応答にならびに炎症性および自己抗体性疾患の発症に重要な役割を
演じている強力な炎症性サイトカインである。約２５％しか同一ではないが、二つのサイ
トカインはＩＬ－１タイプＩ受容体(ＩＬ－１ＲＩ)およびＩＬ－１受容体アクセサリータ
ンパク質(ＩＬ－１ＲＡＰ)サブユニットから成る、同じ受容体複合体と相互作用し活性化
する。結合および受容体活性化に際して、ＮＦ－カッパＢにより制御される経路を含む多
数のシグナル導入経路が活性化される。
【０００３】
　事実、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βは、ＩＬ－１受容体ファミリーにより動員されるＩ
Ｌ－１ＲＩ関連キナーゼ／ＴＮＦ受容体－関連因子様複合体により刺激されるＮＦ－ｋＢ
およびＡＰ－１シグナル伝達を正方向もしくは負方向に調整すると考えられる。ＩＬ－１
は、サイトカイン、増殖因子、細胞接着分子、転写因子およびプロテアーゼを含む多数の
遺伝子の発現を誘導する。アゴニストペプチドに加えて、第３のＩＬ－１であるＩＬ－１
受容体アンタゴニストタンパク質(ＩＬ－１ＲＡ)がＩＬ－１受容体に結合して、ＩＬ－１
αおよびＩＬ－１βの活性をブロックすることができる。ＩＬ－１システムは動物および
ヒトにおいて多数の炎症性疾患に影響を及ぼすことが示されている。ＩＬ－１α、ＩＬ－
１βもしくはＩＬ－１ＲＩのいずれかに対する抗体でのＩＬ－１シグナル伝達のブロック
は、なかんずく関節炎、脳炎、接触過敏症、移植片拒絶、内毒素性ショックおよび炎症性
大腸疾患の動物モデルにおける疾病過程の発生をブロックする。加えて、遺伝子組換えＩ
Ｌ－１受容体アンタゴニストタンパク質はヒトの臨床試験において関節リウマチの進行を
ブロックすると示されている。
【０００４】
　最近の研究は、ＩＬ－１システムが関連遺伝子のファミリーによって表されていること
を示している。ＩＬ－１関連遺伝子の一つはＩＬ－１８である。このサイトカインは、最
初はそのガンマインターフェロン発現を誘導する活性によりクローン化された。後になっ
て、この分子はＩＬ－１と顕著な構造相同性を有することが示され、引き続いてＩＬ－１
ＲＩおよびＩＬ－１ＲＡＰに高度に関連するがこれらとは別個の受容体に結合することが
示された。ファミリーのもう一つのメンバーであるＩＬ－１受容体アンタゴニスト(ＩＬ
－１ＲＡ)はまた、ＩＬ－１ＲＩに結合するがＩＬ－１ＲＡＰとの次の相互作用を誘導す
ることに失敗し、かくしてそれ自身でシグナル伝達を行わないのみならず、受容体をブロ
ックすることにより、アゴニストのＩＬ－１の作用も阻害する。最近、４個の新たなＩＬ
－１関連分子が同定された。これらのタンパク質は特性化されたＩＬ－１分子と１３～５
０％の同一性を有している。この点に関して、二つの報告が、ＩＬ－１Ｈ１、ＩＬ１Ｈ２
、ＩＬ－１Ｈ３およびＩＬ－１Ｈ４(Kumar et al., J. Biol. Chem. 275 (2000), 10308-
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10314)ならびにＦＩＬδ、ＦＩＬε、ＦＩＬνおよびＦＩＬζ(Smith et al., J. Biol. 
Chem. 275 (2000), 1169-1175)を含むＩＬ－１関連遺伝子の重なり合うが同一ではないセ
ットを同定している。ＩＬ１Ｈ２とＦＩＬν、ＩＬ－１Ｈ３とＦＩＬδ、およびＩＬ－１
Ｈ４とＦＩＬζを含むこれらの遺伝子の幾つかは同一であるかもしくは同じ遺伝子から明
らかに得られている。ＩＬ－１Ｈ４とＦＩＬζは８８％同一であり、ｃＤＮＡの最末端で
のみ変化している。かくして、これら二つの配列は同じ遺伝子のさらに別なスプライシン
グから得られる。興味あることに、これらの分子の殆どは、ＩＬ－１α、ＩＬ－１βもし
くはＩＬ－１８のいずれかよりも、比較的、ＩＬ－１ＲＡにより関連しており、これはこ
れらの分子の共通なＩＬ－１拮抗作用が別の、独特の活性と重なり得ることを暗示してい
る。重要なことは、アミノ酸のレベルでは関連しているものの、ＩＬ－１関連タンパク質
のどれも公知のＩＬ－１受容体には結合しないらしいことである。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
発明の概略
　本発明はインターロイキン－１サイトカインに、特に新規なインターロイキン－１関連
ポリペプチド１(ＩＬ－１ＲＰ１)に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　第一の態様では、本発明は配列番号１に示されるようなアミノ酸配列を含む単離ポリペ
プチドを提供する。さらに、本発明は配列番号１に示されるようなアミノ酸配列からなる
単離ポリペプチドを提供する。配列番号１に示されるようなアミノ酸配列はインターロイ
キン－１ポリペプチドファミリーの公知のメンバーの配列と相当な程度の相同性を示す。
簡便のために、配列番号１に示されるようなアミノ酸配列からなるポリペプチドをインタ
ーロイキン－１関連ポリペプチド１、もしくはＩＬ－１ＲＰ１と呼ぶ。そのようなポリペ
プチドもしくはそのフラグメントはインターロイキン－１ポリペプチドファミリーのもう
一つの公知のメンバーと同様に、種々の組織において、優先的に皮膚において、発現する
。配列番号１に示されるようなアミノ酸配列を有する単離ポリペプチドのフラグメントは
、約５～１５２個のアミノ酸、好ましくは約１０～約１５２個のアミノ酸、さらに好まし
くは約２０～約１００個のアミノ酸、そして最も好ましくは約２０～約５０個のアミノ酸
を含むポリペプチドを含むであろう。本発明のこの態様にしたがって、ヒト由来の新規な
ポリペプチドならびに生物学的に、診断上もしくは治療上に有用なフラグメント、それら
の変異体および誘導体、フラグメントの変異体および誘導体、ならびに前述のもののアナ
ログが提供される。
【０００７】
　第二の態様では、本発明は、上述のようにポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
を含む単離ＤＮＡを提供する。特に、本発明は(１)配列番号２に示されるようなヌクレオ
チド配列を含む単離ＤＮＡ；(２)配列番号３に示されるヌクレオチド配列を含む単離ＤＮ
Ａ；(３)配列番号３に示されるヌクレオチド配列に高度に厳密な条件下でハイブリダイズ
する能力のある単離ＤＮＡ；および(４)配列番号４に示されるヌクレオチド配列を含む単
離ＤＮＡを提供する。また、少なくとも約１５塩基、好ましくは少なくとも約２０塩基、
さらに好ましくは配列番号２もしくは配列番号３の約３０個の連続した塩基を含む核酸配
列が提供される。本発明の範囲内にはまた、配列番号２もしくは配列番号３に示されるよ
うなヌクレオチド配列を有する核酸に実質的に類似する核酸がある。好ましい態様では、
単離ＤＮＡは本発明のＤＮＡの少なくとも一つのフラグメントを含むベクター分子の形状
を取り、特に、配列番号２もしくは配列番号３に示されるようなヌクレオチド配列からな
るＤＮＡを含む。
【０００８】
　本発明の第３の態様はヒトにおける宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連する異常を診
断する方法を包含し、これはヒトからの適切な組織もしくは細胞中に配列番号１に示すア
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ミノ酸配列からなる新規なポリペプチドをコードする天然型内在性ヒト遺伝子から転写さ
れたメッセンジャーＲＮＡの上昇した転写を検出することを含み、そこではそのような上
昇した転写はヒトのそのような異常の罹患の診断となる。特に、配列番号１に示すアミノ
酸配列からなる新規なポリペプチドをコードする該天然型内在性ヒト遺伝子は配列番号４
に示されるゲノムヌクレオチド配列を含む。本発明の一つの態様では、診断法は該適切な
組織もしくは細胞の試料を、またはその組織もしくは細胞から得られる単離ＲＮＡまたは
ＤＮＡ分子を、配列番号１に示すアミノ酸配列を有する新規なポリペプチドをコードする
単離ヌクレオチド配列と高度に厳密な条件下でハイブリダイズするところの少なくとも約
１５～２０ヌクレオチド長の単離ヌクレオチド配列と接触させることを含む。本発明のア
ッセイ態様のもう一つの実施態様は、ヒトにおける宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連
する特定の疾患を診断する方法を提供し、これはそのような疾患に罹患したヒトからの特
定の組織もしくは細胞において、配列番号１のポリペプチドもしくはそのフラグメントの
量を測定することを必要とし、そこでは健常な個人の対応する組織または細胞中のポリペ
プチドもしくはそのフラグメントの量と比べて上昇した量のポリペプチドもしくはそのフ
ラグメントの存在が、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に人が罹患している
ことの診断となる。
【０００９】
　本発明のこの態様の一つの実施態様にしたがって、新規なインターロイキン－１関連ポ
リペプチド１をコードする遺伝子の転写を調節できるアンチセンスポリヌクレオチドが提
供され；もう一つの実施態様では、新規なＩＬ－１ＲＰ１をコードする遺伝子の転写を調
節できる二重鎖ＲＮＡが提供される。
【００１０】
　本発明のもう一つの態様は、前述のポリペプチド、ポリペプチドフラグメント、変異体
および誘導体、変異体および誘導体のフラグメント、ならびに前述のもののアナログを生
成する方法を提供する。本発明のこの態様の好ましい実施態様では、そのようなポリヌク
レオチドをコードする外来性ヌクレオチド配列を含有する発現ベクターをその中に組み込
んでいる宿主細胞を、宿主細胞中でポリペプチドを発現するために十分な条件下で培養し
、それによってポリヌクレオチドの発現を引き起し、そして発現されたポリペプチドを任
意に回収することを含む、前述のインターロイキン－１関連ペプチドを生成する方法が提
供される。本発明のこの態様の好ましい実施態様では、配列番号１に示されるようなアミ
ノ酸配列を含むかからなるポリペプチドの生成方法が提供され、これは配列番号１に示さ
れるようなアミノ酸配列を含むかからなるポリペプチドをコードする外来性のポリヌクレ
オチドを含有する発現ベクターをその中に組み込んだ宿主細胞を、宿主細胞中でポリペプ
チドを発現するために十分な条件下で培養し、それによってポリヌクレオチドの発現を引
き起し、そして発現されたポリペプチドを任意に回収することを含む。好ましくはそのよ
うな方法のいずれかにおいて、外来性ポリヌクレオチドは配列番号２に示されるヌクレオ
チド配列、配列番号３に示されるヌクレオチド配列または配列番号４に示されるヌクレオ
チド配列を含むかからなる。本発明のもう一つの態様にしたがって、前述のポリペプチド
およびポリヌクレオチドを、なかんずく研究、生物学、臨床および治療のために利用する
プロセスならびに方法が提供される。
【００１１】
　本発明のこの態様の特定のもう一つの好ましい実施態様において、配列番号１に示され
るアミノ酸配列、即ちＩＬ－１ＲＰ１、を含むポリペプチドに特異的に結合するところの
抗体もしくはそのフラグメントが提供される。この点に関する特定の特に好ましい態様で
は、抗体はヒトＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドもしくはヒトＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドの
部分に高度に選択的である。
　さらなる態様において、配列番号１に示されるアミノ酸配列のフラグメントもしくは部
分に結合する抗体またはそのフラグメントが提供される。
【００１２】
　もう一つの態様において、疾患が、配列番号１に示されるアミノ酸配列またはそのフラ



(7) JP 2008-154583 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

グメントもしくは部分を持つポリペプチドに結合する抗体の有効量を対象に投与すること
により、特定の組織もしくは細胞中においてＩＬ－１ＲＰ１遺伝子発現の増加もしくは減
少、またはＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドの存在下での増加もしくは減少に仲介されるかま
たは関連している、対象における疾患を処置する方法が提供される。また、対象において
ＩＬ－１ＲＰ１遺伝子発現の増加もしくは減少、またはＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドの存
在下の増加もしくは減少に関連する疾患もしくは異常を診断する方法が提供され、それは
配列番号１に示されるアミノ酸配列またはそのフラグメントもしくは部分を持つポリペプ
チドに結合する抗体をイムノアッセイにおいて利用することを含む。
【００１３】
　さらにもう一つの態様では、本発明は、インビトロで増殖されることができる宿主細胞
、好ましくは、配列番号１に示されるアミノ酸配列セットもしくはそのフラグメントを含
むポリペプチドを培養増殖で生成する能力のあるところの、脊椎動物細胞、特に哺乳動物
細胞、または細菌細胞を提供し、そこでは細胞は転写制御性ＤＮＡ配列、好ましくはヒト
ＩＬ－１ＲＰ１転写制御配列以外、を含有し、そこでは転写制御配列は、配列番号１にし
たがうアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを持つポリペプチドをコードするＤＮＡの
転写を制御する。
【００１４】
　本発明のなおもう一つの態様では、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプ
チドまたは配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドの正常を超えた発現を、患者から得られる体組織試料
中に検出するために必要な成分を含むアッセイ法およびキットが提供され、そのようなキ
ットは例えば、配列番号１に示されるアミノ酸配列に示されるアミノ酸配列を含むポリペ
プチドにもしくはそのフラグメントに結合する抗体を、または本発明のポリヌクレオチド
とハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブを含む。好ましい実施態様では、その
ようなキットはまた、キットの成分が使用されるべき手順を詳細を記した説明書を含む。
【００１５】
　もう一つの態様では、本発明は、配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラ
グメントを含むポリペプチド、そのようなポリペプチドもしくはそのフラグメントをコー
ドするポリヌクレオチド、または配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグ
メントを含む該ポリペプチドに結合する抗体を、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連し
た疾患を処置するための医薬品の製造に使用することに向けられる。
【００１６】
　もう一つの態様は、配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含
むかまたはからなるポリペプチド、そのようなポリペプチドもしくはそのフラグメントを
コードするポリヌクレオチド、またはそのようなポリペプチドもしくはそのフラグメント
に結合する抗体を、適当な医薬担体、賦形剤もしくは希釈剤と一緒に、宿主の炎症性もし
くは免疫応答に関連した疾患の処置のために含む、医薬組成物に向けられる。
【００１７】
　もう一つの態様では、本発明は、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドに結合しそして／もしくは配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドの活
性を調整することのできる分子、または、核酸配列に結合することができて、配列番号１
に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの転写もしく
は翻訳を調整する、分子を同定する方法に向けられる。そのような方法は、例えば、米国
特許第５,５４１,０７０号；第５,５６７,３１７号；第５,５９３,８５３号；第５,６７
０,３２６号；第５,６７９,５８２号；第５,８５６,０８３号；第５,８５８,６５７号；
第５,８６６,３４１号；第５,８７６,９４６号；第５,９８９,８１４号；第６,０１０,８
６１号；第６,０２０,１４１号；第６,０３０,７７９号；および第６,０４３,０２４号に
開示されており、これらの全てを全体的な出典明示により本明細書の一部とする。そのよ
うな方法により同定される分子はまた本発明の範囲に該当する。
【００１８】
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　関連する態様において本発明は、本発明の新規なＩＬ－１ＲＰ１が結合できる受容体を
同定する方法に向けられる。この点に関し、多数の技術がＩＬ－１ＲＰ１のような分子に
対する受容体および結合タンパク質の同定を考慮に入れ、これらとしては、酵母の二－ハ
イブリッド分析(S. Fields and O. Song, Nature, 1989 340: 245-6)、または標識された
もしくはタグをつけたリガンドを用いて、ｃＤＮＡライブラリーの形質移入後の受容体を
発現する細胞を見出すことを伴う、哺乳動物細胞における発現クローン化の技術があげら
れるが、これらに限定されない。
【００１９】
　なおもう一つの態様において本発明は、本発明の核酸を処置を必要とする対象の１つも
しくはそれ以上の組織中に、核酸によりコードされた１つもしくはそれ以上のタンパク質
が組織内の細胞により発現されそして／または分泌される結果をもって、導入する方法に
向けられる。
【００２０】
　本発明の他の目的、特徴、利点および態様は以下の説明から当業者には明らかになるで
あろう。しかしながら、以下の説明および具体的実施例は、発明の好ましい実施態様を示
しながら、単に例示として呈示されることを理解すべきである。開示される発明の精神お
よび範囲内での多様な変更および修飾は、下記の説明を読むことからおよび本開示の他の
部分を読むことから当業者には容易に明らかになるであろう。
【００２１】
図面の簡単な説明
　図１Ａは、新規なＩＬ－１ＲＰ１をコードする、完全長ｃＤＮＡ配列(配列番号２)の描
写である。ＯＲＦの開始コドンおよび停止コドンを太線のアンダーラインで示す；中に含
有されるＯＲＦの配列(配列番号３)はヌクレオチド位置番号６０(ａｔｇ)から始まりヌク
レオチド位置番号５１６、即ち停止コドン(ｔａｇ)の前で終わる。図１Ｂは１５２個のア
ミノ酸を含む新規なＩＬ－１ＲＰ１のアミノ酸配列(配列番号１)を図示する。星印(*)は
ストップコドンを指す。
【００２２】
　図２は、新規なインターロイキン－関連ポリペプチド１をコードする、ゲノムＤＮＡ配
列(配列番号４)の描写である。対応するＯＲＦのアミノ酸が示されている。また、ゲノム
領域の正確な物理的マッピングに対処する制限部位が示されている。
【００２３】
　図３はＩＬ－１ファミリーのタンパク質のアミノ酸配列の比較である。
　図４はＲＴ－ＰＣＲにより測定された種々のヒト組織中におけるＩＬ－１ＲＰ１の発現
を図示する。
【００２４】
　図５は種々の組織におけるヒトＩＬ－ＲＰ１のｍＲＮＡ発現のノーザンブロット分析の
結果を図示する。
　図６はＩＬ－１ＲＰ１の一次配列を図示する。
【００２５】
　図７はＩＬ－１ＲＰ１のエキソン／イントロン構造を図示する。
　図８はＩＬ－１ＲＰ１ｃＤＮＡの二重鎖ヌクレオチドの配列を図示する。
【００２６】
発明の詳細な説明
　本明細書に引用される全ての特許出願、特許および参考文献は全体的な出典明示により
本明細書の一部とする。
【００２７】
　本発明の実施に際しては、分子生物学、微生物学および組換えＤＮＡにおける多くの従
来技法が使用される。これらの技法は周知であり、そして例えば、「分子生物学における
最新の実験手順、Ｉ、ＩＩおよびＩＩＩ巻」、1997 (F. M. Ausubel ed.); Sambrook et 
al., 1989、「分子クローン化：実験室マニュアル、第二版」, Cold Spring Harbor Labo
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ratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.；「ＤＮＡクローン化：実用的アプローチ、
ＩおよびＩＩ巻」、1985 (D. N. Glover ed.)；「オリゴヌクレオチド合成」、1984 (M. 
L. Gait ed.)；「核酸ハイブリダイゼーション」、1985, (Hames and Higgins)；「転写
と翻訳」、1984 (Hames and Higgins eds.)；「動物細胞培養」、1986 (R. I. Freshney 
ed.)；「固相化細胞および酵素」、1986 (IRL Press); Perbal, 1984、「分子クローン化
への実用的指針」；the series, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.)；「哺
乳動物細胞の遺伝子導入ベクター」、1987 (J. H. Hiller and M. P. Calos eds., Cold 
Spring Harbor Laboratory)；ならびにMethods in Enzymology Vol. 154 and Vol. 155 (
Wu and Grossman, and Wu, eds., respectively)、に説明されている。
【００２８】
　最も広い意味において、用語“実質的に類似している”は、ヌクレオチド配列に関して
ここで用いられるとき、基準ヌクレオチドに対応するヌクレオチド配列[配列中、対応す
るヌクレオチド配列は、基準ヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチドと実質的
に同一の構造および機能を有するポリペプチドをコードする]を意味し、例えばそこでは
ポリペプチドの機能に影響を及ぼさないアミノ酸変化のみが起こっている。望ましくは、
実質的に類似しているヌクレオチド配列は基準ヌクレオチド配列によりコードされるポリ
ペプチドをコードする。実質的に類似しているヌクレオチド配列と基準配列との間の同一
性の百分率は、望ましくは少なくとも８０％、さらに望ましくは少なくとも８５％、好ま
しくは少なくとも９０％、さらに好ましくは少なくとも９５％、なおさらに好ましくは少
なくとも９９％である。配列の比較はSmith-Watermanの配列アラインメントアルゴリズム
(例えばWaterman, M. S.、「コンピューター生物学入門：マップ、配列およびゲノム」、
Chapman & Hall. London: 1995: ISBN 0-412-99391-0, or at http://www-hto.usc.edu/s
oftware/sequaln/index.htmlを参照)を用いて行われる。localSプログラムのバージョン
１.１６は次のパラメータで使用される：マッチ：１、ミスマッチペナルティー：０.３３
、オープンギャップペナルティー：２、拡大ギャップペナルティー：２。
【００２９】
　基準ヌクレオチド配列に“実質的に類似している”ヌクレオチド配列は、７％ドデシル
硫酸ナトリウム(ＳＤＳ)、０.５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中５０℃で２Ｘ　Ｓ
ＳＣ、０.１％ＳＤＳ中５０℃での洗浄を伴って、さらに望ましくは７％ドデシル硫酸ナ
トリウム(ＳＤＳ)、０.５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中５０℃で１Ｘ　ＳＳＣ、
０.１％ＳＤＳ中５０℃での洗浄を伴って、さらになお望ましくは７％ドデシル硫酸ナト
リウム(ＳＤＳ)、０.５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中５０℃で０.５Ｘ　ＳＳＣ、
０.１％ＳＤＳ中５０℃での洗浄を伴って、好ましくは７％ドデシル硫酸ナトリウム(ＳＤ
Ｓ)、０.５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中５０℃で０.１Ｘ　ＳＳＣ、０.１％ＳＤ
Ｓ中５０℃での洗浄を伴って、さらに好ましくは７％ドデシル硫酸ナトリウム(ＳＤＳ)、
０.５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中５０℃で０.１Ｘ　ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ中
６５℃での洗浄を伴って、基準ヌクレオチド配列とハイブリダイズし、しかもなお機能的
に同等な遺伝子産物をコードする。
【００３０】
　“上昇したｍＲＮＡ転写”とは、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に罹患
している個人の適切な組織もしくは細胞中に、そのような異常に罹患していないヒトの対
応する組織中に見出されるｍＲＮＡより大量に、特に少なくとも約２倍、好ましくは少な
くとも約５倍、さらに好ましくは少なくとも約１０倍、最も好ましくは少なくとも約１０
０倍量で、存在する本発明の新規なポリペプチドをコードする天然型内在性ヒト遺伝子か
ら転写されたメッセンジャーＲＮＡの増加量をいう。そのような上昇したレベルのｍＲＮ
Ａは究極的には、宿主の炎症性もしくは免疫応答と関連した異常に罹患している個人にお
いて、健常人と比較して、そのようなｍＲＮＡから翻訳されるタンパク質の増大したレベ
ルに至る。
【００３１】
　本明細書において使用される“宿主細胞”とは、例えば、エレクトロポレーション、燐
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酸カルシウム沈降、マイクロインジェクション、形質転換、ウイルス感染などの任意の方
法により細胞中に導入されている異種のＤＮＡを含有するところの原核もしくは真核細胞
をいう。
【００３２】
　本明細書において使用される“異種の”とは、“異なる天然由来の”を意味しもしくは
非天然の状態を表す。例えば、もし宿主細胞が他の生物から、特に他の生物種から、得ら
れるＤＮＡもしくは遺伝子で形質転換されるならば、その遺伝子はその宿主細胞に関して
、そしてまたその遺伝子を保有する宿主細胞の子孫に関して異種である。同様に、“異種
の”とは、同じ天然の元の細胞タイプから得られかつその中に挿入されるが、非天然の状
態、例えば異なるコピー数、もしくは異なる調節エレメントによる制御下で存在する、ヌ
クレオチド配列をいう。
【００３３】
　“ベクター”分子は、その中に異種核酸を挿入することができて、次いで適切な宿主細
胞中に導入され得る、核酸分子である。ベクターは好ましくは、一つもしくはそれ以上の
複製起点、および組換えＤＮＡが挿入されうる一つもしくはそれ以上の部位を有する。ベ
クターはしばしば、ベクターを有する細胞をそうでないものから選別できる簡便な手段を
有しており、例えばそれらは薬剤耐性遺伝子をコードする。一般的なベクターとしては、
プラスミド、ウイルスゲノム、および(主として酵母および細菌中の)“人工染色体”が挙
げられる。
【００３４】
　“プラスミド”は、先行する小文字のｐおよび／もしくはそれに続く大文字ならびに／
または数字により、当業者におなじみの標準的命名規約にしたがってここでは示される。
ここで開示される出発材料のプラスミドは市販で入手可能であるか、無制限に公開で入手
可能であるか、または入手可能なプラスミドから周知の公表された手順の日常的な適用に
より構築され得るかのどちらかである。本発明にしたがって用いることのできる多くのプ
ラスミドならびに他のクローン化および発現ベクターは周知であり、かつ当業者には容易
に入手可能である。さらに、当業者は発明における使用に適当な任意の数の他のプラスミ
ドを容易に構築し得る。本発明におけるそのようなプラスミドならびに他のベクターの性
質、構築および使用は、本開示より当業者には容易に明らかであるあろう。
【００３５】
　“単離された”なる用語は、材料がその本来の環境(例えば、それが天然に由来するな
らば、天然の環境)から除去されることを意味する。例えば、生きている動物中に存在し
ている天然由来のポリヌクレオチドもしくはポリペプチドは単離されていないが、天然の
システムで共存する物質の一部もしくは全てから分離される、同じポリヌクレオチドもし
くはポリペプチドは、たとえその後で天然のシステムに再導入されたとしても、単離され
ている。そのようなポリヌクレオチドはベクターの一部であってもよく、そして／または
そのようなポリヌクレオチドもしくはポリペプチドは組成物の一部であってもよく、そし
てなおそのようなベクターもしくは組成物がその天然環境の一部でない点において、単離
されている。
【００３６】
　本明細書において使用される“転写制御配列”なる用語は、それらが機能し得るように
結合された、タンパク質をコードする核酸配列の転写を誘導し、抑制し、もしくはさもな
ければ制御するところの、開始配列、エンハンサー配列およびプロモーター配列のような
、ＤＮＡ配列をいう。
【００３７】
　本明細書において使用される“ヒト転写制御配列”は、本発明の新規なインターロイキ
ン－１関連ポリペプチドをコードするヒト遺伝子と関連して、それがそれぞれのヒト染色
体中に見出されるように、通常見出されるそれらの転写制御配列のいずれかを指す。
【００３８】
　本明細書において使用される“非ヒト転写制御配列”は、ヒトゲノムに見出されない任
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　“ポリペプチド”なる用語は、本明細書において、“ポリペプチド類”および“タンパ
ク質(類)”なる用語と互換的に用いられる。
【００３９】
　本明細書において使用されるように、本発明のポリペプチドの“化学的誘導体”は、通
常その分子の一部ではないさらに別の化学的部分を含有する本発明のポリペプチドである
。そのような部分は分子の溶解性、吸収、生物学的半減期などを改善し得る。これに代え
て、これらの部分は分子の毒性を軽減し、分子の任意の望ましくない副作用を消失もしく
は減弱させ得る。そのような効果を仲介する能力のある部分は、例えば、「レミントン薬
学第１６版」、Mack Publishing Co., Eatson, Pa. (1980)に開示されている。
【００４０】
　本発明は一般に、新規なインターロイキンを特異的にコードする新規なヌクレオチド配
列に関する。新規な遺伝子は、本明細書で詳細に概略されるように、ここでインターロイ
キン－１関連ポリペプチドもしくはＩＬ－１ＲＰ１と呼ばれ、インターロイキン－１に属
している、ポリペプチドをコードする。
【００４１】
　ヒトゲノム中にＩＬ－１ファミリーのポリペプチドのさらに別のメンバーが存在するか
どうかを決定するために、ＩＬ－１βおよびＩＬ－１Ｈ１ペプチド配列を用いて社内およ
び公開のヒトゲノムデータベースを検索する。ＩＬ－１Ｈ１は、胎盤および食道の扁平上
皮でのみ構成的に発現されることが最近示されたところのＩＬ－１関連分子であり、イン
ビトロでケラチン生成細胞中で誘導されることができた。ベイトとしてのこれら二つの配
列およびtBlastNプログラムを用いて、以前に報告されなかった、一つの新規な配列が社
内のデータベースの特定のクローンに対応して見出される。このゲノム配列の翻訳物はＩ
Ｌ-１Ｈ１と３３％の同一性および５２％の類似性を示す。次いでこの配列を用いて、Bla
stNを用いさらに別の重なり合ったゲノム配列を見出し、それにより公開のデータベース
からゲノムＤＮＡの大きなセグメントを同定する。社内のデータベースの配列に隣接する
凡そ１ｋｂのゲノム配列が六つの読み取り枠全ての中で翻訳され、ClustalWによりＩＬ－
１Ｈ１およびＩＬ－１βと比較される。さらに別の１２７のヌクレオチドの配列が見出さ
れる。同定された一次配列に基づいて、ＰＣＲプライマーをデザインして、ヒト胎児小腸
のMarathon[登録商標]ｃＤＮＡ(Clontech, Palo Alto, CA)からのコード領域を増幅し、
そして配列がゲノム領域から予測されるものと同一であると見出される。最後に５’ＲＡ
ＣＥを用いて、ｃＤＮＡの５’末端を同定する。ＩＬ－１ＲＰ１に対する完全なコード領
域の配列を図１に示す。ＩＬ－１ＲＡを除くＩＬ－１ファミリーのメンバーの全てと同様
に、ＩＬ－１ＲＰ１は疎水性の分泌シグナルを含有していない。かくして、ＩＬ－１ＲＰ
１は細胞内タンパク質として生成されそして、ＩＬ－１αおよび細胞内型のＩＬ－ＲＡの
ように、細胞障害の際に遊離されて、その生物学的機能を得るものと思われる。
【００４２】
　ＩＬ－１ＲＰ１に対する完全長のｃＤＮＡは１５２個のアミノ酸のタンパク質を予想す
る。ＩＬ－１関連分子のファミリーの同等性プロフィールを次の表１に示す。
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【表１】

【００４３】
　表１は、新規なＩＬ－１ＲＰ１を含む、ＩＬ－１ファミリーのタンパクの同一性の百分
率を示す。ＦＩＬζおよびＩＬ１Ｈ４は８８％同一であり、アミノおよびカルボキシル基
最末端のみが異なるだけであり、かくして同じ遺伝子の代替のスプライス型を表している
と思われるため、同じの遺伝子としてリストされていることに注意されたい。また、ＩＬ
－１Ｈ２およびＦＩＬνならびにＩＬ－１Ｈ３およびＦＩＬζは同じの遺伝子としてリス
トされている。成熟型のＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１ＲＡおよびＩＬ－１８は比較
のため用いられている。同一性百分率は、Myers and Miller, CABIOS 1989 4: 11-17、に
より記載された全体的アラインメントを用いて、および－１２／－２のギャップペナルテ
ィーも持つBLOSUM50スコアリングマトリックスを用いて測定された。
　予想されたＩＬ－１ＲＰ１ペプチドは、ＩＬ－１Ｈ３／ＦＩＬδおよびＩＬ－１ＲＡと
最も相同性が高く、それぞれ、４２％および３８％同一である。
【００４４】
　かくしてＩＬ－１ポリペプチドファミリーのメンバーとして認定されるため、新規なポ
リペプチドＩＬ－１ＲＰ１は同様の生理学的機能を有するであろう。それは、その全てが
ヒトの疾患に重大な影響力を与える公知の機能を持つＩＬ－１関連ポリペプチドとの類似
性のために炎症もしくは宿主の免疫応答に関与していると思われる。ＩＬ－１ＲＰ１の配
列および予想される構造は、それにもしくはその受容体に対して向けられる低分子もしく
はタンパク質(例えば抗体)のどちらかの使用による抗炎症剤のデザインに有用であろう。
加えて、ＩＬ－１ＲＰ１の配列から得られるタンパク質をまた、治療薬として使用して、
宿主の免疫もしくは炎症性応答を修飾し得る。
【００４５】
　新規なポリペプチドの発現パターンを決定するために、種々のヒト組織からのｃＤＮＡ
のパネルをＩＬ－１ＲＰ１転写物を同定できたＰＣＲプライマーを用いてＰＣＲ分析に供
する。転写され加工されたｍＲＮＡからのＰＣＲ産物が任意の元のゲノムＤＮＡから容易
に区別できるように、予想されるＩＬ－１ＲＰ１の別々のエキソン上に存在するところの
ＰＣＲプライマーが選択される。その結果、ＩＬ－１ＲＰ１はヒトの組織で示差的に発現
しており、脳、心臓、肝臓、肺、胃、精巣、胎盤、前立腺および皮膚で検出可能である。
最も著しくは、ＩＬ－１ＲＰ１は皮膚で高度に発現している。かくして、ＩＬ－１ＲＰは
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転写された遺伝子を表す。さらに、その構成的発現は皮膚で非常に高く、それが皮膚の炎
症応答において役割を演じていることを示唆している。図４を参照されたい。
【００４６】
　したがって、一つの態様では、本発明は新規なインターロイキン－１関連ポリペプチド
(ＩＬ－１ＲＰ１)に関する。上に概略したように、ＩＬ－１ＲＰ１は、上で議論したよう
に他のＩＬ－１タンパク質と高度に類似しているので、明らかにＩＬ－１ファミリーのメ
ンバーである。これはまたＩＬ－１ファミリーと多くの類似性を共有している。ＩＬ－１
ＲＰ１のゲノム配列は、ＦＩＬεおよびＩＬ－１Ｈ１のように同じヒトゲノムＢＡＣクロ
ーンの第２染色体上に見出される。今日まで、全てのＩＬ－１関連分子は第２染色体の同
じ部分上にあり、比較的最近の進化的分岐を示唆する。最後に、ゲノム配列およびｃＤＮ
Ａ配列の分析は、ＩＬ－１ＲＰ１のイントロン－エキソン編成がＩＬ－１ＲＡおよびＦＩ
Ｌδと殆ど同一であることを示している。これらの観察は、全てが同じ祖先の遺伝子から
得られるという仮定に一致する。
【００４７】
　本発明は配列番号１に示されるアミノ酸配列を含む単離ポリペプチドに関する。そのよ
うなポリペプチドは、例えば、新規なインターロイキン－１関連ポリペプチド１のアミノ
酸配列を含有する融合タンパク質でもよい。もう一つの態様では、本発明は、特に新規な
ＩＬ－１ＲＰ１である、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなる単離ポリペプチドに
関する。
【００４８】
　本発明は核酸もしくはヌクレオチド分子、好ましくは、特に新規なＩＬ－１ＲＰ１をコ
ードする、ＤＮＡ分子を含む。好ましくは、本発明の単離核酸分子、好ましくはＤＮＡ分
子、は配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする。配列番号１
に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする単離核酸分子、好ましくはＤ
ＮＡ分子、も同様に好ましい。そのような核酸もしくはヌクレオチド、特にそのようなＤ
ＮＡ分子は好ましくは、(１)配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドを
コードする完全なｃＤＮＡ配列である、配列番号２に示されるようなヌクレオチド配列；
(２)配列番号２に示されるｃＤＮＡ配列の読み取り枠に対応する、配列番号３に示される
ヌクレオチド配列；(３)配列番号３に示されるヌクレオチド配列と高度に厳密な条件下で
ハイブリダイズする能力のあるヌクレオチド配列；および(４)配列番号１に示されるアミ
ノ酸配列からなるポリペプチドをコードする内在性ヒトゲノムＤＮＡに対応する、配列番
号４に示すヌクレオチド配列、からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む。その
ようなハイブリダイゼーションの条件は、上述のように、高度に厳密でももしくはより低
い高度に厳密でもよい。核酸分子がデオキシリボヌクレオチド(“オリゴ”)の場合には、
高度に厳密な条件とは、例えば、６Ｘ　ＳＳＣ／０.０５％ピロ燐酸ナトリウム中で３７
℃(１４－塩基オリゴの場合)、４８℃(１７－塩基オリゴの場合)、５５℃(２０－塩基オ
リゴの場合)、および６０℃(２３－塩基オリゴの場合)での洗浄を指してもよい。種々の
組成の核酸についてのそのような厳密な条件の適当な範囲は,上記で引用したManiatis等
に加えて、Krause and Aaronson (1991), Methods in Enzymology, 200: 546-556、に記
載されている。
【００４９】
　これらの核酸分子は、例えば、標的遺伝子の調節に有用な標的遺伝子のアンチセンス分
子としておよび／もしくは標的遺伝子の核酸配列の増幅反応におけるアンチセンスプライ
マーとして作用し得る。さらに、そのような配列を、標的遺伝子の調節にまた有用なリボ
ザイムおよび／もしくは三重らせん配列の一部として使用し得る。なおさらに、そのよう
な分子を、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した疾患を引き起こす対立遺伝子の存在
を検出し得るところの診断法の成分として使用し得る。
【００５０】
　本発明はまた、(ａ)前述のヌクレオチド配列および／もしくはそれらの相補体(即ちア
ンチセンス)のいずれかの少なくともフラグメントを含有するベクター；(ｂ)ベクター分
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子、好ましくは転写制御配列を含むベクター分子、特にコード領域の発現を指令する調節
エレメントと機能し得るように関連した前述のコード配列のいずれかを含有する発現ベク
ター；ならびに(ｃ)本明細書において記載したベクター分子もしくは、宿主細胞において
コード配列の発現を指令する調節エレメントと機能し得るように関連した前述のヌクレオ
チド配列のいずれかの少なくとも一つのフラグメントを含有するところの遺伝子工学宿主
細胞、を包含する。本明細書において使用されるように、調節エレメントとしては、発現
を駆動させ調節するところの、非誘導性プロモーター、エンハンサー、オペレーターおよ
びその他の当業者に周知であるエレメントが挙げられるが、これらに限定されない。好ま
しくは、宿主細胞は、脊椎動物の宿主細胞、好ましくはヒト細胞もしくはＣＨＯもしくは
ＢＨＫ細胞のようなげっ歯類細胞のような哺乳動物の宿主細胞であってもよい。同様に好
ましくは、宿主細胞は細菌の宿主細胞、特に大腸菌細胞であってもよい。
【００５１】
特に好ましいのは、インビトロで増殖させることができて、そして培養増殖によりＩＬ－
１ＲＰ１ポリペプチド、特に配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むかからなるポリペ
プチドを生成する能力のあるところの、とくに上述のタイプの宿主細胞であり、そこでは
該細胞は、該ポリペプチドをコードする天然型内在性ヒト遺伝子の転写制御配列ではない
ところの少なくとも一つの転写制御配列を含み、そこでは該一つもしくはそれ以上の転写
制御配列が該ポリペプチドをコードするＤＮＡの転写を制御する。
【００５２】
　本発明は、本明細書において開示される核酸配列のいずれかのフラグメントをも含む。
新規なＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドをコードする核酸配列のフラグメントをｃＤＮＡライ
ブラリー用のハイブリダイゼーションのプローブとして用いて、完全長遺伝子を単離しそ
してＩＬ－１ＲＰ１遺伝子に高度の配列類似性もしくは類似の生物活性を有する他の遺伝
子を単離し得る。このタイプのプローブは好ましくは、少なくとも約３０個の塩基を持ち
そして、例えば、約３０～約５０個の塩基、約５０～約１００個の塩基、約１００～約２
００個の塩基、もしくは２０１個以上の塩基を含有してもよい。プローブをまた用いて、
完全長転写物に対応するｃＤＮＡクローンならびにゲノムのクローン、もしくは調節およ
びプロモーター領域、エキソンおよびイントロンを含む完全なＩＬ－１ＲＰ１遺伝子を含
有する一つ以上のゲノムクローンを同定し得る。スクリーニングの例は、公知のＤＮＡ配
列を用いてオリゴヌクレオチドプローブを合成することにより、ＩＬ－１ＲＰ１遺伝子の
コード領域を単離することを含む。本発明の遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識オ
リゴヌクレオチドは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡもしくはｍＲＮＡのライブラリーをス
クリーニングに用いて、ライブラリーのどのメンバーにプローブがハイブリダイズするか
を決定するのに使用される。
【００５３】
　上述の遺伝子配列に加えて、例えば他の生物種に存在するであろうような配列のホモロ
グを、当分野において周知である分子生物学的技法により、必要以上の実験を行わずに、
同定しかつ容易に単離し得る。さらに、そのような遺伝子産物の一つもしくはそれ以上の
ドメインに広範な相同性を有するタンパク質をコードするところの遺伝子が、ゲノム内の
他の遺伝子座に存在してもよい。これらの遺伝子はまた、類似の技法により同定され得る
。
【００５４】
　例えば、新規なＩＬ－ＲＰ１をコードする本発明の単離ヌクレオチド配列を標識し、興
味のある生物から得られたｍＲＮＡから構築されたｃＤＮＡライブラリーをスクリーニン
グするのに使用してもよい。ｃＤＮＡライブラリーが標識配列が得られた生物のタイプと
異なる生物から得られるときには、ハイブリダイゼーションの条件はより低い厳密度にな
るであろう。これに代えて、標識フラグメントを用いて、興味のある生物から得られるゲ
ノムライブラリーを、ここでも適切に厳密な条件を用いてスクリーニングし得る。そのよ
うな低い厳密度の条件は当業者に周知であろうし、そしてライブラリーおよび標識配列が
得られる特定の生物に依存して予想の通りに変るであろう。そのような条件の指針として
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例えば上で引用されたSambrook等を参照されたい。
【００５５】
　さらに、興味のある遺伝子内のアミノ酸配列に基づいてデザインした二つの縮重したオ
リゴヌクレオチドプライマープールを用いてＰＣＲを実施することにより、以前に知られ
ていなかった、差次的発現遺伝子型(differentially expressed gene-type)の配列を単離
し得る。反応用のテンプレートは、差次的発現対立遺伝子を発現すると知られているか推
測されるヒトのもしくは非ヒトの細胞株または組織から調製したｍＲＮＡの逆転写により
得られるｃＤＮＡであってもよい。
【００５６】
　ＰＣＲ産物はサブクローン化して配列を決定し、増幅された配列が差次的発現遺伝子様
核酸配列の配列を表わすことを確認し得る。次いで、ＰＣＲフラグメントを用いて、種々
の方法により完全長ｃＤＮＡクローンを単離し得る。例えば、増幅されたフラグメントを
標識し、バクテリオファージのｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングに用い得る。これ
に代えて、標識フラグメントを用いてゲノムライブラリーをスクリーニングし得る。
【００５７】
　ＰＣＲ技法はまた完全長ｃＤＮＡ配列を単離するのに利用され得る。例えば、適切な細
胞もしくは組織の供給源から標準的な手順によりＲＮＡを単離し得る。第１鎖の合成のプ
ライミングために増幅フラグメントの５’最末端に特異的なオリゴヌクレオチドを用いて
、ＲＮＡについて逆転写反応を実行し得る。次いで、ここで得られるＲＮＡ／ＤＮＡハイ
ブリッドに、標準的な末端トランスフェラーゼ反応を用いて、グアニンでテールをつけ得
て、ハイブリッドをＲＮアーゼＨで消化し得て、次いで第２鎖の合成をポリＣプライマー
でプライムし得る。かくして、増幅フラグメント上流のｃＤＮＡ配列を容易に単離し得る
。使用し得るクローン化戦略の総説については、例えば、上述のSambrook et al., 1989
を参照されたい。
【００５８】
　同定された遺伝子が正常の、即ち野生型の、遺伝子である場合には、この遺伝子を使用
して、遺伝子の変異型対立遺伝子を単離し得る。そのような単離は、遺伝的基盤を有する
と知られているか疑われているプロセスや異常において好ましい。変異型対立遺伝子は、
炎症性もしくは免疫応答に関連した疾患症状に寄与する遺伝子型を有すると知られている
か疑われている個人から単離され得る。次いで、変異型対立遺伝子および変異型対立遺伝
子産物を下記の診断アッセイシステムで利用し得る。
【００５９】
　変異遺伝子のｃＤＮＡは、例えば、当業者に周知である技術のＰＣＲを用いて単離され
得る。この場合には、第１のｃＤＮＡ鎖を、変異型対立遺伝子を保有すると考えられる個
人において発現していることが知られているか疑われている組織から単離されたｍＲＮＡ
にオリゴｄＴオリゴヌクレオチドをハイブリダイズさせることにより、そして新しい鎖を
逆転写酵素で伸張することにより合成し得る。次いで、ｃＤＮＡの第２鎖は、正常遺伝子
の５’末端に特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを用いて合成される。これ
ら二つのプライマーを用いて、産物を次いでＰＣＲで増幅し、適当なベクター中にクロー
ン化し、そして当業者に周知である方法によりＤＮＡ配列分析に供する。変異型遺伝子の
ＤＮＡ配列を正常遺伝子のそれと比較することにより、変異型遺伝子産物の機能の消失も
しくは変化の原因となる変異を確認することができる。
【００６０】
　これに代えて、ゲノムもしくはｃＤＮＡライブラリーを構築し、変異型対立遺伝子を保
有すると知られているか疑われている個人において、興味のある遺伝子を発現していると
知られているか疑われている組織からのＤＮＡまたはＲＮＡをそれぞれ用いてスクリーニ
ングすることができる。次いで、正常な遺伝子もしくはその任意の適当なフラグメントを
標識し、プローブとして用いて、ライブラリー中の対応する変異型対立遺伝子を同定し得
る。次いで、この遺伝子を含有するクローンを当分野において日常的に実施される方法に
より精製し、上述のように配列分析に供し得る。
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【００６１】
　これに加えて、変異型対立遺伝子を保有すると疑われているか知られている個人におい
て、興味のある遺伝子を発現していることが知られているか疑われている組織から単離さ
れたＤＮＡまたは同組織から合成されたｃＤＮＡを用いて発現ライブラリーを構築するこ
とができる。この様式で、推定上で変異の組織から作成される遺伝子産物を発現し、以下
に説明するように、正常な遺伝子産物に対して育成した抗体と一緒に標準的な抗体スクリ
ーニング技法を用いてスクリーニングし得る。(スクリーニング技法については、例えば
、Harlow, E. and Lane, eds., 1988、「抗体：実験室マニュアル」、Cold Spring Harbo
r Press, Cold Spring Harborを参照のこと)。変異が変化した機能を有する発現遺伝子産
物をもたらす場合には(例えばミスセンス変異の結果)、抗体のポリクローナルセットは変
異遺伝子産物と交叉反応すると思われる。そのような標識抗体との反応により検出される
ライブラリークローンを精製し、上述のように配列分析に供することができる。
【００６２】
　本発明は、配列番号２、３、もしくは４のいずれかに示されるヌクレオチド配列によっ
てコードされるそれらのタンパク質を、特に配列番号１に示されるアミノ酸配列であるか
これを含むポリペプチドもしくはそのフラグメントを、含む。
【００６３】
　さらに、本発明は機能的に同等な遺伝子産物を表すタンパク質を含む。そのような同等
な差次的発現遺伝子産物は、上述の差次的発現遺伝子によりコードされるアミノ酸配列内
に、アミノ酸残基の欠失、付加もしくは置換を含んでもよいが、それはサイレントな変化
をもたらし、かくして機能的に同等な差次的発現遺伝子産物を生成する。アミノ酸の置換
は、関与する残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／もしくは両親媒性にお
ける類似性に基づいてなされてもよい。
【００６４】
　例えば、非極性(疎水性)アミノ酸としては、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリ
ン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが挙げられ；極性中
性アミノ酸としては、グリシン、セリン、スレオニン、システイン、チロシン、アスパラ
ギンおよびグルタミンが挙げられ；陽電荷をもつ(塩基性)アミノ酸としては、アルギニン
、リジン、およびヒスチジンが挙げられ；負電荷をもつ(酸性)アミノ酸としては、アスパ
ラギン酸およびグルタミン酸が挙げられる。本明細書において使用される“機能的に同等
な”とは、上述の差次的発現遺伝子配列によりコードされる内在性の差次的発現遺伝子産
物と実質的に類似したインビボおよびインビトロ活性を発揮する能力のあるタンパク質も
しくはポリペプチドを指してもよい。“機能的に同等な”とはまた、内在性の差次的発現
遺伝子の対応する部分がするであろう方式と実質的に類似した様式で他の細胞内もしくは
細胞外分子と相互作用する能力のあるタンパク質もしくはポリペプチドを指してもよい。
例えば、“機能的に同等な”ペプチドは、イムノアッセイにおいて、内在性タンパク質の
対応するペプチド(即ち、そのアミノ酸配列を修飾して“機能的に同等な”ペプチドを達
成したペプチド)への、もしくは内在性タンパク質自身への、抗体の結合を減少させるこ
とができるであろうが、そこでは抗体は内在性タンパク質の対応するペプチドに対して育
成したものである。等モル濃度の機能的に同等なペプチドは、対応するペプチドの前記結
合を少なくとも約５％、好ましくは約５％～１０％、さらに好ましくは約１０％～２５％
、なおさらに好ましくは約２５％～５０％、そして最も好ましくは約４０％～５０％だけ
減少させるであろう。
【００６５】
　本発明のポリペプチドは当分野において周知である技法を用いる組換えＤＮＡ技術によ
り生成させ得る。したがって、本発明のポリペプチドを生成する方法が提供され、その方
法は、配列番号１に示されるようなアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする外来性
ポリヌクレオチドを含有する発現ベクターをその中に組み込んでいる宿主細胞を、その宿
主細胞中でポリペプチドを発現させるに十分な条件下で培養することを含み、それによっ
て発現ポリペプチドの生成を引き起こす。所望により、該方法はさらに該細胞により生成
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されるポリペプチドを回収することを含む。そのような方法の好ましい実施態様において
、該外来性ポリヌクレオチドは、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドをコードする。好ましくは、該外来性ポリヌクレオチドは、配列番号２、配列番号３も
しくは配列番号４のいずれかに示されるようなヌクレオチド配列を含む。配列番号２に示
されるヌクレオチド配列、即ちオープンリーディングフレームを使用する場合には、その
配列は、ベクターに挿入されるとき、一つもしくはそれ以上の適切な翻訳停止コドンが、
好ましくは図１に示される天然型内在性停止コドンが、後ろに続いてもよい。
【００６６】
　かくして、それぞれのヌクレオチド配列をコードする核酸を発現させることにより、本
発明のポリペプチドおよびペプチドを調製する方法がここに説明される。当業者に周知で
ある方法を用いて、タンパク質－コード配列および適切な転写／翻訳制御シグナルを含有
する発現ベクターを構築することができる。これらの方法としては、例えば、インビトロ
組換えＤＮＡ技法、合成技法およびインビボ組換え／遺伝子組換えが挙げられる。例えば
、上記Sambrook et al., 1989および上記Ausubel et al., 1989に記載されている技法を
参照されたい。これに代えて、差次的発現遺伝子のタンパク質配列をコードする能力のあ
るＲＮＡを、例えば合成機を用いて化学的に合成してもよい。例えば、「オリゴヌクレオ
チド合成」、1984, Gait, M. J. ed., IRL Press, Oxford(全体的な出典明示により本明
細書の一部とする)に記載されている技法を参照されたい。
【００６７】
　種々の宿主－発現ベクターシステムを利用して、本発明の示差的発現遺伝子のコード領
域を発現させ得る。そのような宿主－発現システムは、興味のあるコード領域を生成し次
いで精製し得るビークルを表すが、また、適切なヌクレオチドコード領域を形質転換もし
くは形質移入したときに、インサイツ(in situ)で本発明の遺伝子タンパク質の示差的発
現を示し得る細胞を表す。これらとしては、示差的発現遺伝子タンパク質コード配列を含
有する、組換えバクテリオファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡもしくはコスミドＤＮＡ発
現ベクターで形質転換した細菌(例えばE. coli、B. subtilis)のような微生物；示差的発
現遺伝子タンパク質コード配列を含有する、組換え酵母発現ベクターで形質転換した酵母
(例えばSaccharomyces、Pichia)；示差的発現遺伝子タンパク質コード配列を含有する、
組換えウイルス発現ベクター(例えばバキュロウイルス)で感染もしくは形質移入させた昆
虫細胞システム；組換えウイルス発現ベクター(例えばカリフラワーモザイクウイルス、
ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ)で感染させた、もしくは、タンパク質コー
ド配列を含有する、プラスミド(例えば Ｔｉプラスミド)を含む組換えベクターで形質転
換させた植物細胞システム；または哺乳動物のゲノムから得られる(例えばメタロチオネ
インプロモーター)もしくは哺乳動物ウイルスから得られる(例えばアデノウイルス後期プ
ロモーター、ワクシニアウイルス７.５ＫプロモーターもしくはＣＭＶプロモーター)プロ
モーターを含有する組換え発現構築体を収容する哺乳動物細胞システム(例えばＣＯＳ、
ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９３、３Ｔ３)が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６８】
　その細胞に本来存在するＩＬ－１ＲＰ１コード遺伝子からの細胞により、本発明のイン
ターロイキン－１関連ポリペプチド１の発現を実施することができる。そのような発現の
方法は、例えば、米国特許５,６４１,６７０；５,７３３,７６１；５,９６８,５０２；お
よび５,９９４,１２７(これらは全て全体的な出典明示により本明細書の一部とする)に詳
述されている。米国特許５,６４１,６７０；５,７３３,７６１；５,９６８,５０２；およ
び５,９９４,１２７のいずれかの方法によりＩＬ－１ＲＰ１を発現するように誘導されて
いる細胞を生きている動物中で望ましい組織中に植え込んで、組織内のＩＬ－１ＲＰ１の
局所的濃度を増加させることができる。
【００６９】
　細菌のシステムでは、発現されるタンパク質の使用目的に応じて多数の発現ベクターを
有利に選択し得る。例えば、抗体の作成のためにもしくはペプチドライブラリーをスクリ
ーニングするために、大量のそのようなタンパク質を生成したいときには、例えば、容易
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に精製できる融合タンパク質産物の高レベルの発現を指令するベクターが望ましいであろ
う。この点において、多数の供給業者(例えばQuiagen, Valencia, CA)から提供されるよ
うなヘキサヒスチジンタグを含む融合タンパク質を用い得る(Sisk et al., 1994: J. Vir
ol 68: 766-775)。そのようなベクターとしては、融合タンパク質が生成されるように、
タンパクをコードする配列がｌａｃＺのコード領域と読み枠中のベクター中で個別に結合
され得るところの大腸菌発現ベクターｐＵＲ２７８(Ruther et al., 1983, EMBO J. 2: 1
791)；ｐＩＮベクター(Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13: 3101-3109; Va
n Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 264: 5503-5509)等が挙げられるが、これら
に限定されない。また、ｐＧＥＸベクターを用いて、外来タンパク質をグルタチオン Ｓ
－トランスフェラーゼ(ＧＳＴ)と共に融合タンパク質として発現し得る。一般に、そのよ
うな融合タンパク質は可溶性であり、溶解した細胞からグルタチオン－アガローズビーズ
への吸着とこれに続く遊離グルタチオン存在下の溶出により容易に精製されることができ
る。ｐＧＥＸベクターは、クローン化された目的遺伝子タンパク質をＧＳＴ部分から放出
できるようにトロンビンもしくは第Ｘａ因子プロテアーゼ切断部位を含有するようデザイ
ンされている。
【００７０】
　プロモーター領域は、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ(“ＣＡＴ”)
のようなプロモーター領域を欠くレポーター転写ユニット、またはルシフェラーゼ転写ユ
ニットを、候補プロモーターフラグメント；即ちプロモーターを含有し得るフラグメント
、を導入するための一つ以上の制限部位の下流で、含有するベクターを用いて任意の望ま
しい遺伝子から選択されることができる。例えば、ＣＡＴ遺伝子の上流の制限部位におけ
るプロモーター－含有フラグメントのベクター中へのに導入は、標準的なＣＡＴアッセイ
により検出することができるＣＡＴ活性の生成を惹き起こす。この目的に適したベクター
は周知であり容易に入手可能である。二つのそのようなベクターはｐＫＫ２３２－８およ
びｐＣＭ７である。かくして、本発明のポリヌクレオチドの発現用のプロモーターとして
は、周知かつ容易入手可能なプロモーターのみでなく、レポーター遺伝子を用いて前述の
技法により容易に得られ得るプロモーターも挙げられる。
【００７１】
　本発明にしたがってポリヌクレオチドおよびポリペプチドを発現するために適当な公知
の細菌プロモーターの中には、大腸菌のｌａｃＩおよびｌａｃＺプロモーター、Ｔ３およ
びＴ７プロモーター、Ｔ５ｔａｃプロモーター、ラムダＰＲ、ＰＬプロモーターならびに
ｔｒｐプロモーターがある。この点に関して適する公知の真核細胞のプロモーターの中に
は、ＣＭＶの直接前初期プロモーター、ＨＳＶチミジンキナーゼプロモーター、初期およ
び後期ＳＶ４０プロモーター、Ｒｏｕｓ肉腫ウイルス(“ＲＳＶ”)のそれらのようなレト
ロウイルスＬＴＲのプロモーター、ならびにマウスメタロチオネイン－Ｉプロモーターの
ようなメタロチオネインプロモーターがある。
【００７２】
　昆虫のシステムでは、Autographa californicaの核多角体病ウイルス(ＡｃＮＰＶ)は、
外来遺伝子発現ベクターとして用いられることができる幾つかの昆虫システムの一つであ
る。このウイルスはSpodoptera frugiperdaの細胞中で増殖する。コード配列をウイルス
の非必須領域(例えば多角体遺伝子)の中に個別にクローン化し、ＡｃＮＰＶプロモーター
(例えば多角体プロモーター)の制御下に置き得る。コード配列の成功的挿入は、ポリへド
ロン遺伝子の失活および閉じ込められていない組換えウイルス(即ち、多角体遺伝子によ
ってコードされるタンパク質性の外被を欠いているウイルス)の生成をもたらす。次いで
、これらの組換えウイルスを用いて、その中で挿入遺伝子が発現されるSpodoptera frugi
perda細胞を感染させる(例えばSmith et al., 1983, J. Virol. 46: 584; Smith, 米国特
許第４,２１５,０５１号を参照のこと)。
【００７３】
　哺乳動物の細胞では、多数のウイルスに基づく発現システムを利用し得る。アデノウイ
ルスを発現ベクターとして用いる場合には、興味のあるコード配列をアデノウイルスの転
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写／翻訳制御複合体、例えば後期プロモーターおよび三連リーダー配列に結合させ得る。
次いで、このキメラ遺伝子をインビトロもしくはインビボ組換えによりアデノウイルスの
ゲノム中に挿入し得る。ウイルスゲノムの非必須領域(例えば、Ｅ１もしくはＥ３領域)へ
の挿入は、感染宿主中で生存可能でかつ望ましいタンパク質を発現する能力のある、組換
えウイルスをもたらすであろう(例えば、Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 81: 3655-3659を参照のこと)。また、挿入された遺伝子コード配列の効率的翻訳の
ために特定の開始シグナルが必要であるかもしれない。これらのシグナルとしては、ＡＴ
Ｇ開始コドンおよび隣接の配列が挙げられる。それ自身の開始コドンおよび隣接の配列を
含有する遺伝子全体を適切な発現ベクター中に挿入する場合には、さらに別の翻訳制御シ
グナルは必要でないであろう。しかしながら、配列をコードする遺伝子の一部のみが挿入
される場合には、恐らくＡＴＧ開始コドンを含む外来性翻訳制御シグナルが提供されなけ
ればならない。
【００７４】
　さらに、挿入物全体の翻訳を確保するためには、開始コドンは望ましいコード配列のリ
ーディングフレームと合っていなければならない。これらの外来性翻訳制御シグナルおよ
び開始コドンは、天然のおよび合成の両方の、種々の起源のものでよい。発現の効率は、
適切な転写エンハンサーエレメント、転写ターミネーター等を含めることにより増大され
得る(Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153: 516-544を参照のこと)。他の一
般的なシステムは、ＳＶ４０、レトロウイルスもしくはアデノ随伴ウイルスに基づくもの
である。宿主細胞内での発現用の適切なベクターおよびプロモーターの選択は周知の手順
であり、そして発現ベクターの構築、宿主内へのベクターの導入、および宿主自身内での
発現に不可欠な技法は当分野において日常的な技能である。一般的に、組換え体発現ベク
ターは、複製起点、下流の構造配列の転写を指令するための高度に発現される遺伝子から
得られるプロモーター、およびベクターへの曝露後にベクター含有細胞の単離を可能にす
る選択マーカーを含むであろう。
【００７５】
　加えて、挿入配列の発現を調整する、もしくは遺伝子産物を特定の望ましいやり方で修
飾し、加工する、宿主細胞株を選択し得る。タンパク質産物のそのような修飾(例えばグ
リコシル化)および加工(例えば切断)はタンパク質の機能にとって重要であるであろう。
種々の宿主細胞は、タンパク質の翻訳後の加工および修飾のための特性的かつ特異的なメ
カニズムを有する。適切な細胞株もしくは宿主系を選んで、発現された外来性タンパク質
の正確な修飾および加工を確実にすることができる。この目的のために、一次転写物の適
正な加工、遺伝子産物のグリコシル化および燐酸化のための細胞の仕組みを所有する有核
宿主細胞を用い得る。そのような哺乳動物宿主細胞としては、ＣＨＯ、ＶＥＲＯ、ＢＨＫ
、ＨｅＬａ、ＣＯＳ、ＭＤＣＫ、２９３、３Ｔ３、ＷＩ３８等が挙げられるが、これらに
限定されない。
【００７６】
　組換えタンパク質の長期間、高収率な生成のためには、安定的な発現が好ましい。例え
ば、差次的発現遺伝子タンパク質を安定的に発現する細胞株を工学操作し得る。ウイルス
の複製起点を含有する発現ベクターを用いるよりもむしろ、適切な発現調節エレメント(
例えば、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位
、等)で制御されるＤＮＡおよび選択マーカーにより、宿主細胞を形質転換することがで
きる。外来性ＤＮＡの導入に続いて、工学操作された細胞は強化培地で１～２日間増殖さ
せてもよく、次いで選択培地に切り替えられる。組換えプラスミド中の選択マーカーが選
択抵抗性を与え、そして細胞がプラスミドをその染色体中に安定的に組み込み、かつ増殖
巣を形成するために増殖することを可能にし、これを今度は細胞株中にクローン化し伸張
させることができる。この方法は、差次的発現遺伝子タンパク質を発現する細胞株を工学
操作するのに有利に用いられる。そのような工学操作された細胞株は、発現されたタンパ
ク質の内在的活性に影響を及ぼす化合物のスクリーニングおよび評価に特に有用であろう
。
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【００７７】
　それぞれｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－もしくはａｐｒｔ－細胞内で使用することができる、単
純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ(Wigler, et al., 1977, Cell 11:223)、ヒポキ
サンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(Szybalska & Szybalski, 1962, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026)およびアデニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ(Lowy, et al., 1980, Cell 22: 817)の遺伝子を含むが、これらに限定されない、多数
の選択システムを用い得る。また、メトトレキセートに対する抵抗性を付与するｄｈｆｒ
(Wigler, et al., 1980, Natl. Acad. Sci. USA 77:3567; O'Hare, et al., 1981, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527)；ミコフェノール酸耐性を付与するｇｐｔ(Mulligan &
 Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072)；アミノグリコシドＧ－４１８に
対する耐性を付与するｎｅｏ(Colberre-Garapin, et al., 1981, J. Mol. Biol. 150:1)
；およびヒグロマイシン抵抗性を付与するｈｙｇｒｏ(Santerre, et al.., 1984, Gene 3
0: 147)の遺伝子に対する選択の基盤として、代謝拮抗剤抵抗性を用いることができる。
【００７８】
　これに代わる融合タンパク質システムは、ヒト細胞株で発現される非変性融合タンパク
質の迅速な精製を可能にする(Janknecht, et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
8: 8972-8976)。このシステムでは、興味のある遺伝子は、遺伝子のリーディングフレー
ムが６個のヒスチジン残基からなるアミノ末端タグに翻訳的に融合されるように、ワクシ
ニアの組換えプラスミドの中にサブクローン化される。組換えワクシニアウイルスを感染
させた細胞からの抽出物をＮｉ２＋ニトリロ酢酸－アガロースカラムに装てんし、そして
ヒスチジンタグをつけたタンパク質をイミダゾール－含有緩衝液で選択的に溶出する。
【００７９】
　以下に説明するようなアッセイシステムにおける成分として用いるときには、本発明の
タンパク質を直接にもしくは間接的にのどちらかで標識して、タンパク質と試験物質との
間に形成した複合体の検出を容易にし得る。１２５Ｉのような放射性同位元素；基質に曝
露すると検出可能な比色シグナルもしくは光を発生する酵素標識システム；および蛍光標
識を含むが、これらに限定されない、種々の適当な標識システムのいずれかを使用し得る
。
【００８０】
　組換えＤＮＡ技術を用いて、そのようなアッセイシステム用に本発明のタンパク質を生
成する場合には、標識、固相化、検出および／もしくは単離を容易にすることができる、
融合タンパク質を工学操作するのが有利である。
　間接標識は、本発明のポリペプチドに特異的に結合する標識抗体のような、タンパク質
の使用を伴う。そのような抗体としては、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、単
鎖、Ｆａｂフラグメント、およびＦａｂ発現ライブラリーにより生成されるフラグメント
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００８１】
　もう一つの実施態様では、ＩＬ－１ＲＰ１タンパク質もしくはその機能的誘導体をコー
ドする配列を含む核酸を投与して、遺伝子治療により、正常免疫系機能を促進する。遺伝
子治療とは、対象への核酸の投与により実施される治療をいう。本発明のこの実施態様で
は、核酸は、正常な免疫系の機能を促進することにより治療効果を仲介する、そのコード
されたタンパク質を生成する。
　当分野において使用可能な遺伝子治療のいずれかを本発明にしたがって使用することが
できる。例示的な方法は以下に説明されている。
【００８２】
　好ましい態様では、治療薬は、適当な宿主中でＩＬ－１ＲＰ１関連タンパク質またはそ
のフラグメントもしくはキメラタンパク質を発現する、発現ベクターの一部であるところ
のＩＬ－１ＲＰ１核酸を含む。特に、そのような核酸はＩＬ－１ＲＰ１コード領域に機能
し得るように結合されたプロモーターを有しており、該プロモーターは誘導性もしくは構
成的であり、そして任意に組織特異的である。もう一つの特別の実施態様では、その中で



(21) JP 2008-154583 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

ＩＬ－１ＲＰ１コード領域配列および任意の他の望ましい配列がゲノム中の望ましい部位
で相同的組換えを促進する領域で隣接されたところの核酸分子が用いられ、かくしてＩＬ
－１ＲＰ１核酸の染色体内発現を提供する(Koller and Smithies, 1989, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 86:8932-8935; Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435-438)。
【００８３】
　患者への核酸の送達は直接的でもよく、この場合には患者は核酸もしくは核酸を保有す
るベクターに直接曝露され、または間接的のどちらでもよく、この場合には、細胞は先ず
インビトロで核酸により形質転換され、次いで患者に移植される。これら二つのアプロー
チは、それぞれインビボもしくはエキスビボ(ex vivo)遺伝子治療として知られている。
【００８４】
　特別の実施態様では、核酸はインビボで直接投与され、そこでは発現してコードされた
産物を生成する。これは当分野において公知の多数の方法のいずれかにより達成されるこ
とができるが、それは、例えば、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構築し、そ
して、例えば、欠失もしくは弱毒レトロウイルスまたは他のウイルスベクター(例えば米
国特許第４,９８０,２８６号および上述の他のものを参照のこと)を用いる感染により、
もしくは裸のＤＮＡの直接的注入により、もしくは微粒子衝撃(例えば遺伝子銃; Biolist
ic, Dupont)の使用により、または脂質もしくは細胞表面受容体もしくは形質移入剤、リ
ポゾーム内への封入、微粒子もしくはマイクロカプセルによるコーティーングにより、そ
れが細胞内となるように、投与することによるか、または核に入ることが知られているペ
プチドに結合した形でそれを投与することによるか、受容体－仲介エンドサイトーシスを
受けるリガンドに結合した形でそれを投与することによる(例えば、米国特許５,１６６,
３２０；５,７２８,３９９；５,８７４,２９７；および６,０３０,９５４(これらはいず
れも全体的な出典明示により本明細書の一部とする) を参照のこと)(これは受容体を特異
的に発現する細胞型を標的にするために用いることができる)、等である。もう一つの実
施態様では、核酸－リガンド複合体を形成することができて、その中で、リガンドはエン
ドゾームを破壊する融合誘導性ウイルスペプチドを含み、核酸がリソゾームによる破壊を
避けることを可能にする。なおもう一つの実施態様では、核酸は、特異的受容体を標的と
することにより、細胞特異的な取り込みと発現をインビボで標的とされることができる(
例えばＰＣＴ公開ＷＯ　９２／０６１８０；ＷＯ　９２／２２６３５；ＷＯ　９２／２０
３１６；ＷＯ　９３／１４１８８；およびＷＯ　９３／２０２２１を参照のこと)。これ
に代えて、核酸を細胞内に導入し、相同的組換えにより宿主細胞のＤＮＡ内に組み込んで
発現させることができる(例えば米国特許５,４１３,９２３；５,４１６,２６０；および
５,５７４,２０５；ならびにZijlstra et al., 1989, Nature 342:435-438を参照のこと)
。
【００８５】
　特別の実施態様では、ＩＬ－１ＲＰ１核酸を含有するウイルスベクターが用いられる。
例えば、レトロウイルスを用いることができる(例えば米国特許５,２１９,７４０；５,６
０４,０９０；および５,８３４,１８２を参照のこと)。これらのレトロウイルスベクター
は、ウイルスゲノムをパッケージして宿主細胞のＤＮＡに組み込むために必要でない、レ
トロウイルス配列を取り除くように修飾されている。遺伝子治療に用いられるＩＬ－１Ｒ
Ｐ１核酸をベクター内にクローン化し、これが患者への遺伝子の送達を容易にする。
【００８６】
　アデノウイルスは遺伝子治療に用いることのできる他のウイルスベクターである。アデ
ノウイルスは気道上皮に遺伝子を送達するために特に魅力的なビークルである。アデノウ
イルスは天然では気道上皮に感染し、そこで軽度の疾患を引き起す。アデノウイルスに基
づく送達システムの他の目標は、肝臓、中枢神経系、内皮細胞および筋肉である。アデノ
ウイルスは非分裂細胞に感染する能力があるという利点を有している。アデノウイルスに
基づく遺伝子治療を実施する方法は、例えば、米国特許５,８２４,５４４；５,８６８,０
４０；５,８７１,７２２；５,８８０,１０２；５,８８２,８８７；５,８８５,８０８；５
,９３２,２１０；５,９８１,２２５；５,９９４,１０６；５,９９４,１３２；５,９９４,
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１３４；６,００１,５５７；および６,０３３,８８４３(これらは全て全体的な出典明示
により本明細書の一部とする)に記載されている。
【００８７】
　アデノ随伴ウイルス(ＡＡＶ)はまた、遺伝子治療への使用が提案されている。ＡＡＶの
生成し、利用する方法は、例えば、米国特許５,１７３,４１４；５,２５２,４７９；５,
５５２,３３１；５,６５８,７８５；５,７６３,４１６；５,７７３,２８９；５,８４３,
７４２；５,８６９,０４０；５,９４２,４９６；および５,９４８,６７５(これらは全て
全体的な出典明示により本明細書の一部とする)に記載されている。
【００８８】
　遺伝子治療へのもう一つのアプローチは、エレクトロポレーション、リポフェクション
、燐酸カルシウム仲介形質移入もしくはウイルス感染のような方法により、遺伝子を組織
培養の細胞に移入することを伴う。通常、移入の方法は選択マーカーの細胞への移入を含
む。次いで、細胞を選択下において、移入された遺伝子を取り込んで発現しているそれら
の細胞を単離する。次いで、それらの細胞を患者に送達する。
【００８９】
　この実施態様では、核酸を先ず細胞に導入した後に、ここで得られる組換え細胞をイン
ビボで投与する。そのような導入は当分野において公知である任意の方法によって行われ
ることができて、その方法としては、形質移入、エレクトロポレーション、マイクロイン
ジェクション、核酸配列を含有するウイルスもしくはバクテリオファージベクターによる
感染、細胞融合、染色体仲介性遺伝子導入、マイクロセル仲介性遺伝子導入、スフェロプ
ラスト融合、等が挙げられるが、これらに限定されない。外来性遺伝子を細胞に導入する
多数の技法は当分野において公知であり、レシピエント細胞の必要な発生上および生理的
機能が損なわれない限り、本発明にしたがって用いられ得る。その技法は、核酸が細胞に
より発現可能であり、そして好ましくは、細胞の子孫によって遺伝性でありかつ発現可能
であるように、核酸の細胞への安定な移入を提供すべきである。
【００９０】
　ここで得られる組換え細胞を、当分野において公知である種々の方法により患者に送達
することができる。好ましい実施態様では、上皮細胞を例えば皮下に注射する。もう一つ
の実施態様では、組換え皮膚細胞を皮膚移植片として患者に適用し得る。好ましくは、組
換え血液細胞(例えば、造血幹細胞もしくは前駆細胞)が静脈内投与される。使用を想定す
る細胞の量は、望ましい効果、患者の状態などに依存し、当業者により決定されることが
できる。
【００９１】
　遺伝子治療の目的で核酸を導入できる細胞は、任意の望ましい、入手可能な細胞型をも
包含し、そして上皮細胞、内皮細胞、ケラチン生成細胞、線維芽細胞、筋肉細胞、肝細胞
；Ｔリンパ球、Ｂリンパ球、単球、マクロファージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球の
ような血液細胞；種々の幹細胞もしくは前駆細胞、特に、例えば骨髄、臍帯血、末梢血、
胎児肝等から得られるような造血幹細胞および前駆細胞、が挙げられるが、これらに限定
されない。
　好ましい実施態様では、遺伝子治療に用いられる細胞は患者にとって自家性のものであ
る。
【００９２】
　組換え細胞が遺伝子治療に用いられる実施態様では、ＩＬ－１ＲＰ１細胞はそれが細胞
およびその子孫により発現可能であるように細胞中に導入され、次いで、組換え細胞が治
療効果のためにインビボで投与される。特別の態様では、幹細胞もしくは前駆細胞が用い
られる。単離されて、インビトロで維持されることができる任意の幹－および／もしくは
前駆細胞は、本発明のこの実施態様にしたがって潜在的に使用されることができる。その
ような幹細胞としては、造血幹細胞(ＨＳＣ)、皮膚および腸管の内層のような上皮組織の
幹細胞、胚性心筋細胞、肝臓幹細胞(例えばＷＯ　９４／０８５９８参照)、ならびに神経
幹細胞(Stemple and Anderson, 1992, Cell 71:973-985)が挙げられるが、これらに限定
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されない。
【００９３】
　上皮幹細胞(ＥＳＣ)もしくはケラチン生成細胞は、皮膚および腸管の内層のような組織
から公知の手順(Rheiwald, 1980, Meth. Cell Bio. 21A:229)により得られることができ
る。皮膚のような重層上皮組織では、再生が基底板に最も近い層である基底層内の幹細胞
の分裂によって起こる。腸管の内層内の幹細胞はこの組織の迅速な再生速度を提供する。
患者もしくはドナーの皮膚また腸管の内層から得られるＥＳＣもしくはケラチン生成細胞
は組織培養で増殖させられることができる(Pittelkow and Scott, 1986, Mayo Clinic Pr
oc. 61:771)。もしＥＳＣがドナーにより提供されるならば、宿主対移植片反応性を抑制
する方法(例えば、放射線照射、中等度の免疫抑制を促進する薬剤もしくは抗体の投与)を
また用いることができる。
【００９４】
　造血幹細胞(ＨＳＣ)に関しては、インビトロでＨＳＣの単離、増殖および維持を提供す
る任意の技法を本発明のこの実施態様において用いることができる。これを達成し得る技
法としては、(ａ)将来の宿主もしくはドナーから単離された骨髄細胞からのＨＳＣ培養液
の単離および確立、または(ｂ)同種異系もしくは異種であり得る、先に確立された長期Ｈ
ＳＣ培養、が挙げられる。非自家性ＨＳＣは、好ましくは将来の宿主／患者の移植免疫反
応を抑制する方法と一緒に用いられる。本発明の特別な実施態様では、ヒト骨髄細胞を後
部腸骨稜から針穿刺吸引により得ることができる(例えばKodo et al., 1984, J. Clin. I
nvest. 73:1377-1384を参照のこと)。本発明の好ましい実施態様では、ＨＳＣは高度に富
化した、もしくは実質的に純粋な形で作成することができる。この富化は長期培養の前、
期間中、もしくは後で達成されることができて、当分野において公知である任意の技法に
よって行われることができる。骨髄細胞の長期培養は、例えば、修飾Dexterの細胞培養技
法(Dexter et al., 1977, J. Cell Physiol. 91:335)もしくはWitlock-Witteの培養技法(
Witlock and Witte, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:3608-3612)を用いて確立さ
れ維持されることができる。
【００９５】
　特別の実施態様では、遺伝子治療の目的で導入される核酸は、核酸の発現が適切な転写
誘導体の存在もしくは不存在を制御することにより制御可能であるように、コード領域に
機能し得るように結合された誘導性プロモーターを含む。
【００９６】
　本発明のさらなる実施態様は、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチド
、または該ポリペプチドのフラグメントに特異的に結合する精製抗体もしくはそのフラグ
メントに関する。好ましい実施態様は、フラグメントがＦａｂもしくはＦ(ａｂ’)２であ
る、そのような抗体のフラグメントに関する。特に、抗体はポリクローナル抗体もしくは
モノクローナル抗体であってもよい。
【００９７】
　一つもしくはそれ以上の差次的発現遺伝子エピトープを特異的に認識する能力のある抗
体を生成する方法がここに説明される。そのような抗体としては、ポリクローナル抗体、
モノクローナル抗体(ｍＡｂ)、ヒト化もしくはキメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂフラグメン
ト、Ｆ(ａｂ’)２フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーで生成したフラグメント、抗イ
ディオタイプ(ａｎｔｉ－Ｉｄ)抗体、および上記のいずれかのエピトープ結合フラグメン
トが挙げられ得るが、これらに限定されない。そのような抗体は、例えば、フィンガープ
リント、標的、生物学的試料中の遺伝子の検出に、もしくはこれに代えて異常な標的遺伝
子活性を阻害する方法として使用され得る。かくして、そのような抗体を心臓血管疾患の
処置方法の一部として利用し得て、そして／または患者のＩＬ－１ＲＰ１の異常なレベル
をもしくは異常な型のＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドの存在を試験し得るところの診断技法
の一部として使用し得る。
【００９８】
　ＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドに対する抗体の生成のために、ＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチ
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ドもしくはその一部による注射により、種々の宿主動物を免疫し得る。そのような宿主動
物としては、２、３例を挙げると、ウサギ、マウスおよびラットが挙げられ得るが、これ
らに限定されない。免疫応答を増強するために、宿主動物種に応じて種々のアジュバント
を用いることができるが、これらとしては、フロインドの(完全および不完全)アジュバン
ト、水酸化アルミニウムのような鉱物ゲル、リゾレシチンのような界面活性剤、プルロニ
ックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、スカシガイのヘモシア
ニン、ジニトロフェノール、ならびにＢＣＧ(bacile Calmette-Guerin)およびCorynebact
erium parvumのような潜在的に有用なヒトアジュバントが挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００９９】
　ポリクローナル抗体は、興味のある遺伝子産物もしくはその抗原的に機能を有する誘導
体のような抗原により免疫した動物の血清から得られる、抗体分子の不均一な集団である
。ポリクローナル抗体の生成には、上述のそれらのような宿主動物を、また上述のように
アジュバントを補充したＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドもしくはその一部による注射により
免疫し得る。
【０１００】
　特定抗原に対する抗体の均一な集団であるモノクローナル抗体は、持続性細胞株の培養
により抗体分子の生成を提供する、任意の技法によって得られ得る。これらとしては、Ko
hlerおよびMilsteinのハイブリドーマ技法(1975, Nature 256:495-497；および米国特許
第４,３７６,１１０号)、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法(Kosbor et al., 1983, Immunol
ogy Today 4:72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030)およ
びＥＢＶ－ハイブリドーマ技法(Cole et al., 1985、「モノクローナル抗体と癌治療」、
Alan R. Liss, Inc., pp.77-96)が挙げられるが、これらに限定されない。そのような抗
体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびその任意のサブクラスを含む、任
意のイムノグロブリンクラスのものでもよい。本発明のｍＡｂを生成するハイブリドーマ
はインビトロもしくはインビボで培養され得る。インビトロでの高力価のｍＡｂの生成は
これを現在のところ好ましい生成方法とする。
【０１０１】
　加えて、適切な抗原特異性を持つマウス抗体分子からの遺伝子を適切な生物活性のヒト
抗体分子からの遺伝子と共にスプライシングすることにより、“キメラ抗体”を生成する
ために開発された技法(Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855
; Neuberger et al., 1984, Nature, 312:604-608; Takeda et al., 1985, Nature, 314:
452-454)を用いることができる。キメラ抗体は、マウスｍＡｂから得られる可変領域もし
くは超可変領域およびヒトイムノグロブリンの定常領域を有するそれらのような、種々の
部分が種々の動物種から得られる分子である。
【０１０２】
　これに代えて、単鎖抗体の生成のために記述された技法(米国特許第４,９４６,７７８
号；Bird, 1988, Science 242:423-426; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 85:5879-5883; and Ward et al., 1989, Nature 334:544-546)を適応して、示差的
に発現された遺伝子－単鎖抗体を生成することができる。単鎖抗体は、アミノ酸架橋を介
してＦｖ領域の重鎖および軽鎖フラグメントを結合させることにより形成されて、単鎖ポ
リペプチドをもたらす。
【０１０３】
　最も好ましくは、“ヒト化抗体”の生成に有用な技法を適応して、本明細書において開
示されたポリペプチド、フラグメント、誘導体および機能的同等物に対する抗体を生成さ
せることができる。そのような技法は、米国特許第５,９３２,４４８号；第５,６９３,７
６２号；第５,６９３,７６１号；第５,５８５,０８９号；第５,５３０,１０１号；第５,
９１０,７７１号；第５,５６９,８２５号；第５,６２５,１２６号；第５,６３３,４２５
号；第５,７８９,６５０号；第５,５４５,５８０号；第５,６６１,０１６号；第５,７７
０,４２９号(これらは全て全体的な出典明示により本明細書の一部とする)に開示されて
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いる。
【０１０４】
　特定のエピトープを認識する抗体フラグメントは公知の技法により作成され得る。例え
ば、そのようなフラグメントとしては、抗体分子のペプシン消化により生成されることの
できるＦ(ａｂ’)２フラグメントおよびＦ(ａｂ’)２フラグメントのジスルフィド架橋を
還元することにより作成されるＦａｂフラグメントが挙げられるが、これらに限定されな
い。これに代えて、Ｆａｂ発現ライブラリーを構築して(Huse et al., 1989, Science 24
6:1275-1281)、望ましい特異性を持つモノクローナルＦａｂフラグメントの迅速かつ容易
な同定を可能にし得る。
【０１０５】
　好ましくは、本発明の抗体を、ヒトにおける宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した
異常を診断する方法に用いることができて、それは、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関
連した異常に罹患しているヒトからの適切な組織または細胞中で、配列番号１に示される
アミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプチドの量を測定することを含み、
そこでは、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に罹患していないヒトからの対
応する組織中の該ポリペプチドもしくはそのフラグメントの量に比べて上昇した量の該ポ
リペプチドもしくはそのフラグメントの存在は、宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連し
た異常に該ヒトが罹患していることの診断となる。そのような方法は本発明のさらなる実
施態様を形成する。好ましくは、該検出ステップは該適切な組織もしくは細胞を、配列番
号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプチドに特異的に結
合するところの抗体と接触させ、そして該抗体と該適切な組織もしくは細胞中のポリペプ
チドとの特異的結合を検出することを含み、そこではポリペプチドへの特異的結合の検出
は配列番号１に示されるアミノ酸配列もしくはそのフラグメントを含むポリペプチドの存
在を示す。
【０１０６】
　検出の容易のためにはサンドイッチアッセイが特に好ましく、それには多数の変法が存
在するが、その全てが本発明に包括されるものとする。
　例えば、典型的なフォワードアッセイでは、非標識抗体を固体の基盤に固相化し、結合
した分子と被検試料を接触させる。適当な期間のインキュベーションの後、抗体－抗原の
二元複合体の形成を起こさせるに十分な期間。この時点で、検出可能なシグナルを誘発す
る能力のあるレセプター分子で標識された第２抗体を次いで添加してインキュベートし、
抗体－抗原－標識抗体の三元複合体の形成に十分な時間を与える。いかなる未反応物質も
洗浄して除き、抗原の存在をシグナルの観察で測定するか、もしくは既知量の抗原を含有
する対照試料と比較して定量し得る。フォワードアッセイの変法としては、結合した抗体
に試料および抗体を同時に添加する同時アッセイ、もしくは標識抗体と被検試料とを先ず
一緒にしてインキュベートし、表面に結合した非標識抗体に添加する逆アッセイが挙げら
れる。これらの技法は当業者に周知であり、そして小さな変法の可能性は容易に明らかで
あろう。ここで用いる限りでは、“サンドイッチアッセイ”は、基本的な二－サイト技法
に基づく全ての変法を包含することとする。本発明のイムノアッセイについて、唯一の制
限因子は、標識抗体がＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドもしくはそのフラグメントに特異的で
ある抗体でなければならないということである。
【０１０７】
　このタイプのアッセイにおいて最も汎用されるレセプター分子は、酵素または、蛍光物
質もしくは放射性核種を含有する分子のどちらかである。酵素イムノアッセイの場合には
、酵素は第２抗体に、通常グルタルアルデヒドもしくは過ヨウ素酸を用いて結合する。容
易に認識されるように、しかしながら、多様な異なる連結反応技法が存在し、これらは当
業者に周知である。汎用される酵素としては、なかんずく西洋わさびペルオキシダーゼ、
グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼが挙
げられる。特定の酵素と共に用いられる基質は、対応する酵素による加水分解によって検
出可能な色調変化を生成するように一般に選ばれる。例えば、ｐ－ニトロフェニルホスフ
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ェートはアルカリホスファターゼ複合体と共に使用するのに適しており；ペルオキシダー
ゼ複合体には１,２－フェニレンジアミンもしくはトルイジンが汎用される。蛍光基質を
使用することはまた可能で、これは上述の発色性基質の代わりに蛍光産物を与える。次い
で、適切な基質を含有する溶液を三元複合体に添加する。第２抗体と結合した酵素と基質
が反応して定性的な視覚的シグナルを与え、これを通常分光測定法的にさらに定量して、
血清試料中に存在するＩＬ－１ＲＰ１の量の判定を得ることができる。
【０１０８】
　これに代えて、フルオレセインもしくはローダミンのような蛍光性化合物を抗体の結合
能を変えることなく抗体に結合させ得る。特定波長の光による照射で活性化されるとき、
蛍光色素で標識された抗体は光エネルギーを吸収して分子中に励起状態が誘起され、次い
で特徴的なより長波長の光が放射される。発光は、光学顕微鏡により目視で検出可能な特
色的な色調として現れる。免疫蛍光およびＥＩＡ技法は両方とも当分野において非常に良
く確立されていて、本発明の方法にとって特に好ましい。しかしながら、放射性同位元素
、化学発光もしくは生物発光分子のようなレポーター分子をまた使用し得る。要求される
使用に合わせるためにはどのように手順を変更するかは、当業者に容易に明らかであろう
。
【０１０９】
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチドの診断用試薬としての使用に関する。特に、
本発明はヒトにおける宿主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常を診断する方法に関
し、これは、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする天然
型内在性ヒト遺伝子から転写されるメッセンジャーＲＮＡの上昇した転写を、ヒトからの
適切な組織もしくは細胞中に検出することを含み、そこでは上昇した転写は、該ヒトが宿
主の炎症性もしくは免疫応答に関連した異常に罹患していることの診断となる。特に、該
内在性ヒト遺伝子は配列番号４に示されるヌクレオチド配列を含む。好ましい実施態様で
は、そのような方法は、該適切な組織もしくは細胞の試料を、またはその組織もしくは細
胞から得られる単離ＲＮＡもしくはＤＮＡ分子を、配列番号１に示されるアミノ酸配列に
示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする単離ヌクレオチド配列と高度に
厳密な条件下でハイブリダイズするところの、少なくとも約２０ヌクレオチド長の単離ヌ
クレオチド配列と接触させることを含む。
【０１１０】
　機能障害と関連する、配列番号４のポリヌクレオチドを特徴とする遺伝子の変異型の検
出は、この遺伝子の過少発現、過大発現、または変化した位置的もしくは時間的発現によ
りもたらされるところの疾患、もしくは疾患に罹りやすさの診断に追加し、または、を規
定することができる、診断の手段を提供する。この遺伝子の変異を保有する個人は種々の
技法によりＤＮＡレベルで検出され得る。
【０１１１】
　診断用の核酸、特にｍＲＮＡは、血液、尿、唾液、組織生検もしくは剖検材料からのよ
うな対象の細胞から入手し得る。ゲノムＤＮＡは検出のために直接使用され得るか、また
は、分析前にＰＣＲもしくはその他の増幅技法を用いることにより酵素的に増幅され得る
。ＲＮＡもしくはｃＤＮＡはまた、同様に用いられ得る。欠失および挿入は、正常な遺伝
子型と比較して増幅産物のサイズの変化により検出されることができる。増幅ＤＮＡを本
発明のＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドをコードする標識ヌクレオチド配列にハイブリダイズ
させることにより、点突然変異を同定することができる。完全にマッチした配列は、ＲＮ
アーゼ消化もしくは融解温度の違いによりミスマッチの二重鎖から区別されることができ
る。ＤＮＡ配列の差はまた、変性剤の有無で、ゲル中でのＤＮＡフラグメントの電気泳動
易動度の変化により、もしくは直接的なＤＮＡ配列決定により検出され得る(例えばMyers
 et al., Science (1985) 230:1242)。特定の位置での配列変化はまた、ＲＮアーゼおよ
びＳ１保護のようなヌクレアーゼ保護アッセイ、もしくは化学的切断法(Cotton et al., 
Proc Natl Acad Sci USA (1985) 85:4397-4401を参照のこと)によって明らかにされ得る
。もう一つの実施態様では、本発明のＩＬ－１ＲＰ１ポリペプチドをコードするヌクレオ
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チド配列もしくはそのようなヌクレオチド配列のフラグメントを含むオリゴヌクレオチド
プローブのアレーを構築して、例えば遺伝的変異の効率よいスクリーニングを実施するこ
とができる。アレー技法の方法は周知で汎用性を有し、そして、遺伝子発現、遺伝連鎖お
よび遺伝的変異性を含む分子遺伝学における様々な問題に対処するために使用されること
ができる(例えば：M. Chee et al., Science, Vol 274, pp 610-613 (1996)を参照のこと
)。
【０１１２】
　診断用アッセイは、記載の方法によるＩＬ－１ＲＰ１遺伝子中の変異の検出を通して疾
患に罹りやすさを診断もしくは決定するプロセスを提供する。加えて、そのような疾患は
、対象から得られる試料からポリペプチドもしくはｍＲＮＡの異常に減少したもしくは増
加したレベルを測定することを含む方法により診断されることができる。減少したもしく
は増加した発現は、例えば核酸増幅、例を挙げればＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保
護、ノーザンブロッティングおよび他のハイブリダイゼーション法のようなポリヌクレオ
チド定量用に当分野において周知である方法のいずれかを用いてＲＮＡのレベルで測定さ
れることができる。宿主から得られる試料中における、本発明のポリペプチドのような、
タンパク質のレベルを測定するために使用できるアッセイ技法は当業者に周知である。そ
のようなアッセイ法としては、ラジオイムノアッセイ、拮抗的結合アッセイ、ウエスタン
ブロットアッセイおよびＥＬＩＳＡアッセイが挙げられる。
【０１１３】
　かくしてもう一つの態様では、本発明は：
(ａ)本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号２、３もしくは４のヌクレオチド配
列、またはそのフラグメント；
(ｂ)(ａ)のヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列：
(ｃ)本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号１のポリペプチドもしくはそのフラグメ
ント；または
(ｄ)本発明のポリペプチドに対する、好ましくは配列番号１のポリペプチドに対する抗体
を含む、診断用キットに関する。
【０１１４】
　そのようなキット、(ａ)、(ｂ)、(ｃ)もしくは(ｄ)、のいずれも実質的な成分を含み得
ることは認識されるであろう。そのようなキットは、疾患または疾患への、特に炎症性も
しくは免疫応答に関連した疾患もしくは異常への、罹りやすさの診断に有用であろう。
【０１１５】
　本発明のヌクレオチド配列はまた、染色体上の位置決定にも有用である。配列を個別の
ヒト染色体上の特定の部位に特異的に目標を定め、これとハイブリダイズさせることがで
きる。本発明にしたがって関連した配列を染色体にマッピングすることは、これらの配列
を疾患関連遺伝子と相関させる重要な最初のステップである。一旦配列が正確な染色体の
部位にマップされれば、染色体上の配列の物理的な位置を遺伝子マップデータと相関させ
ることができる。そのようなデータは、例えば、V. McKusick、「ヒトにおけるメンデル
遺伝」(Johns Hopkins University Welch Medical Libraryを通してオンラインで入手可
能)に見出される。同じ染色体領域にマップされている遺伝子と疾患との関係は次いで連
鎖分析(物理的に隣接する遺伝子の共遺伝)により同定される。
【０１１６】
　また、罹患した人々と罹患していない人々の間のｃＤＮＡもしくはゲノム配列の差を決
定することができる。もし変異が罹患した人々の全てもしくは一部で観察されるが正常人
のいずれにも観察されないならば、変異は疾患の原因因子と思われる。
【０１１７】
　本発明のさらなる実施態様は、上で議論した治療効果のいずれかのための、薬学的に許
容される担体、賦形剤もしくは希釈剤と一緒での、医薬組成物の投与に関する。そのよう
な医薬組成物は、インターロイキン－１関連ポリペプチド１、そのポリペプチドに対する
抗体、ＩＬ－１ＲＰ１機能の模倣物、アゴニストもしくは阻害剤からなっていてもよい。
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組成物を単独で、もしくは安定剤のような少なくとも一つの他の薬剤との組合せで投与し
てよく、それらは生理食塩水、緩衝生理食塩水、ブドウ糖および水を、限定されること無
く、含む任意の無菌で生体適合性の医薬担体中で投与してもよい。組成物を単独で、もし
くは他の薬剤、薬物もしくはホルモンとの組合せで投与してもよい。
【０１１８】
　本発明に包含される医薬組成物を、経口、静脈内、筋肉内、関節内、動脈内、髄内、く
も膜下腔内、脳室内、経皮、皮下、腹腔内、鼻腔内、経腸、局所、舌下もしくは直腸の手
段を、限定されること無く、含む任意の数の経路で投与してもよい。
【０１１９】
　活性成分に加えて、これらの医薬組成物は活性化合物を薬学的に使用され得る製剤に加
工するのを容易にするところの賦形剤および補助剤を含む適当な薬学的に許容される担体
を含有してもよい。処方および投与の技法に関するさらなる詳細は「レミントンの薬学」
(Maack Publishing Co., Easton, Pa)の最新版に見出され得る。
【０１２０】
　経口投与用の医薬組成物を、当分野において周知である薬学的に許容される担体を用い
て、経口投与に適する剤型に製剤化することができる。そのような担体は、医薬組成物を
患者の摂取用に、錠剤、丸剤、糖剤、カプセル剤、液剤、ゲル剤、シロップ剤、スラリー
剤、懸濁剤等に製剤化するのを可能にする。
【０１２１】
　経口用医薬組成物は、活性化合物の固体賦形剤との組合わせにより、錠剤もしくは糖剤
の核を得るために、所望により、適当な補助剤を添加した後、任意に、ここで得られる混
合物を磨砕し、そして顆粒の混合物を加工して得られることができる。適当な賦形剤は、
乳糖、蔗糖、マンニトールもしくはソルビトールを含む糖類；トウモロコシ、コムギ、コ
メ、ジャガイモもしくは他の植物から得られる澱粉；メチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロースもしくはカルボキシメチルセルロースナトリウムのようなセルロー
ス；アラビアゴムおよびトラガカントゴムを含むゴム；ならびにゼラチンおよびコラーゲ
ンのようなタンパク質のような、炭水化物またはタンパク質のような増量剤である。所望
により、架橋ポリビニルピロリドン、寒天、アルギン酸、もしくはアルギン酸ナトリウム
のようなその塩、のような崩壊剤もしくは可溶化剤を添加してもよい。
【０１２２】
　糖剤の核は、濃縮糖液のような適切なコーティング剤と一緒に用いてもよく、これはま
た、アラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポルゲル、ポリエチレングリ
コール、ならびに／または二酸化チタン、ラッカー溶液、および適当な有機溶剤もしくは
溶剤混合物を含有してもよい。製品の識別のために、もしくは活性化合物の量即ち投与量
を特色づけるために染料もしくは色素を錠剤もしくは糖剤に添加してもよい。
【０１２３】
　経口で使用できる医薬組成物としては、ゼラチンで作成した押込嵌めカプセル、ならび
にゼラチンおよびグリセリンもしくはソルビトールのようなコーティーング剤で作成した
密封軟カプセルが挙げられる。押込嵌めカプセルは、増量剤または乳糖もしくは澱粉のよ
うな結合剤、タルクもしくはステアリン酸マグネシウムのような潤滑剤および、任意に安
定剤、と混合された活性成分を含有することができる。軟カプセル中では、活性化合物を
、脂肪油、液体もしくは液状ポリエチレングリコールのような適当な液体中に安定剤の有
無で溶解または懸濁していてもよい。
【０１２４】
　非経口投与に適した医薬組成物は、水溶液中で、好ましくはハンクス溶液、リンゲル溶
液もしくは生理緩衝食塩水のような、生理的に適合する緩衝液中で、製剤化され得る。水
溶性注射懸濁剤は、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールもしくはデキ
ストランのような、懸濁液の粘性を増加させる物資を含有してもよい。加えて、活性化合
物の懸濁液は適切な油性の注射懸濁液として調製してもよい。適当な脂溶性溶剤もしくは
ビークルとしては、胡麻油のような脂肪油、またはオレイン酸エチルもしくはトリグリセ
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リドのような合成脂肪酸エステル、またはリポゾームが挙げられる。非脂質性、ポリカチ
オン性アミノポリマーをまた、送達用のために使用し得る。任意に、懸濁液はまた、適当
な安定剤もしくは高濃度溶液の調製に対処するために化合物の溶解度を増加させる薬剤を
含有してもよい。
【０１２５】
　局所もしくは鼻腔内投与には、浸透させるべき特定の障壁にたいして適切な浸透剤が製
剤化に用いられる。そのような浸透剤は当分野において一般的に公知である。
　本発明の医薬組成物は、当分野において公知である様式で、例えば、従来の混合、溶解
、造粒、糖衣がけ、湿式粉砕、乳化、カプセル充てん、封入もしくは凍結乾燥により製造
され得る。
【０１２６】
　医薬組成物は塩として供給されてもよく、そして塩を、塩酸、硫酸、酢酸、乳酸、酒石
酸、リンゴ酸、コハク酸等を、限定されること無く、含む多くの酸により形成することが
できる。塩は、対応する遊離塩基型であるよりも水性もしくは他のプロトン性溶媒中にさ
らに溶けやすい傾向がある。他の場合には、好ましい製剤は以下のもの：即ち１～５０ｍ
Ｍヒスチジン、０.１％～２％蔗糖および２～７％マンニトール、のいずれかもしくは全
てをｐＨ４.５～５.５の範囲で含有し得る凍結乾燥粉末でもよく、使用前に緩衝液と混ぜ
合わせる。
【０１２７】
　医薬組成物が調製された後、それらを適切な容器の中に入れ、適用される異常の処置用
の表示をする。インターロイキン－１－関連ポリペプチドの投与については、そのような
表示は投与の用量、頻度および方法を含むであろう。
【０１２８】
　本発明における使用に適した医薬組成物としては、活性成分が意図する目的を達成する
ための有効量で含有されている、組成物が挙げられる。有効用量の決定は当業者の能力内
で十分にある。
【０１２９】
　任意の化合物について、治療上の有効用量を、例えば、腫瘍細胞の細胞培養アッセイで
、または通常マウス、ウサギ、イヌもしくはブタの動物モデルで、のどちらかで初めに推
定することができる。また、動物モデルを用いて、投与の適切な濃度範囲および経路を決
定し得る。次いで、そのような情報を用いて、ヒトにおける投与のための有用な用量およ
び経路を決定することができる。
【０１３０】
　治療的有効用量とは、症状もしくは異常を軽減する、活性成分、例えばＩＬ－１ＲＰ１
もしくはそのフラグメント、ＩＬ－１ＲＰ１の抗体、ＩＬ－１ＲＰ１のアゴニスト、アン
タゴニストもしくは阻害剤、の量をいう。治療的な有効性および毒性は、細胞培養もしく
は実験動物での標準的な薬学的手順、例えばＥＤ５０(集団の５０％で治療効果を示す用
量)およびＬＤ５０(集団の５０％で致死的な用量)、により決定され得る。毒性作用と治
療効果との間の用量比が治療係数であり、これはＬＤ５０／ＥＤ５０の比で表すことがで
きる。大きな治療係数を示す医薬組成物が好ましい。細胞培養アッセイおよび動物試験で
得られたデータはヒトでの使用のための投与量の範囲を処方する際に用いられる。そのよ
うな組成に含有される投与量は好ましくは、ＥＤ５０を毒性が殆どか全く無しに含むとこ
ろの血液濃度の範囲内である。投与量は、用いられる剤型、患者の感受性および投与経路
に依存してこの範囲内で変動する。
【０１３１】
　正確な投与量は、治療を要する患者に関連した諸要因に照らし合わせて、医師により決
定されるであろう。投与量と投与法は、十分なレベルの活性成分を供給するように、ある
いは望ましい効果を維持するように調整される。考慮に入れられる要因としては、疾病状
態の重症度、対象の全身健康状態、対象の年齢、体重および性別、食事、投与の時刻およ
び頻度、薬剤の組みあわせ、反応感受性、ならびに治療に対する認容性／応答が挙げられ
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る。持続性医薬組成物は特定の処方の半減期およびクリアランス速度に応じて３～４日毎
、週１回、もしくは隔週毎に投与されてもよい。
【０１３２】
　通常の投与量は、投与経路に応じて０.１～１００,０００マイクログラム、約１ｇの総
用量まで変動してもよい。特定の投与量および送達方法に関する指針は文献に提供されて
おり、当分野における医師は一般に入手できる。当業者は、タンパク質もしくはその阻害
剤に対するのとは異なる処方をヌクレオチドに対して使用するであろう。同様に、ポリヌ
クレオチドもしくはポリペプチドの送達は、特定の細胞、異常、部位等に特異的であろう
。タンパク質の経口投与に適した医薬処方は、例えば　米国特許５,００８,１１４；５,
５０５,９６２；５,６４１,５１５；５,６８１,８１１；５,７００,４８６；５,７６６,
６３３；５,７９２,４５１；５,８５３,７４８；５,７９２,３８７；５,９７６,５６９；
および６,０５１,５６１に記載されている。
【０１３３】
　以下の実施例は本発明を例示するものであって、いかなる点からもその範囲を限定する
ものではない。
【実施例】
【０１３４】
実施例
　実施例１
　バイオインフォーマティックスを用いる新規なインターロイキン－１関連ヒトＤＮＡ配
列の同定
　ヒトＩＬ－１ベータ(ＩＬ－１β)(Genbankアクセス番号ＡＡＣ０３５３６)および後で
ＩＬ－１Ｈ１として発表された新規なヒトＩＬ－１ホモログ５０７９５(Genbankアクセス
番号ＡＡＦ６９２４８.１)について予想されるアミノ酸配列を用いて公開および社内デー
タベースを初めに検索する。tBlastNアルゴリズムを使用し、ヒットをClustalWでアライ
ンメントする。一つの２２９のヌクレオチド配列が社内データベース内でユニークな配列
として見出される。次いで、この配列を用いて、公開および社内データベースからさらに
別のゲノム配列を同定する(Genbankアクセス番号ＡＡＦ２００４９２)。同定されたゲノ
ムフラグメントに隣接する一つの１ｋｂのゲノム配列が６個の読み取り枠に翻訳され、Cl
ustalWを用いてＩＬ－１βおよびＩＬ－１Ｈ１のアミノ酸配列とアラインメントされる。
ＩＬ－１βおよびＩＬ－１Ｈ１に相同なタンパク質をコードするさらに別の１２７のヌク
レオチドが、元のゲノム配列の５’末端より２９８のヌクレオチド上流に見出される。
　単離されたｃＤＮＡクローンのさらなる分析が従来の方法にしたがってClustalW、Blas
tN、tBlastNを用いて行われる。
【０１３５】
　実施例２
　配列番号１からなる新規なインターロイキン－１関連ポリペプチド１をコードする完全
長ｃＤＮＡの調製
　ポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)を用いて、新規なインターロイキン－１関連ポリペプチ
ド(ＩＬ－１ＲＰ１)をコードするｃＤＮＡを単離する。全ての実験でAdvanTaq[登録商標]
ＤＮＡポリメラーゼ(Clontech)を使用する。二つのプライマーである、ｖｉｏ＃３：予想
ＡＡ配列ＶＰＩＦＬＧＩＱＧに対応する５’－ＧＴＣＣＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＧＧＡ
ＴＣＣＡＧＧＧ－３’およびｖｉｏ＃４：予想ＡＡ配列ＲＴＫＦＹＦＥＱＳＷに対応する
５’－ＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＴＴＣＡＡＡＧＴＡＡＡＡＣＴＴＧＧ－３’、を合成し(図
１)、そして二段階ＰＣＲ(９５℃－２分；[９５℃－３０秒、６８℃－１分]×３５；７２
℃－３分)を２５μｌの容積で行う。それぞれの反応液は１×Advantage２ＰＣＲ緩衝液お
よびｄＮＴＰ混合物(Clontech)を含有する。種々のヒト組織からのClontechのMarathon-R
eady[登録商標]二重鎖ｃＤＮＡ(反応当り３μｌ)のパネルを鋳型ｃＤＮＡ源として使用す
る。増幅された２９５および５９５　ｎｔのＰＣＲ産物は、それぞれ、ＩＬ－１ＲＰ１の
ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡに対応する。ＩＬ－１ＲＰのｃＤＮＡが最も多量に含まれて
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いる胎児ヒト腸からのClontechのMarathon-Ready[登録商標]二重鎖ｃＤＮＡから増幅され
た２９５ｎｔのＰＣＲ産物をGel Extraction Kit(Qiagen)を用いて精製し、製造元から供
給された使用法にしたがってpCR-Blunt II-TOPOベクター(Invitrogen, Carlsbad, CA)中
にクローン化する。プラスミドＤＮＡのミニプレップをPlasmid DNA Miniprep Kit (Qiag
en)を用いて調製し、Ｔ７およびＭ１３逆方向プライマー(ACGT Inc., Bethesda, MD)を用
いて両方の株で配列を決定する。クローン(＃６)は、ヒトゲノム配列との比較してＰＣＲ
で導入された変異が無いことが判り、これを用いて完全長ｃＤＮＡを再構築する。
【０１３６】
　二セットのプライマー：ｖｉｏ＃４およびＡＰ１(Clontech)；ならびにｖｉｏ＃７：予
想ＡＡ配列ＥＥＧＰＳＬＱＬＥに対応する５’－ＣＴＣＣＡＧＣＴＧＴＡＧＧＧＡＡＧＧ
ＣＣＣＣＴＣ－３’(図１)およびＡＰ２を用いて供給業者の使用説明書にしたがって５’
ＲＡＣＥ手順を行う。一番目のＰＣＲはヒト胎児腸からのClontechのMarathon-Ready[登
録商標]二重鎖ｃＤＮＡについてｖｉｏ＃４およびＡＰ１プライマーを用いて二段階ＰＣ
Ｒ(９５℃－２分；[９５℃－３０秒、６８℃－１分]×３５；７２℃－３分)で同一の２５
μｌの反応を３回行う。ＰＣＲ混合物をプールし、７５μｌのフェノール：クロホルム：
イソアミルアルコール、２５：２４：１、(Gibco BRL)で１回、７５μｌのクロロホルム
：イソアミルアルコール、２４：１、で１回抽出する。全ＰＣＲ産物を等容積のイソプロ
パノールで３０分間、－２０℃で沈殿させる。沈殿物を１３０００ｒｐｍで３０分間遠心
し、ペレットを氷冷７０％エタノールで１回洗浄し、１００ｍｌのＴＥ緩衝液、１×(Boe
hringe Mannheim, Ridgefield, CT)に懸濁する。二番目のＰＣＲは上述の懸濁した一番目
のＰＣＲ産物２μｌを用いてｖｉｏ＃７およびＡＰ２プライマーで行う。主要な３６０ｎ
ｔのＰＣＲ産物を精製して、pCR-Blunt II-TOPOベクター(Invitrogen)中にクローン化す
る。プラスミドＤＮＡミニプレップをＴ７およびＭ１３逆方向プライマーで配列決定する
。５’ＲＡＣＥクローン＃４を用いて、完全長ｃＤＮＡを再構築する。
【０１３７】
　ＩＬ－１ＲＰ１の完全長ｃＤＮＡを再構築するために、クローン＃６をＢａｍ　ＨＩお
よびＸｈｏ　Ｉで切断し、そして５’ＲＡＣＥのクローン＃４をＮｏｔ　ＩおよびＢａｍ
　ＨＩで切断する。両方のｃＤＮＡフラグメントを精製して予めＨｏ　ＩおよびＮｏｔ　
Ｉで消化したpFastBAc(Gibco BRL, Rockville, MD)ベクターに結合する。正しいＩＬ－１
ＲＰのｃＤＮＡを持つクローンをＢＡＭ　ＨＩ消化により選択し、一次配列をカスタム調
製したプライマー＃１７Ａ　５’－ＴＡＴ　ＡＧＴ　ＴＣＴ　ＡＧＴ　ＧＧＴ　ＴＧＧ　
ＣＴ－３’で配列決定することにより検証する。
【０１３８】
　ＩＬ－１ＲＰ１遺伝子を含有するゲノムＤＮＡの調製は、従来の方法にしたがい、コー
ド領域に隣接するプライマーを用いるＰＣＲにより達成する。これに代えて、ラムダもし
くはＰ１バクテリオファージ、ＢＡＣもしくはプラスミドライブラリー中のゲノムライブ
ラリーをＰＣＲまたは当業者に公知であるハイブリダイゼーション技術を用いてスクリー
ニングすることもできる。本明細書に開示するように、本発明のＩＬ－１ＲＰ１タンパク
質のゲノム配列に関する情報は図２および７に示されており、公開データベース、例えば
Human Genomeデータベースを、従来の方法にしたがって検索することにより得られる。
【０１３９】
　実施例３
　ＩＬ－１ＲＰ１のｍＲＮＡの発現
　種々のヒト組織におけるＩＬ－１ＲＰ１の相対存在度、したがってその潜在的有用性を
測定するために、ＲＴ－ＰＣＲ実験(実施例に記述したような)を２４種類のヒト組織のＲ
ＮＡから得られるｃＤＮＡの大きなパネルを用いて実施した。パネルはOriGene (OriGene
 Inc., Rockville, MD)より入手した既製パネルであり、そこではそれぞれのｃＤＮＡが
正確な量で存在する。ＲＮＡ量の同等性は全ての組織にほぼ等量で存在するハウスキーピ
ング遺伝子であるヒトベータアクチンのプライマーで行う対照ＰＣＲで検証する。ＩＬ－
１ＲＰ１に対する二つのプライマー、ｖｉｏ＃３：予想ＡＡ配列ＶＰＩＦＬＧＩＱに対応
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する５’－ＧＴＣＣＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧ－３’およびｖｉｏ
＃４：予想ＡＡ配列ＲＴＫＦＹＦＥＱＳＷに対応する５’－ＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＴＴＣ
ＡＡＡＧＴＡＡＡＡＣＴＴＧＧ－３’、を合成し、二段階ＰＣＲ(９５℃－２分；[９５℃
－３０秒、６８℃－１分]×３５；７２℃－３分)を２４種のヒト組織のパネルについて行
う。２９５ｎｔのＰＣＲ産物を再びpCR-Blung II-TOPOベクター(Invitrogen Inc., Carls
bad, CA)中にクローン化し、配列決定して、それが実際にＩＬ－１ＲＰ１遺伝子に対応す
ることを検証する。加えて、ＰＣＲの後、産物を電気泳動で分析し、ナイロン膜にブロッ
ティングし(サザンブロット)、実施例２に記載のＩＬ－１ＲＰ１ｃＤＮＡから得られるＰ
３２標識プローブにハイブリダイズさせる。このブロットを高厳密度(０.１Ｘ　ＳＳＣ　
０.１％ＳＤＳで１時間)で洗浄して、特異的ハイブリダイゼーションを保証する。ここで
得られるハイブリダイゼーションシグナルをKodak XAR-5フィルムへの露光を用いるオー
トラジオグラフィーにより見えるようにする。上の全ての手順は従来の方法を用いて実施
する。
【０１４０】
　図４に示すように、ＩＬ－１ＲＰ１は種々の組織中に少量で存在する。しかしながら、
皮膚は非常に高レベルのＩＬ－１ＲＰ１のｍＲＮＡを発現していた。このレベルは他の組
織におけるよりも少なくとも１０倍高い。皮膚におけるこの高レベルの発現は、ＩＬ－１
ＲＰ１が皮膚における炎症に特に関係があり、乾癬および接触皮膚炎のような疾患の抑制
に重要であるであろうことを示している。
【図面の簡単な説明】
【０１４１】
【図１】図１は、新規なＩＬ－１ＲＰ１をコードする、完全長ｃＤＮＡ配列(配列番号２)
の描写である。ＯＲＦの開始コドンおよび停止コドンを太線のアンダーラインで示す；中
に含有されるＯＲＦの配列(配列番号３)はヌクレオチド位置番号６０(ａｔｇ)から始まり
ヌクレオチド位置番号５１６、即ち停止コドン(ｔａｇ)の前で終わる。図１Ｂは１５２個
のアミノ酸を含む新規なＩＬ－１ＲＰ１のアミノ酸配列(配列番号１)を図示する。星印(*
)はストップコドンを指す。
【図２】図２は、新規なインターロイキン－関連ポリペプチド１をコードする、ゲノムＤ
ＮＡ配列(配列番号４)の描写である。対応するＯＲＦのアミノ酸が示されている。また、
ゲノム領域の正確な物理的マッピングに対処する制限部位が示されている。
【図３】図３はＩＬ－１ファミリーのタンパク質のアミノ酸配列の比較である。
【図４】図４はＲＴ－ＰＣＲにより測定された種々のヒト組織中におけるＩＬ－１ＲＰ１
の発現を図示する。
【図５】図５は種々の組織におけるヒトＩＬ－ＲＰ１のｍＲＮＡ発現のノーザンブロット
分析の結果を図示する。
【図６】図６はＩＬ－１ＲＰ１の一次配列を図示する。
【図７】図７はＩＬ－１ＲＰ１のエキソン／イントロン構造を図示する。
【図８】図８はＩＬ－１ＲＰ１ｃＤＮＡの二重鎖ヌクレオチドの配列を図示する。
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