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(54)【発明の名称】 新規線維芽細胞増殖因子およびこれをコードする核酸

(57)【要約】
本発明は、新規の単離されたポリペプチドであるＦＧＦ
－ＣＸ、ならびにＦＧＦ－ＣＸをコードするポリヌクレ
オチドおよびＦＧＦ－ＣＸに免疫特異的に結合する抗体
、あるいは、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、ＦＧＦ－ＣＸ
ポリヌクレオチドまたはＦＧＦ－ＣＸ抗体の、任意の誘
導体、改変体、変異体、またはフラグメントを提供する
。本発明はさらに、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、ＦＧＦ
－ＣＸポリヌクレオチドおよびＦＧＦ－ＣＸ抗体が、広
範な病理学的状態の検出および処置ならびに他の用途に
使用される方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列；

  ｂ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列の改変体であって、ここで、

該選択された配列中の特定された任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に変更され、

ただし、該配列中の１５％以下のアミノ酸残基が、そのように変更されている、

改変体；

  ｃ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列の成熟形態；

  ｄ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって

、ここで、該選択された配列の成熟形態中の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に

変更され、ただし、該配列の成熟形態中の１５％以下のアミノ酸残基が、そのよ

うに変更されている、改変体；および

  ｅ）項（ａ）～（ｄ）に記載されるアミノ酸配列のフラグメント

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、

単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  請求項１に記載のポリペプチドのフラグメント。

    【請求項３】  前記ポリペプチドが、配列番号２の天然に存在する対立遺伝

子改変体である、請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項４】  前記改変体が、単一ヌクレオチド多型の翻訳物である、請求

項３に記載のポリペプチド。

    【請求項５】  請求項１に記載のポリペプチドであって、ここで、該ポリペ

プチドは改変体ポリペプチドであり、そしてここで、配列番号２に特定される１

つ以上の任意のアミノ酸は、保存的置換を提供するように変更される、ポリペプ

チド。

    【請求項６】  単離された核酸分子であって、以下：

  ａ）配列番号２を含むポリペプチド；

  ｂ）配列番号２の改変体であって、ここで、該選択された配列中の特定された

任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に変更され、ただし、該配列中の１５％以下の

アミノ酸残基が、そのように変更されている、改変体；
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  ｃ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列の成熟形態；

  ｄ）配列番号２によって提供されるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって

、ここで、該選択された配列の成熟形態中の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に

変更され、ただし、該配列の成熟形態中の１５％以下のアミノ酸残基が、そのよ

うに変更されている、改変体；

  ｅ）（ａ）～（ｄ）に記載されるアミノ酸配列のフラグメント；および

  ｆ）項（ａ）～（ｅ）に記載される核酸分子のいずれか１つの相補鎖

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸配

列を含む、

単離された核酸分子。

    【請求項７】  請求項６に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子は

、天然に存在する対立遺伝子核酸改変体のヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項８】  請求項６に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子は

、天然に存在するポリペプチド改変体のポリペプチド配列を有する改変体ポリペ

プチドをコードする、核酸分子。

    【請求項９】  請求項６に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子は

、前記改変体ポリペプチドをコードする単一ヌクレオチド多型を含む、核酸分子

。

    【請求項１０】  請求項６に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子

は、以下：

  ａ）配列番号１によって提供されるヌクレオチド配列；

  ｂ）ヌクレオチド配列であって、配列番号１によって提供されるヌクレオチド

配列中の１つ以上のヌクレオチドが、該選択された配列によって提供されるヌク

レオチドから異なるヌクレオチドに変更され、ただし２０％以下の該ヌクレオチ

ドが、そのように変更されている、ヌクレオチド配列；

  ｃ）（ａ）に記載される配列の核酸フラグメント；

  ｄ）（ｂ）に記載される配列の核酸フラグメント；および

  ｅ）該核酸分子のいずれか１つの相補鎖

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、
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核酸分子。

    【請求項１１】  請求項６に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子

は、前記選択されたヌクレオチド配列のコード配列中に特定される任意のヌクレ

オチドが、該選択された配列によって提供されるヌクレオチドから異なるヌクレ

オチドに変更され、ただし、該選択されたコード配列中の２０％以下のヌクレオ

チドが、そのように変更されるヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項１２】  ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドのフラグメントをコードする、

単離された核酸分子。

    【請求項１３】  前記ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドが、配列番号２の改変体で

ある、請求項１２に記載の核酸分子。

    【請求項１４】  前記ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドが、成熟ＦＧＦ－ＣＸポリ

ペプチドである、請求項１２に記載の核酸分子。

    【請求項１５】  前記ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドが、配列番号２の成熟形態

の改変体である、請求項１２に記載の核酸分子。

    【請求項１６】  請求項６に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項１７】  請求項１６に記載のベクターを含む、細胞。

    【請求項１８】  請求項１に記載のポリペプチドに免疫特異的に結合する、

抗体。

    【請求項１９】  前記抗体が、モノクローナル抗体である、請求項１８に記

載の抗体。

    【請求項２０】  前記抗体が、ヒト化抗体またはヒト抗体である、請求項１

８に記載の抗体。

    【請求項２１】  サンプル中の請求項１に記載のポリペプチドの存在または

量を決定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを、該ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体と接触させ

る工程；および

  （ｃ）該ポリペプチドに結合した抗体の存在または量を決定し、それによって

、該サンプル中の該ポリペプチドの存在または量を決定する工程、
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を包含する、

方法。

    【請求項２２】  サンプル中の請求項６に記載の核酸分子の存在または量を

決定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを、該核酸分子に結合するプローブと接触させる工程；およ

び

  （ｃ）該核酸分子に結合するプローブの存在または量を決定し、

それによって、該サンプル中の該核酸分子の存在または量を決定する工程、

を包含する、

方法。

    【請求項２３】  請求項１に記載のポリペプチドに結合する因子を同定する

ための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該ポリペプチドを候補物質と接触させる工程；および

  （ｂ）該候補物質が該ポリペプチドに結合するか否かを決定する工程；

を包含し、

ここで、結合する候補物質が該因子である、

方法。

    【請求項２４】  前記候補物質が、約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、

請求項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  請求項１に記載のポリペプチドの活性を調節するための方

法であって、該方法は、該ポリペプチドを、該ポリペプチドの活性を調節するの

に十分な量で該ポリペプチドに結合する化合物と接触させる工程を包含する、方

法。

    【請求項２６】  病態の処置に使用するための有効な治療剤を同定するため

の方法であって、ここで、該病態は、請求項１に記載のポリペプチドの異常な発

現、異常なプロセシングまたは異常な生理学的相互作用と関連し、該方法は、以

下：

  （ａ）該ポリペプチドを発現し、かつ該ポリペプチドに起因する特性または機
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能を有する細胞を提供する工程；

  （ｂ）工程（ａ）で提供された該細胞を、試験薬剤と接触させる工程；および

  （ｃ）該試験薬剤が、該ポリペプチドに起因する特性または機能を変更するか

否かを決定する工程；

を包含し、

これによって、該試験薬剤の存在下で観察される該ポリペプチドの特性または機

能の変更が、該試験薬剤は有効な治療剤であることを示す、

方法。

    【請求項２７】  請求項２６に記載の方法であって、前記有効な治療剤をさ

らなる試験に供し、該治療剤を同定する工程をさらに包含する、方法。

    【請求項２８】  請求項２６に記載の方法であって、前記候補物質が、抗体

であるか、または約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、方法。

    【請求項２９】  前記特性または機能が、細胞成長または細胞増殖を含む、

請求項２６に記載の方法。

    【請求項３０】  前記試験薬剤が、前記ポリペプチドに結合する、請求項２

９に記載の方法。

    【請求項３１】  請求項２６に記載の方法に従って同定された、治療剤。

    【請求項３２】  請求項２７に記載の方法を用いて同定された、治療剤。

    【請求項３３】  前記薬剤が、抗体であるか、または約１５００Ｄａ以下の

分子量を有する、請求項３１に記載の治療剤。

    【請求項３４】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する障害の処置また

は予防の方法であって、ここで、該障害が、細胞または組織の不十分な増殖また

は無効な増殖によって特徴付けられ、該方法は、被験体に、該被験体における該

ポリペプチド関連障害を処置または予防するのに十分な量および期間で請求項１

に記載のポリペプチドを投与する工程を包含し、ここで、該被験体は、該障害の

傾向があるかまたは該障害を患っていると考えられている、処置または予防の方

法。

    【請求項３５】  前記被験体がヒトである、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３６】  請求項１に記載のタンパク質の異常な発現、異常なプロセ
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シング、または異常な生理学的相互作用と関連する障害の処置または予防の方法

であって、ここで、該障害が、細胞または組織の不十分な増殖または無効な増殖

によって特徴付けられ、該方法は、被験体に、該被験体における該障害を処置ま

たは予防するのに十分な量および期間で請求項６に記載の核酸を投与する工程を

包含し、ここで、該被験体は、該障害の傾向があるかまたは該障害を患っている

と考えられている、処置または予防の方法。

    【請求項３７】  前記被験体がヒトである、請求項３６に記載の方法。

    【請求項３８】  請求項１に記載のポリペプチドの異常な発現、異常なプロ

セシング、または異常な生理学的相互作用と関連する障害の処置または予防の方

法であって、ここで、該障害が、細胞または組織の過形成または新形成によって

特徴付けられ、該方法は、被験体に、該被験体における該障害を処置または予防

するのに十分な量でＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃを投与する工程を包含し、ここで、

該被験体は、該障害の傾向があるかまたは該障害を患っていると考えられている

、処置または予防の方法。

    【請求項３９】  前記Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃが請求項１８に記載の抗体で

ある、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４０】  前記被験体がヒトである、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４１】  請求項１に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能な

キャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４２】  請求項６に記載の核酸分子および薬学的に受容可能なキャ

リアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４３】  請求項１８に記載の抗体および薬学的に受容可能なキャリ

アを含む、薬学的組成物。

    【請求項４４】  請求項３１に記載の治療剤および薬学的に受容可能なキャ

リアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４５】  前記治療剤が、約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、請

求項４４に記載の薬学的組成物。

    【請求項４６】  １つ以上の容器中に請求項４１に記載の薬学的組成物を含

む、キット。
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    【請求項４７】  １つ以上の容器中に請求項４２に記載の薬学的組成物を含

む、キット。

    【請求項４８】  １つ以上の容器中に請求項４３に記載の薬学的組成物を含

む、キット。

    【請求項４９】  請求項１に記載のポリペプチドの異常な発現、異常なプロ

セシング、または異常な生理学的相互作用と関連する障害に対する潜伏期または

素因のモジュレーターについてのスクリーニング方法であって、該方法は、以下

：

  ａ）該障害に対して高い危険性を有する試験動物を提供する工程であって、こ

こで、該試験動物は、請求項１に記載のポリペプチドを組換え発現する、工程；

  ｂ）試験化合物を該試験動物に投与する工程；

  ｃ）工程（ａ）の該化合物の投与後に該試験動物における該ポリペプチドの活

性を測定する工程；および

  ｄ）該試験動物における該タンパク質の活性を、該化合物が投与されていない

コントロール動物における該ポリペプチドの活性と比較する工程；

を包含し、

ここで、該コントロール動物と比較した該試験動物における該ポリペプチドの活

性の変化が、該試験化合物は該障害の潜伏期または素因のモジュレーターである

ことを示す、

方法。

    【請求項５０】  請求項４９に記載の方法であって、ここで、前記試験動物

は、試験タンパク質導入遺伝子を発現するか、または野生型の試験動物と比較し

て増加したレベルでプロモーターの制御下において該導入遺伝子を発現する組換

え試験動物であり、そしてここで、該プロモーターは、該導入遺伝子のネイティ

ブな遺伝子プロモーターではない、方法。

    【請求項５１】  第１の哺乳動物被験体において変更されたレベルの請求項

１に記載のポリペプチドと関連する疾患の存在または素因を決定するための方法

であって、該方法は、以下：

  ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該ポリペプチドの発現レベル
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を測定する工程；および

  ｂ）工程（ａ）のサンプル中の該ポリペプチドの量を、該疾患を有していない

かまたは該疾患を受けにくいことが既知の第２の哺乳動物被験体由来のコントロ

ールサンプルに存在する該ポリペプチドの量と比較する工程、

を包含し、

ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第１の被験体中の該ポリペ

プチドの発現レベルの変化が、該疾患の存在または素因を示す、

方法。

    【請求項５２】  第１の哺乳動物被験体において変更されたレベルの請求項

６に記載の核酸分子と関連する疾患の存在または素因を決定するための方法であ

って、該方法は、以下：

  ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該核酸の量を測定する工程；

および

  ｂ）工程（ａ）のサンプル中の該核酸の量を、該疾患を有していないかまたは

該疾患を受けにくいことが既知の第２の哺乳動物被験体由来のコントロールサン

プルに存在する該核酸の量と比較する工程；

を包含し、

ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第１の被験体中の該核酸の

レベルの変化が、該疾患の存在または素因を示す、

方法。

    【請求項５３】  哺乳動物における病態の処置方法であって、ここで、該病

態は、請求項１に記載のポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシング、また

は異常な生理学的相互作用と関連し、該方法は、該哺乳動物に、該病態を緩和す

るのに十分な量でポリペプチドを投与する工程を包含し、ここで、該ポリペプチ

ドは、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドに少なくとも９５％同一で

あるアミノ酸配列を有するポリペプチドであるか、またはその生物学的に活性な

フラグメントである、方法。

    【請求項５４】  哺乳動物における病態の処置方法であって、ここで、該病

態は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシング、または異
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常な生理学的相互作用に関連し、該方法は、該哺乳動物に、該病態を緩和するの

に十分な量および期間で請求項１８に記載の抗体を投与する工程を包含する、方

法。

    【請求項５５】  被験体において細胞増殖を促進する方法であって、該方法

は、細胞増殖の促進の必要がある被験体に、細胞増殖を促進するに有効な量およ

び期間で請求項１に記載のポリペプチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項５６】  前記被験体がヒトである、請求項５５に記載の方法。

    【請求項５７】  請求項５５に記載の方法であって、増殖が促進される前記

細胞が、創傷の近傍の細胞、脈管系の細胞、造血に関与する細胞、赤血球生成に

関与する細胞、胃腸管の管壁細胞、および毛包の細胞からなる群より選択される

、方法。

    【請求項５８】  被験体において細胞増殖を阻害する方法であって、ここで

、該増殖は請求項１に記載のポリペプチドの発現に関連し、該方法は、該被験体

に、該被験体における細胞増殖を阻害するのに十分な量で組成物を投与する工程

を包含する、方法。

    【請求項５９】  前記組成物が、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドの切断を阻害す

る、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６０】  前記組成物が、抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体またはＦＧＦ－ＣＸ治

療剤を含む、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６１】  前記被験体がヒトである、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６２】  請求項５８に記載の方法であって、ここで、増殖が阻害さ

れる前記細胞が、トランスフォーメーション細胞、過形成細胞、腫瘍細胞および

新形成細胞からなる群より選択される、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、該して核酸およびポリぺプチドに関する。本発明は、より詳細には

、線維芽細胞増殖因子ファミリーのメンバーに関連するポリぺプチドをコードす

る核酸に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  サイトカインの線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）のグループは、種々の細胞機能

（例えば、増殖、生存、アポトーシス、運動性および分化）を調整する少なくと

も２１のメンバーを含む。これらの分子は、細胞表面チロシンキナーゼＦＧＦレ

セプター（ＦＧＦＲ）との高親和性相互作用を介してシグナルを変換する。これ

らのＦＧＦレセプターは、組織培養において大部分の型の細胞上に発現される。

リガンド結合の際のＦＧＦレセプターモノマーの二量体化は、レセプターのリン

酸基転移反応をもたらす、キナーゼドメインの活性化の要件であると報告されて

いる。ＦＧＦレセプター１（ＦＧＦＲ－１）（４つのＦＧＦレセプターの最も広

い発現パターンを示す）は、少なくとも７つのチロシンリン酸化部位を含む。多

くのシグナル変換分子は、これらのリン酸化部位に対する異なる親和性での結合

により影響される。

      【０００３】

  通常の増殖および発生に関与するのに加えて、ＦＧＦはまた、病理学的状態（

癌を含む）の発生に関与してきたことが公知である。ＦＧＦは、腫瘍細胞の増殖

を直接的に増強することにより、悪性度に寄与し得る。例えば、同じ細胞におけ

るＦＧＦおよびＦＧＦＲの同時発現によるオートクライン増殖刺激は、細胞トラ

ンスフォーメーションをもたらすと報告されている。

      【０００４】

  （発明の要旨）

  本発明は、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）ファミリーのタンパク質のメンバー

との相同性を有する新規なポリぺプチドをコードする核酸の発見に一部は基づく
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。線維芽細胞増殖因子－ＣＸ（ＦＧＦ－ＣＸ）と称されるポリヌクレオチド配列

が本発明に含まれ、そしてこれらの核酸配列にコードされるＦＧＦ－ＣＸポリぺ

プチド、ならびにそのフラグメント、ホモログ、アナログ、および誘導体が本発

明の特許請求の範囲に含まれる。ＦＧＦ－ＣＸ核酸の例は、配列番号１であり、

そしてＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの例は、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリ

ぺプチドである。このアミノ酸配列は、配列番号１の核酸配列にコードされる。

      【０００５】

  １つの局面において、本発明は、単離されたＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドを含む

。いくつかの実施形態において、単離されたポリぺプチドは、配列番号２のアミ

ノ酸配列を含む。他の実施形態において、本発明は、配列番号２の改変体を含み

、この改変体において、配列番号２のアミノ酸配列のいくつかのアミノ酸残基（

例えば、１％、２％、３％、５％、１０％または１５％以下）が変化している。

いくつかの実施形態において、単離されたＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドは、配列番

号２によって与えられるアミノ酸配列の成熟形態、または配列番号２により与え

られるアミノ酸配列の成熟形態の改変体のアミノ酸配列を含む。好ましくは、配

列番号２のアミノ酸配列の１％、２％、３％、５％、１０％または１５％以下が

、アミノ酸配列の成熟形態の改変体において変化する。

      【０００６】

  ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドのフラグメントもまた本発明に含まれ、これらとし

ては、改変体ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチド、成熟ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドおよび

成熟ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの改変体、ならびにＦＧＦ－ＣＸ核酸の対立遺伝

子改変体および一塩基多型によりコードされるＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドが挙げ

られる。

      【０００７】

  別の局面において、本発明は、単離されたＦＧＦ－ＣＸ核酸分子を含む。ＦＧ

Ｆ－ＣＸ核酸分子は、上記で議論されるＦＧＦ－ＣＸのポリぺプチド、改変体も

しくはフラグメントのいずれかをコードする配列、またはこのような核酸配列に

対する相補体を含み得る。１つの実施形態において、これらの配列は、配列番号

１に開示される配列を含む。他の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸ核酸は、配列
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番号１で与えられるヌクレオチドと異なるヌクレオチドが組込まれ得る配列を含

む。好ましくは、ヌクレオチドの１％、２％、３％、５％、１０％、１５％また

は２０％以下がこのように変化する。他の実施形態において、本発明は、これら

の核酸配列のフラグメントまたは相補体を含む。ＦＧＦ－ＣＸ核酸を組込むベク

ターおよび細胞もまた本発明に含まれる。

      【０００８】

  本発明はまた、本明細書中に記載されるＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドのいずれか

に免疫特異的に結合する抗体を含む。種々の実施形態におけるＦＧＦ－ＣＸ抗体

としては、例えば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体およ

び／またはヒト抗体が挙げられる。

      【０００９】

  本発明はさらに、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチド、ＦＧＦ－ＣＸ核酸また

はＦＧＦ－ＣＸ抗体を含む薬学的組成物を提供する。例えば、ＦＧＦ－ＣＸポリ

ぺプチド、ＦＧＦ－ＣＸ核酸またはＦＧＦ－ＣＸ抗体を含むキットもまた本発明

に含まれる。

      【００１０】

  いくつかの方法が本発明に含まれる。例えば、サンプル中の本発明のＦＧＦ－

ＣＸポリぺプチドの存在または量を決定するための方法が開示される。この方法

は、サンプルを、このポリぺプチドに免疫特異的に結合するＦＧＦ－ＣＸ抗体と

接触させる工程；およびこのポリぺプチドに結合した抗体の存在または量をを決

定し、その結果この抗体がサンプル中のポリぺプチドの存在または量を示す工程

、を包含する。

      【００１１】

  同様に、本発明は、サンプル中のＦＧＦ－ＣＸ核酸分子の存在または量を決定

するための方法を開示する。この方法は、このサンプルを、核酸分子に結合する

プローブと接触する工程、およびこの核酸分子に結合したプローブの存在または

量を決定し、その結果このプローブが、サンプル中のＦＧＦ－ＣＸ核酸分子の存

在または量を示す工程、を包含する。

      【００１２】



(14) 特表２００３－５０５０７５

  ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドに結合する因子を同定するための方法もまた、本発

明により提供される。この方法は、候補物質がＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドに結合

するか否かを決定する工程を包含する。候補化合物の結合は、この因子がＦＧＦ

－ＣＸポリぺプチド結合因子であることを示す。

      【００１３】

  本発明はまた、病態の処置における使用のための有効な治療剤を同定するため

の方法を含む。この病態は、例えば、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの異常

な発現、異常なプロセシング、または異常な生理学的相互作用に関連する。この

方法は、ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドを発現し、かつこのポリぺプチドに起因する

特性または機能を有する細胞を提供する工程；この提供された細胞を、候補物質

を含む組成物と接触させる工程；およびこの物質がコントロール細胞と比較して

このポリぺプチドに起因する特性または機能を変更するか否かを、決定する工程

、を包含する。任意のこのような物質は、有効な治療剤として同定される。さら

に、治療剤は、この様式で同定された任意の有効な治療剤を、病態の処置におけ

る使用のための治療剤を同定するためにさらなる試験に供することにより、同定

され得る。

      【００１４】

  いくつかの実施形態において、特性または機能は、細胞成長または細胞増殖に

関連し、そして物質は、ポリぺプチドに結合し、それによりポリぺプチドの活性

を調節する。いくつかの実施形態において、候補物質は、約１５００Ｄａ以下の

分子量を有する。いくつかの実施形態において、候補物質は、抗体である。本発

明はさらに、例えば本明細書中上記の方法を使用して同定される任意の治療剤を

提供する。

      【００１５】

  本発明のさらなる重要な局面は、ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドに関連する障害を

処置または予防する方法に関する。障害は、細胞もしくは組織の不十分または非

効果的な増殖、または細胞もしくは組織の過形成もしくは新形成により、特徴付

けられ得る。この方法は、被験体に、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチド、もし

くは本発明のＦＧＦ－ＣＸ核酸、または本発明の他の任意の治療剤（Ｔｈｅｒａ
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ｐｅｕｔｉｃ）を、前述の被検体における障害を処置または予防するのに十分な

量および期間で投与する工程を包含する。重要な実施形態において、この被験体

は、ヒトである。

      【００１６】

  本発明はまた、ＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの異常な発現、異常なプロセシング

、または異常な生理学的相互作用に関連する障害への潜伏または素因の調節因子

についてスクリーニングするための方法を含む。この方法は、本発明のＦＧＦ－

ＣＸポリぺプチドを組換え的に発現し、かつ障害に対する高い危険性を有する試

験動物を提供する工程；試験化合物をこの試験動物に投与する工程；この化合物

の投与後に、この試験動物におけるこのポリぺプチドの活性を測定する工程；お

よびこの試験動物におけるＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの活性を、この化合物を投

与されていないコントロール動物におけるＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの活性と比

較する工程を包含する。コントロール動物に比べて試験動物においてポリぺプチ

ドの活性の変化が存在する場合、この試験化合物は、障害への潜伏または素因の

調節因子である。

      【００１７】

  本発明はまた、第１の哺乳動物被験体における、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺ

プチドまたはＦＧＦ－ＣＸ核酸の変更したレベルに関連する疾患の存在または素

因を決定するための方法を提供する。この方法は、第１の哺乳動物被験体由来の

サンプル中のポリぺプチドの発現レベルまたは核酸の量を測定する工程；および

そのサンプル中の量を、疾患を有していないことまたは素因がないことが既知で

ある第２の哺乳動物被験体由来のコントロールサンプル中に存在する量と比較す

る工程を包含する。コントロールサンプルと比較した場合の第１の被験体におけ

るポリぺプチドの発現レベルまたは核酸の量における変化は、疾患の存在または

素因を示す。

      【００１８】

  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法もまた本発明によって提供され

、この方法において、この病態は、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの異常な

発現、異常なプロセシング、または異常な生理学的相互作用に関連する。この方
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法は、哺乳動物に、本発明のポリぺプチドを、病理学的状態を軽減するのに十分

な量で投与する工程を包含し、ここでＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドは、配列番号２

のアミノ酸配列を含むポリぺプチドと少なくとも８５％、９０％、９５％、９６

％、９７％、９８％、もしくはさらに９９％も同一であるアミノ酸配列を有する

ポリぺプチド、またはその生物学的に活性なフラグメントである。別の関連方法

において、本発明の抗体は、哺乳動物に投与される。

      【００１９】

  本発明の別の局面において、本発明は、被験体における細胞増殖を促進する方

法を含む。この方法は、被験体に、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドを、細胞

増殖を促進するのに有効な量および期間で投与する工程を包含する。いくつかの

実施形態において、被験体はヒトであり、そして増殖が促進される細胞は、創傷

の近傍の細胞、脈管系の細胞、造血に関与する細胞、赤血球形成に関与する細胞

、胃腸管の管壁細胞、および毛包細胞の中から選択され得る。

      【００２０】

  さらなる局面において、本発明は、被験体において細胞増殖を阻害する方法を

提供し、ここでこの増殖は、本発明のＦＧＦ－ＣＸポリぺプチドの発現に関連す

る。この方法は、被験体に、細胞増殖を阻害する組成物を投与する工程を包含す

る。非常に重要な実施形態において、この組成物は、本発明の抗体または別の治

療剤を含む。重要なことに、被験体はヒトであり、そして増殖が阻害される細胞

は、トランスフォーメーションされた細胞、過形成の細胞、腫瘍細胞、および新

形成細胞の中から選択される。

      【００２１】

  なおさらなる局面において、本発明は、組織増殖関連障害を処置するか、予防

するか、または遅延させる方法を提供する。この方法は、このような処置または

予防または遅延が所望される被験体に、ＦＧＦ－ＣＸ核酸、ＦＧＦ－ＣＸポリぺ

プチド、またはＦＧＦ－ＣＸ抗体を、この被験体において組織増殖関連障害を処

置、予防、または遅延させるのに十分な量で投与する工程を包含する。

      【００２２】

  ＦＧＦ－ＣＸ核酸分子、ポリぺプチドまたは抗体を使用して、診断、処置、予
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防または遅延される組織増殖関連障害は、上皮細胞（例えば、手術後の前眼にお

ける線維芽細胞およびケラチノサイト）を含み得る。他の組織増殖関連障害とし

ては、例えば、腫瘍、再狭窄、乾癬、デュプュイトラン拘縮、糖尿病合併症、カ

ポジ肉種、および慢性関節リウマチが挙げられる。

      【００２３】

  他に定義されない限り、本明細書中で使用される全ての技術用語および科学用

語は、本発明が属する技術分野の当業者により一般に理解される意味と同じ意味

を有する。本明細書中に記載される方法および材料と同様または等価な方法およ

び材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法および

材料は、以下に記載される。本明細書中で言及される全ての刊行物、特許出願、

特許および他の参考文献は、その全体が参考として援用される。矛盾する場合に

は、定義を含む本明細書が支配する。さらに、材料、方法、および実施例は、例

示のみであり、限定を意図しない。

      【００２４】

  本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から

明らかである。

      【００２５】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）ファミリーのメンバーであるポリペ

プチドをコードする、新規なＦＧＦ－ＣＸ核酸配列の発見に一部は基く。本明細

書において使用する場合、表示「ＦＧＦ－ＣＸ」とは、核酸、ポリヌクレオチド

、タンパク質、ポリペプチド、ならびにそれらのいずれかの改変体、誘導体およ

びフラグメント、ならびにこれらのクラスの化合物のいずれかに免疫特異的に結

合する抗体に関する。

      【００２６】

  ＦＧＦファミリーの以前に記載されたメンバーは、多様な細胞機能（例えば、

増殖、生存、アポトーシス、運動性および分化）を調節する。例えば、Ｓｚｅｂ

ｅｎｙｉ＆Ｆａｌｌｏｎ  １９９９  Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｃｙｔｏｌ．１８５：４

５～１０６を参照のこと。これらの分子は、細胞表面チロシンキナーゼＦＧＦレ
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セプター（ＦＧＦＲ）（その４つが今日までに同定されている）との高親和性相

互作用を介してシグナルを細胞内に伝達する。例えば、Ｘｕら、１９９９  Ｃｅ

ｌｌ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｒｅｓ．２９６，３３～４３；Ｋｌｉｎｔ＆Ｃｌａｅｓｓ

ｏｎ－Ｗｅｌｓｈ  １９９９  Ｆｒｏｎｔ．Ｂｉｏｓｃｉ．４：１６５～１７７

を参照のこと。これらのＦＧＦレセプターは、組織培養中のほとんどの型の細胞

で発現される。リガンド結合の際のＦＧＦレセプターモノマーの二量体化は、レ

セプタートランスリン酸化を導く、キナーゼドメインの活性化のための要件であ

ることが報告されている。ＦＧＦレセプター－１（ＦＧＦＲ－１）（４つのＦＧ

Ｆレセプターの最も広範な発現パターンを示す）は、少なくとも７つのチロシン

リン酸化部位を含む。多数のシグナル伝達分子は、これらのリン酸化部位への異

なる親和性での結合により影響される。

      【００２７】

  ＦＧＦはまた、ほとんどの細胞表面および細胞外マトリクス（ＥＣＭ）に存在

する硫酸ヘパリンプロテオグリカン（ＨＳＰＧ）に、低い親和性にもかかわらず

、結合する。ＦＧＦとＨＳＰＧとの間の相互作用は、ＦＧＦ／ＦＧＦＲ相互作用

を安定化させ、ＦＧＦを隔離し、そしてＦＧＦを分解から保護するように働く。

例えば、Ｓｚｅｂｅｎｙｉら、１９９９（上記）を参照のこと。ＦＧＦの増殖促

進能に起因して、ＦＧＦファミリーの１つのメンバーである、ＦＧＦ－７は、現

在、化学療法誘導性粘膜炎の処置の臨床試験中である。例えば、Ｄａｎｉｌｅｎ

ｋｏ  １９９９  Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ｐａｔｈｏｌ．２７：６４～７１を参照のこ

と。

      【００２８】

  正常な増殖および発生への関与に加えて、公知のＦＧＦはまた、癌を含む病理

学的状態の生成に関与していた。例えば、ＢａｓｉｌｉｃｏおよびＭｏｓｃａｔ

ｅｌｌｉ  １９９２  Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５９：１１５～１６５を

参照のこと。ＦＧＦは、腫瘍細胞の増殖を直接増強することにより悪性腫瘍に寄

与し得る。例えば、同じ細胞におけるＦＧＦおよびＦＧＦＲの同時発現を通じた

自己分泌増殖刺激は、細胞のトランスホーメーションを導く。例えば、Ｍａｔｓ

ｕｍｏｔｏ－Ｙｏｓｈｉｔｏｍｉら、１９９７  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ７
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１：４４２～４５０を参照のこと。同様に、変異または再整列を介したＦＧＦＲ

の構成的な活性化は、制御されていない増殖をもたらす。例えば、Ｌｏｒｅｎｚ

ｉら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．９３：８９

５６～８９６１；Ｌｉら、１９９７  Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １４：１３９７～１４

０６を参照のこと。さらに、いくつかのＦＧＦは、脈管形成性である。例えば、

Ｇｅｒｗｉｎｓら、２０００  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａｔｏｌ

．３４：１８５～１９４を参照のこと。このようなＦＧＦは、腫瘍増殖を維持す

るために必要とされる血液供給の発達を促進することにより、腫瘍形成プロセス

に寄与し得る。驚くことではないが、少なくとも１つのＦＧＦが、現在、癌治療

のための可能性のある標的として検討中である。例えば、Ｇａｓｐａｒｉｎｉ  

１９９９  Ｄｒｕｇｓ  ５８：１７～３８を参照のこと。

      【００２９】

  周産期および成体マウスの脳におけるＦＧＦおよびこれらのレセプターの発現

を試験した。ＦＧＦ－４以外の全てのＦＧＦ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡをこ

れらの組織において検出する。ＦＧＦ－３、ＦＧＦ－６、ＦＧＦ－７およびＦＧ

Ｆ－８の遺伝子は、出生後段階よりも後期胚性段階で、より高い発現を示し、こ

のことは、これらのメンバーが、脳発生の後期段階に関与することを示唆する。

対照的に、ＦＧＦ－１およびＦＧＦ－５の発現は、出生後増大した。詳細には、

周産期マウスにおけるＦＧＦ－６発現は、中枢神経系および骨格筋に制限されて

いることが報告されている。この制限は、胚の発生中の大脳において、ただし５

日齢の新生児では小脳において強度のシグナルを有した。ＦＧＦ－レセプター（

ＦＧＦＲ）－４（ＦＧＦ－６の同系レセプター）は、類似の空間時間的発現を示

し、このことは、ＦＧＦ－６およびＦＧＦＲ－４が、リガンド－レセプター系と

して、神経系の成熟に重要な役割を果たすことを示唆する。Ｏｚａｗａらによれ

ば、これらの結果は、種々のＦＧＦおよびそのレセプターが、脳の種々の発生過

程（例えば、神経前駆細胞の増殖および移動、神経およびグリアの分化、神経突

起伸長およびシナプス形成）の調節に関与することを強く示唆する

  グリア活性化因子（ＧＡＦ）（別のＦＧＦファミリーメンバー）は、ヒト神経

膠腫細胞株の培養上清から精製したヘパリン結合増殖因子である。Ｍｉｙａｍｏ
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ｔｏら、１９９３，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  １３（７）：４２５１～４２

５９を参照のこと。ＧＡＦは、他の公知の増殖因子の活性スペクトルとはわずか

に異なる活性スペクトルを示し、そしてＦＧＦ－９と命名されている。ヒトＦＧ

Ｆ－９  ｃＤＮＡは、２０８アミノ酸のポリペプチドをコードする。ＦＧＦファ

ミリーの他のメンバーに対する配列類似性は、約３０％と見積もられた。他のフ

ァミリーメンバーで見出された２つのシステイン残基および他のコンセンサス配

列はまた、ＦＧＦ－９配列で十分保存されている。ＦＧＦ－９は、酸性ＦＧＦお

よび塩基性ＦＧＦにおける配列と同様、そのＮ末端に代表的なシグナル配列を有

さないことが見出された。

      【００３０】

  酸性ＦＧＦおよび塩基性ＦＧＦは、従来の様式で細胞から分泌されないことが

公知である。しかし、ＦＧＦ－９は、代表的なシグナル配列を欠失しているにも

かかわらず、ｃＤＮＡでトランスフェクトされたＣＯＳ細胞から効率的に分泌さ

れることが見出された。ＦＧＦ－９は、細胞の培養培地において排他的に検出さ

れ得る。この分泌タンパク質は、開始メチオニン以外は、ｃＤＮＡ配列により推

定されるタンパク質のＮ末端でアミノ酸残基を欠失しなかった。ラットＦＧＦ－

９  ｃＤＮＡをまたクローニングし、そしてこの構造分析により、ＦＧＦ－９遺

伝子が高度に保存されていることを示した。

      【００３１】

  本発明は、新規なヒトＦＧＦおよびその対応するｃＤＮＡを提供する。この遺

伝子のタンパク質産物は、増殖刺激特性および腫瘍形成特性を示すことが示され

ている。さらに、そのＦＧＦ  ｍＲＮＡの過剰発現は、ある特定の癌細胞株にお

いて注目された。これらの観察は、新規なＦＧＦが、ヒト悪性腫瘍の処置におけ

る優れた標的として働くことにより、有用であり得ることを示唆する。

      【００３２】

  本発明はまた、成熟ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、成熟ＦＧＦ－ＣＸポリペプチ

ドの改変体、成熟ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドのフラグメントおよび成熟改変ＦＧ

Ｆ－ＣＸポリペプチドのフラグメント、ならびにこれらのポリペプチドおよびフ

ラグメントをコードする核酸を包含する。本明細書において用いる場合、本発明
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に開示されるＦＧＦ－ＣＸポリペプチドまたはタンパク質の「成熟」形態は、天

然に存在するポリペプチドまたは前駆体型またはプロタンパク質の産物である。

天然に存在するポリペプチド、前駆体またはタンパク質としては、非限定的な例

として、対応する遺伝子によりコードされる全長遺伝子産物が挙げられる。いく

つかの実施形態において、成熟型は、本明細書において記載されるオープンリー

ディングフレームによりコードされる、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、前駆体、ま

たはプロタンパク質を含む。「成熟」型産物は、例えば、１つ以上の天然に存在

するプロセシング工程の結果として生じ得る。なぜなら、その産物は、遺伝子産

物が生じる、細胞、すなわち宿主細胞内で生じ得るからである。

      【００３３】

  ポリペプチドまたはタンパク質の「成熟」形態を導くこのようなプロセシング

の例としては、オープンリーディングフレームの開始コドンによりコードされる

Ｎ末端メチオニン残基の切断、またはシグナルペプチドもしくはリーダー配列の

タンパク質分解性切断が挙げられる。従って、ＦＧＦ－ＣＸ前駆体ポリペプチド

またはタンパク質（１～Ｎの残基を有し、ここで残基１は、Ｎ末端メチオニンで

ある）から生じる成熟形態は、Ｎ末端メチオニンの除去後に残る、残基２～Ｎを

有する。あるいは、残基１～Ｎを有する前駆体ポリペプチドまたはタンパク質か

ら生じる成熟形態（ここで、残基１～残基ＭのＮ末端シグナル配列は切断されて

いる）は、残りの残基Ｍ＋１～残基Ｎの残基を有する。さらに、「成熟」タンパ

ク質またはフラグメントは、開始メチオニンの除去またはシグナルペプチドの除

去以外の切断事象から生じ得る。さらに、本明細書において用いる場合、ＦＧＦ

－ＣＸポリペプチドまたはタンパク質の「成熟」形態は、タンパク質分解性切断

事象以外の翻訳後修飾の工程から生じ得る。このようなさらなるプロセシングと

しては、非限定的な例として、グリコシル化、ミリストイル化、またはリン酸化

が挙げられる。該して、成熟ポリペプチドまたはタンパク質は、これらのプロセ

シングの１つのみ、またはこれらの処理のいずれかの組合せの操作から生じ得る

。

      【００３４】

  本明細書において用いる場合、「同一の」残基は、２つの配列の間の比較にお
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いて、２つの配列の整列における等価なヌクレオチド塩基またはアミノ酸残基が

、同じ残基である、残基に対応する。あるいは、整列中の２つの配列の間の比較

により、比較中の等しい位置の残基が、同じアミノ酸または以下に規定する保存

アミノ酸のいずれかであることが示される場合、残基は、「類似」または「ポジ

ティブ」であると記載される。

      【００３５】

  ＦＧＦ－ＣＸ核酸、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドまたはその一部をコードする単

離された核酸、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、これらの核酸を含有するベクター、

ＦＧＦ－ＣＸ核酸で形質転換された宿主細胞、抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体、および薬学

的組成物が、本発明内に含まれる。また、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドを作製する

方法、ならびにこれらの化合物を用いて状態をスクリーニング、診断、処置する

方法、そしてＦＧＦ－ＣＸポリペプチド活性を調節する化合物をスクリーニング

する方法も開示される。以下の表１は、本発明を通じて用いられる配列記述子を

記載する。

      【００３６】

【表１】
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  本明細書中にて議論されるＦＧＦ－ＣＸ核酸およびＦＧＦ－ＣＸポリペプチド

、ならびにＦＧＦ－ＣＸ抗体、治療薬剤および薬学的組成物は、とりわけ、組織

増殖関連障害を処置する際に有用である。これらの組織増殖関連障害としては、

手術後に眼前部（ａｎｔｅｒｉｏｒ  ｅｙｅ）において上皮細胞（例えば、線維

芽細胞およびケラチノサイト）を冒す障害が挙げられ得る。他の組織増殖関連障
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害としては、例えば、腫瘍、再狭窄、乾癬、デュプュイトラン拘縮、糖尿病合併

症、カポージ肉腫、および慢性関節リウマチが挙げられる。

      【００３７】

  本発明に含まれるのは、新規な線維芽細胞増殖因子（線維芽細胞増殖因子２０

Ｘ（ＦＧＦ－ＣＸ）と称する）をコードするヌクレオチド配列（配列番号１）で

ある（図１；配列番号１を参照のこと）。このコード配列は、ヒトゲノムＤＮＡ

配列にて同定された。開示されたＤＮＡ配列は、２１１アミノ酸残基（配列番号

２）を有すると推測されるポリペプチドをコードする６３３塩基を有する。ＦＧ

Ｆ－ＣＸの推定分子量は、図１および配列番号２に示される配列に基づくと、２

３４９８．４Ｄａである。

      【００３８】

  ＦＧＦ－ＣＸ核酸配列が、関連する核酸配列を同定するためのＢＬＡＳＴＮ検

索における照会ヌクレオチド配列として使用された。このＦＧＦ－ＣＸヌクレオ

チド配列は、マウス線維芽細胞増殖因子９（ＦＧＦ９）と高い類似性（５４３塩

基中３９２塩基が同一（すなわち、７２％）；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｓ８２０

２３）を有し、そしてグリア細胞活性化因子（ＧＡＰ）をコードするヒトＤＮＡ

と高い類似性（５５４塩基中３８５塩基同一（すなわち、６９％）；ＧａｎＢａ

ｎｋ登録番号Ｅ０５８２２；ＦＧＦ－９とも称する）を有する。さらに、ＦＧＦ

－ＣＸは、Ｎａｒｕｏらによって日本国特許ＪＰ  １９９３３０１８９３に開示

されるＧＡＦ配列（配列番号５）に対してかなりの程度の同一性（４２４塩基中

３１１塩基が同一（すなわち、７３％））を有することが見出された。

      【００３９】

  ＦＧＦ－ＣＸの相補鎖もまた、染色体のセグメント８ｐ２１．３－８ｐ２２に

位置する１００キロ塩基対（ｋｂｐ）のクローン化ゲノムＤＮＡフラグメント（

ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＢ０２０８５８）に対して類似性の領域を有する。図

３Ａに示されるように、配列番号１のリバース鎖の塩基１～２８９は、このＧｅ

ｎＢａｎｋゲノムフラグメントの塩基１５９２７～１６２１４（配列番号６）と

同一およびポジティブの両方である２８８ｂｐを２８９ｂｐ中に有する（９９％

）。図３Ｂに示されるように、配列番号１のリバース鎖の塩基３８０～６３３は
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、このＧｅｎＢａｎｋゲノムフラグメントの塩基７２５７～７５１１（配列番号

７）と同一およびポジティブの両方である２５０ｂｐを２５５ｂｐ中に有する（

９８％）。図３Ｃに示されるように、配列番号１のリバース鎖の塩基２８６～２

９１は、このＧｅｎＢａｎｋゲノムフラグメントの塩基９８３７～９９４２（配

列番号８）と同一およびポジティブの両方である１０６ｂｐを１０６ｂｐ中に有

する（１００％）。ＢＬＡＳＴＮスコアは、図３Ａ、図３Ｂおよび図３Ｃについ

て、それぞれ、１４３０（２１４．６ビット）、１２２４（１８３．６ビット）

および５３０（７９．５ビット）であった。３つすべてのＢＬＡＳＴＮ比較につ

いての期待値および合計Ｐ（３）値は、１．６ｅ－１２６であった。

      【００４０】

  ゲノム探査（ｇｅｎｏｍｉｃ  ｍｉｎｉｎｇ）により同定されたオープンリー

ディングフレーム（ＯＲＦ）を確認するために、ＰＣＲ増幅を使用して、推定ゲ

ノムクローンに対応するｃＤＮＡを得た。得られた生成物のヌクレオチド配列は

、推定遺伝子のヌクレオチド配列と正確に一致する（実施例１を参照のこと）。

      【００４１】

  ｃＤＮＡによりコードされるタンパク質は、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＦＧＦ－２０Ｘ

（本明細書中においてＸＦＧＦ－ＣＸまたはＸＦＧＦ－２０Ｘと称する）、なら

びにヒトＦＧＦ－９およびヒトＦＧＦ－１６と最も密接に関連する（それぞれ、

８０％、７０％および６４％のアミノ酸同一性；図４および図５を参照のこと）

。ＸＦＧＦ－ＣＸとの強い相同性に基づいて、本開示にて同定された遺伝子は、

そのヒトオルソログを示すと考えられ、そして本明細書中でＦＧＦ－ＣＸと命名

される。

      【００４２】

  ヒトＦＧＦ－９（配列番号９）との、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド配列（配列番

号２）の最初の２０８アミノ酸のＢＬＡＳＴＰアラインメントが、図６に示され

る。ＦＧＦ－９は、グリア細胞活性化因子前駆体（ＧＡＦ）（線維芽細胞増殖因

子９）についてＳＷＩＳＳＰＲＯＴ登録番号Ｐ３１３７１として開示されている

。例えば、Ｍｉｙａｍｏｔｏら、１９９３、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１３

：４２５１～４２５９；Ｎａｒｕｏら、１９９３、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
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６８：２８５７～２８６４を参照のこと。マウスＦＧＦ－９配列（配列番号１０

）およびラットＦＧＦ－９配列（配列番号１１）との、推定ＦＧＦ－ＣＸポリペ

プチド（配列番号２（配列番号１の翻訳形態））の最初の２０８アミノ酸のＢＬ

ＡＳＴＸアラインメントが、それぞれ、図７および図８に示される。グリア細胞

活性化因子前駆体（ＧＡＦ）（線維芽細胞増殖因子９）についてＳＷＩＳＳＰＲ

ＯＴ登録番号Ｐ５４１３０、およびマウスＦＧＦ－９についてＳａｎｔｏｓ－Ｏ

ｃａｍｐｏら、１９９６、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：１７２６～１７３

１を参照のこと；そしてグリア細胞活性化因子前駆体（ＧＡＦ）（線維芽細胞増

殖因子９）（ＦＧＦ－９）についてＳＷＩＳＳＰＲＯＴ登録番号Ｐ３６３６４、

およびラットＦＧＦ－９についてＭｉｙａｍｏｔｏ、１９９３、Ｍｏｌ．Ｃｅｌ

ｌ．Ｂｉｏｌ．１３：４２５１～４２５９を参照のこと。図５～７においてバー

（「｜」）により示されるように、３つすべての種のＦＧＦ－９配列は、ＦＧＦ

－ＣＸ（配列番号２）と同一な１４７残基を２０８残基中に有し、全体配列同一

性７０％である。さらに、２０８残基中１７０残基が、ＦＧＦ－ＣＸの配列（配

列番号２）に対してポジティブであり、ポジティブな残基の全体パーセンテージ

は８１％である。ポジティブな残基とは、整列した場合に、比較される配列の同

じ相対位置において、同一である（「｜」）かまたは保存的アミノ酸置換（「＋

」）を有するかのいずれかである残基である。以下を参照のこと。

      【００４３】

  全長ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド（配列番号２）はまた、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＦＧ

Ｆ－ＣＸ（配列番号１２）とＢＬＡＳＴＸにより整列された。図９に示されるよ

うに、ＦＧＦ－ＣＸは、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＸＦＧＦ－ＣＸと比較して、２１１残

基中に、同一な１７０残基（８０％）およびポジティブな１８９残基（８９％）

を有する。Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＸＦＧＦ－ＣＸは、哺乳動物ＦＧＦ－９に基づくプ

ライマーを用いて実施した縮重ＰＣＲの生成物をプローブとして使用して、尾芽

期でのｃＤＮＡライブラリーから最近得られた。Ｋｏｇａら、１９９９、Ｂｉｏ

ｃｈｅｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｒｅｓ  Ｃｏｍｍｕｎ  ２６１：７５６～７６５を

参照のこと。ＸＦＧＦ－ＣＸオープンリーディングフレームの推定２０８アミノ

酸配列は、ＦＧＦファミリーの特徴であるモチーフと含む。ＸＦＧＦ－ＣＸは、
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ＸＦＧＦ－９に対して７３．１％の全体類似性を有するが、そのアミノ末端領域

にてＸＦＧＦ－９と異なる（３３．３％類似性）。このことは、本発明で開示さ

れる配列番号２について、種々の哺乳動物ＦＧＦ－９配列およびＦＧＦ－１６配

列（ヒトを含む（上記を参照のこと））に対して観察される類似性と似ている。

図４、５および７～９を参照のこと。

      【００４４】

  図１中のポリペプチド配列（配列番号２）は、小胞体の膜およびミクロボディ

ー（ペルオキシソーム）の膜を通るソーティングについて高い可能性を有すると

、ＰＳＯＲＴプログラムにより推定される。さらに、このポリペプチド配列は、

そのＮ末端に切断可能な推定シグナル配列を有さないが、図１０におけるハイド

ロパシープロットは、ＦＧＦ－ＣＸが、アミノ酸位置およそ９０～およそ１１５

に、顕著な疎水性セグメント（配列番号１３）を有することを示す。この単一の

疎水性領域は、このＦＧＦファミリーの他のメンバー中のソーティングシグナル

であることが知られている。従って、配列番号１３のアミノ酸を含むポリペプチ

ドは、ソーティングシグナルとして有用であり、種々の細胞膜（例えば、小胞体

、ゴルジ膜または原形質膜）を通る分泌を可能にする。

      【００４５】

  ＦＧＦ－ＣＸは、ＰＳＯＲＴコンピューターアルゴリズム（Ｎａｋａｉら、１

９９２、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  １４、８９７～９１１）およびＳＩＧＮＡＬＰコン

ピューターアルゴリズム（Ｎｉｅｌｓｅｎら、１９９７、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎ

ｇ．１０：１～６）により推定された場合、その最も近いヒトファミリーメンバ

ーのうちのいくつか（例えば、ＦＧＦ－９およびＦＧＦ－１６）についてちょう

うど見出されたように、古典的アミノ末端シグナル配列を欠く。それにも関わら

ず、ＦＧＦ－９およびＦＧＦ－１６の両方は、分泌される。例えば、Ｍａｔｓｕ

ｍｏｔｏ－Ｙｏｓｈｉｔｏｍｉら、１９９７、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ７１

：４４２～４５０；Ｍｉｙａｋｅら、１９９８、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ

ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．２４３：１４８～１５２；Ｍｉｙａｋａｗａら、１９９

９、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：２９３５２～２９３５７；Ｒｅｖｅｓｔ

ら、２０００、Ｊ  Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５、８０８３～８０９０を参照の
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こと。ＦＧＦ－ＣＸもまた分泌されるか否かを決定するために、全長ＦＧＦ－Ｃ

Ｘタンパク質をコードするｃＤＮＡが、哺乳動物発現ベクター中にサブクローニ

ングされ、このベクターはｐＦＧＦ－ＣＸと名付けられた。ヒト胚性腎臓２９３

細胞がこのベクターでトランスフェクトされた場合に発現されるタンパク質が、

馴化培地にて見出され、そしてＣ末端Ｖ５エピトープに対する抗体により検出さ

れるバンドを示し、ウェスタンブロットにおけるみかけの分子量は約２７ｋＤａ

である（図１１、実施例７）。発現されるタンパク質のさらなる部分が、ヘパリ

ン硫酸プロテオグリカン（ＨＳＰＧ）との相互作用を阻害する物質を用いた処理

により、２９３細胞上での隔離（ｓｅｑｕｅｓｔｒａｔｉｏｎ）から放出される

。この様式で放出されるタンパク質もまた、類似のウェスタンブロットパターン

を示す（図１１）。同様に、そのタンパク質が、Ｉｇ  κシグナル配列を組み込

んだ組換えプラスミドからＨＥＫ２９３細胞において発現された場合、ウェスタ

ンブロットによって、みかけの分子量約３４ｋＤａのバンドが検出される（図１

２、実施例５）。

      【００４６】

  本発明のＦＧＦ－ＣＸを含む、いくつかの脊椎動物ＦＧＦ様タンパク質につい

てのＣｌｕｓｔａｌＷ多重タンパク質アラインメント（Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、１

９９４、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２２：４６７３～４６８０）が、図４

および図５に示される。その３つの哺乳動物タンパク質（配列番号９～１１）は

、互いに非常に密接に類似するが、本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質（配列番号

２）とはかなり異なる。また、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＸＦＧＦ－ＣＸ（配列番号１２

）と配列番号２の配列とは、ＦＧＦ－９の配列よりも近く、互いに類似する。Ｆ

ＧＦ－９分泌に関与する内部疎水性ドメインが、ＦＧＦ－９配列の残基９５～１

２０に広がる。例えば、Ｍｉｙａｋａｗａら、１９９９、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ

ｍ．２７４：２９３５２～２９３５７を参照のこと。図１０は、ＦＧＦ－ＣＸの

ハイドロパシープロットを示す。

      【００４７】

  ＸＦＧＦ－２０の発現とＸｅｎｏｐｕｓ  ＦＧＦ－９の発現は、互いに異なる

。ＸＦＧＦ－２０  ｍＲＮＡは、二倍体細胞において、尾芽期およびその後の胚
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において、そして特に、成体の胃および精巣において、発現されるが；ＸＦＧＦ

－９  ｍＲＮＡは、卵および多くの成体組織において、母性的に発現される。例

えば、Ｋｏｇａら（上記）を参照のこと。原腸形成の間のＸＦＧＦ－２０の正確

な発現は、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ｌａｅｖｉｓにおける正常な頭構造の形成に必要な

おうである。ＸＦＧＦ－２０  ｍＲＮＡが早期胚において過剰発現された場合、

原腸形成が異常であり、そして前部構造の発生が抑制された。Ｋｏｇａら（上記

）を参照のこと。このような胚において、試験した転写物の中でも、Ｘｂｒａ転

写物の発現が、原腸形成の間抑制され、このことは、Ｘｂｒａ遺伝子の発現がＸ

ＦＧＦ－ＣＸ効果を媒介することを示した。例えば、Ｋｏｇａら（上記）を参照

のこと。

      【００４８】

  増殖中の組織（例えば、卵、精巣、および雌性カエルにおける複数の組織を含

む）における関連するＸＦＧＦ－９ポリペプチドの発現パターンは、機能する器

官において正常に再生する組織の維持における、ＸＦＧＦ－２０についての役割

を示唆する。

      【００４９】

  実施例８において、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡが、正常な小脳、ならびにいくつ

かのヒト腫瘍細胞株（肺、胃および結腸の癌を含む）において発現されるが、対

応する正常組織では発現されないことが、示される。正常な肺、胃および結腸に

おけるＦＧＦ－ＣＸ発現の欠如、ならびにこれらの組織由来の腫瘍株におけるＦ

ＧＦ－ＣＸ発現の存在は、これらの癌細胞株が、不適切な様式でＦＧＦ－ＣＸを

明らかに過剰発現することを示す。ＦＧＦ－ＣＸが位置する染色体領域は、結腸

直腸癌、肺癌、および胃癌において共通して変化している。例えば、Ｅｍｉら、

１９９２、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５２：５３６８～５３７２；Ｂａｆｆａら、

２０００、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ６：１３７２～１３７７を参照の

こと。これらの細胞におけるＦＧＦ－ＣＸ駆動性オートクライン増殖ループの確

立が、それら細胞の最初の腫瘍形成性転換および／またはそれらの細胞のその後

の増殖に寄与することが、可能である。このシナリオは、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞に

おけるＦＧＦ－ＣＸ駆動性オートクラインループの生成が、その細胞の腫瘍形成
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能を活性化するという知見により支持される（実施例１１を参照のこと）。腫瘍

細胞によるＦＧＦ－ＣＸ分泌が、間質細胞に対するパラクリン効果を介してその

細胞のインビボ増殖を刺激することもまた、可能である。

      【００５０】

  ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞における異種ＦＧＦ－ＣＸの発現は、その細胞のトランス

フォーメーションおよび腫瘍形成性を誘導することが見出されている（実施例１

１を参照のこと）。これらの効果は、ネイティブのＦＧＦ－ＣＸ（構築物ｐＦＧ

Ｆ－ＣＸ）およびアミノ末端の異種Ｉｇκシグナル配列とともに発現されるＦＧ

Ｆ－ＣＸ（構築物ｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸ）の両方によって媒介される。しかし

、ｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸは、ｐＦＧＦ－ＣＸよりも（大きなインビトロトラン

スフォーメーション能力（データは示さず）およびインビボ腫瘍形成性（図１９

）により示されるように）腫瘍形成的に活性であることが、注意されるべきであ

る。ｐＦＧＦ－ＣＸに対して勝っているｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸの腫瘍形成性は

、ｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸが、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞においてｐＦＧＦ－ＣＸより

も有意に多く分泌ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を生成するという事実（図１１Ｂ）に

、おそらく起因する。

      【００５１】

  ＦＧＦ－ＣＸと同様に、他のＦＧＦは、異所性発現の後に細胞をトランスフォ

ーメーションすることが示されており、そしていくつかの場合において、ＦＧＦ

シグナル伝達の阻止が、細胞トランスフォーメーションを抑制することが示され

ている。例えば、Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ－Ｙｏｓｈｉｔｏｍｉら、１９９７、Ｉｎ

ｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ７１：４４２～４５０；Ｌｉら、１９９４、Ｍｏｌ．Ｃ

ｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１４：７６６０～７６６９を参照のこと。

      【００５２】

  本明細書中に記載されるＦＧＦ－ＣＸの特性、ならびに関連するＦＧＦタンパ

ク質について見出される効果に基づいて、ＦＧＦ－ＣＸはヒト悪性疾患において

重要な役割を果たすことが、考えられる。これらの理由により、本明細書中に開

示されるＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、ＦＧＦ－ＣＸ核酸およびＦＧＦ－ＣＸ抗体

は、これらの組成物の存在または量を診断する方法において、ＦＧＦ－ＣＸに関
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連する病因に関連する治療薬剤についてスクリーニングおよび同定する際に、そ

して種々の悪性疾患の処置方法において、有用である。

      【００５３】

  （ＦＧＦ－ＣＸ核酸）

  本発明の核酸は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはＦＧＦ－ＣＸ様タンパク質を

コードする核酸を含む。これらの核酸には、配列が図１および配列番号１に提供

される核酸、またはそのフラグメントがある。このＦＧＦ－ＣＸ核酸は、ゲノム

ＦＧＦ－ＣＸ核酸のヌクレオチド配列、またはｃＤＮＡのヌクレオチド配列を有

し得る。さらに、本発明は、配列番号１の変異体核酸もしくは改変体核酸、また

はそのフラグメントを含み、それら核酸の塩基のいずれもが、そのＦＧＦ－ＣＸ

様活性および生理学的機能を維持するタンパク質を依然としてコードしつつ、図

１に示される対応する塩基から変化され得る。本発明はさらに、配列番号１の核

酸配列の相補体（そのフラグメント、誘導体、アナログおよびホモログを含む）

を含む。ＦＧＦ－ＣＸの一部の相補鎖の例が、図３Ａ、図３Ｂ、および図３Ｃに

示される。本発明はさらに、構造が化学的改変を含む、核酸もしくは核酸フラグ

メント、またはそれらの相補体を含む。

      【００５４】

  本発明の１つの局面は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質もしくはその生物学的に活性

な部分をコードする、単離された核酸分子に関する。また、ＦＧＦ－ＣＸをコー

ドする核酸（例えば、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡ）を同定するためのハイブリダイ

ゼーションプローブとしての使用に十分な核酸フラグメント、ならびにＦＧＦ－

ＣＸ核酸分子の増幅もしくは変異のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プラ

イマーとしての使用のためのフラグメントが、含まれる。本明細書中で使用され

る場合、用語「核酸分子」とは、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡもしくはゲノム

ＤＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して

生成されるそのＤＮＡもしくはＤＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フ

ラグメント、およびホモログを含むことが意図される。その核酸分子は、一本鎖

であってもよいし、または二本鎖であってもよいが、好ましくは二本鎖ＤＮＡで

ある。
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      【００５５】

  「プローブ」とは、可変長、好ましくは少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ

）、１００ｎｔ、または例えば、約６，０００ｎｔ程度の多さの（用途に依存す

る）、核酸配列をいう。プローブは、同一の核酸配列、類似の核酸配列もしくは

相補的核酸の検出において使用される。長さが比較的長いプローブは、通常は天

然供給源もしくは組換え供給源から得られ、オリゴマーよりも高い特異性であり

かつゆっくりハイブリダイズする。プローブは、一本鎖であってももしくは二本

鎖であってもよく、そしてＰＣＲ、メンブレンベースのハイブリダイゼーション

技術、またはＥＬＩＳＡ様技術において特異性を有するように設計され得る。  

「単離された」核酸分子は、その核酸の天然の供給源中に存在する他の核酸分子

から分離している、核酸分子である。単離された核酸分子の例としては、ベクタ

ー中に含まれた組換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞中に維持された組換えＤＮＡ分

子、部分精製された核酸分子もしくは実質的に精製された核酸分子、ならびに合

成ＤＮＡ分子もしくは合成ＲＮＡ分子が挙げられるが、これらに限定されない。

好ましくは、「単離された」核酸は、その核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中

でその核酸に天然で隣接する配列（すなわち、その核酸の５’末端に位置する配

列および３’末端に位置する配列）を含まない。例えば、種々の実施形態におい

て、その単離されたＦＧＦ－ＣＸ核酸分子は、その核酸が由来する細胞のゲノム

ＤＮＡ中でその核酸分子に天然で隣接するヌクレオチド配列のうちの約５０ｋｂ

未満、約２５ｋｂ未満、約５ｋｂ未満、約４ｋｂ未満、約３ｋｂ未満、約２ｋｂ

未満、約１ｋｂ未満、約０．５ｋｂ未満または約０．１ｋｂ未満を含み得る。さ

らに、「単離された」核酸分子（例えば、ｃＤＮＡ分子）は、組換え技術により

産生された場合に実質的には他の細胞物質もしくは培養培地なしであり得、ある

いは、化学合成された場合には実質的には化学物質前駆体もしくは他の化学物質

なしであり得る。

      【００５６】

  本発明の核酸分子（例えば、配列番号１のヌクレオチド配列を有する核酸分子

、またはこのヌクレオチド配列のいずれかの相補鎖）は、標準的な分子生物学技

術および本明細書中に提供される配列情報を使用して単離され得る。ハイブリダ
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イゼーションプローブとして、配列番号１の核酸配列の全てまたは一部を使用し

て、ＦＧＦ－ＣＸ核酸配列は、標準的なハイブリダイゼーション技術およびクロ

ーニング技術（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、編、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯ

ＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒ

ｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒ

ｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、１９８９；およびＡｕｓｕｂｅｌら、編、ＣＵＲ

ＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、

Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３に記載さ

れるような技術）を使用して単離され得る。

      【００５７】

  本発明の核酸は、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、あるいはゲノムＤＮＡを、標準的なＰ

ＣＲ増幅技術に従うテンプレートおよび適切なオリゴヌクレオチドプライマーと

して使用して、増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中

にクローニングされ得、そしてＤＮＡ配列分析によって特徴付けられ得る。さら

に、ＦＧＦ－ＣＸヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な

合成技術によって（例えば、自動化ＤＮＡ合成機を使用して）調製され得る。

      【００５８】

  本明細書で用いられる場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結され

たヌクレオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられ

得る十分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲ

ノム配列もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そ

して特定の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的ＤＮＡまたは

ＲＮＡを増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌ

クレオチドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔ、または１００ｎｔの長さ、好ましくは約

１５ｎｔ～３０ｎｔの長さを有する核酸配列の部分を含む。１つの実施形態では

、１００ｎｔより少ない長さの核酸分子を含むオリゴヌクレオチドは、さらに、

配列番号１の少なくとも６個連続するヌクレオチド、またはその相補鎖を含む。

オリゴヌクレオチドは、化学的に合成され得、そしてプローブとして用いられ得

る。
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      【００５９】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１に示されるヌ

クレオチド配列の相補鎖である核酸分子を含む。別の実施形態では、本発明の単

離された核酸分子は、配列番号１に示されるヌクレオチド配列またはこのヌクレ

オチド配列の一部分の相補鎖である核酸分子を含む。配列番号１に示されるヌク

レオチド配列に相補的である核酸分子は、配列番号１に示されるヌクレオチド配

列に十分相補的である核酸分子であり、配列番号１に示される核酸配列に対しミ

スマッチがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖を

形成する。

      【００６０】

  本明細書で用いる用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間のＷａｔ

ｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして用語「

結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまたは化合

物またはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合は、イオ

ン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む。物理的

相互作用は直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互作用は、別のポ

リペプチドまたは化合物を介するか、またはその効果に起因し得る。直接的結合

は、別のポリペプチドもしくは化合物の効果を介して、またはその効果に起因し

て生じない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【００６１】

  さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１の核酸配列の一部のみ（例えば、プ

ローブまたはプライマーとして使用され得るフラグメント、あるいはＦＧＦ－Ｃ

Ｘの生物学的に活性な部分をコードするフラグメント）を含み得る。本明細書中

に提供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連続する）核酸配列または少

なくとも４個の（連続する）アミノ酸配列（それぞれ、核酸の場合には、特異的

なハイブリダイゼーションを可能にし、またはアミノ酸の場合には、エピトープ

の特異的な認識を可能にするに十分な長さ）として規定され、そして全長配列未

満のせいぜいいくらかの部分である。フラグメントは、選択された核酸配列また

はアミノ酸配列の任意の連続する部分に由来し得る。誘導体は、直接的にかまた



(35) 特表２００３－５０５０７５

は改変もしくは部分的置換によってかのいずれかでネイティブな化合物から形成

される核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、ネイティブな化合物に

類似する構造を有する（しかし、同一ではない）が、特定の成分または側鎖に関

してそれとは異なる核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、合成物で

あり得るか、または進化的に異なる起源に由来し得、そして野生型と比較して、

類似の代謝活性または反対の代謝活性を有し得る。

      【００６２】

  誘導体およびアナログは、以下に記載のように、誘導体またはアナログが、修

飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長、または全長以外のものであり得

る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施形態

において、本発明の核酸もしくはタンパク質に、同一の大きさの核酸またはアミ

ノ酸配列にわたって、または整列した配列に比較した場合（この整列は、当該分

野で公知であるコンピューター相同性プログラムによって実施される）、少なく

とも約７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、もしくは９９％もの

同一性（好ましい同一性は、８０～９９％）で実質的に相同であるか、あるいは

そのコードする核酸がストリンジェントの、中程度にストリンジェントの、また

は低いストリンジェントの条件下で上記のタンパク質をコードする配列の相補鎖

にハイブリダイズし得る、領域を含む分子を包含するが、これらに限定されない

。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  Ｍ

ＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎ

ｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、および以下を参照のこと。例示のプログラム

は、Ｇａｐプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓ

ｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、Ｖｅｒｓｉｏｎ  ８  ｆｏｒ  ＵＮＩＸ(登録商標）、

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒ

ｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）（デフォルト設定を使用、

これは、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎのアルゴリズム（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ

．Ｍａｔｈ．、１９８１、２：４８２－４８９、これらは、その全体が参考とし

て本明細書中に援用される）を使用する）である。

      【００６３】
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  「相同な核酸配列」もしくは「相同なアミノ酸配列」、またはその改変体とは

、上記で考察したように、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相

同性によって特徴付けられる配列をいう。相同なヌクレオチド配列は、ＦＧＦ－

ＣＸポリペプチドのアイソフォームをコードする配列をコードする。アイソフォ

ームは、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異

なる組織において発現され得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子に

よってコードされ得る。本発明において、相同なヌクレオチド配列は、ヒト以外

の種（哺乳動物が挙げられるが、これに限定されず、従って、例えば、マウス、

ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る）のＦ

ＧＦ－ＣＸポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌクレオ

チド配列はまた、天然に生じる対立遺伝子改変体および本明細書に記載されるヌ

クレオチド配列の変異体が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、相同

的ヌクレオチド配列は、ヒトＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードするヌクレオチド

配列を含まない。相同核酸配列は、配列番号２の保存的アミノ酸置換（以下を参

照のこと）、およびＦＧＦ－ＣＸ活性を有するポリペプチドをコードする核酸配

列を含む。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の生物学的活性は以下に記載されている。相

同的アミノ酸配列は、ヒトＦＧＦ－ＣＸポリペプチドのアミノ酸配列をコードし

ない。

      【００６４】

  ヒトＦＧＦ－ＣＸ遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は、

他の細胞型（例えば、他の組織由来）におけるＦＧＦ－ＣＸホモログ、ならびに

他の哺乳動物由来のＦＧＦ－ＣＸホモログを同定および／またはクローニングす

る際の使用のために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。

このプローブ／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオ

チドを含む。このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１の少なくとも

約１２個、約２５個、約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５

０個、約３００個、約３５０個または約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレ

オチド配列；または配列番号１のアンチセンス鎖ヌクレオチド配列；あるいは配

列番号１の天然に存在する変異体の少なくとも約１２個、約２５個、約５０個、
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約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約３５０個ま

たは約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列に、ストリンジェント

な条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。

      【００６５】

  ヒトＦＧＦ－ＣＸヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じまたは相同なタ

ンパク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用され得る。

種々の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに付着した標識基を

含み、例えば、この標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素補因

子であり得る。このようなプローブは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を誤って発現す

る細胞または組織を同定するための診断試験キットの一部として、例えば、被験

体由来の細胞のサンプル中のＦＧＦ－ＣＸをコードする核酸のレベルを測定する

こと（例えば、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＦ

ＧＦ－ＣＸ遺伝子が変異しているかまたは欠失しているか否かを決定すること）

によって使用され得る。

      【００６６】

  「ＦＧＦ－ＣＸの生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は、本発明の

ポリペプチドの活性に類似するが必ずしも同一ではない活性を示すポリペプチド

をいい、用量依存性の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにおいて測定さ

れるような成熟形態を含む。「ＦＧＦ－ＣＸの生物学的に活性な部分」をコード

する核酸フラグメントは、ＦＧＦ－ＣＸの生物学的活性（ＦＧＦ－ＣＸタンパク

質の生物学的活性は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコードする、

配列番号１の一部を単離し、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のコードされた部分を発現

させ（例えば、インビトロでの組換え発現によって）、そしてＦＧＦ－ＣＸのコ

ードされた部分の活性を評価することによって調製され得る。例えば、ＦＧＦ－

ＣＸの生物学的に活性な部分をコードする核酸フラグメントは、必要に応じて、

ＡＴＰ結合ドメインを含み得る。別の実施形態おいて、ＦＧＦ－ＣＸの生物学的

に活性な部分をコードする核酸フラグメントは、以下に記載されるような、１つ

以上の領域を含む。

      【００６７】
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  （ＦＧＦ－ＣＸの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、図１に示されるヌクレオチド

配列とは異なる核酸分子を包含する。従って、これらの核酸は、配列番号１に示

されるヌクレオチド配列によりコードされるものと同じＦＧＦ－ＣＸタンパク質

をコードする。別の実施形態において、本発明の単離された核酸分子は、配列番

号２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするヌクレオチド配列

を有する。

      【００６８】

  配列番号１に示されるヒトＦＧＦ－ＣＸヌクレオチド配列に加えて、ＦＧＦ－

ＣＸのアミノ酸配列における変化を導くＤＮＡ配列多型は、集団（例えば、ヒト

集団）内に存在し得ることが、当業者によって理解される。ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子

中のこのような遺伝的多型は、天然の対立遺伝子のバリエーションに起因して、

集団内の個体間に存在し得る。本明細書中で使用される場合、用語「遺伝子」お

よび「組換え遺伝子」は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、好ましくは哺乳動物のＦＧ

Ｆ－ＣＸタンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含む核酸分子

をいう。このような天然の対立遺伝子のバリエーションは、代表的には、ＦＧＦ

－ＣＸ遺伝子のヌクレオチド配列において１～５％の変動性を生じ得る。天然の

対立遺伝子バリエーションの結果であり、そしてＦＧＦ－ＣＸの機能的活性を変

化させない、ＦＧＦ－ＣＸ内の任意および全てのこのようなヌクレオチドのバリ

エーションならびに得られるアミノ酸多型は、本発明の範囲内であると意図され

る。

      【００６９】

  さらに、他の種由来のＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードし、従って、配列番号

１のヒト配列とは異なるヌクレオチド配列を有する核酸分子は、本発明の範囲内

にあることが意図される。本発明のＦＧＦ－ＣＸのｃＤＮＡの天然の対立遺伝子

改変体およびホモログに対する核酸分子は、本明細書中に開示されるヒトのＦＧ

Ｆ－ＣＸ核酸に対するその相同性に基づいて、ストリンジェントハイブリダイゼ

ーション条件下で、標準的なハイブリダイゼーション技術に従うハイブリダイゼ

ーションプローブとしてヒトの配列またはその一部を用いて単離され得る。例え
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ば、可溶性ヒトＦＧＦ－ＣＸ  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合ＦＧＦ－ＣＸに対する

その相同性に基づいて単離され得る。同様に、膜結合ヒトＦＧＦ－ＣＸ  ｃＤＮ

Ａは、可溶性ヒトＦＧＦ－ＣＸに対するその相同性に基づいて単離され得る。

      【００７０】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で配列番号１のヌクレオチ

ド配列を含む核酸分子にハイブリダイズする。別の実施形態では、この核酸は、

少なくとも１０、２５、５０、１００、２５０、５００、または７５０ヌクレオ

チド長である。別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、コード領域

にハイブリダイズする。本明細書中で用いられる場合、用語「ストリンジェント

条件下でハイブリダイズする」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄に関して

、互いに少なくとも６０％相同なヌクレオチド配列が代表的には互いにハイブリ

ダイズしたままである条件下を記載することを意図する。

      【００７１】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードす

る核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は、特

定のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーションお

よびクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、

または高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る

。

      【００７２】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔｍ）より約５℃低いように選択される。このＴｍは

、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ
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ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【００７３】

  上記のようなストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＣＵＲＲ

ＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊ

ｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．

３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なくとも約６５％、

約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％または約９９％

相同な配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままであるような条件であ

る。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、６×ＳＳ

Ｃ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２

％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、および５００ｍ

ｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハイブリダイゼ

ーションである。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳＣ、０．０１％

  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェント条件下で配

列番号１の配列にハイブリダイズする、本発明の単離された核酸分子は、天然に

存在する核酸分子に対応する。本明細書中で使用される場合、「天然に存在する

」核酸分子とは、天然に存在する（例えば、天然のタンパク質をコードする）ヌ

クレオチド配列を有する、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう。

      【００７４】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードす

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

びクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、ま

たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る。

      【００７５】

  第２の実施形態では、配列番号１またはそのフラグメント、アナログもしくは

誘導体のヌクレオチド配列を含む核酸分子に、中程度のストリンジェンシー条件

下でハイブリダイズし得る核酸配列が提供される。中程度のストリンジェンシー

のハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×

デンハルト溶液、０．５％  ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ

中でのハイブリダイゼーション、続いて１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３

７℃での１回以上の洗浄である。用いられ得る中程度のストリンジェンシーの他

の条件は、当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３

，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬ

ＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，

１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  

ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを

参照のこと。

      【００７６】

  第３の実施形態では、配列番号１、またはそのフラグメント、アナログもしく

は誘導体のヌクレオチド配列を含む核酸分子に、低ストリンジェンシー条件下で

ハイブリダイズし得る核酸が提供される。低ストリンジェンシーのハイブリダイ

ゼーション条件の非限定的な例は、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍ

Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ

、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ

精子ＤＮＡ、１０％（重量／容量）デキストラン硫酸中での４０℃でのハイブリ

ダイゼーション、続いて２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４

）、５ｍＭ  ＥＤＴＡおよび０．１％  ＳＤＳ中での５０℃での１回以上の洗浄

である。用いられ得る低ストリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知であ

る（例えば、種交差ハイブリダイゼーションについて用いられるように）。例え
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ば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ

  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓ

ｏｎｓ，ＮＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥ

Ｒ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ

，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，

１９８１，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－

６７９２を参照のこと。

      【００７７】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＦＧＦ－ＣＸ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に

加えて、当業者は、配列番号１のヌクレオチド配列への変異によって変化が導入

され得、それによって、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の機能的能力を変更することな

く、コードされるＦＧＦ－ＣＸタンパク質のアミノ酸配列における変化がもたら

されることをさらに理解する。例えば、「非必須」アミノ酸残基にてアミノ酸置

換をもたらすヌクレオチド置換は、配列番号１の配列において行われ得る。「非

必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を有意に変更することなく、ＦＧＦ－ＣＸ

の野生型配列から、変更され得る残基であり、一方、「必須」アミノ酸残基は、

生物学的活性に必要とされる。例えば、本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質の間で

保存されているアミノ酸残基は、特に変更を受け入れられないと予測される。

      【００７８】

  さらに、図４に示されるような整列によって示されるような、ＦＧＦファミリ

ーのメンバーの間で保存されるアミノ酸残基は、変更をあまり受け入れないと予

測される。例えば、本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、ＦＧＦファミリーのメ

ンバー（すなわち、ＦＧＦ－９およびＸＦＧＦ－ＣＸタンパク質）およびＦＧＦ

－ＣＸホモログにおいて代表的に保存される領域である少なくとも１つのドメイ

ンを含み得る。このように、これらの保存されたドメインは、変異を受け入れな

いようである。しかし、他のアミノ酸残基（例えば、ＦＧＦタンパク質のメンバ

ーの間で保存されていないかまたは半ばしか保存されていないアミノ酸残基）は

、活性に必須でないかもしれず、従って、変更を受け入れる可能性がより高い。
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      【００７９】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基における変化を含む、

ＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＦＧＦ－Ｃ

Ｘタンパク質は、アミノ酸配列が、配列番号２とは異なるが、生物学的活性をな

お保持する。１つの実施形態では、単離された核酸分子は、タンパク質をコード

するヌクレオチド配列を含み、ここで、このタンパク質は、それぞれ、配列番号

２のアミノ酸配列に少なくとも約７５％相同であるアミノ酸配列を含む。好まし

くは、この核酸によってコードされるタンパク質は、配列番号２に少なくとも約

８０％相同であり、より好ましくは配列番号２に少なくとも約９０％、約９５％

、約９８％相同であり、そして最も好ましくは少なくとも約９９％相同である。

      【００８０】

  配列番号２のタンパク質に相同なＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードする単離さ

れた核酸分子は、配列番号１のヌクレオチド配列に１以上のヌクレオチドの置換

、付加または欠失を導入することにより作製され得、その結果、１以上のアミノ

酸の置換、付加または欠失が、コードされるタンパク質に導入される。

      【００８１】

  変異は、標準技術（例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発）

によって配列番号１のヌクレオチド配列に導入され得る。好ましくは、保存的ア

ミノ酸置換が、１以上の推定非必須アミノ酸残基にて作製される。「保存的アミ

ノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換される、

アミノ酸置換である。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該分

野で定義されている。特定のアミノ酸は、１より多くの分類可能な特徴を有する

側鎖を有する。これらのファミリーとしては、以下が挙げられる：塩基性側鎖を

有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有す

るアミノ酸（例えば、アルパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有す

るアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニ

ン、チロシン、トリプトファン、システイン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（

例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラ

ニン、メチオニン、チロシン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有するアミノ酸
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（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を有するアミ

ノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）。

従って、増殖因子中の推定された非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖のファミリー

由来の別のアミノ酸残基で置換される。あるいは、別の実施形態では、変異は、

増殖因子コード配列の全てまたは一部に沿って（例えば、飽和変異誘発（ｓａｔ

ｕｒａｔｉｏｎ  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）によって）ランダムに導入され得、

そして得られる変異体は、増殖因子の生物学的活性についてスクリーニングされ

て、活性を維持する変異体を同定し得る。配列番号１および３の変異誘発に続い

て、コードされるタンパク質は、当該分野で公知の任意の組換え技術によって発

現され得、そしてこのタンパク質の活性が決定され得る。

      【００８２】

  重要な実施形態では、変異ＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、以下についてアッセイ

され得る：（１）他のＦＧＦ－ＣＸタンパク質、他の細胞表面タンパク質、また

は生物学的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成す

る能力、（２）変異ＦＧＦ－ＣＸタンパク質と、ＦＧＦ－ＣＸレセプターとの間

の複合体形成；（３）変異ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が細胞内標的タンパク質また

はその生物学的に活性な部分に結合する能力；（例えば、アビジンタンパク質）

；あるいは（４）抗ＦＧＦ－ＣＸタンパク質抗体に特異的に結合する能力。

      【００８３】

  （アンチセンス）

  本発明の別の局面は、配列番号１またはそのフラグメント、アナログもしくは

誘導体のヌクレオチド配列を含む核酸分子にハイブリダイズし得るかまたは相補

的である、単離されたアンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は

、タンパク質をコードする「センス」核酸に相補的である（例えば、二本鎖ｃＤ

ＮＡ分子のコード鎖に相補的であるかまたはｍＲＮＡ配列に相補的である）ヌク

レオチド配列を含む。特定の局面では、少なくとも約１０、約２５、約５０、約

１００、約２５０もしくは約５００ヌクレオチドまたは全体のＦＧＦ－ＣＸコー

ド鎖、またはそれらの一部のみに相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が

提供される。配列番号２のＦＧＦ－ＣＸタンパク質のフラグメント、ホモログ、
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誘導体およびアナログをコードする核酸分子、または配列番号１のＦＧＦ－ＣＸ

の核酸配列に相補的なアンチセンス核酸がさらに提供される。

      【００８４】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＦＧＦ－ＣＸをコードするヌ

クレオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスである。用語

「コード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌクレオチド配

列の領域をいう（例えば、配列番号２に対応する、ヒトＦＧＦ－ＣＸのタンパク

質コード領域）。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＦＧＦ－Ｃ

Ｘをコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチ

センスである。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接する、アミノ酸に

翻訳されない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５’非翻訳領域およ

び３’非翻訳領域ともいわれる）。

      【００８５】

  本明細書中に開示されるＦＧＦ－ＣＸをコードするコード鎖配列（例えば、配

列番号１）を考慮すれば、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣ

ｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計され得る。ア

ンチセンス核酸分子は、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であ

り得るが、より好ましくは、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡのコード領域または非コー

ド領域の一部にのみアンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、ア

ンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡの翻訳開始部位を取

り囲む領域に相補的であり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、

長さが約５、約１０、約１５、約２０、約２５、約３０、約３５、約４０、約４

５または約５０ヌクレオチドであり得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分

野で公知の手順を用いて、化学的合成または酵素連結反応を用いて構築され得る

。例えば、アンチセンス核酸（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、

天然に存在するヌクレオチド、またはこの分子の生物学的安定性を増大させるよ

うに、もしくはアンチセンス核酸とセンス核酸との間で形成される二重鎖の物理

的安定性を増大させるように設計された種々に改変されたヌクレオチドを用いて

化学的に合成され得る（例えば、ホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置
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換ヌクレオチドが用いられ得る）。

      【００８６】

  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキ

シメチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチル

ウラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン、イノシン、

Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２

，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチ

ルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－

メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、

β－Ｄ－マンノシルキューオシン、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、

４－チオウラシル、５－メチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチ

オ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブ

トキソシン、シュードウラシル、キューオシン、２－チオシトシン、５－メチル

－２－チオウラシル、２－チオウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエス

テル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、３－

（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、

および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス核酸は、核酸がア

ンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用いて生物学的に生成

され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは、以下の小節にさ

らに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセンス方向である）。

      【００８７】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または

インサイチュで生成され、その結果、それらは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコー

ドする細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、ま

たはそれに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／

または翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定
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な二重鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ

二重鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんの主溝における

特異的相互作用を介してであり得る。本発明のアンチセンス核酸分子の投与経路

の例としては、組織部位での直接的注射が挙げられる。あるいは、アンチセンス

核酸分子は、選択された細胞を標的化するように改変され得、次いで全身に投与

され得る。例えば、全身投与のために、アンチセンス分子は、それらが選択され

た細胞表面上に発現されたレセプターまたは抗原に特異的に結合するように改変

され得る。これは、例えば、そのアンチセンス核酸分子を細胞表面レセプターま

たは抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結することによる。このアンチセン

ス核酸分子はまた、本明細書中に記載されるベクターを用いて細胞に送達され得

る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するために、アンチセンス核酸

分子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターまたはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制

御下に置かれているベクター構築物が、好ましい。

      【００８８】

  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、α－アノマー

核酸分子である。α－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイ

ブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互いに

平行に走行する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ

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

’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  

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

アナログ（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２１５：３２７～３

３０）を含み得る。

      【００８９】

  （リボザイムおよびＰＮＡ部分）

  このような改変としては、非制限的な例として、改変塩基、および糖リン酸骨

格が改変または誘導体化された核酸が挙げられる。これらの改変は、少なくとも

一部は、改変された核酸の化学的安定性を増強するために実施され、その結果、

それらは、例えば、被験体での治療的適用におけるアンチセンス結合核酸として
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使用され得る。

      【００９０】

  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。

リボザイムは、相補領域を有する一本鎖核酸（例えば、ｍＲＮＡ）を切断し得る

、リボヌクレアーゼ活性を有する触媒性ＲＮＡ分子である。従って、リボザイム

（例えば、ハンマーヘッド型リボザイム（ＨａｓｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａ

ｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５～５９１に記載される））を使

用して、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断し、それによってＦＧＦ

－ＣＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る。ＦＧＦ－ＣＸをコードする核酸に特異性

を有するリボザイムは、本明細書中に開示されるＦＧＦ－ＣＸ  ＤＮＡのヌクレ

オチド配列（すなわち、配列番号１）に基づいて設計され得る。例えば、活性部

位のヌクレオチド配列が、ＦＧＦ－ＣＸをコードするｍＲＮＡ内で切断されるヌ

クレオチド配列に相補的である、テトラヒメナＬ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導

体が構築され得る。例えば、Ｃｅｃｈら、米国特許第４，９８７，０７１号；お

よびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１６，７４２号を参照のこと。あるいは、Ｆ

ＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡを使用して、ＲＮＡ分子のプールから、特異的リボヌクレ

アーゼ活性を有する触媒性ＲＮＡを選択し得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９

９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１～１４１８を参照のこと。

      【００９１】

  あるいは、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子発現は、ＦＧＦ－ＣＸの調節領域（例えば、Ｆ

ＧＦ－ＣＸのプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオチ

ド配列を標的化し、標的細胞中でＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の転写を妨害する三重らせ

ん構造を形成することによって阻害され得る。一般には、Ｈｅｌｅｎｅ（１９９

１）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９～８４；Ｈｅｌｅｎ

ｅら（１９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３６；お

よびＭａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７～１５を参照の

こと。

      【００９２】

  種々の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸの核酸は、塩基部分、糖部分またはリ
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ン酸骨格で改変され、例えば、その分子の安定性、ハイブリダイゼーションまた

は溶解度を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変して

、ペプチド核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ

  Ｃｈｅｍ  ４：５～２３を参照のこと）。本明細書中で使用される場合、用語

「ペプチド核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格が偽ペプチ

ド骨格によって置換され、そして４つの天然の核塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ）

のみが保持されている核酸模倣物（例えば、ＤＮＡ模倣物）をいう。ＰＮＡの中

性の骨格は、低いイオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイ

ブリダイゼーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成

は、上記のＨｙｒｕｐら（１９９６）；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９

６）ＰＮＡＳ  ９３：１４６７０～６７５において記載されるような標準的固相

ペプチド合成プロトコルを用いて行われ得る。

      【００９３】

  ＦＧＦ－ＣＸのＰＮＡは、治療的適用および診断的適用において使用され得る

。例えば、ＰＮＡは、例えば転写または翻訳の停止を誘導することまたは複製を

阻害することによる、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスまたは

抗遺伝子剤として使用され得る。例えば、ＦＧＦ－ＣＸのＰＮＡはまた、例えば

ＰＮＡ指向性ＰＣＲクランピングによる遺伝子における一塩基対変異の分析にお

いて；他の酵素（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ）と組み合わせて使用される場合の

人工制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９９６）上記）；またはＤＮＡ配列

およびハイブリダイゼーションのプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙｒｕ

ｐら（１９９６）上記；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）、上記）、使

用され得る。

      【００９４】

  別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性ま

たは細胞性取り込みを増強するために、ＰＮＡに脂溶性基または他のヘルパー基

を結合することによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、またはリポソ

ームもしくは当該分野において公知の薬物送達の他の技術の使用によって改変さ

れ得る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組合せ得る、ＦＧＦ－ＣＸ
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のＰＮＡ－ＤＮＡキメラが生成され得る。ＰＮＡ部分が高い結合親和性および特

異性を提供する一方で、そのようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素（例えば、ＲＮａ

ｓｅ  ＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用するのを可能にす

る。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラは、塩基のスタッキング、核塩基間の結合数および方

向を考慮して選択される適切な長さのリンカーを使用して連結され得る（Ｈｙｒ

ｕｐ（１９９６）上記）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９９

６）上記およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：

３３５７～６３において記載されるように行われ得る。例えば、ＤＮＡ鎖は、標

準的なホスホラミダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成され得、

そして改変されたヌクレオシドアナログ（例えば、５’－（４－メトキシトリチ

ル）アミノ－５’－デオキシ－チミジンホスホルアミダイト）が、ＰＮＡとＤＮ

Ａの５’末端との間に使用され得る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ

  Ｒｅｓ  １７：５９７３～８８）。次いで、ＰＮＡモノマーが段階様式でカッ

プリングされ、５’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメ

ラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１９９６）上記）。あるいは、５’ＤＮＡセグ

メントおよび３’ＰＮＡセグメントを有するキメラ分子が合成され得る。Ｐｅｔ

ｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：１

１１９～１１１２４を参照のこと。

      【００９５】

  他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以下のような他の付属の基を

含み得る：ペプチド（例えば、インビボで宿主細胞レセプターを標的化するため

）、または細胞膜を横切る輸送を容易にする因子（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ

ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６

５５３～６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を

参照のこと）、または血液脳関門（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３

４を参照のこと）。さらに、オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーション誘

発切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：

９５８～９７６を参照のこと）、またはインターカレーター剤（例えば、Ｚｏｎ
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，１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９～５４９を参照のこと）で改変さ

れ得る。この端に、オリゴヌクレオチドは、別の分子（例えば、ペプチド、ハイ

ブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤、ハイブリダイゼーション誘発切断剤な

ど）に結合され得る。

      【００９６】

  （ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド）

  本発明の新しいタンパク質として、配列が図１（配列番号２）に提供されるＦ

ＧＦ－ＣＸ様タンパク質が挙げられる。本発明はまた、その任意の残基が、図１

で示される対応する残基から変化され得る、変異体タンパク質または改変体タン

パク質を含むが、そのタンパク質は、そのＦＧＦ－ＣＸ様活性および生理的機能

、またはその機能的フラグメントを保持するタンパク質を依然としてコードする

。変異体タンパク質または改変体タンパク質において、２０％以上の残基がこの

ように変化され得る。

      【００９７】

  通常、ＦＧＦ－ＣＸ－様機能を維持するＦＧＦ－ＣＸ様変異株は、その残基が

配列の特定位置で他のアミノ酸で置換された任意の改変体を含み、さらに、親タ

ンパク質の２つの残基間にさらなる残基（単数または複数）を挿入する可能性、

ならびに親配列から１以上の残基を欠失させる可能性を含む。任意のアミノ酸置

換、挿入、または欠失は本発明によって包含される。有利な環境において、置換

は、上記に決められるように、保存的置換である。さらに、本発明の範囲を制限

することなしに、表２の以下の位置（配列番号２に提供される番号付けを使用す

る）は、示されるように置換され得、従って、変異体タンパク質または改変体タ

ンパク質が１以上の示された置換の１つを含み得る。その提案された置換によっ

て、所定の位置でなされ得る可能な置換の範囲は制限されない。

      【００９８】

【表２】
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  本発明の１つの局面は、単離されたＦＧＦ－ＣＸタンパク質、およびその生物

学的に活性な部分、またはそれらの誘導体、フラグメント、アナログもしくはホ

モログに関する。抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体を惹起するための免疫原としての使用のた

めに適切なポリペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実施形態におい

て、ネイティブなＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、標準的なタンパク質精製技術を用
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いる適切な精製スキームによって、細胞または組織供給源から単離され得る。別

の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、組換えＤＮＡ技術によって産

生される。組換え発現に代わるものとして、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはポリ

ペプチドは、標準的なペプチド合成技術を用いて化学合成され得る。

      【００９９】

  「単離された」または「精製された」タンパク質またはその生物学的に活性な

部分は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の由来する細胞または組織供給源由来の細胞性

物質または他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、あるいは化学合成される

場合に化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない。句「細胞性物質を実

質的に含まない」は、タンパク質がそれが単離または組換え産生された細胞の細

胞性成分から分離されている、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の調製物を含む。１つの

実施形態において、句「細胞性物質を実質的に含まない」は、非ＦＧＦ－ＣＸタ

ンパク質（本明細書中において「夾雑タンパク質」とも呼ばれる）を約３０％未

満（乾燥重量にて）、より好ましくは非ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を約２０％未満

、なおより好ましくは非ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を約１０％未満、そして最も好

ましくは非ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を約５％未満有する、ＦＧＦ－ＣＸタンパク

質の調製物を含む。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分が

組換え産生される場合、好ましくは、これはまた培養培地を実質的に含まない。

すなわち、培養培地は、そのタンパク質調製物の容量の約２０％未満、より好ま

しくは約１０％未満、そして最も好ましくは約５％未満を示す。

      【０１００】

  句「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパク質が、

そのタンパク質の合成に関与する化学前駆体または他の化学物質から分離されて

いるＦＧＦ－ＣＸタンパク質調製物を含む。１つの実施形態において、句「化学

前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、化学前駆体または非ＦＧＦ

－ＣＸの化学物質を約３０％未満（乾燥重量にて）、より好ましくは化学前駆体

または非ＦＧＦ－ＣＸ化学物質を約２０％未満、なおより好ましくは化学前駆体

または非ＦＧＦ－ＣＸ化学物質を約１０％未満、そして最も好ましくは化学前駆

体または非ＦＧＦ－ＣＸ化学物質を約５％未満有する、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質
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調製物を含む。

      【０１０１】

  ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、全長ＦＧＦ－ＣＸタンパ

ク質より少ないアミノ酸を含み、そしてＦＧＦ－ＣＸタンパク質の少なくとも１

つの活性を示す、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２

、４、６、８、もしくは１０に示されるアミノ酸配列）に十分に相同なアミノ酸

配列、またはＦＧＦ－ＣＸタンパク質のアミノ酸配列に由来するアミノ酸配列を

含むペプチドを含む。代表的には、生物学的に活性な部分は、ＦＧＦ－ＣＸタン

パク質の少なくとも１つの活性を有するドメインまたはモチーフを含む。ＦＧＦ

－ＣＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、例えば、長さが１０、２５、５０

、１００またはそれより多いアミノ酸であるポリペプチドであり得る。

      【０１０２】

  本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、少なくとも１つ

の、ファミリーＦＧＦタンパク質の間で実質的に保存された、上記の同定された

ドメインを含み得る。さらに、別の生物学的に活性な部分（そこではタンパク質

の他の部分が欠失している）は、組換え技術によって調整され得、そして、１つ

以上の、ネイティブなＦＧＦ－ＣＸタンパク質の機能的な活性について調べられ

得る。

      【０１０３】

  １つの実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質は配列番号２で示されるア

ミノ酸配列を有する。別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、配列

番号２と実質的に相同であり、配列番号２のタンパク質の機能的活性を保持する

が、以下に詳細に記載されるように、天然の対立遺伝子改変体または変異誘発の

ためにアミノ酸配列が異なる。従って、別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタ

ンパク質は配列番号２のアミノ酸配列に少なくとも約４５％相同なアミノ酸配列

を含むタンパク質であり、配列番号２のＦＧＦ－ＣＸタンパク質の機能的活性を

維持する。別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸは、配列番号２のアミノ酸配列

に少なくとも約４５％相同、そしてより好ましくは約５５、６５、７０、７５、

８０、８５、９０、９５、９８、または９９％さえも相同な、アミノ酸配列を含
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むタンパク質であり、配列番号２の配列を有する対応するポリペプチドのＦＧＦ

－ＣＸタンパク質の機能的活性を維持する。

      【０１０４】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸のパーセント類似性を決定するために、

配列は、至適な比較の目的のために整列される（例えば、ギャップは、配列間の

至適な整列のために、比較される配列のいずれかに導入され得る）。次いで、対

応するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置でのアミノ酸残基またはヌクレオチ

ドが比較される。第１の配列中の位置が、第２の配列中の対応する位置と同じア

ミノ酸残基またはヌクレオチドで占められる場合、分子はその位置で相同である

（すなわち、本明細書中で使用される場合、アミノ酸または核酸の「相同性」は

、アミノ酸または核酸の「同一性」と等価である）。

      【０１０５】

  核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同

性は、当該分野において公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプロ

グラムパッケージにおいて提供されるＧＡＰソフトウェア）を用いて決定され得

る。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ

  ４８：４４３～４５３を参照のこと。核酸配列比較のための以下の設定（ＧＡ

Ｐ作製ペナルティー、５．０、およびＧＡＰ伸長ペナルティー、０．３）を用い

てＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを用いると、上記で言及される類似の核酸配列の

コード領域は、配列番号１に示されるＤＮＡ配列のＣＤＳ（コード）部分と、好

ましくは少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも

８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なく

とも９９％の同一性の程度を示す。

      【０１０６】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列

が、特定の比較領域にわたって、残基毎を基準として同一である程度をいう。用

語「配列同一性のパーセンテージ」は、以下により算出される：比較領域にわた

って最適に整列された２つの配列を比較する工程、一致した位置の数を得るため
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に、両方の配列において同一の核酸塩基（例えば、核酸の場合にはＡ、Ｔ、Ｃ、

Ｇ、Ｕ、またはＩ）が存在する位置の数を決定する工程、一致した位置の数を、

比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で除算する工程、お

よび結果を１００で乗算して、配列同一性のパーセンテージを得る工程。用語「

実質的な同一性」は、本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチド配列の特

徴を示し、ここでこのポリヌクレオチドは、比較領域にわたり参照配列と比較し

て、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも８５％の配列同一性

、そして頻繁には９０～９５％の配列同一性、より通常には少なくとも９９％の

配列同一性を有する配列を含む。用語「ポジティブな残基のパーセンテージ」は

、以下により算出される：比較領域にわたって最適に整列された２つの配列を比

較する工程、上記で決定されたように、一致した位置の数を得るために、両方の

配列において、同一かつ保存的アミノ酸置換の存在する位置の数を決定する工程

、一致した位置の数を、比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイ

ズ）で除算する工程、および結果を１００で乗算して、ポジティブな残基のパー

センテージを得る工程。

      【０１０７】

  （キメラタンパク質および融合タンパク質）

  本発明はまた、ＦＧＦ－ＣＸキメラタンパク質または融合タンパク質を提供す

る。本明細書中で使用される場合、ＦＧＦ－ＣＸ「キメラタンパク質」またはＦ

ＧＦ－ＣＸ「融合タンパク質」は、非ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドに作動可能に連

結された、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドを含む。「ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド」は

、ＦＧＦ－ＣＸに対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいい、一方、「

非ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド」は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に対して実質的に相

同ではないタンパク質（例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質とは異なり、かつ同一

または異なる生物体に由来するタンパク質）に対応するアミノ酸配列を有するポ

リペプチドをいう。ＦＧＦ－ＣＸ融合タンパク質において、このＦＧＦ－ＣＸポ

リペプチドは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のすべてまたは一部分に対応し得る。１

つの実施形態では、ＦＧＦ－ＣＸ融合タンパク質は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の

少なくとも１つの生物学的に活性な部分を含む。別の実施形態では、ＦＧＦ－Ｃ
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Ｘ融合タンパク質は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の少なくとも２つの生物学的に活

性な部分を含む。融合タンパク質において、用語「作動可能に連結された」は、

ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドおよび非ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドが、インフレーム

で互いに融合されていることを示すことが意図される。非ＦＧＦ－ＣＸポリペプ

チドは、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【０１０８】

  例えば、１つの実施形態では、ＦＧＦ－ＣＸ融合タンパク質は、第２のタンパ

ク質の細胞外ドメインに作動可能に連結されたＦＧＦ－ＣＸポリペプチドを含む

。このような融合タンパク質は、ＦＧＦ－ＣＸ活性を調節する化合物についての

スクリーニングアッセイでさらに利用され得る（このようなアッセイは、以下に

詳細に記載される）。

      【０１０９】

  さらに別の実施形態では、融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＦＧＦ－ＣＸ融合タン

パク質であり、ここではＦＧＦ－ＣＸ配列は、ＧＳＴ（すなわち、グルタチオン

Ｓ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合されている。このような融合タン

パク質は組換えＦＧＦ－ＣＸの精製を容易にし得る。

      【０１１０】

  別の実施形態では、融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列を含む

ＦＧＦ－ＣＸタンパク質である。例えば、ネガティブなＦＧＦ－ＣＸのシングル

配列（すなわち、配列番号２の１～２０のアミノ酸）は除去され得、別のタンパ

ク質由来のシングル配列で置換され得る。特定の宿主細胞（例えば、哺乳動物宿

主細胞）では、ＦＧＦ－ＣＸの発現および/または分泌を、異種シグナル配列の

使用を通して増加させ得る。

      【０１１１】

  別の実施形態では、この融合タンパク質は、ＦＧＦ－ＣＸ－免疫グロブリン融

合タンパク質であり、ここでは１以上のドメインを含むＦＧＦ－ＣＸ配列が、免

疫グロブリンタンパク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合される。本

発明のこのＦＧＦ－ＣＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、薬学的組成物中に

取り込まれ、そして被験体に投与されて、細胞の表面上でＦＧＦ－ＣＸリガント
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とＦＧＦ－ＣＸタンパク質との間の相互作用を阻害し、それによってインビボの

ＦＧＦ－ＣＸ媒介シグナル伝達を抑制し得る。１つの比限定的な例において、本

発明の意図されたＦＣＦ－ＣＸリガンドは、ＦＧＦ－ＣＸレセプターである。こ

のＦＧＦ－ＣＸ－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、ＦＧＦ－ＣＸ同族リガ

ンドの生体利用性に影響を与え得る。ＦＧＦ－ＣＸリガンド／ＦＧＦ－ＣＸ相互

作用の阻害は、増殖障害および分化障害の両方の処置、および細胞生存を調節（

例えば、促進または阻害）することに、治療的に有用であり得る。さらに、本発

明のこのＦＧＦ－ＣＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＦＧＦ

－ＣＸ抗体を産生するための免疫原として用い得、ＦＧＦ－ＣＸリガンドを精製

し、そしてＦＧＦ－ＣＸリガンドとのＦＧＦ－ＣＸの相互作用を阻害する分子を

同定するスクリーニングアッセイで用いられ得る。

      【０１１２】

  本発明のＦＧＦ－ＣＸキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ

技法により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡ

フラグメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平滑末端または粘

着（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に

応じて粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端のフィルイン、所望しない連結を避けるた

めのアルカリホスファターゼ処理、および酵素的連結を採用することにより、イ

ンフレームで一緒に連結する。別の実施形態では、融合遺伝子を、自動化ＤＮＡ

合成機を含む従来技法により合成し得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣ

Ｒ増幅を、キメラ遺伝子配列を生成するために次いでアニールおよび再増幅され

得る、２つの連続遺伝子フラグメント間の相補的オーバハングを生じるアンカー

プライマーを用いて実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮＴ

  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ

  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合部分（例えば

、ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの発現ベクターが市販されてい

る。ＦＧＦ－ＣＸをコードする核酸は、この融合成分がＦＧＦ－ＣＸタンパク質

にインフレーム連結されるように、このような発現ベクター中にクローン化され

得る。
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      【０１１３】

  （ＦＧＦ－ＣＸアゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＦＧＦ－ＣＸアゴニスト（模倣物）として、またはＦＧＦ－Ｃ

Ｘアンタゴニストのいづれかとして機能するＦＧＦ－ＣＸタンパク質の改変体に

関する。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の改変体、例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の

離散した点変異または短縮が、変異誘発により生成され得る。ＦＧＦ－ＣＸタン

パク質のアゴニストは、天然に存在する形態のＦＧＦ－ＣＸタンパク質の生物学

的活性と実質的に同じ生物学的活性、またはその生物学的活性のサブセットを保

持し得る。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のアンタゴニストは、天然に存在する形態の

ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の１つ以上の活性を、例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質

を含む細胞シグナル伝達カスケードの下流または上流メンバーに競合的に結合す

ることにより阻害し得る。従って、特異的生物学的効果が、限られた機能の改変

体を用いた処理により惹起され得る。１つの実施形態では、このタンパク質の天

然に存在する形態の生物学活性のサブセットを有する改変体を用いた被験体の処

置は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の天然に存在する形態を用いた処置に対して被験

体におけるより少ない副作用を有する。

      【０１１４】

  ＦＧＦ－ＣＸアゴニスト（模倣物）として、またはＦＧＦ－ＣＸアンタゴニス

トのいずれかとして機能するＦＧＦ－ＣＸタンパク質の改変体は、ＦＧＦ－ＣＸ

タンパク質アゴニストまたはアンタゴニスト活性のためのＦＧＦ－ＣＸタンパク

質の変異体、例えば短縮型変異体のコンビナトリアルライブラリーをスクリーニ

ングすることにより同定され得る。１つの実施形態では、ＦＧＦ－ＣＸ改変体の

多彩なライブラリーは、核酸レベルのコンビナトリアル変異誘発により生成され

、そして多彩な遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＦＧＦ－ＣＸ改変体の

多彩なライブラリーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜在的な

ＦＧＦ－ＣＸ配列の縮重セットが、個々のポリペプチドとして、あるいは、その

中にＦＧＦ－ＣＸ配列のセットを含む（例えば、ファージディスプレイのための

）より大きな融合タンパク質のセットとして発現可能であるように、遺伝子配列

中に酵素的に連結することにより産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配列か
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ら潜在的なＦＧＦ－ＣＸ改変体のライブラリーを産生するために用いられ得る種

々の方法がある。縮重遺伝子配列の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施

され得、次いでこの合成遺伝子は、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子

の縮重セットの使用は、１つの混合物において、潜在的なＦＧＦ－ＣＸ配列の所

望のセットをコードする配列のすべての供給を可能にする。縮重オリゴヌクレオ

チドを合成する方法は当該分野で公知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３

）＝Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎ

ｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  

Ｒｅｓ  １１：４７７を参照のこと）。

      【０１１５】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質コード配列のフラグメントのライブラリーを

用いて、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の改変体のスクリーニングおよび引き続く選択

のためのＦＧＦ－ＣＸフラグメントの多彩な集団を生成し得る。１つの実施形態

では、コード配列フラグメントのライブラリーは、ＦＧＦ－ＣＸコード配列の二

本鎖ＰＣＲフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下、

ヌクレアーゼで処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性させること、異なるニック産

物からのセンス／アンチセンス対を含み得る二本鎖ＤＮＡを形成するためにこの

ＤＮＡを再生すること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された二本

鎖から一本鎖部分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリーを

発現ベクター中に連結することにより生成し得る。この方法により、ＦＧＦ－Ｃ

Ｘタンパク質の種々のサイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする発現

ライブラリーが派生し得る。

      【０１１６】

  点変異または短縮により作製されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知である

。このような技法は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のコンビナトリアル変異誘発によ
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り生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大き

な遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に適し

た最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発

現ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで適切

な細胞を形質転換すること、および所望の活性の検出が、その産物が検出された

遺伝子をコードするベクターの単離を容易にする条件下で、このコンビナトリア

ル遺伝子を発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を増大す

る新規技法であるリクルーシブアンサンブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニ

ングアッセイと組み合わせて用い、ＦＧＦ－ＣＸ改変体を同定し得る（Ａｒｋｉ

ｎおよびＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；Ｄ

ｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：

３２７－３３１）。

      【０１１７】

  （抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体）

  用語「抗体」は、本明細書中で使用される場合、免疫グロブリン分子および免

疫グロブリン（Ｉｇ）分子（すなわち、抗原と特異的に結合する（免疫反応する

）抗原結合部分を含む分子）の免疫学的に活性な部分をいう。このような抗体と

しては、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、単鎖、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、

およびＦ（ａｂ’）２フラグメント、ならびにＦａｂ発現ライブラリーが挙げら

れるが、これらに限定されない。一般的に、ヒト由来の抗体分子は、分子内に存

在する重鎖の性質が互いに異なる任意のクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ

およびＩｇＤに関する。特定のクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２などのようにサブ

クラスを同様に有する。さらにヒトにおいて、軽鎖は、κ鎖またはλ鎖であり得

る。抗体についての本明細書の参考文献は、ヒト抗体種のすべてのこのようなク

ラス、サブクラスおよびタイプの参考文献を含む。

      【０１１８】

  抗原として機能すると意図される本発明の単離されたタンパク質、またはその

部分もしくはフラグメントは、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体調

製のための標準的な技法を用いて、抗原に免疫特異的に結合する抗体を生成する
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ための免疫原として用いられ得る。全長のタンパク質が用いられ得るか、あるい

は、本発明は、免疫原としての使用のための抗原の抗原性ペプチドフラグメント

を提供する。抗原性ペプチドフラグメントは、配列番号２に示されるアミノ酸配

列のような全長タンパク質アミノ酸配列の少なくとも６アミノ酸残基を含み、そ

してこのペプチドに対して惹起された抗体が全長タンパク質または、そのエピト

ープを含む任意のフラグメントと特異的な免疫複合体を形成するように、そのエ

ピトープを含む。好ましくは、この抗原性ペプチドは、少なくとも１０、１５、

２０、または３０のアミノ酸残基を含む。抗原性ペプチドに含まれる好ましいエ

ピトープは、その表面上に位置するタンパク質の領域であり；共通して、これら

は親水性領域に存在する。

      【０１１９】

  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１

つのエピトープは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の表面上に位置する領域、例えば、

親水性領域である。ヒトＦＧＦ－ＣＸタンパク質配列の疎水性分析は、ＦＧＦ－

ＣＸポリペプチドのどの領域が特に親水性であり、そしてそれ故、抗体産生を標

的にするために有用な表面残基をコードするようであることを示す。抗体産生を

標的にする手段として、親水性および疎水性の領域を示すヒドロパシープロット

を、例えば、フーリエ変換とともにまたはなしの、Ｋｙｔｅ  Ｄｏｏｌｉｔｔｌ

ｅまたはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む、当該分野で周知の任意の方法により生

成し得る。例えば、それらの全体が本明細書に参考として援用される、Ｈｏｐｐ

およびＷｏｏｄｓ、１９８１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  

７８：３８２４－３８２８；ＫｙｔｅおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ

．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４２を参照のこと。抗原性タンパク質

またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログ内の１つ以上のド

メインに対して特異的な抗体はまた、本明細書中で提供される。

      【０１２０】

  本発明のタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、ホモログ

もしくはオルソログは、これらのタンパク質成分に免疫特異的に結合する抗体の

産生における免疫原として利用され得る。
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      【０１２１】

  当該分野において公知の種々の手順が、本発明のタンパク質、またはその誘導

体、フラグメント、アナログ、ホモログもしくはオルソログに対して指向される

ポリクロナール抗体またはモノクロナール抗体の産生のために使用され得る（例

えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｈａ

ｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（編）１９８８，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ、ＮＹ（本明細書中に参考として援用される）を参照のこと）。これらの抗体

のうちのいくつかは、以下で考察される。

      【０１２２】

  （１．ポリクロナール抗体）

  ポリクロナール抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたは他の動物）は、ＦＧＦ－ＣＸのネイティブなタンパク質、

その合成改変体、または前記の誘導体を用いる１以上の注射によって免疫され得

る。適切な免疫原性調製物は、例えば、天然に存在する免疫原性タンパク質、免

疫原性タンパク質を提示する化学的に合成されたポリペプチド、または組換え的

に発現される免疫原性タンパク質を含み得る。さらに、このＦＧＦ－ＣＸタンパ

ク質は、免疫されている哺乳動物において免疫原性であることが知られている第

２のタンパク質に結合体化され得る。このような免疫原性タンパク質の例として

は、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリ

ン、および大豆トリプシンインヒビターが挙げられるが、これらに限定されない

。この調製物はさらに、アジュバントを含み得る。種々のアジュバントが免疫学

的応答を増加させるために使用され、このようなアジュバントとしては、Ｆｒｅ

ｕｎｄ’ｓ（完全および不完全）、ミネラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム

）、界面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）

ポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳濁液、ジニトロフェノールなど）、

ヒトにおいて使用可能なアジュバント（例えば、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔ

ｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）ま

たは類似の免疫刺激剤が挙げられるが、これらに限定されない。使用され得るア
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ジュバントのさらなる例としては、ＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（モノホスホリ

ルリピドＡ、合成トレハロースジコリノミコレート）が挙げられる。

      【０１２３】

  免疫原性ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に対して指向されるポリクロナール抗体分子

は、哺乳動物から（例えば、血液から）単離され得、そして周知の技術（例えば

、プロテインＡまたはプロテインＧを用いるアフィニティクロマトグラフィー（

これは、主に免疫血清のＩｇＧ画分を提供する））によってさらに精製され得る

。続いて、または代替的に、求められている免疫グロブリンの標的である特定の

抗原またはその抗原のエピトープがカラムに固定され、免疫アフィニティクロマ

トグラフィーによって免疫特異的抗体を精製し得る。免疫グロブリンの精製は、

例えば、Ｄ．Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ（Ｔｈｅ  Ｓｃ

ｉｅｎｔｉｓｔ，Ｉｎｃ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ  ＰＡより発行）、第１

４巻、第８号（２０００年４月１７日）、２５～２８頁）によって考察される。

      【０１２４】

  （２．モノクローナル抗体）

  本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」（ＭＡｂ）または「モノク

ローナル抗体組成物」は、独特の軽鎖遺伝子産物および独特の重鎖遺伝子産物か

らなる抗体分子の唯一の分子種を含む抗体分子の集団をいう。特に、モノクロー

ナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、すべての集団の分子に同一である。従

って、ＭＡｂは、抗原への独特の結合親和性によって特徴付けられる抗原の特定

のエピトープと免疫反応可能な抗原結合部位を含む。

      【０１２５】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭ

ｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５に記載されるような

方法）を使用して調製され得る。ハイブリドーマ方法において、マウス、ハムス

ター、または他の適切な宿主細胞は、免疫因子で代表的に免疫され、免疫因子に

特異的に結合する抗体を産生するか、または産生し得るリンパ球を誘発する。あ

るいは、リンパ球は、インビトロで免疫され得る。

      【０１２６】
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  免疫因子としては、代表的に、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質抗原、そのフラグメン

トまたはその融合タンパク質が挙げられる。一般的には、以下のいずれかである

：ヒト起源の細胞が望まれる場合は、末梢血リンパ球が使用され、または非ヒト

哺乳動物供給源が望まれる場合は、脾臓細胞またはリンパ節細胞が使用される。

次いで、適切な融合因子（例えば、ポリエチレングリコール）を使用して、リン

パ球を不死化細胞株に融合し、ハイブリドーマ細胞を形成する［Ｇｏｄｉｎｇ，

Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ

  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ（１９８６）第５９－１０

３頁］。不死化細胞株は、哺乳動物細胞、特にげっ歯類、ウシおよびヒト起源の

骨髄腫細胞に通常トランスフォーメーションされる。通常ラットまたはマウスの

骨髄腫細胞株が使用される。ハイブリドーマ細胞は、１以上の物質（融合されて

いない不死化細胞の増殖も生存も阻害する）を適切に含む適切な培養培地中で培

養され得る。例えば、親の細胞が酵素、ヒポキサンチングアニンンホスホリボシ

ルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドー

マのための培養培地は、代表的にヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミ

ジンを含み（「ＨＡＴ培地」）、それらの物質はＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を阻

害する。

      【０１２７】

  好ましい不死化細胞株は、効率的に融合する細胞株であり、それらは選択され

た抗体産生細胞による抗体の安定な高レベルの発現を支持し、そしてＨＡＴ培地

のような培地に敏感である。より好ましい不死化細胞株はマウス骨髄腫細胞株で

あり、それらを、例えば、Ｓａｌｋ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  Ｃｅｌｌ  Ｄｉｓｔ

ｒｉｂｕｔｉｏｎ  Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ

およびＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，

Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａから得ることが可能である。ヒト骨髄腫お

よびマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞株はまた、ヒトモノクローナル抗体の産生に

ついて記載される（Ｋｏｚｂｏｒ，１９８４，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：

３００１；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒ

ｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，
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Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８７，第５１

－６３頁）。

      【０１２８】

  次いで、ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地は、抗原に対するモノクロ

ーナル抗体の存在についてアッセイされ得る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞

によって産生されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって決定

されるか、またはインビトロ結合アッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ（Ｒ

ＩＡ）または酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ））によって決定さ

れる。このような技術およびアッセイは、当該分野で公知である。モノクローナ

ル抗体の結合親和性は、例えば、ＭｕｎｓｏｎおよびＰｏｌｌａｒｄ，１９８０

，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０のスキャッチャード分析によっ

て決定され得る。標的抗原に対する高い程度の特異性および高結合親和性を有す

る抗体を同定することが、モノクローナル抗体の治療的適用において、特に重要

な目的である。

      【０１２９】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを、希釈手順を限定する

ことによってサブクローニングし得、そして標準方法（Ｇｏｄｉｎｇ、１９８６

）によって増殖し得る。例えば、この目的のために適切な培養培地としては、Ｄ

ｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ’ｓ  Ｍｅｄｉｕｍおよび

ＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は、哺乳

動物内の腹水としてインビボで増殖され得る。

      【０１３０】

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリ

ン精製手順（例えば、タンパク質Ａセファロース、ヒドロキシアパタイトクロマ

トグラフィー、ゲル電気泳動、透析、またはアフィニティークロマトグラフィー

）によって、培養培地または腹水から、単離または精製され得る。

      【０１３１】

  モノクローナル抗体はまた、組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１

６，５６７号に記載される方法）によって作製され得る。本発明のモノクローナ
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ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、マウス抗体の重

鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプロ

ーブを使用することによって）容易に単離され得、そして配列決定され得る。本

発明のハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい供給源として役立つ

。一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクターに配置され得、次いでそれらは、

宿主細胞（例えば、さもなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しないサルＣ

ＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞）に

トランスフェクトされ、組換え宿主細胞内でのモノクローナル抗体の合成を得る

。ＤＮＡはまた、例えば、相同なマウス配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖定常

ドメインをコードする配列の置換（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒ

ｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ３６８，８１２－１３（１９９４））によってか、ま

たは非免疫グロブリンポリペプチドについてのコード配列のすべてまたは一部の

配列をコードする免疫グロブリンへの共有結合的な連結によって改変され得る。

このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常領域に置換さ

れ得るか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変領域に置換され得、

キメラ二価の抗体を作製する。

      【０１３２】

  （３．ヒト化抗体）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質抗原に対する抗体は、さらにヒト化抗体また

はヒト抗体を含み得る。これらの抗体は、投与された免疫グロブリンに対するヒ

トの免疫応答を引き起こさないヒトへの投与に適する。抗体のヒト化形態は、キ

メラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖またはそれらのフラグメント（例えば、

Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2または他の抗体の抗原結合配列）であ

り、それらは主にヒト免疫グロブリンの配列から構成され、そして非ヒト免疫グ

ロブリンに由来する最小の配列を含む。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列につ

いてのげっ歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列の置換によって、Ｗｉｎｔｅｒおよび共

同研究者の方法（Ｊｏｎｅｓら、１９８６  Ｎａｔｕｒｅ，３１：５２２－５２

５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９８８  Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７

；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、１９８８  Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５
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３６）の後に達成され得る。（米国特許第５，２２５，５３９号もまた参照のこ

と。）いくつかの場合において、ヒト免疫グロブリンのＦｖ骨格（ｆｒａｍｅｗ

ｏｒｋ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はまた、

患者の抗体においても、移入されたＣＤＲまたは骨格配列においても見出されな

い残基を含み得る。一般に、ヒト化抗体は、すべての少なくとも１つ、および代

表的には２つの可変領域を実質的に含む。これらの領域内で、すべてのまたは実

質的にすべてのＣＤＲ領域は非ヒト免疫グロブリンの領域に対応し、そしてすべ

てまたは実質的にすべての骨格領域はヒト免疫グロブリンコンセンサス配列の領

域に対応する。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、代表的に

は、ヒト免疫グロブリンの少なくとも一部を必要に応じて含む（Ｊｏｎｅｓら、

１９８６；Ｒｉｅｃｈａｍａｎｎら、１９８８；およびＰｒｅｓｔａ、１９９２

  Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６）。

      【０１３３】

  （４．ヒト抗体）

  ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の全体配列がヒト遺伝子から生じる抗体分

子に、十分なヒト抗体は本質的に関連する。このような抗体を、「ヒト抗体」、

または「十分なヒト抗体」と本明細書中で呼ぶ。ヒトモノクローナル抗体は、ヒ

トモノクローナル抗体を産生するための、トリオーマ（ｔｒｉｏｍａ）技術；ヒ

トＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔ

ｏｄａｙ  ４：７２を参照のこと）およびＥＢＶハイブリドーマ技術によって調

製され得るＦＧＦ－ＣＸタンパク質に関する（Ｃｏｌｅら、１９８５：Ｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ

，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，第７７－９６頁）。ヒトモノクローナル

抗体は、本発明の実行において使用され得、そしてヒトハイブリドーマの使用に

よってか（Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ

ＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照のこと）、またはインビトロでのＥｐｓ

ｔｅｉｎ  Ｂａｒｒ  Ｖｉｒｕｓを用いたヒトＢ細胞によるトランスフォーメー

ションによって（Ｃｏｌｅら、１９８５：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏ

ｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，
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Ｉｎｃ．，第７７－９６頁を参照のこと）産生され得る。

      【０１３４】

  さらに、ヒト抗体はまた、さらなる技術（ファージディスプレイライブラリー

（ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ，１９９１  Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．，２２７：３８１；Ｍａｒｋｓら、１９９１  Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２

２：５８１）を含む）を使用して産生され得る。同様に、ヒト免疫グロブリン位

置をトランスジェニック動物（例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が、部分的

または完全に不活化されているマウス）に導入することによって、ヒト抗体は作

製され得る。チャレンジの際にヒト抗体産生が観察され、このことはすべての点

（遺伝子再配列、アセンブリー、および抗体レパートリーを含む）でヒトにおい

て観察されたものに密接に類似する。このアプローチは、例えば、以下に記載さ

れる：米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，

５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同

第５，６１１，０１６号、およびＭａｒｋｓら（１９９２  Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｙ  １０、７７９－７８３）；Ｌｏｎｂｅｒｇら（１９９４  Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６８  ８５６－８５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９９４  Ｎａｔｕｒｅ

  ３６８、８１２－１３）；Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（１９９６  Ｎａｔｕｒｅ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８４５－５１）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ（１９

９６  Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８２６）；ならびに

ＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ（１９９５  Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．１３  ６５－９３）。

      【０１３５】

  ＦＧＦ－ＣＸタンパク質と特異的に結合するヒト抗体は、抗原によるチャレン

ジに応答して動物の内因性抗体よりも十分なヒト抗体を産生するように改変され

たトランスジェニック非ヒト動物を使用して、さらに産生され得る。（刊行物Ｗ

Ｏ９４／０２６０２を参照のこと。）非ヒト宿主における重免疫グロブリン鎖お

よび軽免疫グロブリン鎖をコードする内因性遺伝子は、耐えられなくなっており

、そしてヒト重鎖および軽鎖免疫グロブリンをコードする活性な位置は、宿主の

ゲノムに挿入される。例えば、要求性ヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染色
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体を使用して、ヒト遺伝子は組み込まれる。次いで、すべての所望の改変を提供

する動物を、完全な改変の相補体よりもより少ない改変の相補体を含む中間トラ

ンスジェニック動物を雑種することによって子孫として得る。このような非ヒト

動物の好ましい実施形態は、マウスであり、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９６／３３７３５

およびＷＯ９６／３４０９６に開示されるようにＸｅｎｏｍｏｕｓTMと呼ばれる

。この動物は、十分なヒト免疫グロブリンを分泌するＢ細胞を産生する。目的の

ＦＧＦ－ＣＸ免疫原を有する免疫後の動物から（例えば、ポリクローナル抗体の

調製）、あるいは動物由来の不死化されたＢ細胞（例えば、モノクローナル抗体

を産生するハイブリドーマ）から、抗体を直接得ることが可能である。さらに、

ヒト可変領域を有する免疫グロブリンをコードする遺伝子は、抗体を直接得るた

めに回復され、そして発現され得るか、または抗体のアナログ（例えば、１本鎖

Ｆｖ分子）を得るために、さらに改変され得る。

      【０１３６】

  内因性免疫グロブリン重鎖の発現を欠く非ヒト宿主（マウスとして例証される

）を作製するための方法の例は、米国特許第５，９３９，５９８号に記載される

。それを、以下の工程を包含する方法によって得ることが可能である：位置の再

配列を防ぎ、そして再配列された免疫グロブリン重鎖位置の転写物の形成、およ

び選択マーカーをコードする遺伝子を含む標的ベクターによって影響される欠失

を防ぐために、胚幹細胞における少なくとも１つの内因性重鎖位置由来のＪセグ

メント遺伝子を欠失する工程；およびトランスジェニックマウス（その体細胞お

よび生殖細胞は、選択マーカーをコードする遺伝子を含む）を、胚幹細胞から作

製する工程。

      【０１３７】

  目的の抗体（例えば、ヒト抗体）を産生する方法は、米国特許第５，９１６，

７７１号に開示される。それは以下の工程を包含する：重鎖をコードするヌクレ

オチド配列を含む発現ベクターを、培養中の１つの哺乳動物宿主細胞に導入する

工程、軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含む発現ベクターを、別の哺乳動物

宿主細胞に導入する工程、およびハイブリッド細胞を形成するために２つの細胞

融合する工程。ハイブリッド細胞は、重鎖および軽鎖を含む抗体を発現する。
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      【０１３８】

  この手順のさらなる改善において、免疫原上の臨床的に関連するエピトープを

同定する方法、および関連するエピトープに高い親和性で免疫特異的に結合する

抗体を選択するための相関方法は、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９９／５３０４９に開示さ

れる。

      【０１３９】

  （５．Ｆabフラグメントおよび１本鎖抗体）

  本発明に従って、技術は、本発明の抗原性ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に特異的な

１本鎖抗体の産生に適用され得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を

参照のこと）。さらに、方法は、Ｆab発現ライブラリーの構築に適用され得（例

えば、Ｈｕｓｅら、１９８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を

参照のこと）、タンパク質またはその誘導体、フラグメント、アナログまたはホ

モログについての所望の特異性を有するモノクローナルＦabフラグメントの迅速

かつ効果的な同定を可能にする。タンパク質抗原に対するイディオタイプを含む

抗体フラグメント（（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産生されるＦ(ab')2

フラグメント；（ｉｉ）Ｆ(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を還元するこ

とによって産生されたＦabフラグメント（ｉｉｉ）ペプシンおよび還元剤を用い

た抗体分子の処理によって産生されたＦabフラグメント、および（ｉｖ）Ｆvフ

ラグメントを含むが、これらに限定ない）は、当該分野で公知の技術によって産

生され得る。

      【０１４０】

  （６．二重特異的抗体）

  二重特異的抗体は、モノクローナル抗体（好ましくはヒト抗体またはヒト化抗

体）であって、これは少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有する

。この場合において、結合特異性の１つは、本発明の抗原性タンパク質に対して

である。第２の結合標的は、任意の他の抗原であり、そして有利には細胞表面タ

ンパク質あるいはレセプターまたはレセプターサブユニットである。

      【０１４１】

  二重特異的抗体を作製する方法は、当該分野で公知である。伝統的に、二重特
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異的抗体の組換え生成は、２つの免疫グロブリンの重鎖／軽鎖の対の同時発現に

基づき、ここでこの２つの重鎖は異なる特異性を有する（Ｍｉｌｓｔｅｉｎおよ

びＣｕｅｌｌｏ、１９８３  Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５３９）。免疫グ

ロブリンの重鎖および軽鎖のランダムな組み合わせのために、これらのハイブリ

ドーマ（クアドローマ）は、１０の異なる抗体分子の潜在的混合物を産生し、こ

のうち１つのみが正確な二重特異的構造を有する。この正確な分子の精製は、通

常アフィニティークロマトグラフィー工程によって達成される。同様の手順は、

１９９３年５月１３日開示のＷＯ９３／０８８２９、およびＴｒａｕｎｅｃｋｅ

ｒら、１９９１  ＥＭＢＯ  Ｊ．、１０：３６５５－３６５９において開示され

る。

      【０１４２】

  所望の結合特異性（抗体－抗原結合部位）を有する抗体可変ドメインは、免疫

グロブリン定常領域配列に融合され得る。この融合は、好ましくは免疫グロブリ

ン重鎖定常ドメインを有し、ヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３領域の少なくとも部

分を含む。この融合物中の少なくとも１つに存在する軽鎖結合のために必要な部

位を含む第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。この免疫グロ

ブリン重鎖融合体、および所望の場合、この免疫グロブリン軽鎖をコードするＤ

ＮＡは、別々の発現ベクターに挿入され、そして適切な宿主生物体に同時トラン

スフェクトされる。二重特異的抗体の産生のさらなる詳細は、例えば、Ｓｕｒｅ

ｓｈら、１９８６  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２

１０を参照のこと。

      【０１４３】

  ＷＯ９６／２７０１１に記載される別のアプローチに従って、抗体分子の対の

間の界面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージ

を最大化するために操作され得る。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３

領域の少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの

１つ以上の小さなアミノ酸側鎖は、より大きな側鎖（例えば、チロシンまたはト

リプトファン）で置換される。大きな側鎖と同一または同様のサイズの代償性「

空洞」は、大きなアミノ酸側鎖を小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニンまたは
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スレオニン）で置換することによって、第２の抗体分子の界面上に生成される。

このことは、ホモダイマーのような他の不必要な最終生成物よりも、ヘテロダイ

マーの収量を増加するための機構を提供する。

      【０１４４】

  二重特異的抗体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）

2二重特異的抗体）として調製され得る。抗体フラグメントから二重特異的抗体

を産生するための技術は、文献において記載される。例えば、二重特異的抗体は

、化学結合を使用して調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎら、１９８５  Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２２９：８１は、インタクトな抗体がタンパク分解的に切断されてＦ（ａ

ｂ’）2フラグメントを産生する手順を記載する。これらのフラグメントは、ビ

シナルジチオールを安定化し、そして分子間ジスルフィド形成を阻止するために

、ジチオール錯化剤亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元される。次いで、この産生

されたＦａｂ’フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＢＮ）誘導体に変

換される。次いで、Ｆａｂ’－ＴＢＮ誘導体の１つは、メルカプトエチルアミン

での還元によってＦａｂ’－チオールに再変換され、そしてこれは等モル量の他

のＦａｂ’－ＴＢＮ誘導体と混合されて二重特異的抗体を形成する。生成された

二重特異的抗体は、酵素の選択的固定化のための薬剤として使用され得る。

      【０１４５】

  さらに、Ｆａｂ’フラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収され得、そして

化学的にカップリングされて二重特異的抗体を形成する。Ｓｈａｌａｂｙら、１

９９２  Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５は、完全にヒト化された

二重特異的抗体Ｆ（ａｂ’）2分子の産生を記載する。各Ｆａｂ’フラグメント

は、Ｅ．ｃｏｌｉから別々に分泌され、そしてインビトロの関連する化学的カッ

プリングに供され、二重特異的抗体を形成する。従って、形成されたこの二重特

異的抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞および正常なヒトＴ細胞

に結合し得、そしてヒト胸部腫瘍標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶解性

活性を誘因し得る。

      【０１４６】

  組換え細胞培養物から直接二重特異的抗体フラグメントを作製し、そして単離
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するための種々の技術が記載されてきた。例えば、二重特異的抗体は、ロイシン

ジッパーを使用して産生される。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、１９９２  Ｊ．Ｉｍｍｕ

ｎｏｌ．１４８（５）：１５４７－１５５３。ＦｏｓおよびＪｕｎタンパク質由

来のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦａ

ｂ’部分に結合される。この抗体ホモダイマーは、ヒンジ領域で還元されてモノ

マーを形成し、次いで再酸化されて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法は

また、抗体ホモダイマーの産生のために使用され得る。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、

１９９３  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：６４４４－

６４４８に記載されるこの「ディアボディー（ｄｉａｂｏｄｙ）」技術は、二重

特異的抗体フラグメントを作製するための代替的な機構を提供した。このフラグ

メントは、短すぎて同じ鎖上の２つのドメインの間で対にできないリンカーによ

って軽鎖可変領域（ＶL）に接続された重鎖可変領域（ＶH）を含む。従って、１

つのフラグメントのＶHおよびＶLドメインは、別のフラグメントの相補的なＶL

およびＶHドメインと対になるように強制され、これによって２つの抗原結合部

位が形成される。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用によって二重特異的抗体フ

ラグメントを作製するための別のストラテジーもまた、報告されてきた。Ｇｒｕ

ｂｅｒら、１９９４  Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６８を参照のこと。

      【０１４７】

  ２つ以上の結合価を有する抗体が意図される。例えば、三重特異的抗体が調製

され得る。Ｔｕｔｔら、１９９１  Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０。

      【０１４８】

  例示的な二重特異的抗体は、２つの異なるエピトープに結合し得、このうち少

なくとも１つは、本発明のタンパク質抗原に起源を有する。あるいは、免疫グロ

ブリン分子の抗抗原性アームは、Ｔ細胞レセプター分子のような白血球（例えば

、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、またはＢ７）、あるいはＩｇＧに対するＦｃレセ

プター（ＦｃγＲ）（例えば、ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３

２）およびＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６））上の標的化分子と結合するアームに、

特定の抗原を発現する細胞に対する細胞の防御機構に焦点を合わせるように結合

され得る。二重特異的抗体はまた、特定の抗原を発現する細胞に対する細胞傷害
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性因子に指向するために使用され得る。これらの抗体は抗原結合アーム、および

細胞傷害性因子または放射性核種キレーター（例えば、ＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ

、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡ）に結合するアームを保有する。目的の別の二重特

異的抗体は、本明細書中に記載のタンパク質抗原に結合し、そしてさらに組織因

子（ＴＦ）に結合する。

      【０１４９】

  （７．ヘテロ接合体抗体）

  ヘテロ接合体抗体はまた、本発明の範囲内である。ヘテロ接合体抗体は、２つ

の共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不必要

な細胞に標的化するために（米国特許第４，６７６，９８０号）、およびＨＩＶ

感染の処置のために（ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／２００３７３；ＥＰ０

３０８９）提案されてきた。この抗体（架橋剤を含む抗体を含む）は、インビト

ロで、合成タンパク質化学において公知の方法を使用して調製され得ることが意

図される。例えば、免疫毒素は、ジスルフィド交換反応の使用またはチオエーテ

ル結合の形成によって構築され得る。この目的のための適切な試薬の例としては

、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミデート、ならびに

例えば米国特許第４，６７６，９８０号において開示される試薬が挙げられる。

      【０１５０】

  （８．エフェクター機能操作）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸ抗体を、エフェクター機能について、例えば癌の処置に

おける抗体の効力を増大するように改変することが望ましい。例えば、システイ

ン残基は、Ｆｃ領域に導入され得、これによってこの領域における鎖間ジスルフ

ィド結合の形成を可能にする。従って、作製されるこのホモダイマー抗体は、改

良されたインターナリゼーションの可能性および／または増加した補体媒介細胞

死滅、ならびに抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有し得る。Ｃａｒｏｎら、

１１９２、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．、１７６：１１９１－１１９５；Ｓｈｏｐｅｓ

、１９９２、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２を参照のこと。

増大した抗腫瘍活性を有するホモダイマー抗体はまた、Ｗｏｌｆｆら、１９９３

、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ、５３：２５６０－２６５６に記載されるヘ
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テロ二官能性架橋剤を使用して調製され得る。あるいは、抗体は操作され得、こ

れは二重のＦｃ領域を有し、そしてこれによって増大した補体溶解およびＡＤＣ

Ｃの可能性を有し得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、１９８９、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃ

ｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ，３：２１９－２３０を参照のこと。

      【０１５１】

  （９．免疫接合体）

  本発明はまた、細胞傷害性の薬剤（例えば、化学療法剤、毒素（例えば、細菌

、真菌、植物、または動物起源の酵素学的に活性な毒素、あるいはそれらのフラ

グメント）、または放射性同位体（すなわち、放射性接合体））に結合体化した

ＦＧＦ－ＣＸ抗体を含む免疫接合体に関する。

      【０１５２】

  このような免疫接合体の作製において有用な化学療法剤は、上記に記載される

。使用され得る酵素学的に活性な毒素およびそれらのフラグメントとしては、ジ

フテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、

モデシン（ｍｏｄｅｃｃｉｎ）Ａ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ  ｆｏ

ｒｄｉｉタンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏ

ｌａｃａ  ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡ

Ｐ－Ｓ）、モモルディカチャラチア（ｍｏｍｏｒｄｉｃａ  ｃｈａｒａｎｔｉａ

）インヒビター、クルシン（ｃｕｒｃｉｎ）、クロチン（ｃｒｏｔｉｎ）、セパ

オナリアオフィシナリス（ｓｅｐａｏｎａｒｉａ  ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）イ

ンヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）、ミトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ

）、レストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）、フェノマイシン（ｐｈｅ

ｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およびトリコテセン（

ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎ）が挙げられる。種々の放射性核種は、放射性結合した

抗体の作製のために利用可能である。その例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、

１３１Ｉｎ、９０Ｙ、および１８６Ｒｅが挙げられる。

      【０１５３】

  抗体および細胞傷害性因子の接合体は、種々の二官能性タンパク質結合因子（
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例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネー

ト（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ）（ＩＴ）、イ

ミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピミデート  ＨＣＬ）、

活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）、アルデヒド（例えば

、グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔａｒｅｌｄｅｈｙｄｅ））、ビスアジド化合物

（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニ

ウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミ

ン）、ジイソシアネート（例えば、トリエン２，６－ジイソシアネート）、およ

びビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベ

ンゼン））を使用して作製される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ

ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３８：１０９８（１９８７）に記載されるように調製さ

れ得る。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレ

ントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合

のための例示的なキレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照のこと。

      【０１５４】

  別の実施形態において、腫瘍の前標的化における利用のために、この抗体は、

「レセプター」（例えば、ストレプトアビジン）に結合され得、ここで抗体－レ

セプター接合体は患者に投与され、続いて除去剤を使用して結合していない接合

体が循環から除去され、次いで細胞傷害性因子に次々に結合体化される「リガン

ド」（例えば、アビジン）が投与される。

      【０１５５】

  （１０．免疫リポソーム）

  本明細書中に開示された抗体は、免疫リポソームとして処方され得る。この抗

体を含むリポソームは、当該分野で公知の方法によって調製される（例えば、Ｅ

ｐｓｔｅｉｎら、１９８５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，

８２：３６８８；Ｈｗａｎｇら、１９８０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ，７７：４０３０；および米国特許第４，４８５，０４５号および

同第４，５４４，５４５号において記載される）。増強された循環時間を有する

リポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示される。
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      【０１５６】

  特に、有用であるリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、お

よびＰＥＧ誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含有す

る脂質組成物との逆層蒸発法によって生成され得る。リポソームは、規定された

孔径のフィルターを通って押し出され、所望の直径を有するリポソームを生じる

。本発明の抗体のＦａｂ’フラグメントは、Ｍａｒｔｉｎら、１９８２、Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５７：２８６－２８８に記載のようにジスルフィド交換

反応を介してリポソームに結合体化され得る。化学治療剤（例えば、ドキソルビ

シン）は、必要に応じてリポソーム内に含まれ得る。Ｇａｂｉｚｏｎら、１９８

９、Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．，８１（１９）：１４８

４を参照のこと。

      【０１５７】

  （１１．ＦＧＦ－ＣＸに対して指向された抗体の診断的適用）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質に対して指向される抗体は、タンパク質の局

在および／または定量化に関連する、当該分野で公知の方法において使用され得

る（例えば、適切な生理学的サンプル内のタンパク質のレベルの測定における使

用のため、診断方法における使用のため、タンパク質の画像化における使用のた

めなど）。所定の実施形態では、タンパク質に対する抗体または抗原結合ドメイ

ンを含むその誘導体、フラグメント、アナログまたはホモログは、薬理学的に活

性な化合物として使用される（以下を参照のこと）。

      【０１５８】

  本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質に特異的な抗体は、標準技術（例えば、免疫

親和性クロマトグラフィまたは免疫沈降）によって、タンパク質を単離するため

に用いられ得る。このような抗体は、細胞からの天然のタンパク質抗原の精製お

よび宿主細胞において発現される組換え的に産生された抗原の精製を容易にし得

る。さらに、抗原タンパク質の発現の量およびパターンを評価するために、この

ような抗体を用いて（例えば、細胞の溶解液または細胞上清における）抗原タン

パク質を検出し得る。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に対して指向される抗体は、例え

ば、所定の処置レジメンの有効性を決定するために、臨床試験の手順の一部とし
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て組織におけるタンパク質レベルを診断的にモニターするために用いられ得る。

検出は、抗体を検出可能物質にカップリングする（すなわち、物理的に連結する

）ことにより容易にされ得る。検出可能な物質の例としては、種々の酵素、補欠

分子団、蛍光物質、発光物質、生物発光物質および放射性物質が挙げられる。適

切な酵素の例としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ

、β－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙げられ；適切な

補欠分子団複合体の例としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン

／ビオチンが挙げられ；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フル

オレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリア

ジニルアミン（ｄｉｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイ

ン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが挙げられ；発光物質の例として

は、ルミノールが挙げられ；生物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシ

フェリンおよびエクオリンが挙げられ、そして、適切な放射性物質の例としては

125Ｉ、131Ｉ、35Ｓまたは3Ｈが挙げられる。

      【０１５９】

  （１２．抗体療法）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸ抗体（ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト

化抗体、および完全なヒト抗体を含む）は、治療剤として使用され得る。このよ

うな薬剤は、一般的に、被験体における疾患および病理を処置または予防するた

めに使用される。抗体調製物（好ましくは、その標的抗原について高い特異性お

よび高い親和性を有するもの）は、被験体に対して投与され、そして一般的に、

その標的との結合に起因して効果を有する。このような効果は、所定の抗体分子

と問題の標的抗原との間の相互作用の特異的性質に依存して、２つの種類のうち

の１つであり得る。第１の例では、抗体の投与は、標的が天然に結合する内因性

リガンドとその標的との結合を抑止または阻害し得る。この場合、抗体は、標的

に結合し、そして天然に存在するリガンドの結合部位をマスクし、ここでそのリ

ガンドは、エフェクター分子として働く。従って、レセプターは、シグナル伝達

経路を媒介し、リガンドが、シグナル伝達に関係する。

      【０１６０】
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  あるいは、その効果は、標的分子上のエフェクター結合部位への結合によって

、抗体が生理学的結果を誘発するものであり得る。この場合、標的（存在し得な

いかまたは疾患もしくは病理を欠損し得る内因性リガンドを有するレセプター）

が、代理のエフェクターリガンドとして抗体を結合して、レセプターによって、

レセプターに基づくシグナル伝達事象を開始する。

      【０１６１】

  治療的に有効な量の本発明の抗体は、治療目的を達成するために必要とされる

量を一般的にいう。上記のように、これは、ある場合において標的の機能を妨害

し、そして他の場合において生理学的応答を促進する、抗体とその標的抗原との

間の結合相互作用であり得る。投与されるために必要とされる量は、その特異的

抗原についての抗体の結合親和性にさらに依存し、そしてまた、その量は、投与

される抗体が、その抗体が投与される自由な体積の他の被験体から枯渇される速

度に依存する。本発明の抗体または抗体フラグメントの治療的有効用量の一般的

な範囲は、非限定的な量として、約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋｇ体

重である。一般的な投薬の頻度は、例えば、毎日２回～１週間に１回の範囲であ

り得る。

      【０１６２】

  （１３．抗体の薬学的組成物）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質に特異的に結合する抗体、ならびに本明細書

中で開示されるスクリーニングアッセイによって同定される他の分子は、薬学的

組成物の形態で種々の障害の処置のために投与され得る。このような組成物を調

製する際に関する原理および考慮、ならびに成分の選択の際の手引きは、例えば

、ＲｅｍｉｎｇｔｏｎのＴｈｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  

Ｏｆ  Ｐｈａｒｍａｃｙ  第１９編（Ａｌｆｏｎｓｏ  Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏら、

編）Ｍａｃｋ  Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ：１９９５；Ｄｒｕｇ  Ａ

ｂｓｏｒｐｔｉｏｎ  Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，Ｐｏｓｓｉ

ｂｉｌｉｔｉｅｓ，Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ，Ａｎｄ  Ｔｒｅｎｄｓ，Ｈａｒｗ

ｏｏｄ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｌａｎｇｈｏｒｎｅ，Ｐａ

．，１９９４；およびＰｅｐｔｉｄｅ  Ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｄｒｕｇ  Ｄ
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ｅｌｉｖｅｒｙ（Ａｄｖａｎｃｅｓ  Ｉｎ  Ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ  Ｓｃｉｅｎ

ｃｅｓ，Ｖｏｌ．４）、１９９１、Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ．に提

供される。

      【０１６３】

  抗原性タンパク質が、細胞内にあり、そして完全な抗体が、インヒビターとし

て使用される場合、抗体を内在化することが、好ましい。しかし、リポソームは

また、抗体または抗体フラグメントを細胞に送達するために使用され得る。抗体

フラグメントが、使用される場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結

合する最小の抑制フラグメントが、好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基

づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を維持するペプチド分子が、設計さ

れ得る。このようなペプチドは、化学的に合成され得、そして／または組み換え

ＤＮＡ技術によって産生され得る。例えば、Ｍａｒａｓｃｏら、１９９３  Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７８８９－７８９３を参照

のこと。本明細書中の処方物はまた、処置される特定の指標について必要な１よ

り多くの活性化合物を含み得、好ましくは、互いに悪影響を与えない相補的活性

を有する化合物を含み得る。あるいは、またはさらに、この組成物は、その機能

を増強する薬剤（例えば、細胞毒性剤、サイトカイン、化学療法剤または増殖抑

制剤のような）を含み得る。このような分子は、意図される目的のために有効で

ある量で組み合わせて適切に存在する。

      【０１６４】

  活性成分はまた、例えば、コアセルベーション技術または界面重合化によって

調製されたマイクロカプセル（例えば、それぞれ、ヒドロキシメチルセルロース

またはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ－（メタクリル酸メチル）マイク

ロカプセル）で、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミン微粒

子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、およびナノカプセル）またはマクロエマ

ルジョンにおいてトラップされ得る。

      【０１６５】

  インビボ投与のために使用される処方物は、滅菌でなければならない。これは

、滅菌濾過膜を通す濾過によって容易に達成される。
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      【０１６６】

  （ＦＧＦ－ＣＸ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）

  本発明の別の局面は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラ

グメント、アナログ、もしくはホモログをコードする核酸を含むベクター、好ま

しくは発現ベクターに関する。本明細書中で使用される場合、用語「ベクター」

は、核酸分子が結合された別の核酸を輸送し得るその核酸分子をいう。ベクター

の１つの型は「プラスミド」であり、これはさらなるＤＮＡセグメントが連結し

得る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。ベクターの別の型はウイルス性ベクター

であり、ここでさらなるＤＮＡセグメントはこのウイルス性ゲノムに連結され得

る。特定のベクターは宿主細胞中で自発的に複製し得、この中に導入される（例

えば、細菌の複製起源を有する細菌ベクターおよびエピソームの哺乳類ベクター

）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞に導入

される際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そしてこれによって宿主のゲノムと

同調して複製される。さらに、特定のベクターは、これが作動可能に連結される

遺伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、本明細書中で「発現ベクタ

ー」といわれる。一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、し

ばしばプラスミドの形態である。本明細書において、「プラスミド」および「ベ

クター」は、このプラスミドがベクターの最も一般的に使用される形態であるた

め、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、ウイルス性ベクター（例えば

、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のよう

な発現ベクターのこのような他の形態を含むことを意図し、これは等価な機能を

果たす。

      【０１６７】

  本発明の組換え発現ベクターは、本発明の核酸を、宿主細胞における核酸の発

現に適切な形態で含み、これはこの組換え発現ベクターが、発現のために使用さ

れる宿主細胞に基いて選択される１つ以上の調節配列を含むこと意味し、これは

発現される核酸配列に作動可能に連結される。組換え発現ベクターにおいて、「

作動可能に連結」は、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現を可

能にするような様式（例えば、このベクターが宿主細胞に導入される場合、イン
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ビトロ転写／翻訳系または宿主細胞において）で調節配列に連結されることを意

味することを意図する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサーおよ

び他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことを意

図する。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、１９９０、ＧＥＮＥ

  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮ

ＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇ

ｏ、Ｃａｌｉｆ．に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞において

ヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみにお

いてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）を

含む。発現ベクターの設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパ

ク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは当業者に理解される。

本発明の発現ベクターは、宿主細胞に導入され、それにより、本明細書に記載さ

れるような核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク質

または融合ペプチドを含む）（例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、ＦＧＦ－ＣＸ

の変異形態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０１６８】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

ＦＧＦ－ＣＸの発現のために設計され得る。例えば、ＦＧＦ－ＣＸは、細菌細胞

（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる

）、酵母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は、Ｇ

ｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥ

ＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅ

ｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）においてさらに考察され

る。あるいは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およ

びＴ７ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０１６９】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性

プロモーターを含むベクターを有するＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ
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クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（ｉ）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（ｉｉ）組換えタンパク質の溶解度を増加させること；および（ｉｉｉ）

親和性精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の精

製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解

の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そして融合タンパク質の精製の後

に、組換えタンパク質が組換えタンパク質の融合部分から分離されることを可能

にする。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、トロンビ

ン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとしては、グル

タチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、ま

たはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐＧＥＸ（

Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｊｏｈｎ

ｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇ

ｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（

Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられる。

      【０１７０】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａｍ

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

ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧ

Ｙ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ

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

挙げられる。

      【０１７１】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現させることである。例えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，

ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  Ｉ

Ｎ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  
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Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のスト

ラテジーは、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先

的に利用されるように、発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

とである（例えば、Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２

０：２１１１－２１１８を参照のこと）。本発明の核酸配列のこのような変更は

、標準的なＤＮＡ合成技術によって実行され得る。

      【０１７２】

  別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターであ

る。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐＹ

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

３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃ

ｅｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８

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

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃ

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

が挙げられる。

      【０１７３】

  あるいは、ＦＧＦ－ＣＸは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫

細胞中で発現され得る。培養された昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でタンパ

ク質の発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ

（Ｓｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２１

６５）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９

）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０１７４】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

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

る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、
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ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ

モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方のため

の他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０１７５】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的プロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター（

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

２７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８

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

ープロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ

  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８

３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（

１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）のプロモーター、ニューロン特異

的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；Ｂｙｒｎｅおよ

びＲｕｄｄｌｅ（１９８９Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．  ８６：５４７３－５４７７）、膵

臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：

９１２－９１６）、および乳腺特異的プロモーター（例えば、ミルク乳清プロモ

ーター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公開第２６４，１６６

号）が挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた含まれる（例えば、

マウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧ

ｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３７９）およびα－フ
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ェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９

）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０１７６】

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（

ＤＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結され

る。種々の細胞型におけるアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を指向する、

アンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される調節配列が

選択され得る。例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発現、ま

たは細胞型特異的発現を指向する、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエン

ハンサー、または調節配列が選択され得る。アンチセンス発現ベクターは、組換

えプラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態であり得、こ

こではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は、

ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使用

する遺伝子発現の調節の議論については、例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａ

ｎｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ

  ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ

  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０１７７】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変は次の世代において存在し得るので、こ

のような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書

中で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０１７８】

  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｆ
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ＧＦ－ＣＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母

または哺乳動物細胞（例えば、ヒトチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）

またはＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知であ

る。

      【０１７９】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換またはトランスフェクション技術を介し

て原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞中に導入するための当該分野で認識される種々の技術

をいうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈

殿、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、また

はエレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランスフェ

クトするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬ

ＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出され得

る。

      【０１８０】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについては、使用される発現ベク

ターおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来

ＤＮＡをそのゲノム中に組み込み得ることが知られている。これらの要素を同定

および選択するために、選択マーカー（例えば、抗生物質に対する耐性）をコー

ドする遺伝子が、一般的には目的の遺伝子とともに宿主細胞に導入される。種々

の選択マーカーには、薬物に対する耐性を付与するマーカー（例えば、Ｇ４１８

、ハイグロマイシン、およびメトトレキセート）が含まれる。選択マーカーをコ

ードする核酸は、ＦＧＦ－ＣＸをコードするベクターと同じベクター上で宿主細

胞に導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入された核

酸とともに安定にトランスフェクトされる細胞は、薬物選択によって同定され得
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る（例えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存するが、他の細胞は死

滅する）。

      【０１８１】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用され

得る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用して、ＦＧＦ－ＣＸタ

ンパク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態において、この方法

は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明の宿主

細胞（ここに、ＦＧＦ－ＣＸをコードする組換え発現ベクターが導入されている

）を培養する工程を包含する。別の実施形態において、この方法はさらに、培地

または宿主細胞からＦＧＦ－ＣＸを単離する工程を包含する。

      【０１８２】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、ＦＧＦ－

ＣＸコード配列が導入される、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である。次い

で、このような宿主細胞は、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得、ここで外因性のＦＧＦ－ＣＸ配列は、それらのゲノムまたは相同組換

え動物（ここで内因性のＦＧＦ－ＣＸ配列が変更されている）に導入される。こ

のような動物は、ＦＧＦ－ＣＸの機能および／または活性を研究するため、およ

びＦＧＦ－ＣＸの活性のモジュレーターを同定および／または評価するために有

用である。本明細書中で使用される場合、「トランスジェニック動物」とは、非

ヒト動物、好ましくは哺乳動物であり、より好ましくは、ラットまたはマウスの

ような齧歯動物であり、ここでこれらの動物の１つ以上の細胞は、導入遺伝子を

含む。トランスジェニック動物の他の例には、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウ

シ、ヤギ、ニワトリ、両生類などを含む。導入遺伝子は、細胞のゲノムに組み込

まれ（この細胞からトランスジェニック動物が発生する）、そして成熟動物のゲ

ノムに残存する外因性のＤＮＡであり、それによって、このトランスジェニック

動物の１つ以上の細胞型または組織においてコード遺伝子産物の発現を指向する
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。本明細書中で使用される場合、「相同組換え動物」とは、非ヒト動物であり、

好ましくは哺乳動物、より好ましくはマウスであり、ここで、内因性ＦＧＦ－Ｃ

Ｘ遺伝子は、この内因性の遺伝子と、動物の発生の前に動物の細胞（例えば、動

物の胚細胞）に導入された外因性ＤＮＡ分子との間の相同組換えによって、変更

されている。

      【０１８３】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＦＧＦ－ＣＸをコードする核酸を、（受

精した卵母細胞の雄性前核に導入することによって例えば、マイクロインジェク

ション、レトロウイルス感染によって）、およびこの卵母細胞が偽妊娠雌性フォ

スター動物（ｆｏｓｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすること

によって作製され得る。配列番号１のヒトＦＧＦ－ＣＸ  ＤＮＡ配列は、非ヒト

動物のゲノムに導入遺伝子として導入され得る。あるいは、ヒトＦＧＦ－ＣＸ遺

伝子の非ヒトホモログ（例えば、マウスＦＧＦ－ＣＸ遺伝子）は、ヒトＦＧＦ－

ＣＸ  ｃＤＮＡに対するハイブリダイゼーションに基づいて単離され得（上述に

さらに記載される）、そして導入遺伝子として使用され得る。イントロン配列お

よびポリアデニル化シグナルもまた導入遺伝子中に含まれ、その導入遺伝子の発

現の効率を増大させ得る。組織特異的調節配列（単数または複数）は、特定の細

胞に対して、ＦＧＦ－ＣＸの発現を指向するために、ＦＧＦ－ＣＸ導入遺伝子に

作動可能に連結される。胚の操作およびマイクロインジェクションを介するトラ

ンスジェニック動物（特に、マウスのような動物）を生成するための方法は、当

該分野で従来的になっており、そして例えば、米国特許第４，７３６，８６６号

；同第４，８７０，００９号；および同第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏ

ｇａｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲ

ＹＯ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅ

ｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載されている。同

様の方法は、他のトランスジェニック動物の作製のために使用される。トランス

ジェニック初代動物は、そのゲノムにおけるＦＧＦ－ＣＸ導入遺伝子の存在およ

び／またはその動物の組織または細胞中のＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡの発現に基づ

いて同定され得る。次いで、トランスジェニック初代動物は、導入遺伝子を有す
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るさらなる動物を繁殖させるために使用され得る。さらに、ＦＧＦ－ＣＸをコー

ドする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物は、さらに、他の導入遺伝子

を有する他のトランスジェニック動物へと繁殖させ得る。

      【０１８４】

  相同組換え動物を作製するために、欠失、付加、または置換が導入されて、そ

れによってＦＧＦ－ＣＸ遺伝子が変化（例えば、機能的に破壊）されている、少

なくとも、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の一部を含むベクターを調製する。ＦＧＦ－ＣＸ

遺伝子は、ヒト遺伝子（例えば、配列番号１のＤＮＡ）であり得るが、より好ま

しくは、ヒトＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の非ヒトホモログである。例えば、配列番号１

のヒトＦＧＦ－ＣＸ遺伝子のマウスホモログは、マウスゲノムにおいて内因性Ｆ

ＧＦ－ＣＸ遺伝子を変更するのに適切な相同組換えベクターを構築するために使

用され得る。１つの実施形態において、そのベクターは、相同組換えに際して、

内因性ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子が、機能的に破壊される（すなわち、機能的タンパク

質をもはやコードしない；「ノックアウト」ベクターともいわれる）ように設計

される。

      【０１８５】

  あるいは、このベクターは、相同組換えの際に、内因性ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子が

変異されるか、あるいはさもなければ、変更されるが、なお機能性タンパク質を

コードするように設計される（例えば、上流の調節領域を変更して、それによっ

て内因性ＦＧＦ－ＣＸの発現を変更し得る）。相同組換えベクターにおいて、Ｆ

ＧＦ－ＣＸ遺伝子の変更された部分は、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子のさらなる核酸によ

って、その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクターによっ

て運ばれる外因性ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子

との間で起こることを可能にする。さらなる隣接するＦＧＦ－ＣＸ核酸は、内因

性遺伝子との首尾よい相同組換えに十分な長さである。代表的に、数キロベース

の隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方）が、ベクターに含まれる。

例えば、相同組換えベクターの記載について、Ｔｈｏｍａｓら（１９８７）Ｃｅ

ｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベクターは、胚幹細胞株に導入され（例

えば、エレクトロポレーションによって）、この導入されたＦＧＦ－ＣＸ遺伝子
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が、内因性ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子と相同組換えされた細胞が、選択される（例えば

、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０１８６】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入して

、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴＥＲＡＴＯ

ＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：

Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、

Ｏｘｆｏｒｄ  １１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、キメラ胚を、適切な

偽妊娠雌性フォスター動物に移植し得、そしてこの胚を、一定期間置く。それら

の胚芽細胞中に相同組換えＤＮＡを保有する子孫を使用して、動物を繁殖し得、

ここで、この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達によって、この相

同組換えＤＮＡを含む。相同的組換えベクターおよび相同的組換え動物を構築す

るための方法が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒ

ｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２：８２３－８２９；ＰＣＴ国際公開番

号：ＷＯ９０／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；およ

びＷＯ９３／０４１６９。

      【０１８７】

  別の実施形態において、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された

系を含む、非ヒトトランスジェニック動物が産生され得る。このような系の１つ

の例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。

ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記載については、例えば、Ｌａｋｓｏら、

１９９２、Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．  ８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコン

ビナーゼ系の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの

ＦＬＰリコンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら、１９９１、Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２５１：１３５１－１３５５を参照のこと）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナ

ーゼ系が導入遺伝子の発現を調節するために使用される場合、Ｃｒｅリコンビナ

ーゼおよび選択されたタンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含む動物が、

必要となる。このような動物は、例えば、２種のトランスジェニック動物（一方

は選択されたタンパク質をコードした導入遺伝子を含み、他方はリコンビナーゼ
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をコードした導入遺伝子を含む）を交配することによる、「二重の」トランスジ

ェニック動物の構築によって提供され得る。

      【０１８８】

  本明細書中に記載されるトランスジェニック非ヒト動物のクローンがまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、産生され得る。簡単には、トランスジェニック動物由来の細胞（

例えば、体細胞）を、単離および誘導し、増殖サイクルから出し、そしてＧ0期

に入らせ得る。次いで、この静止細胞を、例えば、電気パルスの使用により、静

止細胞が単離される同種動物由来の、摘出された卵母細胞へ融合し得る。次いで

、この再構築された卵母細胞を培養し、これにより、これは桑実胚または未分化

胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性フォスター動物に移される。この雌性フ

ォスター動物の産生子孫は、この細胞（例えば、体細胞）が単離される動物のク

ローンである。

（薬学的組成物）

  本発明のＦＧＦ－ＣＸ核酸分子、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、および抗ＦＧＦ－

ＣＸ抗体（これはまた、本明細書中で「活性化合物」として参照される）、なら

びにそれらの誘導体、フラグメント、アナログ、およびホモログが、投与に適し

た薬学的組成物に組み込まれ得る。このような組成物は、代表的に、核酸分子、

タンパク質または抗体、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。本明細書中

で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合し

た、任意および全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等

張剤および吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含むことが意図

される。薬学的に活性な物質に対する、適切なキャリアは、当該分野における標

準的な参考書である、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

  Ｓｃｉｅｎｃｅｓの最新版（本明細書中で参考として援用される）に記載され

る。このようなキャリアまたは希釈剤の好ましい例としては、水、生理食塩水、

リンガー溶液、デキストロース溶液、および５％ヒト血清アルブミンを含むが、

これらに限定されない。リポソームおよび非水性ビヒクル（例えば、不揮発性油

）もまた、使用され得る。薬学的に活性物質に対する、このような媒体および薬
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剤の使用は、当該分野で周知である。この活性化合物と不適合性である任意の従

来の媒体または薬剤の範囲を除いて、組成物におけるその使用は、意図される。

補足的な活性化合物はまた、この組成物に組み込まれ得る。

      【０１８９】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例には、非経口（例えば、静脈内、皮内、皮下）投与、経口

（例えば、吸入）投与、経皮（局所的）投与、経粘膜（ｔｒａｎｓｍｕｃｏｓａ

ｌ）投与、および直腸投与が挙げられる。非経口、皮内または皮下適用のために

使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：注射用水、生理食塩水

溶液、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコー

ルまたは他の合成溶媒のような滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパ

ラベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムなどの抗酸化剤

；エチレンジアミン四酢酸などのキレート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸

塩などの緩衝液；および塩化ナトリウムまたはデキストロースなどの張度の調節

のための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基で調整

され得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨てシリンジあるいはガラスまたは

プラスチックから作製される多用量のバイアル中に入れられ得る。

      【０１９０】

  注入使用に適した薬学的組成物は、滅菌の水溶液（ここで、水溶性）または水

性分散液、滅菌の注入可能な溶液または分散液の即座調製のための滅菌粉末を含

む。静脈内投与について、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌性水、Ｃｒｅ

ｍｏｐｈｏｒ  ＥＬTM（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）またはリ

ン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において、組成物

は、滅菌性であるべきであり、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌｉｔ

ｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは、製造および保存の条件

下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に

対して保存されるべきである。このキャリアは、例えば、以下を含む溶媒または

分散媒であり得る：水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロ

ピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）ならびにそれらの
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適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンなどのコーティングの使用に

よって、分散液の場合、要求される粒子サイズを維持することによって、および

界面活性剤を使用することによって維持され得る。微生物の作用の防止は、種々

の抗菌および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ア

スコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場合、組成物

中に等張剤（例えば、糖、マンニトール（ｍａｎｉｔｏｌ）、ソルビトールなど

のポリアルコール、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。注入可能組成物の

長期の吸収は、吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミニウムモノステアレートお

よびゼラチン）を組成物に含ませることによってもたらされ得る。

      【０１９１】

  滅菌注入可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパ

ク質あるいは抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体）を、適切な溶媒中に、上記で列挙される成分

の１つまたは組み合わせと共に組み込み、必要な場合、続いて濾過滅菌すること

によって調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本（ｂａｓｉｃ

）分散媒および上記で列挙される成分からの必要とされる他の成分を含む滅菌ビ

ヒクル中へ組み込むことによって調製される。滅菌注入可能溶液の調製のための

滅菌粉末の場合において、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これに

より、既に滅菌濾過されたその溶液から活性成分および任意のさらなる所望の成

分の粉末を得る。

      【０１９２】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へ圧縮され得る。経口治療投

与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして錠

剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた、

マウスウォッシュ（ｍｏｕｔｈｗａｓｈ）としての使用のために流体キャリアを

使用して調製され得、ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適

用され、そして素早く動かされ（スイッシュ）（ｓｗｉｓｈ）、そして吐き出さ

れるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性の結合剤、および／またはアジュ

バント材料が、この組成物の一部として含まれ得る。錠剤、丸剤、カプセル剤、
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トローチ剤などが、任意の以下の成分または同様の性質を有する化合物を含み得

る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチン）；賦

形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸）、

Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグ

ネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；グライダント（ｇｌｉｄａｎｔ）（例えば

、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロースまたはサッカリン）

；あるいは香味剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ

フレーバー）。

      【０１９３】

  吸入による投与について、これらの化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化

炭素のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から

、エアロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０１９４】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透されるバリアに対して適切な浸透剤が、処方物において

使用される。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、

例えば、経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導

体が挙げられる。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐剤によって達成され得る。

経皮投与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤

、軟膏、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０１９５】

  これらの化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび

他のグリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または保持浣腸の形態で調製

され得る。

      【０１９６】

  １つの実施形態において、この活性化合物は、身体からの迅速な排出に対して

この化合物を保護するキャリアを用いて調製され（例えば、制御放出処方物）、

これには、移植片およびマイクロカプセル化された送達系が挙げられる。エチレ

ンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルト
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エステル、およびポリ乳酸のような、生分解性、生体適合性ポリマーが使用され

得る。このような処方物の調製のための方法は、当該業者には明らかである。こ

れらの材料はまた、Ａｌｚａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｎｏｖａ  Ｐ

ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から商業的に入手可能である。リポソ

ーム懸濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体で感染させた細胞へ標的

化されるリポソームを含む）がまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用さ

れ得る。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるよう

な、当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０１９７】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単位投薬量として適切な、物理的に個

々の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアと関連して、所望の治

療的効果を生じるように計算された所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単

位形態についての詳細は、この活性化合物の固有の特性、および達成される特定

の治療効果によって決定されるか、あるいはこれらに直接依存する。

      【０１９８】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし

て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、例えば、米国特許大５，７

０３，０５５号に記載されるように、多くの経路のいずれかによって、送達され

得る。従って、送達としては、静脈内注射、局所適用（米国特許第５，３２８，

４７０号を参照のこと）、または定位注射（例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）Ｐ

ＮＡＳ  ９１：３０５４－３０５７を参照のこと）が挙げられ得る。遺伝子治療

ベクターの薬学的調製物は、受容可能な希釈剤中の遺伝子治療ベクターを含み得

るか、または遺伝子送達ビヒクルが組み込まれる徐放性マトリックスが挙げられ

得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが、組換え細胞からインタクトで産

生され得る（例えば、レトロウイルスベクター）場合、この薬学的調製物は、遺

伝子送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０１９９】
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  薬学的組成物は、投与のための使用説明書を伴って、容器、包装、またはディ

スペンサーに含まれ得る。

      【０２００】

  （本発明の用途および方法）

  本明細書中に記載される、核酸分子、タンパク質、タンパク質ホモログ、およ

び抗体は、以下の方法の１つ以上において使用してされ得る：（ａ）スクリーニ

ングアッセイ；（ｂ）検出アッセイ（例えば、染色体マッピング、組織タイピン

グ、法生物学）、（ｃ）予測医学（例えば、診断アッセイ、予後アッセイ、臨床

試験をモニターすること、およびファーマノゲノミクス（ｐｈａｒｍａｃｏｇｅ

ｎｏｍｉｃｓ））；（ｄ）処置方法（例えば、治療および予防）。本明細書に記

載される場合、１つの実施形態において、本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、

ＡＴＰを結合する能力を有する。別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク

質は、ＦＧＦＲを結合する能力を有する。

      【０２０１】

  本発明の単離された核酸分子は、以下にさらに説明されるように、ＦＧＦ－Ｃ

Ｘタンパク質を発現するため（例えば、遺伝子治療用途における宿主細胞中の組

換え発現ベクターによって）、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サン

プルにおける）またはＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における遺伝子損傷を検出するため、

ならびにＦＧＦ－ＣＸ活性を調節するために使用され得る。さらに、ＦＧＦ－Ｃ

Ｘタンパク質は、ＦＧＦ－ＣＸの活性または発現を調節する薬物または化合物を

スクリーニングするために、ならびにＦＧＦ－ＣＸタンパク質の不十分なもしく

は過剰な産生によって、あるいはＦＧＦ－ＣＸ野生型タンパク質と比較して減少

したもしくは異常な活性を有するＦＧＦ－ＣＸタンパク質の産生によって特徴付

けられる障害（例えば、増殖性障害または分化（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｖ

ｅ）障害）を処置するために使用され得る。さらに、本発明の抗ＦＧＦ－ＣＸ抗

体が、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を検出して単離するため、およびＦＧＦ－ＣＸ活

性を調節するために使用され得る。

      【０２０２】

  本発明は、さらに、上述のスクリーニングアッセイによって同定される新規の
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薬剤、および本明細書中で記載されるような処置のためのそれらの使用に関する

。

      【０２０３】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に結合するか、ある

いは例えば、ＦＧＦ－ＣＸ発現またはＦＧＦ－ＣＸ活性に対して刺激効果または

阻害効果を有する、候補化合物または候補薬剤、あるいは試験化合物または試験

薬剤（例えば、ペプチド、ペプチド模倣物、低分子または他の薬物）を同定する

ための方法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」とも称される）を

提供する。

      【０２０４】

  １つの実施形態において、本発明は、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質またはポリペ

プチド、あるいはその生物学的に活性な部分に結合するか、またはそれらの活性

を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニングするためのアッセ

イを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において公知のコンビナトリア

ルライブラリー法における多数のアプローチのいずれかを使用して得られ得、こ

れらのライブラリーには、以下が挙げられる：生物学的ライブラリー；空間的に

アドレス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；逆重畳を要する合成ライ

ブラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびアフィニティークロ

マトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的ライブラリーアプ

ローチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つのアプローチが、ペプ

チド、非ペプチドオリゴマーもしくは化合物の低分子ライブラリーに適用可能で

ある（Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ  １２：１

４５）。

      【０２０５】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

に見出され得る：ＤｅＷｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  

Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９０９；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ

ｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ
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ら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：２６７８；Ｃｈｏら（１９９３）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ

  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９

９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０６１；およ

びＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０２０６】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５～５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ  

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ  ＵＳＰ’４０９）、

プラスミド（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  

ＵＳＡ  ８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（ＳｃｏｔｔおよびＳｍ

ｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０；Ｄｅｖｌｉｎ（

１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉｒｌａら（１９９

０）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：６３７８～６

３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２２２：３０１～３

１０；Ｌａｄｎｅｒ、上記）において示され得る。

      【０２０７】

  １つの実施形態において、アッセイは細胞ベースのアッセイであり、ここで、

膜結合形態のＦＧＦ－ＣＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分を細胞

表面上に発現する細胞が、試験化合物と接触され、そしてこの試験化合物が、Ｆ

ＧＦ－ＣＸタンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺乳動

物起源または酵母細胞であり得る。この試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質に

結合する能力の決定は、例えば、その試験化合物を放射性同位体標識または酵素

標識とカップリングさせて、その結果、この試験化合物のＦＧＦ－ＣＸタンパク

質またはその生物学的に活性な部分に対する結合が、複合体におけるその標識化

合物を検出することによって決定され得ることによって達成され得る。例えば、

試験化合物は、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、または3Ｈで直接的または間接的のいずれか
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で標識され得、そしてその放射性同位体が、放射線放射の直接の計数により、ま

たはシンチレーション計数により、検出され得る。あるいは、試験化合物は、例

えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェ

ラーゼで酵素的に標識され得、そしてこの酵素的標識が、適切な基質の生成物へ

の転換を決定することにより、検出され得る。１つの実施形態において、このア

ッセイは、膜結合形態のＦＧＦ－ＣＸタンパク質、またはその生物学的に活性な

部分をその細胞表面上に発現する細胞を、ＦＧＦ－ＣＸと結合する公知の化合物

と接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物に試験化合

物を接触させる工程、ならびにこの試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質と相互

作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＧＦ－ＣＸ

タンパク質と相互作用する能力を決定する工程が、この試験化合物が、公知の化

合物と比較して、ＦＧＦ－ＣＸまたはその生物学的に活性な部分と優先的に結合

する能力を決定する工程を包含する。

      【０２０８】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞表

面上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物

が、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節（例

えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物が

、ＦＧＦ－ＣＸまたはその生物学的に活性な部分の活性を調節する能力の決定は

、例えば、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が、ＦＧＦ－ＣＸ標的分子に結合またはこれ

ら標的分子と相互作用する能力を決定することによって、達成され得る。本明細

書中において使用する場合には、「標的分子」とは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が

自然に結合または相互作用する分子であり、例えば、ＦＧＦ－ＣＸ相互作用タン

パク質を発現する細胞表面上の分子、第二の細胞表面上の分子、細胞外環境中の

分子、細胞膜の内部表面と会合する分子、または細胞質分子である。ＦＧＦ－Ｃ

Ｘ標的分子は、非ＦＧＦ－ＣＸ分子あるいは本発明のＦＧＦ－ＣＸタンパク質ま

たはポリペプチドである。１つの実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸ標的分子は、

シグナル伝達経路の構成要素であり、これは、細胞膜を通って細胞内への細胞外
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シグナル（例えば、化合物が膜結合ＦＧＦ－ＣＸ分子に結合することにより発生

するシグナル）の伝達を促進する。その標的は、例えば、触媒活性を有する第二

の細胞間タンパク質、または下流シグナル分子のＦＧＦ－ＣＸとの会合を容易に

するタンパク質であり得る。

      【０２０９】

  ＦＧＦ－ＣＸタンパク質がＦＧＦ－ＣＸ標的分子に結合するかまたはその標的

分子と相互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の１つ

により、達成され得る。１つの実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質がＦ

ＧＦ－ＣＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能力の決定

は、その標的分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標

的分子の活性は、その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃ

ａ2+、ジアシルグリセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質

への標的の触媒活性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能な

マーカー（例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＦ

ＧＦ－ＣＸ応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、または細胞応

答（例えば、細胞生存度、細胞分化、または細胞増殖）を検出することにより、

決定され得る。

      【０２１０】

  なお別の実施形態において、本発明のアッセイは、無細胞アッセイであり、Ｆ

ＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物に接触させ

る工程、ならびにその試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的

に活性な部分と結合する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物の、Ｆ

ＧＦ－ＣＸタンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的にのいず

れかで決定され得る。１つの実施形態において、このアッセイは、ＦＧＦ－ＣＸ

タンパク質またはその生物学的に活性な部分を、ＦＧＦ－ＣＸを結合する公知の

化合物に接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試

験化合物に接触させる工程、ならびにその試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質

と相互作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＧＦ

－ＣＸタンパク質と相互作用する能力を決定する工程は、この試験化合物が、公
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知の化合物と比較して、ＦＧＦ－ＣＸ、またはその生物学的に活性な部分と優先

的に相互作用する能力を決定することを含む。

      【０２１１】

  別の実施形態において、アッセイは、無細胞アッセイであり、ＦＧＦ－ＣＸタ

ンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接触させる工程、なら

びにその試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分

の活性を調節（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。

この試験化合物がＦＧＦ－ＣＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＦＧＦ

－ＣＸタンパク質が、ＦＧＦ－ＣＸ標的分子に結合する能力を、直接的結合の決

定のための上記方法の１つによって決定することにより、達成され得る。代替の

実施形態において、この試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質の活性を調節する

能力の決定は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が、ＦＧＦ－ＣＸ標的分子をさらに調節

する能力を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な

基質に対する触媒活性／酵素活性は、上記のように決定され得る。

      【０２１２】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質また

はその生物学的に活性な部分を、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を結合する公知の化合

物に接触させてアッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合

物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物がＦＧＦ－ＣＸタンパク質と相互

作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＧＦ－ＣＸ

タンパク質と相互作用する能力の決定は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質が、ＦＧＦ－

ＣＸ標的分子と優先的に結合するか、またはその標的分子の活性を優先的に調節

する能力を決定することを含む。

      【０２１３】

  本発明の無細胞アッセイは、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の、可溶性の形態または

膜結合形態の両方の使用に受け入れられる。膜結合形態のＦＧＦ－ＣＸタンパク

質を含む無細胞アッセイの場合には、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の膜結合形態が溶

液中に維持されるように、可溶化剤を利用することが望ましくあり得る。このよ

うな可溶化剤の例には、非イオン性界面活性剤が挙げられ、例えば、ｎ－オクチ
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ルグルコシド、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイ

ル－Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ

（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ

（登録商標）、イソトリデシルポリ（エチレングリコールエーテル）n（Ｉｓｏ

ｔｒｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）n、

Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホネート

、３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－１－プロパンスルホネー

ト（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎ

ｉｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、または３

－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパ

ンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙ

ｌａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎ

ａｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）である。

      【０２１４】

  本発明の上記アッセイ方法の１つより多い実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸま

たはその標的分子のいずれかを固定して、そのタンパク質の一方または両方の非

複合形態からの複合形態の分離を促進し、そしてそのアッセイの自動化に適用さ

せることが、望ましくあり得る。試験化合物の、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質への結

合、または候補化合物の存在下および非存在下での、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の

標的分子との相互作用は、これらの反応物を収容するために適切な任意の容器内

で、達成され得る。このような容器の例には、マイクロタイタープレート、試験

管、および微小遠心管が挙げられる。１実施形態において、そのタンパク質の一

方または両方がマトリックスに結合することを可能にするドメインを付加する融

合タンパク質が、提供され得る。例えば、ＧＳＴ－ＦＧＦ－ＣＸ融合タンパク質

またはＧＳＴ標的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇ

ｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオン誘導体

化マイクロタイタープレート上に吸着され得、次いでこれらは、試験化合物と合

わせられるか、あるいは試験化合物、および吸着されない標的タンパク質または

ＦＧＦ－ＣＸタンパク質のいずれかと合わせられ、そしてこの混合物が、複合体
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形成に貢献する条件下（例えば、塩およびｐＨに関して生理学的条件）でインキ

ュベートされる。インキュベーションに続いて、ビーズまたはマイクロタイター

プレートウェルを洗浄して、結合していないあらゆる成分を除去し、ビーズの場

合にはマトリックスを固定し、例えば上記のように、複合体を直接的または間接

的のいずれかで決定する。あるいは、複合体がマトリックスから解離され得、そ

してＦＧＦ－ＣＸの結合レベルまたは活性レベルを、標準的な技術を使用して決

定し得る。

      【０２１５】

  タンパク質をマトリックスに固定するための他の技術がまた、本発明のスクリ

ーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、ＦＧＦ－ＣＸ、またはその標

的分子のいずれかが、ビオチンとストレプトアビジンとの結合を利用して、固定

され得る。ビオチニル化ＦＧＦ－ＣＸ、または標的分子は、当該分野において周

知の技術（例えば、ビオチニル化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、

Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）を使用して、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ

スクシンイミド）から調製され得、そしてストレプトアビジンで被覆した９６ウ

ェルのプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定され得る。

あるいは、ＦＧＦ－ＣＸ、または標的分子と反応性であるがＦＧＦ－ＣＸタンパ

ク質のその標的分子への結合を妨害しない抗体が、そのプレートのウェルに誘導

体化され得、そして結合していない標的またはＦＧＦ－ＣＸが、抗体の結合によ

ってウェル内にトラップされ得る。このような複合体を検出するための方法には

、ＧＳＴ固定複合体に関しての上記のものに加えて、ＦＧＦ－ＣＸまたは標的分

子と反応性の抗体を使用する、複合体の免疫検出、ならびにＦＧＦ－ＣＸまたは

標的分子に関する酵素活性の検出に依存する酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０２１６】

  別の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸ発現のモジュレーターは、細胞を候補化

合物と接触させ、そして細胞中のＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発

現を決定する方法において同定される。候補化合物の存在下でのＦＧＦ－ＣＸ  

ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、候補化合物の非存在下でのＦＧＦ－

ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。次いで、候補化合
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物は、この比較に基づいて、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質発現のモ

ジュレーターとして同定され得る。例えば、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタン

パク質の発現が候補化合物の非存在下より、その存在下における方が大きい（す

なわち、統計的に有意に大きい）場合、この候補化合物は、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲ

ＮＡまたはタンパク質の発現の刺激物質として同定される。あるいは、ＦＧＦ－

ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物の非存在下よりその存在下

の方が少ない（統計的に有意に少ない）場合、この候補化合物は、ＦＧＦ－ＣＸ

  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現のインヒビターとして同定される。細胞中の

ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、ＦＧＦ－ＣＸ  ｍＲ

ＮＡまたはタンパク質を検出するために本明細書中に記載の方法によって決定さ

れ得る。

      【０２１７】

  本発明のなお別の局面において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、ツーハイブリッ

ドアッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」と

して使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら（

１９９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、１９９３  Ｊ．

Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら、１９

９３  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉ

ら、１９９３  Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ

  ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＦＧＦ－ＣＸ（「ＦＧＦ－ＣＸ結合タ

ンパク質」または「ＦＧＦ－ＣＸ－ｂｐ」）に結合するか、またはこれと相互作

用し、そしてＦＧＦ－ＣＸ活性を調節する他のタンパク質を同定し得る。このよ

うなＦＧＦ－ＣＸ結合タンパク質はまた、例えば、ＦＧＦ－ＣＸ経路の上流また

は下流エレメントとしてＦＧＦ－ＣＸタンパク質によるシグナル伝達に関与する

ようである。

      【０２１８】

  ツーハイブリッドシステムは、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ド

メインからなる、大部分の転写因子のモジュール的性質に基づく。簡潔には、こ

のアッセイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を利用する。一方の構築物においては
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、ＦＧＦ－ＣＸをコードする遺伝子が公知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）の

ＤＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物においては

、ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ」または「サ

ンプル」）をコードするＤＮＡ配列が、公知の転写因子の活性化ドメインをコー

ドする遺伝子に融合される。「ベイト」および「プレイ」タンパク質がインビボ

で相互作用して、ＦＧＦ－ＣＸ依存性複合体を形成し得る場合、この転写因子の

ＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ドメインは、非常に近くにある。近位にあるこ

とにより、転写因子に応答性の転写調節部位に作動可能に連結されたレポーター

遺伝子（例えば、ＬａｃＺ）の転写を可能にする。レポーター遺伝子の発現が検

出され得、そして機能的転写因子を含む細胞コロニーは、単離され得、そしてＦ

ＧＦ－ＣＸと相互作用するタンパク質をコードするクローニングされた遺伝子を

得るために使用され得る。

      【０２１９】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

および本明細書中に記載されるような処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０２２０】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の部分またはフラグメント（および対応

する完全遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの方法で使用され得

る。例えば、これらの配列は、（ｉ）それぞれの遺伝子を染色体上にマッピング

し；それによって遺伝病に関連する遺伝子領域を位置決めする；（ｉｉ）微小な

生物学的サンプルから個体を同定する（組織型決定）；そして（ｉｉｉ）生物学

的サンプルの法医学的同定における補助のために使用され得る。

      【０２２１】

  本発明のＦＧＦ－ＣＸ配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識別

するために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以上

の制限酵素で消化され、そして同定のために独特のバンドを生成するためにサザ

ンブロット上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２

７２，０５７号に記載の「制限フラグメント長多型」）のためのさらなるＤＮＡ
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マーカーとして有用である。

      【０２２２】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分について実際

の塩基ごとにＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書

中に記載のＦＧＦ－ＣＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つ

のＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、個

体のＤＮＡを増幅し得、引き続いて、配列決定し得る。

      【０２２３】

  このように調製された個体由来の対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が、

対立遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので、

唯一の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配列

のこのような識別を得るために使用され得る。本発明のＦＧＦ－ＣＸ配列は、ヒ

トゲノムの部分を独特に表す。対立遺伝子変異は、これらの配列のコード領域に

おいてある程度生じ、そして非コード領域においてより大きな程度に生じる。個

々のヒト間での対立遺伝子変異は、各５００塩基につき約１回の頻度で生じると

見積もられる。対立遺伝子変異の多さは、制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）

を含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）に起因する。

      【０２２４】

  本明細書中で記載の配列の各々は、ある程度、標準物質（これに対して個体か

らのＤＮＡが識別の目的で比較され得る）として使用され得る。より多くの多型

が非コード領域で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの配列が必

要であるわけではない。上記の配列番号１の非コード配列は、おそらく１０～１

，０００プライマーのパネルを用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供し

得る。これらのプライマーは、各々が１００塩基の増幅された非コード配列を生

じる。推定コード配列が使用される場合、ポジティブな個体識別に関するプライ

マーのより適切な数は、５００～２，０００である。

      【０２２５】

  （予測医療）

  本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、薬物ゲノム（ｐｈａｒｍａｃｏ



(109) 特表２００３－５０５０７５

ｇｅｎｏｍｉｃｓ）およびモニタリング臨床試験が、予後（予測）の目的に使用

され、これによって個体を予防的に処置する、予測医療の分野に関する。従って

、本発明の１つの局面は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質および／または核酸の発現、

ならびにＦＧＦ－ＣＸの活性を、生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞

、組織）の状況で決定し、これによって、異常なＦＧＦ－ＣＸの発現または活性

に関連して、個体が疾患または障害に罹患するかどうか、あるいは障害を発症す

るリスクがあるかどうかを決定するための診断アッセイに関する。本発明はまた

、個体がＦＧＦ－ＣＸタンパク質、核酸発現または活性と関連する障害を発症す

る危険性があるか否かを決定するための予後（または、予測）アッセイを提供す

る。例えば、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における変異は、生物学的サンプル中でアッセ

イされ得る。このようなアッセイは、予後または予測目的のために使用され得、

このようなアッセイにより、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、核酸発現または活性によ

り特徴付けられるかこれらと関連する障害の発症前に個体が予防的に処置される

。

      【０２２６】

  本発明の別の局面は、個体において、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質、核酸発現また

はＦＧＦ－ＣＸ活性を決定するための方法を提供し、これによりその個体のため

の適切な治療薬または予防剤（本明細書中で「薬物ゲノム」という）を選択する

。薬理ゲノムは、個体の遺伝子型（例えば、特定の薬剤に対して応答する個体の

能力を決定するために試験される個体の遺伝子型）に基づく、個体の治療処置ま

たは予防処置のための薬剤（例えば、薬物）の選択を可能にする。

      【０２２７】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＦＧＦ－ＣＸの発現または活性に

対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニターすることに関する。

      【０２２８】

  これらの薬剤および他の薬剤は、以下の章にさらに詳細に記載される。

      【０２２９】

  （診断アッセイ）

  線維芽細胞増殖因子ＦＧＦ－１～ＦＧＦ－９は、一般的に特定の増殖因子レセ
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プターを保有する細胞における細胞増殖を促進する。ＦＧＦ増殖促進の例として

は、手術後の眼前部における、上皮細胞（例えば、線維芽細胞およびケラチノサ

イト）が挙げられる。細胞の増殖が役割を果たす他の状態としては、腫瘍、再狭

窄、乾癬、デュプュイトラン拘縮、糖尿病合併症、カポージ肉腫および慢性関節

リウマチが挙げられる。

      【０２３０】

  ＦＧＦ－ＣＸは、サンプルまたは組織において、その対応する線維芽細胞増殖

因子レセプターＣＸ（ＦＧＦＲＣＸ）を検出するための本発明の方法において使

用され得る。この方法は、ＦＧＦ－ＣＸとサンプルまたは組織とを接触させる工

程、レセプター－リガンド対を形成させる工程、および任意のＦＧＦＲＣＸ：Ｆ

ＧＦ－ＣＸ対を検出する工程を包含する。ＦＧＦ－ＣＸを含む組成物を使用して

、ＦＧＦＲＣＸ活性を増加（例えば、軟骨または骨の修復を刺激）させ得る。Ｆ

ＧＦ－ＣＸアンタゴニストまたはＦＧＦ－ＣＸ結合剤（例えば、抗ＦＧＦ－ＣＸ

抗体）を含む組成物を使用して、過剰のＦＧＦ－ＣＸまたはＦＧＦＲＣＸの過剰

活性により引き起こされる疾患（特に、多発性または孤立性の遺伝性外骨腫症、

外反母趾奇形、軟骨無形成症、滑液膜軟骨腫症および軟骨内腫（ｅｎｄｏｃｈｏ

ｎｄｒｏｍａ））を処置し得る。

      【０２３１】

  グリア活性化因子（ＧＡＦ）およびＧＡＦをコードするＤＮＡは、グリア細胞

の増殖を特異的に促進するように作用する。グリア細胞活性を調節するためにＧ

ＡＦが使用され得るグリア関連障害のいくつかの例は、大脳損傷、大脳浮腫、老

年痴呆、アルツハイマー病、糖尿病性ニューロパシーなどである。同様に、ＦＧ

Ｆ－ＣＸを、グリア細胞関連障害の診断または処置において使用し得る。ＦＧＦ

－ＣＸのグリア細胞調節活性は、神経保護様活性であるようであり得、そしてＦ

ＧＦ－ＣＸは、神経保護剤として使用され得る。グリア活性化因子として本来同

定されているＦＧＦ－９に対するＦＧＦ－ＣＸの近い相同性に起因して、ＦＧＦ

－ＣＸ配列がまた、グリア活性化因子であることが推定され得る。従って、ＦＧ

Ｆ－ＣＸを使用して、グリア細胞の増殖を刺激し得、そしてＦＧＦ－ＣＸを使用

して、大脳損傷の治癒を促進し得るか、または大脳浮腫、老年痴呆、アルツハイ
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マー病、もしくは糖尿病ニューロパシーを処置し得る。

      【０２３２】

  ＦＧＦ－ＣＸはまた、線維芽細胞（熱傷、創傷、潰瘍などの治癒を促進するた

め）、巨核球（血小板の数を増加させるため）、造血細胞、免疫系細胞、および

脈管平滑筋細胞を刺激するために使用され得る。ＦＧＦ－ＣＸはまた、骨形成促

進活性を有することが期待されており、そして骨折および骨粗鬆症を処置するた

めに使用され得る。ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドまたは核酸部分のアッセイは、脳

腫瘍の診断に有用であり得、そしてＦＧＦ－ＣＸポリペプチドまたは核酸部分に

対する抗体は、このような腫瘍を処置するために使用され得る。これはまた、培

養細胞の増殖を刺激するための薬剤として使用され得る。予想される用量は、１

ｎｇ～０．１ｍｇ／ｋｇ／日であるが、処置は、処置される障害の型または重篤

度に依存して変化し得る。ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドは、血小板増加剤、骨形成

促進剤として、または脳神経疾患または肝硬変のような肝障害を処置するために

使用され得る。これらはまた、平行して抗癌剤を使用した場合に、癌を処置する

ために使用され得る。ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、またはそのフラグメント、誘

導体、もしくはアナログに対して指向された抗体は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド

の生物学的活性を検出するためもしくは決定するため、またはＦＧＦ－ＣＸポリ

ペプチドを精製するために使用され得る。ＦＧＦ－ＣＸの細胞増殖活性をまた中

和するこれらの抗体は、抗癌剤として使用され得る。

      【０２３３】

  全てではないが、多くの相同タンパク質は、密接に関連する機能または同一の

機能を有することが当該分野で公知である。例えば、Ｌｅｗｉｎ、「２１章：Ｓ

ｔｒｕｃｔｕｒａｌ  Ｇｅｎｅｓ  Ｂｅｌｏｎｇ  ｔｏ  Ｆａｍｉｌｉｅｓ」Ｉ

ｎ：ＧＥＮＥＳ  ＩＩ，１９８５，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，

Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと。ＦＧＦ－ＣＸポリペプチドは、Ｘｅ

ｎｏｐｕｓ  ＸＦＧＦ－ＣＸタンパク質と密接に類似しており、このタンパク質

は、高度に増殖性の組織において特異的に発現されることが以前に示された（例

えば、Ｋｏｇａら、上記を参照のこと）。従って、ＦＧＦ－ＣＸはまた、高度に

増殖性の組織において、細胞の活性を調節すると推定される。従って、ＦＧＦ－
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ＣＸは、このような増殖が抑制または阻害される病的状態を克服するために、増

殖性障害を診断する際ならびに細胞および組織の増殖を刺激する際に特に有用で

あり得る。配列番号１のＦＧＦ－ＣＸ核酸の任意の一部に対応するオリゴヌクレ

オチドは、ＦＧＦ－ＣＸ様遺伝子の発現を検出するために使用され得る。本発明

のタンパク質は、このタンパク質と特異的に結合する抗体の産生を刺激するため

に使用され得る。このような抗体は、サンプル中でのタンパク質の発生を検出す

るための免疫診断手順において使用され得る。本発明のタンパク質は、このよう

な増殖が好都合である条件下で細胞の成長および細胞の増殖を刺激するために使

用され得る。例は、例えば、造血および血小板の形成、胃腸管の管壁、ならびに

毛包における化学療法剤の毒性副作用を打ち消すことである。これによりまた、

神経学的障害において新しい細胞の増殖を刺激するために使用され得、これらの

障害としては、例えば、アルツハイマー病が挙げられる。あるいは、本発明のＦ

ＧＦ－ＣＸ様タンパク質と特異的に結合する抗体により、このタンパク質の特異

的増殖誘導効果を排除する、拮抗的処置が実施される。このような抗体を、例え

ば、種々の腫瘍および良性の過形成を含む増殖性障害の処置において有用であり

得る。

      【０２３４】

  生物学的サンプルにおけるＦＧＦ－ＣＸの存在または非存在を検出するための

例示的な方法は、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、およびその生物

学的サンプルとＦＧＦ－ＣＸタンパク質またはＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコード

する核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物もしくは薬剤

とを接触させ、その結果、ＦＧＦ－ＣＸの存在が、その生物学的サンプルにおい

て検出される、工程を包含する。ＦＧＦ－ＣＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡ

を検出するための薬剤は、ＦＧＦ－ＣＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡにハイ

ブリダイズし得る、標識された核酸プローブである。この核酸プローブは、例え

ば、全長のＦＧＦ－ＣＸ核酸（例えば、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１もしくはその部

分の核酸（例えば、少なくとも、１５、３０、５０、１００、２５０もしくは５

００ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであり、ストリンジェントな条件下で

上記のようなＦＧＦ－ＣＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと特異的にハイブリダ
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イズするに十分である核酸））であり得る。本発明の診断アッセイにおける使用

のための他の適切なプローブは本明細書において記載されている。

      【０２３５】

  ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を検出するための薬剤は、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質に

結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体

は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナル抗体で

あり得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、ＦａｂまたはＦ

（ａｂ’）2）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プローブまたは

抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体にカップリングさせ

る（すなわち、物理的に連結する）ことによって、そのプローブまたは抗体を直

接標識すること、ならびに、直接的に標識される別の薬剤との反応性によって、

そのプローブもしくは抗体を間接的に標識することを包含することが意図される

。間接的な標識の例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次抗体の検出

、および蛍光標識されたストレプトアビジンを用いて検出され得るようにＤＮＡ

プローブのビオチンを用いた末端標識が挙げられる。用語「生物学的サンプル」

とは、被験体から単離された、組織、細胞および生物学的流体ならびに被験体に

存在する組織、細胞および流体を含むことが意図される。すなわち、本発明の検

出方法を用いて、ＦＧＦ－ＣＸのｍＲＮＡ、タンパク質またはゲノムＤＮＡを、

生物学的サンプル中で、インビトロおよびインビボで検出し得る。例えば、ＦＧ

Ｆ－ＣＸ  ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術としては、ノーザンハイブリ

ダイゼーションおよびインサイチュハイブリダイゼーションが挙げられる。ＦＧ

Ｆ－ＣＸタンパク質の検出のためのインビトロ技術としては、酵素連結免疫吸着

アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫沈降および免疫蛍光が挙げ

られる。ＦＧＦ－ＣＸゲノムＤＮＡを検出するためのインビトロ技術としては、

サザンハイブリダイゼーションが挙げられる。さらに、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質

の検出のためのインビボ技術としては、標識された抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体を被験体

に導入することが挙げられる。例えば、その抗体は、放射性マーカーを用いて標

識され得る。この被験体における放射性マーカーの存在および位置は、標準的な

画像化技術によって検出され得る。
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      【０２３６】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から

のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０２３７】

  別の実施形態において、本発明の方法はさらに、コントロール被験体からコン

トロール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、ＦＧＦ－

ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムを検出し得る化合物もしくは薬剤と

接触させ、その結果、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮ

Ａの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコント

ロールサンプルにおけるＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡ

もしくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０２３８】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＦＧＦ－ＣＸの存在を検出するため

のキットを包含する。例えば、このキットは、以下を備え得る：生物学的サンプ

ルにおいてＦＧＦ－ＣＸのタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標識された

化合物もしくは薬剤；そのサンプルにおいてＦＧＦ－ＣＸの量を決定するための

手段；およびそのサンプルにおいて、ＦＧＦ－ＣＸの量を標準と比較するための

手段。この化合物または薬剤は、適切な容器内に包装され得る。このキットは、

さらに、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いる

ための説明書を備え得る。

      【０２３９】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載された診断方法をさらに利用して、ＦＧＦ－ＣＸの異常

発現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するか、またはその発症の

危険にある被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例え
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ば、上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、ＦＧＦ－ＣＸのタ

ンパク質、核酸の発現または活性に関連する障害（例えば、増殖性障害または分

化性障害（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｖｅ  ｏｒｄｅｒ）（例えば、同組織新

生、腫瘍、再狭窄、乾癬、デュプュイトラン拘縮、糖尿病性合併症、または慢性

関節リウマチなど）；およびグリア関連障害（大脳損傷、糖尿病性ニューロパシ

ー、脳水腫、老年痴呆、アルツハイマー病など））を有するかまたはその発症の

危険に有る被験体を同定し得る。あるいは、この予後アッセイを利用して、疾患

または障害を有するかまたはその発症の危険に有る被験体を同定し得る。従って

、本発明は、ＦＧＦ－ＣＸの異常発現または異常活性に関連する疾患もしくは障

害を同定するための方法を提供する。ここで、試験サンプルは、被験体から得ら

れ、そしてＦＧＦ－ＣＸのタンパク質または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤ

ＮＡ）が検出され、ここで、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質または核酸の存在は、Ｆ

ＧＦ－ＣＸの異常発現または異常活性に関連する疾患または障害を有するかまた

はその発症の危険にある被験体についての診断指標である。本明細書において使

用される「試験サンプル」とは、目的の被験体から得られた生物学的サンプルを

いう。例えば、試験サンプルは、生物学的流体（例えば、血清）、細胞サンプル

、または組織であり得る。

      【０２４０】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体に薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）を投与してＦＧＦ－ＣＸの異常発現または異

常活性に関連する疾患または障害を処置され得るか否かを、決定し得る。例えば

、このような方法を利用して、被験体に障害（例えば、増殖性障害、分化性障害

、グリア関連障害など）のための薬剤を用いて、有効に処置され得るか否かを、

決定し得る。例えば、従って、本発明は、ＦＧＦ－ＣＸの異常発現または異常活

性に関連する障害についての薬剤を用いて、被験体が有効に処置され得るか否か

を決定するための方法を提供する。ここで、試験サンプルが得られ、そしてＦＧ

Ｆ－ＣＸのタンパク質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＦＧＦ－ＣＸ

のタンパク質または核酸の存在は、この薬剤を投与してＦＧＦ－ＣＸの異常発現
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または異常活性に関連する障害が処置され得る被験体についての、診断指標であ

る）。

      【０２４１】

  本発明の方法はまた、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における遺伝的損傷を検出するため

に使用され、それによって、その損傷遺伝子を有する被験体が増殖性障害、分化

性障害、グリア関連障害などについての危険に有るかまたはそれを被っているか

否かを決定し得る。種々の実施形態において、この方法は、その被験体からの細

胞のサンプルにおいて、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードする遺伝子の統合性に

影響を与える変更の少なくとも１つによって特徴付けられる遺伝的損傷の存在ま

たは非存在、あるいはＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の誤発現を検出する工程を包含する。

例えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認すること

によって検出され得る：（１）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子からの１つ以上のヌクレオチ

ドの欠失；（２）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（３

）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（４）ＦＧＦ－ＣＸ遺

伝子の染色体再配置；（５）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物

のレベルにおける変更、（６）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の異常改変（例えば、ゲノム

ＤＮＡのメチル化パターンの異常改変）、（７）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子のメッセン

ジャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在、（８）ＦＧＦ－

ＣＸタンパク質の非野生型レベル、（９）ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の対立遺伝子の欠

失、ならびに（１０）ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の不適切な翻訳後改変。本明細書

において記載されるように、当該分野において、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における損

傷を検出するために使用され得る、多数の公知のアッセイ技術が存在する。好ま

しい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体から単離された末梢血白血球

サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプルが使用され得

、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０２４２】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（

例えば、米国特許第４，６８３，１９５号および同４，６８３，２０２号を参照

のこと）（例えば、アンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）、あるいは、連結
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連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）ＰＮ

ＡＳ  ９１：３６０－３６４を参照のこと）におけるプローブ／プライマーの使

用を包含する。後者は、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における点変異を検出するために特

に有用であり得る（Ａｂｒａｖａｙａら（１９９５）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒ

ｅｓ  ２３：６７５－６８２を参照のこと）。この方法は、患者から細胞のサン

プルを収集する工程、核酸（例えば、ゲノム、ｍＲＮＡまたはその両方）をその

サンプルの細胞から単離する工程、ＦＧＦ－ＣＸの遺伝子に特異的にハイブリダ

イズする１つ以上のプライマーとその核酸サンプルとを、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子（

存在する場合）のハイブリダイゼーションおよび増幅が生じるような条件下で、

接触させる工程、ならびに増幅産物の存在もしくは非存在を検出する工程、また

はその増幅産物の大きさを検出する工程およびその大きさをコントロールサンプ

ルと比較する工程を包含し得る。ＰＣＲおよび／またはＬＣＲは、本明細書に記

載される変異を検出するために使用される技術のいずれかとともに予備的増幅工

程として使用されるために所望され得ることが予想される。

      【０２４３】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：自己維持配列複製（Ｇｕａｔ

ｅｌｌｉら、１９９０、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８７

：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈら、１９８９、Ｐｒｏｃ  Ｎａ

ｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑ－βレプリ

カーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１

９７）、または他の任意の核酸増幅方法、それに続く、当業者に周知な技術を用

いた、その増幅された分子の検出。これらの検出スキームは、核酸分子が非常に

極少数で存在する場合に、そのような核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０２４４】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における変

異は、制限酵素切断パターンにおける変更によって同定され得る。例えば、サン

プルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ

以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大き
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さがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコン

トロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差異は、そのサンプル

ＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば、

米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断部

位の発生または欠失によって特異的な変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０２４５】

  他の実施形態において、ＦＧＦ－ＣＸにおける遺伝子変異は、サンプル核酸お

よびコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオ

リゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせるこ

とによって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａｔ

ｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄ

ｉｃｉｎｅ  ２：７５３－７５９）。例えば、ＦＧＦ－ＣＸにおける遺伝子変異

は、Ｃｒｏｎｉｎら、上記、のように光生成ＤＮＡプローブを含む二次元アレイ

において同定され得る。手短には、プローブの第一ハイブリダイゼーションアレ

イを用いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッチのＤＮＡにわ

たって走査し、連続的に重複するプローブの線形アレイを作成することによって

、その配列間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同定を可能にする

。この工程に続いて、第二のハイブリダイゼーションアレイを用い、これは、検

出される全ての改変体または変異体に相補的な、より小さな特化されたプローブ

アレイを用いて、特定の変異の特徴付けを可能にする。各変異アレイは、一方が

野生型遺伝子に対して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に対して相補であ

る並行プローブセットから構成される。

      【０２４６】

  なお別の実施形態において、当該分野で公知の種々の配列決定反応のいずれか

を使用して、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＦＧＦ

－ＣＸ配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって、

変異を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅｒ

ｔ（１９７７）ＰＮＡＳ  ７４：５６０またはＳａｎｇｅｒ（１９７７）ＰＮＡ

Ｓ  ７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断ア
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ッセイを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得ること

もまた意図される（Ｎａｅｖｅら、（１９９５）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  

１９：４４８）。これらには、質量分析法による配列決定法（例えば、ＰＣＴ国

際公開番号ＷＯ  ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎら（１９９６）Ａｄｖ  Ｃｈｒ

ｏｍａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１９９３）

Ａｐｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８  ：１４７－１５９を

参照のこと）が含まれる。

      【０２４７】

  ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断薬

剤からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重

鎖におけるミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら（１９８

５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該

分野の技術は、野生型のＦＧＦ－ＣＸ配列を含む（標識された）ＲＮＡまたはＤ

ＮＡを、組織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとハイブ

リダイズさせることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供する工程によって始

まる。この二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、そのコントロール

とサンプルの鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在するもの）を切断する

薬剤を用いて処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、ＲＮａｓｅを用いて

処理し得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミスマッチ領域を酵素的

に消化するためにＳ１ヌクレアーゼを用いて処理し得る。他の実施形態において

、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重鎖を、ミスマッチ領域

を消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウム、およびピペリ

ジンを用いて処理し得る。次いで、そのミスマッチ領域の消化後、得られた材料

を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさで分離して、変異の部位を決定する

。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ

  ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら（１９９２）Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅ

ｎｚｙｍｏｌ  ２１７：２８６－２９５を参照のこと。１つの実施形態において

、コントロールのＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標識され得る。

      【０２４８】
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  なお別の実施形態において、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡにおけるミ

スマッチ塩基対を認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ

修復」酵素）を、細胞のサンプルから得られたＦＧＦ－ＣＸ  ｃＤＮＡにおける

点変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨ

ｅＬａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシダーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切

断する（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７

～１６６２）。例示的な実施形態に従って、ＦＧＦ－ＣＸ配列（例えば、野生型

ＦＧＦ－ＣＸ配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他のＤ

ＮＡ産物にハイブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素を用い

て処理され、そしてその切断産物（もしあれば）は、電気泳動プロトコルなどか

ら検出され得る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。

      【０２４９】

  他の実施形態において、電気泳動の移動度における変化は、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝

子における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖配座多型（ＳＳＣ

Ｐ）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異を検出する

ために使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ

  Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６、Ｃｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍｕｔａｔ  Ｒ

ｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅｎｅｔ  Ａｎ

ａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３～７９もまた参照のこと）。サンプルおよ

びコントロールＦＧＦ－ＣＸ核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントは、変性され、そ

して再生される。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化し、電気泳動の移

動度において得られる変化は、１つの塩基変化さえも検出し得る。ＤＮＡフラグ

メントは、標識され得るか、または標識されたプローブを用いて検出され得る。

アッセイの感度は、二次構造が、配列中の変化に対してより感受的である、（Ｄ

ＮＡよりもむしろ）ＲＮＡを使用することによって増強され得る。１つの実施形

態において、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、電気泳動の移動度

における変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する（例えば、Ｋｅｅ

ｎら（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５を参照のこと）。
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      【０２５０】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（例えば、Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３１３：４９５を参照のこと）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用

される場合、ＤＮＡは、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤ

ＮＡのＧＣクランプを付加することによって、完全に変性されないことを確実す

るように改変される。さらなる実施形態において、温度勾配は、コントロールお

よびサンプルＤＮＡの移動度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わ

りに使用される（例えば、ＲｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８

７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅｍ  ２６５：１２７５３を参照のこと）。

      【０２５１】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増

幅、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、

既知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見

出される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハ

イブリダイズされる（例えば、Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４

：１６３）；Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ

  ＵＳＡ  ８６：６２３０を参照のこと）。このような対立遺伝子特異的オリゴ

ヌクレオチドは、このオリゴヌクレオチドがハイブリダイズ膜に付着され、そし

て標識された標的ＤＮＡがハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的

ＤＮＡまたは多くの異なる変異にハイブリダイズされる。

      【０２５２】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅のためのプライマーとして使用されるオリ

ゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリダ

イゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉ

ｄｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７～２４４８）か、もしくは適切な条件下でミスマ
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ッチが妨げられ得るかまたはポリメラーゼ伸長を減少し得る、１つのプライマー

の３’の最末端で、目的の変異を保有する（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）Ｔｉ

ｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さらに、変異の領域において新規な制限部位を導

入することは、切断に基づく検出を行うために望ましくあり得る（例えば、Ｇａ

ｓｐａｒｉｎｉら（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１を参照

のこと）。特定の実施形態において、増幅はまた、増幅用Ｔａｑリガーゼを使用

して実施され得ることが予測される（例えば、Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏ

ｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：１８９を参照のこと）。この

ような場合において、連結は、５’配列の３’末端に完全なマッチが存在する場

合にのみ生じ、増幅の存在または非存在を探索することによって、特定の部位で

既知の変異の存在を検出することを可能にする。

      【０２５３】

  本明細書中に記載される方法は、例えば、本明細書中に記載れる少なくとも１

つのプローブ核酸または抗体試薬を含む、予めパッケージングされた診断キット

を利用することによって実施され得、これは、例えば、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子を含

む疾患または疾病の症状または家族病歴を示す患者を診断するための臨床的設定

において簡便に使用され得る。

      【０２５４】

  さらに、ＦＧＦ－ＣＸが発現される任意の細胞型または組織（好ましくは、末

梢血白血球）は、本明細書中に記載される予後アッセイにおいて利用され得る。

しかし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む）

が、使用され得る。

      【０２５５】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＦＧＦ－ＣＸ活性（例えば、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子発現）に対する刺激性または

阻害性の効果を有する因子、すなわちモジュレーターは、本明細書中に記載され

るスクリーニングアッセイによって同定されるように、異常なＦＧＦ－ＣＸ活性

に関連する障害（例えば、神経学的障害、癌関連障害または妊娠性障害）を処置

（予防的または治療的に）するために個体に投与され得る。このような処置と合
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わせて、個体の薬理ゲノム学（すなわち、個体の遺伝子型と外来化合物または薬

物に対するその個体の応答との間の関係についての研究）が、考慮され得る。治

療剤の代謝における差異は、薬理学的に活性な薬物の用量と血中濃度との間の関

係を変更することによって、重篤な毒性または治療の失敗を導き得る。従って、

個体の薬理ゲノム学は、個体の遺伝子型の考慮に基づく予防的または治療的処置

のために有効な薬剤（例えば、薬物）の選択を許容する。このような薬理ゲノム

学は、さらに、適切な投薬量および治療剤レジメンを決定するために使用され得

る。従って、ＦＧＦ－ＣＸタンパク質の活性、ＦＧＦ－ＣＸ核酸の発現、あるい

は個体におけるＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の変異含量が決定されて、それによって個体

の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。

      【０２５６】

  薬理ゲノム学は、罹患した人において変更された薬物の性質および異常な作用

に起因する、薬物への応答における臨床的に有意な遺伝性変更を扱う。例えば、

Ｅｉｃｈｅｌｂａｕｍ、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐｈｙｓｔｏ

ｌ，１９９６，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅｍ

，１９９７，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型の薬理ゲノ

ム学状態が、区別され得る。遺伝的状態は、薬物が身体に作用する方法を変更す

る１つの因子として伝達されるか（変更された薬物作用）、または遺伝的状態は

、身体が薬物に作用する方法を変更する１つの因子として伝達される（変更され

た薬物代謝）。これらの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてか、または多型と

してのいずれかで生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ

（Ｇ６ＰＤ）欠損は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、

酸化剤薬物（抗マラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取お

よびソラマメの摂取（ｃｏｎｓｏｍｐｔｉｏｎ）後の溶血である。

      【０２５７】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および期間

の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトランス

フェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣ

ＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、幾人かの患者が予期される薬物効果を得
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ないか、または薬物の標準的かつ安全な用量を摂取した後に過大な薬物応答およ

び深刻な毒性を示すことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団にお

いて２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌｉｚ

ｅｒ）（ＰＭ））で発現される。ＰＭの罹患率は、異なる集団の間で異なる。例

えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そしていくらかの

変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存在に

至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、彼らが標準

的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用を経験する

。代謝産物が活性な治療的部分である場合、そのＣＹＰ２Ｄ６形成代謝産物であ

るモルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証されるように、

ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準的な用量に応答しない、

いわゆる超迅速な代謝能を持つ人である。最近、超迅速な代謝の基準となる分子

は、ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子増幅に起因していることが同定されている。

      【０２５８】

  従って、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質の活性、ＦＧＦ－ＣＸの核酸の発現、ある

いは個体におけるＦＧＦ－ＣＸの遺伝子の変異内容を決定されて、それによって

、その個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに

、薬理ゲノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬

物代謝酵素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型を適用し得る。この知見は、

用量または薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得

、従って、被験体をＦＧＦ－ＣＸの調節因子（例えば、本明細書中に記載される

例示的なスクリーニングアッセイの１つによって同定される調節因子）を用いて

処置する場合に治療的または予防的効率を増強し得る。

      【０２５９】

  （臨床的な効力のモニタリング）

  ＦＧＦ－ＣＸの発現または活性（例えば、異常な細胞増殖および／または分化

を調節する能力）に対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリング

することは、基本的な薬物スクリーニングにおいて、および臨床試験において適
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用され得る。例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイに

よって決定される薬剤が、ＦＧＦ－ＣＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増加

、またはＦＧＦ－ＣＸ活性をアップレギュレートする効力が、減少したＦＧＦ－

ＣＸの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはダウンレギュレートしたＦＧＦ－

ＣＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターされ得る。あるいは、スク

リーニングアッセイによって決定される薬剤が、ＦＧＦ－ＣＸの遺伝子発現、タ

ンパク質レベルを減少、またはＦＧＦ－ＣＸの活性をダウンレギュレートする効

力が、増加したＦＧＦ－ＣＸの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはアップレ

ギュレートしたＦＧＦ－ＣＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターさ

れ得る。このような臨床試験において、ＦＧＦ－ＣＸの発現または活性、および

好ましくは、例えば、増殖性障害または神経学的障害に関与している他の遺伝子

が、「リードアウト（読み出し）（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」、すなわち、特定の細

胞の免疫応答のマーカーとして使用され得る。

      【０２６０】

  例えば、ＦＧＦ－ＣＸを含む遺伝子（これは、ＦＧＦ－ＣＸ活性（例えば、本

明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにおいて同定される）を調

節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用いる処置によって、細胞

内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖障害に対する薬剤の効

果を研究するために、例えば、臨床試験において、細胞が単離され得、そしてＲ

ＮＡが調製され得、そしてＦＧＦ－ＣＸおよびこの障害に関与する他の遺伝子の

発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（すなわち、遺伝子発

現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノーザンブロット分析もしく

はＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されたタンパク質の量を測定することに

よるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによるか、あるいはＦＧＦ－

ＣＸまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、定量され得る。

この方法において、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に対する細胞の生理学

的応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、この応答状態は、この

薬剤を用いる個体の処置の前、および処置の間の種々の時点で、決定され得る。

      【０２６１】
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  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、核酸、ペプチド模倣物、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いて、被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、

以下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを

得る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、

ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この

被験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプル

において、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現も

しくは活性のレベルを検出する工程；（ｖ）この投与前サンプルにおけるＦＧＦ

－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現もしくは活性のレベ

ルを、この投与後サンプルにおけるＦＧＦ－ＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、また

はゲノムＤＮＡの発現もしくは活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）

結果的に、この被験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の

増加した投与は、検出されるよりも高いレベルにＦＧＦ－ＣＸの発現または活性

を増加するために（すなわち、この薬剤の効力を増加するために）望ましくあり

得る。あるいは、この薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＦ

ＧＦ－ＣＸの発現または活性を減少するために（すなわち、この薬剤の効力を減

少するために）望ましくあり得る。

      【０２６２】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＦＧＦ－ＣＸの発現または活性に関連する障害の危険性のあ

る（または感受性）か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的および

治療的の両方の方法を提供する。

      【０２６３】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患または障害は、活性を拮抗する（

すなわち、低減または阻害する）治療剤（Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ）を用いて処

置され得る。活性を拮抗する治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され
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得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：（ｉ）ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメ

ントもしくはホモログ；（ｉｉ）ＦＧＦ－ＣＸペプチドに対する抗体；（ｉｉｉ

）ＦＧＦ－ＣＸペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）相同組換えによってＦＧＦ

－ＣＸポリペプチドの内因性機能を「ノックアウトする」ために利用される、ア

ンチセンス核酸および「機能不全性」である（すなわち、ＦＧＦ－ＣＸペプチド

に対するコード配列のコード配列内の異種挿入に起因する）核酸の投与（例えば

、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２

を参照のこと）；または（ｖ）ＦＧＦ－ＣＸペプチドとその結合パートナーとの

間の相互作用を変化させる、調節因子（すなわち、インヒビター、アゴニストお

よびアンタゴニスト（本発明のさらなるペプチド模倣物または本発明のペプチド

に対して特異的な抗体を含む））。

      【０２６４】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患または障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活

性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され

得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：ＦＧＦ－ＣＸペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしく

はホモログ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加させるアゴニスト。

      【０２６５】

  増加したレベルまたは減少したレベルは、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定

量することによって、容易に検出され得る。この定量は、患者の組織サンプルを

（例えば、生検組織から）入手し、そしてそのサンプルを、その発現したペプチ

ド（またはＦＧＦ－ＣＸペプチドのｍＲＮＡ）のＲＮＡレベルまたはペプチドレ

ベル、構造および／または活性をインビトロでアッセイすることによる。当該分

野において周知の方法としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：

イムノアッセイ（例えば、ウェスタンブロット分析、免疫沈降後のドデシル硫酸

ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動、免疫細胞化学などによ
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る）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するためのハイブリダイゼーションア

ッセイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、インサイチュハイブリダ

イゼーションなど）。

      【０２６６】

  １つの局面において、本発明は、被験体において異常なＦＧＦ－ＣＸの発現ま

たは活性と関連する疾患または状態を、ＦＧＦ－ＣＸの発現または少なくとも１

つのＦＧＦ－ＣＸ活性を調節する薬剤をこの被験体に投与することによって予防

するための方法を提供する。異常なＦＧＦ－ＣＸの発現または活性によって引き

起こされるかまたはこれらに起因する、疾患にかかる危険がある被験体は、例え

ば、本明細書中に記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、またはそ

れらの組み合わせによって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患または障害

が予防されるか、あるいはその進行を遅らせるように、このＦＧＦ－ＣＸ異常を

特徴とする症状の発現の前に行い得る。このＦＧＦ－ＣＸ異常の型に依存して、

例えば、ＦＧＦ－ＣＸアゴニスト薬剤またはＦＧＦ－ＣＸアンタゴニスト薬剤が

、その被験体を処置するために使用され得る。その適切な薬剤は、本明細書中に

記載のスクリーニングアッセイに基づいて決定され得る。

      【０２６７】

  本発明の別の局面は、治療目的のために、ＦＧＦ－ＣＸの発現または活性を調

節する方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関するＦＧＦ－

ＣＸタンパク質活性の１つ以上の活性を調節する薬剤と接触させる工程を包含す

る。ＦＧＦ－ＣＸタンパク質活性を調節する薬剤は、核酸またはタンパク質、Ｆ

ＧＦ－ＣＸタンパク質の天然に存在する同族リガンド、ペプチド、ＦＧＦ－ＣＸ

ペプチド模倣物、または他の低分子のような、本明細書中に記載の薬剤であり得

る。１つの実施形態において、この薬剤は、１つ以上のＦＧＦ－ＣＸタンパク質

活性を刺激する。このような刺激薬剤の例としては、活性なＦＧＦ－ＣＸタンパ

ク質、およびその細胞に導入されたＦＧＦ－ＣＸをコードする核酸分子が挙げら

れる。別の実施形態において、この薬剤は、１つ以上のＦＧＦ－ＣＸタンパク質

活性を阻害する。このような阻害薬剤の例としては、アンチセンスＦＧＦ－ＣＸ

核酸分子、および抗ＦＧＦ－ＣＸ抗体が挙げられる。これらの調節方法は、イン
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ビトロで（例えば、その薬剤とともにその細胞を培養することによって）、ある

いはインビボで（例えば、被験体にその薬剤を投与することによって）実施され

得る。このように、本発明は、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質または核酸分子の、異

常な発現または異常な活性によって特徴付けられる、疾患または障害に罹患した

個体を処置する方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、ＦＧＦ

－ＣＸの発現または活性を調節する（例えば、アップレギュレートまたはダウン

レギュレートする）薬剤（例えば、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイ

によって同定される薬剤）あるいはそのような薬剤の組み合わせを投与する工程

を包含する。別の実施形態において、この方法は、ＦＧＦ－ＣＸのタンパク質ま

たは核酸分子を、低減したかまたは異常な、ＦＧＦ－ＣＸの発現または活性を補

償するための治療として、投与する工程を包含する。

      【０２６８】

  本発明はさらに、以下の非限定的な例において例示される。

      【０２６９】

  （実施例）

  （実施例１．ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子の同定）

  ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子を、問い合わせ（ｑｕｅｒｙ）としてＸｅｎｏｐｕｓ  Ｆ

ＧＦ－ＣＸ（Ｋｏｇａら、１９９９  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ

．Ｃｏｍｍ．２６１，７５６－７６５；登録番号ＡＢ０１２６１５）を用いる、

ＧｅｎＢａｎｋヒトゲノムＤＮＡ配列のＴＢＬＡＳＴＮ（Ａｌｓｃｈｕｌら、１

９９０  Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５，４０３－４１０）検索後に同定した。

この検索は、第８染色体上に高い相同性の遺伝子座（登録番号ＡＢ０２０８５８

）を同定した。イントロン／エキソン境界を、既知のＦＧＦに由来する相同性と

共に、標準的なコンセンサススプライシングパラメータ（Ｍｏｕｎｔ  １９９６

  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７１，１６９０－１６９２）を使用して推定した。ＦＧＦ

－ＣＸ開始コドンは、ＡＢ０２０８５８の配列のｂｐ１６２１４に局在し、そし

てこのエキソンの残りの３’部分は、ｂｐ１５９３０まで続く。ＦＧＦ－ＣＸの

５’ＵＴＲは、公開ＥＳＴ（登録番号ＡＡ２３２７２９、ＡＡ２３６５２２、Ａ

Ｉ２７２８７６およびＡＩ２７２８７８）を使用して、さらなる６０６ｂｐによ
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って開始コドンの上流に伸長された。遺伝子座ＡＢ０２０８５８に関連する、Ｆ

ＧＦ－ＣＸ遺伝子の残りの構造は以下の通りである：イントロン１（ｂｐ１５９

２９－９９４２）；エキソン２（ｂｐ９９４１－９８３８）；イントロン２（ｂ

ｐ９８３７－７５００）；エキソン３（ｂｐ７４９９にて始まり、そして図１３

に示されるように続く；３’ＵＴＲの構造は、まだ決定されていない）。

      【０２７０】

  前節の手順により発見された遺伝子は、３つのエキソンおよび２つのイントロ

ンを含む（図１３）。ＤＮＡ配列は、２１１アミノ酸残基のＯＲＦを推定し、イ

ニシエータメチオニンの１１７ｂｐ上流にインフレームの終止コドンを有する。

遺伝子が調べられたＤＮＡセグメントは、染色体８ｐ２１．３－ｐ２２にマッピ

ングされ、その位置を放射ハイブリッド分析（ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉ

ｄ  ａｎａｌｙｓｉｓ）により確認した（実施例２を参照のこと）。

      【０２７１】

  ＰＲＯＳＩＴＥ検索（Ｂｕｃｈｅｒ＆Ｂａｉｒｏｃｈ  １９９４  Ｉｓｍｂ．

２：５３－６１）によって同定されたＦＧＦシグネチャーモチーフ（Ｇ－Ｘ－［

ＬＩ］－Ｘ－［ＳＴＡＧＰ］－Ｘ（６，７）－［ＤＥ］－Ｃ－Ｘ－［ＦＬＭ］－

Ｘ－Ｅ－Ｘ（６）－Ｙ）は、アミノ酸残基１２５～１４８の間に位置し、２重下

線が引かれおり、そしてイントロン／エキソン境界は、矢印で示される。イント

ロン１および２は、それぞれ、５９８８ｂｐ長および２３３８ｂｐ長である。５

’ＵＴＲ配列は、公開ＥＳＴに由来し、そしてその全体は示されていない。

      【０２７２】

  （実施例２．ＦＧＦ－ＣＸの放射ハイブリッドマッピング）

  ヒト染色体マーカーを使用する放射ハイブリッドマッピングをＦＧＦ－ＣＸに

ついて実施した。使用される手順は、Ｓｔｅｅｎらにおいて記載される手順と類

似している。（Ａ  Ｈｉｇｈ－Ｄｅｎｓｉｔｙ  Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ  Ｇｅｎ

ｅｔｉｃ  Ｌｉｎｋａｇｅ  ａｎｄ  Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ  Ｍａ

ｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｒａｔ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓｅａ

ｒｃｈ  １９９９（１９９９年５月２１日にオンラインで公開された）第９巻、

ＡＰ１－ＡＰ８，１９９９）。無作為化放射線誘導ヒト染色体フラグメントを含
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む９３細胞クローンのパネルを、独特の様式で、得ようとするクローンを同定す

るために設計されたＰＣＲプライマーを使用して、９６ウェルプレートにおいて

スクリーニングした。ＦＧＦ－ＣＸをコードするヌクレオチド配列が同定された

ＤＮＡセグメントに、染色体８ｐ２１．３－ｐ２２にマッピングされるとして注

釈をつけた。この結果を、ＦＧＦ－ＣＸがマーカーＡＦＭ１７７ＸＢ１０と重複

し、そしてマーカーＷＩ－５１０４から１．６ｃＲおよびマーカーＷＩ－９２６

２から３．２ｃＲにある遺伝子座にて第８染色体にマッピングされることを見出

すことによって本発明の分析により精緻にした。

      【０２７３】

  （実施例３．ＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードする配列の分子クローニング）

  オリゴヌクレオチドプライマーを、ＤＮＡセグメント（これは、オープンリー

ディングフレームを表し、全長ＦＧＦ－ＣＸをコードする）のＰＣＲによる増幅

のために設計した。順方向プライマーは、ＢｇｌＩＩ制限部位（ＡＧＡＴＣＴ）

およびコンセンサスＫｏｚａｋ配列（ＣＣＡＣＣ）を含む。逆方向プライマーは

、さらなるサブクローニング目的のためにインフレームＸｈｏＩ制限部位を含む

。順方向プライマーおよび逆方向プライマーの両方は、５’クランプ配列（ＣＴ

ＣＧＴＣ）を含む。プライマーの配列は以下の通りである：

  ＦＧＦ－ＣＸ順方向：５’－ＣＴＣＧＴＣＡＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣ

ＴＣＣＣＴＴＡＧＣＣＧＡＡＧＴＣ－３’（配列番号３）

  ＦＧＦ－ＣＸ逆方向：５’－ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧＡＧＡＧＴＧＴＡＣＡＴＣ

ＡＧＴＡＧＧＴＣＣＴＴＧ－３’（配列番号４）。

      【０２７４】

  ＰＣＲ反応を、５０マイクロリットル容量において、合計５ｎｇのヒト前立腺

ｃＤＮＡテンプレート、それぞれ１μＭのＦＧＦ－ＣＸ順方向プライマーおよび

ＦＧＦ－ＣＸ逆方向プライマー、５マイクロモルｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）および１マイクロリッ

トルの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用して実施した。以下のＰＣＲ反応条件を使用し

た：
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  ａ）９６℃  ３分

  ｂ）９６℃  ３０秒変性

  ｃ）７０℃  ３０秒、プライマーアニーリング。この温度は、１℃／サイクル

で徐々に下げられた。

      【０２７５】

  ｄ）７２℃  １分伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を１０回繰り返す

  ｅ）９６℃  ３０秒変性

  ｆ）６０℃  ３０秒アニーリング

  ｇ）７２℃  １分伸長

  工程（ｅ）～（ｇ）を２５回繰り返す

  ｈ）７２℃  ５分の最終伸長。

      【０２７６】

  単一ＰＣＲ産物（約６４０ｂｐの推定されたサイズを有する）を、アガロース

ゲルで電気泳動後に単離し、ｐＣＲ２．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃ

ａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結した。クローン化したインサートを、ベクター特

異的Ｍ１３順方向（－４０）プライマーおよびＭ１３逆方向プライマーを使用し

て配列決定し、そのヌクレオチド配列が、図１（配列番号１）の配列と１００％

同一であり、上流ＢｇｌＩＩクローニング部位と下流ＸｈｏＩクローニング部位

との間に直接挿入されていることを確認した。クローン化された配列は、推定Ｆ

ＧＦ－ＣＸ全長タンパク質をコードするオープンリーディングフレームを構成す

る。このクローンは、ＴＡ－ＡＢ０２０８５－Ｓ２７４－Ｆ１９と呼ばれる。

      【０２７７】

  （実施例４．哺乳動物発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃの調製）

  オリゴヌクレオチドプライマーｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ順方向（ＣＴＣＧＴＣ

ＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＡＧＣＣＴＡＴＣＣＣＴＡＡＣ（配列番号１４）およびｐ

Ｓｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ逆方向（ＣＴＣＧＴＣＧＧＧＣＣＣＣＴＧＡＴＣＡＧＣＧ

ＧＧＴＴＴＡＡＡＣ（配列番号１５））を設計し、Ｖ５およびＨｉｓ６を含むｐ

ｃＤＮＡ３．１－Ｖ５Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ
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）発現ベクターからフラグメントを増幅した。ＰＣＲ産物を、ＸｈｏＩおよびＡ

ｐａＩで消化し、そしてＩｇκリーダー配列（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌ

ｓｂａｄ  ＣＡ）を含む、ＸｈｏＩ／ＡｐａＩ消化したｐＳｅｃＴａｇ２Ｂベク

ターに連結した。得られたベクターの正確な構造（インフレームでＩｇ－κリー

ダーおよびＶ５－Ｈｉｓ６を含むｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓ）を、ＤＮＡ配列分析によ

り確認した。ベクターｐＳｅｃＶ５ＨｉｓをＰｍｅＩおよびＮｈｅＩで消化して

、上記エレメントを保持するフラグメントを正確なフレームで提供した。このＰ

ｍｅＩ－ＮｈｅＩフラグメントを、ＢａｍＨＩ／ＫｌｅｎｏｗおよびＮｈｅＩ処

理されたベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ

）に連結した。得られたベクターはｐＣＥＰ４／Ｓｅｃと命名され、そしてＰＣ

ＭＶおよび／またはＰＴ７プロモーターの制御下に、インフレームＩｇκリーダ

ー、目的のクローンの挿入部位、ならびにＶ５エピトープおよび６×Ｈｉｓを含

む。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃは、任意のタンパク質をＩｇκ鎖シグナルペプチド後の

マルチクローニング部位の中に融合することによって異種タンパク質発現および

分泌を可能にする発現ベクターである。発現タンパク質の検出および精製は、Ｃ

－末端におけるＶ５エピトープタグおよび６×Ｈｉｓタグの存在により補助され

る（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）。

      【０２７８】

  （実施例５．ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞におけるＦＧＦ－ＣＸの発現

）

  ＦＧＦ－ＣＸ配列含有ＢｇｌＩＩ－ＸｈｏＩフラグメントを、ＴＡ－ＡＢ０２

０８５－Ｓ２７４－Ｆ１９から単離し（実施例３）、そしてＢａｍＨＩ－Ｘｈｏ

Ｉで消化したｐＣＥＰ４／Ｓｅｃにサブクローン化し、発現ベクターｐＣＥＰ４

／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－ＣＸを作製した。このｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－ＣＸベ

クターを、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ試薬を製造業者の指示（Ｇｉｂ

ｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍ

Ｄ）を使用して、２９３細胞にトランスフェクトした。細胞ペレットおよび上清

を、トランスフェクション後７２時間で収集し、抗Ｖ５抗体を用いてウェスタン

ブロッティング法（還元条件）によってＦＧＦ－ＣＸ発現について試験した。図
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１２は、ＦＧＦ－ＣＸが、２９３細胞により分泌されるおよそ３４ｋＤａのタン

パク質の見掛けの分子量（Ｍｒ）を有するポリペプチドとして発現されることを

示す。さらに、小さなバンドが、約３１ｋＤａにおいて観察される。

      【０２７９】

  （実施例６．Ｅ．ｃｏｌｉにおけるＦＧＦ－ＣＸの発現）

  ベクターｐＲＳＥＴＡ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ

．ＣＡ）をＸｈｏＩおよびＮｃｏＩ制限酵素で消化した。オリゴヌクレオチドリ

ンカーの配列５’ＣＡＴＧＧＴＣＡＧＣＣＴＡＣ３’（配列番号１６）および５

’ＴＣＧＡＧＴＡＧＧＣＴＧＡＣ３’（配列番号１７）を、摂氏３７度にてアニ

ールし、ＸｈｏＩ－ＮｃｏＩ処理したｐＲＳＥＴＡに連結した。得られたベクタ

ーを、制限分析および配列決定によって確認し、そしてｐＥＴＭＹと命名した。

ＦＧＦ－ＣＸをコードする配列のＢｇｌＩＩ－ＸｈｏＩフラグメント（実施例３

を参照のこと）を、ＢａｍＨＩおよびＸｈｏＩ制限酵素で消化したベクターｐＥ

ＴＭＹに連結した。発現ベクターは、ｐＥＴＭＹ－ＦＧＦ－ＣＸと命名される。

このベクターにおいて、ｈＦＧＦ－ＣＸを、そのＮ末端において６×Ｈｉｓタグ

およびＴ７エピトープに融合した。次いで、プラスミドｐＥＴＭＹ－ＦＧＦ－Ｃ

Ｘを、Ｅ．ｃｏｌｉ発現宿主ＢＬ２１（ＤＥ３，ｐＬｙｓ）（Ｎｏｖａｇｅｎ，

Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）にトランスフェクトし、そしてタンパク質ＦＧＦ－ＣＸ

の発現を、製造業者の指示に従って誘導した。誘導後、全細胞を収集し、そして

タンパク質を、抗－ＨｉｓＧｌｙ抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａ

ｄ，ＣＡ）を使用して、ウェスタンブロッティング法により分析した。図１４は

、ＦＧＦ－ＣＸが、分子量約３２ｋＤａのタンパク質として発現されたというこ

とを示す。

      【０２８０】

  （実施例７．クローン化されたシグナルペプチドを伴う組換えＦＧＦ－ＣＸタ

ンパク質、および、伴わない組換えＦＧＦ－ＣＸタンパク質の発現の比較）

  （ａ）シグナルペプチドを伴わない発現）

  本発明の詳細な説明に記述されるように、ＦＧＦ－ＣＸは、古典的アミノ末端

シグナル配列を明らかに欠失している。ＦＧＦ－ＣＸが哺乳動物細胞から分泌さ
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れるか否かを決定するために、ＢｇｌＩＩ－ＸｈｏＩフラグメントとして得られ

たｃＤＮＡ（これは、全長ＦＧＦ－ＣＸタンパク質をコードしている）を、ＴＡ

－ＡＢ０２０８５－Ｓ２７４－Ｆ１９（実施例３）からＢａｍＨＩ／ＸｈｏＩ消

化したｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にサブクローン化した。これ

は、ｐＦＧＦ－ＣＸと命名される哺乳動物発現ベクターを提供した。この構築物

は、それぞれ、その同定および精製の際に補助するように、タンパク質のカルボ

キシ末端にＶ５エピトープタグおよびポリヒスチジンタグを組み入れており、そ

して約２７ｋＤａのポリペプチドを産生する。２９３ヒト胚性腎臓細胞への一過

性トランスフェクション後、馴化培地を、トランスフェクション後４８時間で収

集した。

      【０２８１】

  馴化培地へのＦＧＦ－ＣＸの分泌に加えて、細胞ペレット／細胞外マトリック

ス（ＥＣＭ）画分と関連するということもまた見出された（データは示さず）。

ＦＧＦは、細胞表面およびＥＣＭに存在する硫酸ヘパリンプロテオグリカン（Ｈ

ＳＰＧ）と結合することが知られているので、本発明者らは、ＦＧＦ－ＣＸがこ

の様式で隔離されているか否かを研究した。ＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト細胞

を、１００μＭスラミン（増殖因子とＨＳＰＧとの間の低親和性相互作用を崩壊

することが公知である化合物）を含有する０．５ｍｌ  ＤＭＥＭを用いて、３０

分間、４℃で処理することによって抽出し（Ｌａ  Ｒｏｃｃａら、１９９０、Ｃ

ａｎｃｅｒ  Ｃｅｌｌｓ  ２、１０６－１１５）。次いで、スラミン抽出された

馴化培地を収集し、そして遠心分離（５分間；２０００×ｇ）よって清澄化した

。

      【０２８２】

  次いで、馴化培地およびスラミン抽出物を等容量の２×ゲルローディング緩衝

液と混合した。サンプルを１０分間煮沸し、還元条件下において４～２０％勾配

ポリアクリルアミドゲル（Ｎｏｖｅｘ，Ｄａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）でＳＤＳ－

ＰＡＧＥによって分離させ、そしてニトロセルロースフィルター（Ｎｏｖｅｘ）

へ移した。ウェスタン分析を、ＨＲＰ結合体化抗Ｖ５抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ

ｎ）およびＥＣＬ検出システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉ
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ｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を使用する標準的な手順に従って実

施した。

      【０２８３】

  推定される分子量を有する１つのバンドを、ｐＦＧＦ－ＣＸでトランスフェク

トした２９３細胞に由来する馴化培地において同定した（図１１Ａ、レーン１）

。コントロールベクターでトランスフェクトした細胞に由来する馴化培地は、抗

体と反応しなかった（図１１Ａ、レーン５）。スラミン処理後、有意量のＦＧＦ

－ＣＸが、細胞表面／ＥＣＭから実際に放出され得るということが見出され、こ

のことは、おそらく、ＨＳＰＧがこのタンパク質を隔離する際に役割を果たすと

いうことを示唆している（図１１Ａ、レーン２）。これらの結果は、ＦＧＦ－Ｃ

Ｘが、古典的なシグナルペプチドを伴わずに分泌され得ることを示唆する。

      【０２８４】

  組換えＦＧＦ－ＣＸタンパク質は、ＤＮＡ合成および細胞増殖（これらは、お

そらく、ＦＧＦ－ＣＸの細胞表面レセプターへの高親和性結合によって媒介され

て、そしてＨＳＰＧとの低親和性相互作用によって調節される効果である）を刺

激する。スラミン抽出データは、ＦＧＦ－ＣＸが細胞表面および／またはＥＣＭ

上に存在するＨＳＰＧと結合するということを示唆する。

      【０２８５】

  （ｂ）シグナルペプチドを伴なう発現）

  タンパク質分泌を増強させる目的で、構築物（ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－

ＣＸ）を作製し、ここでそのＦＧＦ－ＣＸ  ｃＤＮＡを、Ｉｇκ遺伝子由来の切

断可能アミノ末端分泌シグナル配列とインフレームで融合させた。得られたタン

パク質はまた、ｐＦＧＦ－ＣＸについて上述されるようなカルボキシ末端Ｖ５お

よびポリヒスチジンタグを含んだ。２９３細胞へのトランスフェクション後、約

３１ｋＤａという推定分子量を有するタンパク質産物を入手し、そしてスラミン

が有意量の隔離ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を放出することを再び見い出した（図１

１Ａ；レーン３および４）。予想どおり、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－ＣＸは

、ｐＦＧＦ－ＣＸが産生するよりも多くの可溶性ＦＧＦ－ＣＸタンパク質を産生

した。
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      【０２８６】

  ２９３細胞について上述される結果と類似する結果が、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞に

ついてもまた得られた（図１１Ｂ）。

      【０２８７】

  （実施例８．ＰＣＲによるＦＧＦ－ＣＸ核酸の実時間の定量的発現分析）

  種々のクローンの定量的発現を、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔ

ｅｍｓ  ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ（登録商標）７７００配列検出システムで実施され

る実時間定量的ＰＣＲ（ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）分析）によって、４１個の正

常サンプルおよび５５個の腫瘍サンプル（ほとんどの場合、図１５Ａおよび図１

５Ｂに示されるサンプルは、表３において同定されたサンプルである）において

評価した。

      【０２８８】

  初めに、９６個のＲＮＡサンプルを、β－アクチンおよびグリセルアルデヒド

－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）に対して正規化した。ＲＮ

Ａ（合計約５０ｎｇまたは約１ｎｇポリＡ＋）を、製造業者のプロトコルに従っ

て、ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）逆転写試薬キット（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ；カタログ番号Ｎ８０８－０２３４）およびラ

ンダムヘキサマーを使用してｃＤＮＡに転換した。反応を２０μｌにおいて実施

し、そして３０分間、４８℃においてインキュベートした。次いで、ｃＤＮＡ（

５μｌ）を、製造業者のプロトコルに従って、β－アクチンおよびＧＡＰＤＨ  

ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）アッセイ試薬（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；それぞ

れ、カタログ番号４３１０８８１Ｅおよび４３１０８８４Ｅ）ならびにＴＡＱＭ

ＡＮ（登録商標）ユニバーサルＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ（ＰＥ  Ｂｉｏｓ

ｙｓｔｅｍｓ；カタログ番号４３０４４４７）を使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商

標）反応のために別個のプレートに移した。反応を、以下のパラメータを使用し

て２５μｌにおいて実施した：５０℃にて２分；９５℃にて１０分；９５℃にて

１５秒／６０℃にて１分（４０サイクル）。結果は、対数スケールを使用してＣ

Ｔ値（所定のサンプルが蛍光の閾値レベルを越えるサイクル）として記録され、

所定のサンプルと最も小さなＣＴ値を有するサンプルとの間のＲＮＡ濃度におけ
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る差異がΔＣＴの二乗として表された。次いで、このＲＮＡ差の逆数をとり、そ

して１００を掛けることにより相対発現パーセントを得る。βアクチンおよびＧ

ＡＰＤＨについて得られる平均ＣＴ値を使用して、ＲＮＡサンプルを正規化した

。最高のＣＴ値を生成するＲＮＡサンプルは、さらなる希釈を必要としないが、

全ての他のサンプルをそれらのβ－アクチン／ＧＡＰＤＨ平均ＣＴ値に従って、

このサンプルに対して希釈した。

      【０２８９】

  正規化されたＲＮＡ（５μｌ）をｃＤＮＡに転換し、そして製造業者の指示に

従って、Ｏｎｅ  Ｓｔｅｐ  ＲＴ－ＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ  Ｒｅａｇｅ

ｎｔｓ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；カタログ番号４３０９１６９）および遺

伝子特異的プライマーを使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商標）によって分析した。

プローブおよびプライマーを、入力としてクローン１０３２６２３０．０．３８

の配列を使用するＰｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ’ｓ  Ｐｒｉ

ｍｅｒ  Ｅｘｐｒｅｓｓ  Ｓｏｆｔｗａｒｅパッケージ（Ａｐｐｌｅ  Ｃｏｍｐ

ｕｔｅｒのＭａｃｉｎｔｏｓｈ  Ｐｏｗｅｒ  ＰＣ用バージョンＩ）に従って、

各アッセイのために設計した。デフォルト設定を反応条件に使用し、そして以下

のパラメータをプライマーを選択する前に設定した：プライマー濃度＝２５０ｎ

Ｍ、プライマー融解温度（Ｔm）範囲＝５８℃～６０℃、プライマー最適Ｔm＝５

９℃、最大プライマー差＝２℃、プローブは、５’Ｇを有さず、プローブＴmは

、プライマーＴmよりも１０℃高くなければならない、アンプリコンサイズは、

７５ｂｐ～１００ｂｐである。選択されたプローブおよびプライマー（下記を参

照のこと）を、Ｓｙｎｔｈｅｇｅｎ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ，ＵＳＡ）によって

合成した。プローブを、ＨＰＬＣにより二重精製して、結合していない色素を取

り除き、そして質量分析法により評価して、それぞれ、プローブの５’末端およ

び３’末端へのレポーター色素および消光色素の結合を確認した。これらの最終

濃度は、以下の通りであった：順方向プライマーおよび逆方向プライマーは、各

々９００ｎＭ、ならびにプローブは、２００ｎＭ。

      【０２９０】

  ＰＣＲのために、各組織および各細胞株由来の正規化ＲＮＡを、９６ウェルＰ



(139) 特表２００３－５０５０７５

ＣＲプレート（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）の各ウェル

にスポットした。２つのプローブ（ＦＧＦ－ＣＸに対して特異的な１つ、および

、内部標準として供される第２の遺伝子特異的プローブ）を、ＰＥ  Ｂｉｏｓｙ

ｓｔｅｍｓ  ７７００用１  ×  ＴａｑＭａｎTMＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ

を使用して、５ｍＭ  ＭｇＣｌ2，ｄＮＴＰｓ（ｄＡ，Ｇ，Ｃ，Ｕ（１：１：１

：２比率））、０．２５  Ｕ／ｍｌ  ＡｍｐｌｉＴａｑ  ＧｏｌｄTM（ＰＥ  Ｂ

ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）および０．４Ｕ／μｌ  ＲＮａｓｅインヒビター、ならび

に０．２５  Ｕ／μｌ逆転写酵素と共にセットした。逆転写を、４８℃で３０分

間実施し、次いで、以下のような増幅／ＰＣＲサイクルを実施した：９５℃で１

０分間、次いで、以下の４０サイクル：９５℃で１５秒間、６０℃で１分間。

      【０２９１】

【表３】
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  以下のプライマーおよびプローブを設計した。各々は、図１（配列番号１）の

塩基２７０～塩基３４３の領域に及ぶＦＧＦ－ＣＸ．Ｓｅｔ  Ａｇ８１ｂに特異

的であるように、高度に相同なヒトＦＧＦ－９遺伝子およびＦＧＦ－１６遺伝子

の対応領域に対して最小３つのミスマッチを保有する。これは、他の公知のＦＧ

Ｆファミリーメンバーを検出するべきではない。プライマーおよびプローブは、

以下を利用した：
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      【０２９２】

【化１】

  代表的な実験からの結果を、図１５Ａおよび図１５Ｂに示す。発現を、最高レ

ベルの発現を示すサンプルのパーセンテージとしてプロットする。四連の泳動を

なし、これを、種々に陰影を付けたバーで表した。試験された３９個の正常ヒト

組織において、ＦＧＦ－ＣＸは、脳、特に小脳において最も高度に発現されるこ

とが見出された（図１５Ａおよび図１５Ｂ）。中枢神経系の他の組織は、はるか

により弱いレベルのＦＧＦ－ＣＸを発現した。試験された５４個のヒト腫瘍細胞

株のうち、ＦＧＦ－ＣＸは、肺癌腫細胞株（ＬＸ－１）、結腸癌腫細胞株（ＳＷ

－４８０）、結腸癌細胞株および転移（ＳＷ４８０）、ならびに胃癌腫細胞株（

ＮＣＩ－Ｎ８７；図１５Ａおよび図１５Ｂを参照のこと）において、最も高度に

発現されることが見出された。

      【０２９３】

  さらなる実時間の発現分析を、外科手術の間に得られた腫瘍組織の広範なパネ

ルにおいて実施した。これらの組織は、それ自体実際の腫瘍由来の部分、ならび

に代表的に既に炎症しており、そして形成異常の組織学的証拠を示す、「正常隣

接組織（ＮＡＴ）」と称される部分を含む。ＦＧＦ－ＣＸに特異的であるように

選択されたプライマー－プローブセット（Ａｇ８１）を、このような外科組織サ

ンプルと共にＴａｑＭａｎ実験において使用した。ここでは、二連の泳動を実施

した：

      【０２９４】

【化２】
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。Ｓｅｔ  Ａｇ８１は、図１（配列番号１）の塩基４７７～塩基５５４の領域に

及ぶ。この複写物は、図１５Ｃおよび図１５Ｄにおいて、灰色および黒の陰影を

つけたバーとして示される。この結果は、腫瘍およびその形成異常性ＮＡＴサン

プルの多くの一致した対について、ＦＧＦ－ＣＸが、腫瘍自体ではなくＮＡＴに

おいて；より詳細には、腫瘍に隣接した実質細胞において、高度に発現されるこ

とを劇的に示す。この一致したパターンを生じる例としては、卵巣癌、膀胱癌、

子宮癌、肺癌、前立腺癌、および肝臓癌が挙げられる。

      【０２９５】

  理論によって限定されないが、図１５Ｃおよび図１５Ｄの結果から、ＦＧＦ－

ＣＸが、宿主組織（内皮細胞、間質線維芽細胞、浸潤リンパ球および類似の細胞

型）における腫瘍上皮および／または他の成分のパラクリン刺激による腫瘍進行

に寄与し得ると考えられる。同様に、ＦＧＦ－ＣＸは、オートクライン様式でＦ

ＧＦ－ＣＸを合成または分泌する宿主組織中の成分を刺激するように機能し得る

。これらの宿主成分細胞は、引き続いて、腫瘍画分において作用し得る。

      【０２９６】

  一致しない正常組織と比較した、ＦＧＦ－ＣＸの発現プロフィールの上昇は、

ＦＧＦ－ＣＸが、腫瘍進行における予定的（ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ）または促

進的な役割を果たすことを示唆する。従って、多くの標的化アプローチ（制限す

ることのない例として、モノクローナル抗体、リボザイム、アンチセンスオリゴ

ヌクレオチド、ＦＧＦ－ＣＸと同族（ｃｏｇｎａｔｅ）レセプターとの相互作用

を中和するペプチド、およびＦＧＦ－ＣＸについての未同定レセプターを調節す

る小分子の薬物を含む）のいずれかを使用するＦＧＦ－ＣＸの治療的標的化は、

疾患進行に対してポジティブな治療的影響を有すると予期される。同様に、腫瘍

進行におけるＦＧＦ－ＣＸの生物活性を調節するためのこのような薬剤の使用は
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、従来の化学療法および放射線療法に相乗作用を与えるか、またはそれらを増強

すると予期される。ＦＧＦ－ＣＸの治療的標的化が適用され得る特定の疾患適用

としては、結腸、前立腺、肺、腎臓、子宮、乳房、膀胱、卵巣の腺癌が挙げられ

る。

      【０２９７】

  （実施例９．組換えＦＧＦ－ＣＸによって取りこまれるブロモデオキシウリジ

ンの刺激）

  ２９３－ＥＢＮＡ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅ  ２０００を製造業者のプロトコール（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ

ｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）に従って使用してトランスフェクトした

。細胞に、トランスフェクションの５時間後、１０％胎仔ウシ血清（ＦＢＳ；Ｌ

ｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を補充した。ＢｒｄＵおよび増殖アッセイ

（実施例１０）のためのタンパク質を生成するために、細胞を洗浄し、そしてト

ランスフェクションの１８時間後、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改変Ｅａｇｌｅ培地（ＤＭ

ＥＭ；Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で給餌した。４８時間後、この培

地を捨て、そしてこの細胞単層を、０．５ｍｌのＤＭＥＤ中で３０分間４℃で、

１００μＭスラミン（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）と共にインキュベ

ートした。次いで、このスラミン抽出馴化培地を取り出し、遠心分離（５分間；

２０００×ｇ）によって清澄化し、そしてカルボキシ末端ポリヒスチジンタグを

利用してＴＡＬＯＮ金属アフィニティークロマトグラフィーに、製造業者の指示

書（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）に従って供した。保持され

た融合タンパク質を、イミダゾールでカラムを洗浄することによって放出した。

      【０２９８】

  ＦＧＦ－ＣＸタンパク質濃度を、既知の濃度のＶ５タグ化タンパク質を用いて

作成された検量線を使用するウェスタン分析によって推定した。ウェスタン分析

のために、馴化培地をトランスフェクションの４８時間後に収集し、次いで、細

胞単層を、４℃で３０分間、１００μＭスラミンを含有する０．５ｍｌ  ＤＭＥ

Ｍでインキュベートした。次いで、このスラミン含有馴化培地を収集した。

      【０２９９】
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  コントロールタンパク質を生成するために、２９３－ＥＢＮＡ細胞に、ｐＣＥ

Ｐ４プラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）をトランスフェクトし、そして上記に

概要を述べた精製手順に供した。

      【０３００】

  組換えＦＧＦ－ＣＸを、ブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ）取り込みアッセ

イにおいてＤＮＡ合成を誘導するその能力について試験した。ＮＩＨ  ３Ｔ３細

胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１６５８，Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕ

ｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）、ＣＣＤ－１０７０Ｓ

ｋ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２０９１）、またはＭＧ－６３細胞（ＡＴＣＣ番

号ＣＲＬ－１４２７）を、９６ウェルプレートにおいて、約１００％コンフルエ

ントまで培養し、ＤＭＥＭで洗浄し、そして２４時間（ＮＩＨ  ３Ｔ３）または

４８時間（ＣＣＤ－１０７０ＳｋおよびＭＧ－６３）、ＤＭＥＭ中で血清飢餓（

ｓｅｒｕｍ－ｓｔａｒｖｅｄ）させた。次いで、組換えＦＧＦ－ＣＸまたはコン

トロールタンパク質を、細胞に１８時間添加した。ＢｒｄＵアッセイは、５時間

のＢｒｄＵ取り込み時間を使用して、製造業者の仕様書（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）に

従って実施した。

      【０３０１】

  ＦＧＦ－ＣＸは、約５ｎｇ／ｍｌの最大半減濃度で、ＮＩＨ  ３Ｔ３マウス線

維芽細胞においてＤＮＡ合成を誘導することが見出された（図１６Ａ）。対照的

に、コントロールベクターでトランスフェクトされた細胞から精製されたタンパ

ク質は、ＤＮＡ合成を誘導しなかった。ＢｒｄＵ取り込みによって測定された場

合、ＦＧＦ－ＣＸが種々のヒト細胞株（ＣＣＤ－１０７０Ｓｋ正常ヒト皮膚線維

芽細胞（図１６Ｂ），ＣＣＤ－１１０６ケラチノサイト（図１６Ｃ）、ＭＧ－６

３骨肉腫細胞（データを示さず）および乳房上皮細胞を含む）において比較でき

る用量レベルで、ＤＮＡ合成を誘導することもまた見出された。

      【０３０２】

  （実施例１０．組換えＦＧＦ－ＣＸによる細胞増殖の誘導）

  組換えＦＧＦ－ＣＸが細胞増殖を誘導するか否かを決定するために、ＮＩＨ３
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Ｔ３細胞を約５０％コンフルエンスまで６ウェルプレート中で培養し、ＤＭＥＭ

で洗浄し、そして組換えＦＧＦ－ＣＸまたはコントロールタンパク質を含有する

ＤＭＥＭで４８時間給餌し、次いでカウントした。細胞をトリプシン処理し、そ

してそれらをＢｅｃｋｍａｎ  Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｚ１シリーズ計数器（Ｂｅｃｋ

ｍａｎ  Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）でカウントすることによ

って、細胞数を決定した。ＦＧＦ－ＣＸは、このアッセイにおいて、コントロー

ルタンパク質と相対的に、約３倍の細胞数増加を誘導することが見出された（図

１７）。

      【０３０３】

  増殖における形態学的変化事象を詳述するために、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、Ｄ

ＭＥＭ／２％仔ウシ血清中で組換えＦＧＦ－ＣＸまたはコントロールタンパク質

で４８時間処理し、そしてＺｅｉｓｓ  Ａｘｉｏｖｅｒｔ  １００顕微鏡（Ｃａ

ｒｌ  Ｚｅｉｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ，ＮＹ）で写真撮影した。

      【０３０４】

  より高い細胞密度を達成することに加えて（図１７）、実施例９に記載のよう

に調製されたＦＧＦ－ＣＸの存在下で培養されたＮＩＨ  ３Ｔ３細胞は、無秩序

な増殖パターンを示した。これは、接触阻害の欠損を示す（図１８）。さらに、

個々の細胞は、細長くかつ屈曲性であることが見出された。これらの結果は、Ｆ

ＧＦ－ＣＸが、増殖因子として作用することを示し、そして組換えＦＧＦ－ＣＸ

が、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞の形態学的トランスフォーメーションを媒介することを

示唆する。

      【０３０５】

  （実施例１１．ヌードマウスにおける、異所性ＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト

ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞による腫瘍形成）

  ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、製造業者（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）の

プロトコールに従ってＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ  Ｐｌｕｓを用いることによ

り、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－ＣＸまたはコントロールベクターでトランス

フェクトした。細胞に、トランスフェクションの５時間後、１０％仔ウシ血清（

ＣＳ；Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を補充した。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ
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－ＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト細胞は、トランスフェクションの４８時間後ま

でに形態学的にトランスフォーメーションされ、そしてその形態学的トランスフ

ォーメーションを、ハイグロマイシン含有増殖培地中での２週間の選択後に維持

した。対照的に、コントロールベクターでトランスフェクトされた細胞は、その

正常な形態を維持した（データは示さず）。従って、トランスフェクトされた細

胞は、例えば、実施例１０に報告された実験に基づいて予期されたように挙動す

る。

      【０３０６】

  異所性腫瘍の誘導を研究するために、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、種々の実験ベク

ターおよびコントロールベクターでトランスフェクトした。トランスフェクショ

ンの２日後、細胞を、ＤＭＥＭ／５％ＣＳ（ｐＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト細

胞に対して）または５００μｇ／ｍｌハイグロマイシンＢを補充したＤＭＥＭ／

１０％ＣＳ（ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト細胞に対して

）のいずれかに配置した。２週間の培養後、サブコンフルエントな細胞をトリプ

シン処理し、ＤＭＥＭ／１０％ＣＳで中和し、ＰＢＳで洗浄し、そしてカウント

した。ＰＢＳ中の１００万個の細胞を、雌性無胸腺症ヌードマウス（Ｊａｃｋｓ

ｏｎ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂａｒ  Ｈａｒｂｏｒ，ＭＥ）の側方皮下組

織中に注射した。

      【０３０７】

  ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞に、ＦＧＦ－ＣＸ発現プラスミド（ｐＦＧＦ－ＣＸおよび

ｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸ）またはそれらの適切なコントロールベクターでトラン

スフェクトした。本発明者らは、いずれかのＦＧＦ－ＣＸ発現ベクターでトラン

スフェクトされた細胞が、トランスフェクションの４８時間後までに形態学的に

トランスフォーメーションされ（データは示さず）、そして組換えＦＧＦ－ＣＸ

へのＮＩＨ  ３Ｔ３細胞の曝露後に生じる表現型と類似の表現型を有すること（

図１７）を見出した。対照的に、コントロールベクターでトランスフェクトされ

た細胞は、その正常な形態を維持した（データは示さず）。

      【０３０８】

  インビボでのＦＧＦ－ＣＸの異所性発現がＮＩＨ  ３Ｔ３細胞の腫瘍形成性を
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誘導するか否かを決定するために、安定なトランスフェクト体を作製し、そして

ヌードマウス中に皮下注射した。１１日目までに、ｐＦＧＦ－ＣＸトランスフェ

クト細胞またはｐＩｇκ－ＦＧＦ－ＣＸトランスフェクト細胞のいずれかを注射

された全ての動物は、１４日目までサイズを増大させる急速増殖性腫瘍を有して

いたが、コントロール細胞を注射された動物はいずれも、２週間目までに腫瘍を

発生しなかった（図１９）。これらの結果は、ＦＧＦ－ＣＸ遺伝子を保有するベ

クターでのトランスフェクションによって形質転換された細胞が、インビボでの

腫瘍の発生および増殖を促進することを示す。

      【０３０９】

  （等価物）

  前述した本発明の特定の実施形態の詳細な説明から、特定の新規な組成物およ

び方法（核酸、ポリペプチド、抗体、検出および処置を含む）が記載されたこと

が明白であるはずである。これらの特定の実施形態は、本明細書中に詳細に開示

されているが、これは、例示目的のためのみに例としてなされ、そして先に添付

した特許請求の範囲に関して制限することを意図しない。特に、種々の置換物、

変更および改変が、特許請求の範囲によって規定される本発明の精神および範囲

から逸脱することなく、当業者には慣用的事項として本発明に対してなされ得る

ということが本発明によって意図される。実際、本明細書の記載事項に加えて本

発明の種々の改変が、前述の説明および添付の図面から当業者には明らかとなる

。このような改変は、添付の特許請求の範囲内にあることが意図される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明の新規なＦＧＦ－ＣＸポリヌクレオチドおよびタンパク質のヌ

クレオチド配列（配列番号１）および翻訳されたアミノ酸配列（配列番号２）を

示す。

    【図２】

  図２は、配列番号１の核酸配列と、ＦＧＦ－９様グリア活性化因子（ＧＡＦ）

配列（配列番号５）とのＢＬＡＳＴＮ整列である。

    【図３】
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  図３Ａ、図３Ｂおよび図３Ｃは、配列番号１の相補（マイナス）鎖と、ヒト第

８染色体の肝細胞結腸直腸および非小細胞肺癌セグメント１／１１のｐ２１．３

－ｐ２２癌抑制遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＢ０２０８５８）の伸長され

たゲノムＤＮＡフラグメントの３つの連続しないセグメント（それぞれ、図３Ａ

、図３Ｂおよび図３Ｃに示す配列番号６～８）とのＢＬＡＳＴＮ整列である。

    【図４】

  図４は、４つの脊椎動物ＦＧＦ様タンパク質（配列番号９～１２）と、本発明

のＦＧＦ－ＣＸタンパク質（配列番号２）とのＣｌｕｓｔａｌＷ整列である。黒

、灰色、および白色は、それぞれ整列中の同一の残基、保存された残基、および

保存されてない残基を示す。

    【図５】

  図５は、ＦＧＦ－ＣＸと３つの他のＦＧＦファミリーメンバーとのＣｌｕｓｔ

ａｌＷ整列である。ＦＧＦ－ＣＸを、ヒトＦＧＦ－９、ヒトＦＧＦ－１６および

ＸｅｎｏｐｕｓのＦＧＦ－ＣＸ（それぞれ、登録番号Ｄ１４８３８、ＡＢ００９

３９１およびＡＢ０１２６１５）と整列させた。

    【図６】

  図６は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド配列（配列番号２）のプラス鎖とヒトＦＧ

Ｆ－９（線維芽増殖因子－９（ＦＧＦ－９））（ＨＢＧＦ－９）；グリア活性化

因子前駆体（ＧＡＦ）（配列番号９）とのＢＬＡＳＴＰ整列であり、２０８塩基

のうち１４７塩基（７０％）が同一（「｜」）であり、２０８塩基のうち１７０

塩基（８１％）がポジティブ（陽性）（「＋」）残基であることを示す。

    【図７】

  図７は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド配列（配列番号２）のプラス鎖とマウスＦ

ＧＦ－９（配列番号１０）とのＢＬＡＳＴＸ整列であり、これは、２０８塩基の

うち１４７塩基（７０％）が同一（「｜」）であり、そして２０８塩基のうち１

７０塩基（８１％）がポジティブ（陽性）（「＋」）残基であることを示す。（

スコア＝７７５（２７２．８ビット）、期待値＝３．４ｅ－７６，Ｐ＝３．４ｅ

－７６）。

    【図８】
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  図８は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド配列（配列番号２）のプラス鎖とラットＦ

ＧＦ－９（配列番号１１）とのＢＬＡＳＴＸ整列であり、これは、２０８塩基の

うち１４７塩基（７０％）が同一（「｜」）であり、そして２０８塩基のうち１

７０がポジティブ（陽性）（「＋」）残基であることを示す。（スコア＝７７５

（２７２．８ビット）、期待値＝３．４ｅ－７６，Ｐ＝３．４ｅ－７６）。

    【図９】

  図９は、ＦＧＦ－ＣＸポリペプチド配列（配列番号２）のプラス鎖とＸｅｎｏ

ｐｕｓ  ＸＦＧＦ－ＣＸ（配列番号１２）とのＢＬＡＳＴＸ整列であり、これは

、２１１塩基のうち１７０（８０％）が同一（「｜」）であり、そして２１１塩

基のうち１８９（８９％）が陽性（「＋」）残基であることを示す。（スコア＝

９０６（３１８．９ビット）、期待値＝４．４ｅ－９０，Ｐ＝４．４ｅ－９０）

。

    【図１０】

  図１０は、１９残基ウインドウで作成された配列番号２のＦＧＦ－ＣＸポリペ

プチドの疎水性親水性プロットを示す。

    【図１１】

  図１１は、ＦＧＦ－ＣＸのウエスタン分析を示す。示した構築物で一過性にト

ランスフェクトした２９３細胞（図１１Ａ）またはＮＩＨ  ３Ｔ３細胞（図１１

Ｂ）由来のサンプルを、抗Ｖ５抗体を用いるウエスタン分析により試験した。Ｃ

Ｍ＝馴化培地、ＳＥ＝スラミン抽出馴化培地。分子量マーカーを左側に示す。

    【図１２】

  図１２は、２９３細胞により分泌されるＦＧＦ－ＣＸタンパク質のウエスタン

ブ分析を示す。

    【図１３】

  図１３は、ＦＧＦ－ＣＸのヌクレオチドおよび推定アミノ酸配列を含む、ＦＧ

Ｆ－ＣＸ遺伝子の分析を示す。開始コドンおよび終止コドンは太字であり、そし

て５’ＵＴＲに位置するインフレーム終止コドンに下線を付す。

    【図１４】

  図１４は、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞において発現されたＦＧＦ－ＣＸタンパク質のウ
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エスタン分析を示す。

    【図１５】

  図１５Ａ、図１５Ｂ、図１５Ｃおよび図１５Ｄは、ＦＧＦ－ＣＸ特異的Ｔａｑ

Ｍａｎ試薬を用いてリアルタイム定量的ＰＣＲにより得たＦＧＦ－ＣＸの発現の

分析を示す。正常なヒト組織サンプル由来の正規化ＲＮＡについての結果を図１

５Ａに、そして腫瘍細胞株由来の結果を図１５Ｂに示す。手術中に直接得られた

腫瘍組織を用いて得られた結果を図１５Ｃおよび図１５Ｄに示す。

    【図１６】

  図１６Ａ、図１６Ｂおよび図１６Ｃは、組換えＦＧＦ－ＣＸの生物学的活性を

示す。この活性は、ＤＮＡ合成に対する組換えＦＧＦ－ＣＸの効果により示され

る。細胞を血清枯渇させ、１８時間、示した因子とともにインキュベートし、そ

してＢｒｄＵ取り込みアッセイで分析した。サンプルを三連で実施した。図１６

Ａは、ＮＩＨ  ３Ｔ３マウス線維芽細胞である。図１６Ｂは、ＣＣＤ－１０７０

ヒト線維芽細胞である。図１６Ｃは、ＣＣＤ－１１０６ヒトケラチノサイトであ

る。

    【図１７】

  図１７は、組換えＦＧＦ－ＣＸの生物学的活性を示す。この活性は、細胞増殖

に対する組換えＦＧＦ－ＣＸの効果により示される。ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、示

した因子を補充した無血清培地とともにインキュベートし、４８時間後に計数し

た。サンプルを二連で実施した。

    【図１８】

  図１８は、組換えＦＧＦ－ＣＸの生物学的活性を示す。この活性は、細胞形態

に対する組換えＦＧＦ－ＣＸの効果により示される。ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、Ｆ

ＧＦ－ＣＸまたはコントロールタンパク質とともに４８時間インキュベートし、

そして倍率２５×で写真に撮った。

    【図１９】

  図１９は、ＦＧＦ－ＣＸの腫瘍形成活性を示すグラフである。示した構築物で

安定にトランスフェクトしたＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を無胸腺ヌードマウスの皮下組

織に注射し、そして２週間以上にわたって腫瘍形成について試験した。各データ
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ポイントについて、最小で４匹の動物を用いた。

【図１】
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【図２】
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【図３Ａ・Ｂ】

【図３Ｃ】
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【図４】
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【図５】

【図６】
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【図７】

【図８】

【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】

【図１３】
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【図１４】
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【図１５Ａ】
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【図１５Ｂ】
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【図１５Ｃ】
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【図１５Ｄ】
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【図１６Ａ】

【図１６Ｂ】
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【図１６Ｃ】

【図１７】
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【図１８】

【図１９】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了新颖的分离的多肽FGF-CX和编码FGF-CX的多核苷酸以及
免疫特异性结合FGF-CX的抗体或FGF-CX多肽FGF-C。 提供CX多核苷
酸或FGF-CX抗体的任何衍生物，变体，突变体或片段。 本发明进一步
提供了其中FGF-CX多肽，FGF-CX多核苷酸和FGF-CX抗体用于检测和
治疗多种病理状况和其他用途的方法。


