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(54)【発明の名称】 ＣＲＰ９４－リガンド相互作用の特徴付けおよびそれに関連する精製、スクリーニングおよび治

療法

(57)【要約】
本発明は、リガンドと、ＧＲＰ９４を含むＨｓｐ９０タ
ンパク質の間の相互作用の特徴付けを記載し、ここで、
ＧＲＰ９４のＮ末端ヌクレオチド結合ドメインに結合す
るリガンドは、ＧＲＰ９４を不活性形から活性形態に変
換させる形態的変化を誘発し、ここでＧＲＰ９４のシャ
ペロンおよびペプチド結合活性が著しく刺激される。ま
た記載されているのは、ＧＲＰ９４を含むＨｓｐ９０ペ
プチド結合タンパク質のリガンド相互作用の特徴付けに
基づいた、ＧＲＰ９４、およびある場合ＨＳＰ９０の生
物学的活性に関する精製、スクリーニングおよび治療法
である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  (ａ)ＧＲＰ９４タンパク質を含む複合体をＧＲＰ９４を優勢

に結合する結合剤と接触させ、結合剤を固相支持体に固定化させ、複合体を固相

支持体に固定化する；

(ｂ)残りのサンプルを回収する；そして

(ｃ)複合体を固相支持体から溶出し、溶出液中に精製複合体を得る：

ことを含む、ＧＲＰ９４タンパク質を精製する方法。

    【請求項２】  結合剤がＡＴＰまたはＡＤＰを含まない、請求項１に記載の

方法。

    【請求項３】  結合剤が式(Ｉ)：

【化１】

または式(II)：

【化２】
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〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；
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Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ
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ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ

して

Ｒ4＝Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、Ｃ4からＣ8シクロアル

キル(環中にＯ、ＮまたはＳを含むかまたは含まない)、Ｃ1からＣ6アルケニル、

分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4からＣ8シクロアルケニル(環中にＯ、Ｎまたは

Ｓを含むかまたは含まない)、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ8アリール、環中

にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アルキル

またはアリール、Ｃ4からＣ8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、環中にＯ、Ｎ

またはＳを有するアルキル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式

またはヘテロ多環式アルキルまたはアリール、アルキル－置換Ｃ4からＣ8アロイ

ル、またはアルキル－置換Ｃ4からＣ8アリール；またはヒドロキシル－、アミノ

－、またはハロ－置換異形、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨー

ドである〕

である、請求項１に記載の方法。

    【請求項４】  複合体が更に抗原性分子を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項５】  複合体が温血脊椎動物由来である、請求項１に記載の方法。

    【請求項６】  複合体が哺乳類由来である、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  哺乳類がヒト、マウス、ブタ、ラット、無尾猿、有尾猿、ネ

コ、モルモット、ウシ、ヤギおよびウマからなる群から選択される、請求項６に

記載の方法。

    【請求項８】  複合体をインビトロで製造する、請求項１に記載の方法。

    【請求項９】  複合体を癌組織から精製する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１０】  複合体を、複合体で処置する脊椎動物被検体の自己の癌組

織から精製する、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  複合体を、組成物で処置する第１脊椎動物被検体に存在す

る癌組織と同じタイプである第２脊椎動物被検体由来の癌組織から精製する、請

求項９に記載の方法。
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    【請求項１２】  複合体を癌のタイプの腫瘍細胞系から得る、請求項９に記

載の方法。

    【請求項１３】  癌組織が、繊維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨

原性肉腫肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫

、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、子宮平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、

膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌

、皮脂腺腫、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞

癌、肝腫瘍、胆管癌、絨毛癌、セミノーム、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸

癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄

芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫瘍、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起

膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、多発性骨

髄腫、マクログロブリン血症および重鎖病からなる群から選択される肉腫または

癌腫を含む、請求項９に記載の方法。

    【請求項１４】  複合体を、感染性疾患の原因である病因体に感染した真核

生物細胞から選択する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１５】  感染性疾患がウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生

虫からなる群から選択される病原体によるものである、請求項１４に記載の方法

。

    【請求項１６】  ウイルス病原体がＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフ

ルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱疹(

ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロータウイルス、呼吸

器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーベウイルス、サイトメガロ

ウイルス、エキノウイルス(echinovirus)、アルボウイルス、ヒュアンタウイル

ス(huntavirus)、コクサッキーウイルス、ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、

風疹ウイルス、ポリオウイルス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)および

II型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－II)からなる群から選択される、請求項１５

に記載の方法。

    【請求項１７】  細菌性病原体がMycobacteria、Rickettsia、Mycoplasma、

NeisseriaおよびLegionellaからなる群から選択される、請求項１５に記載の方
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法。

    【請求項１８】  原生動物性病原体がLeishmania、Kokzidioa、Trypanosoma

、ChlamydiaおよびRickettsiaからなる群から選択される、請求項１５に記載の

方法。

    【請求項１９】  固定化結合剤に結合した複合体を、固相を、結合剤を含む

緩衝液で洗浄することにより溶出し、複合体を溶出液中に提供する、請求項１に

記載の方法。

    【請求項２０】  請求項１に記載の方法により製造した製品。

    【請求項２１】  (ａ)ＧＲＰ９４および抗原性分子を含む複合体を、ＣＲＰ

９４を優勢に結合する結合剤と接触させ、結合剤は固相支持体上に固定されてお

り、複合体を固相支持体上に固定化させる；

(ｂ)残りのサンプルを回収する；そして

(ｃ)複合体を固相支持体から溶出し、溶出液中に精製複合体を得る：

(ｄ)溶出液から抗原性分子を単離する

ことを含む、ＧＲＰ９４タンパク質を含む複合体と関連する抗原性分子を単離す

る方法。

    【請求項２２】  結合剤がＡＴＰまたはＡＤＰを含まない、請求項２１に記

載の方法。

    【請求項２３】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子が温血脊椎動物由

来である、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２４】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子が哺乳類由来であ

る、請求項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  哺乳類がヒト、マウス、ブタ、ラット、無尾猿、有尾猿、

ネコ、モルモット、ウシ、ヤギおよびウマからなる群から選択される、請求項２

４に記載の方法。

    【請求項２６】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子をインビトロで製

造する、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２７】  抗原性分子が外来性抗原性ペプチドである、請求項２１に

記載の方法。
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    【請求項２８】  抗原性分子が、ＧＲＰ９４複合体がインビボで内因性に関

連しているペプチドである、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２９】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子を癌組織から単離

する、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３０】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子を、ＧＲＰ９４含

有複合体および抗原性分子で処置する脊椎動物被検体の自己の癌組織から単離す

る、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３１】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子を、ＧＲＰ９４含

有複合体および抗原性分子で処置する第１脊椎動物被検体に存在する癌組織と同

じタイプである第２脊椎動物被検体由来の癌組織から単離する、請求項２９に記

載の方法。

    【請求項３２】  ＧＲＰ９４含有複合体および抗原性分子を癌のタイプの腫

瘍細胞系から得る、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３３】  癌組織が、繊維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨

原性肉腫肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫

、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、子宮平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、

膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌

、皮脂腺腫、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞

癌、肝腫瘍、胆管癌、絨毛癌、セミノーム、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸

癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄

芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫瘍、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起

膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、多発性骨

髄腫、マクログロブリン血症および重鎖病からなる群から選択される肉腫または

癌腫を含む、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３４】  抗原分子は、感染性疾患の原因である病因体に感染した真

核生物細胞に存在するが、該真核生物細胞が病原体に感染していないとき、該真

核生物細胞に存在しない抗原性分子ペプチドである、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３５】  感染性疾患がウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生

虫からなる群から選択される病原体によるものである、請求項３４に記載の方法
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。

    【請求項３６】  ウイルス病原体がＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフ

ルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱疹(

ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロータウイルス、呼吸

器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーベウイルス、サイトメガロ

ウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ヒュアンタウイルス、コクサッキ

ーウイルス、ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイル

ス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)およびII型ヒト免疫不全ウイルス(

ＨＩＶ－II)からなる群から選択される、請求項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  細菌性病原体がMycobacteria、Mycoplasma、Neisseriaお

よびLegionellaからなる群から選択される、請求項３５に記載の方法。

    【請求項３８】  原生動物性病原体がLeishmania、Kokzidioa、Trypanosoma

、ChlamydiaおよびRickettsiaからなる群から選択される、請求項３５に記載の

方法。

    【請求項３９】  結合剤が式(Ｉ)：

【化３】

または式(II)：

【化４】
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〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；
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Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ
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ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ

して

Ｒ4＝Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、Ｃ4からＣ8シクロアル

キル(環中にＯ、ＮまたはＳを含むかまたは含まない)、Ｃ1からＣ6アルケニル、

分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4からＣ8シクロアルケニル(環中にＯ、Ｎまたは

Ｓを含むかまたは含まない)、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ8アリール、環中

にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アルキル

またはアリール、Ｃ4からＣ8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、環中にＯ、Ｎ

またはＳを有するアルキル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式

またはヘテロ多環式アルキルまたはアリール、アルキル－置換Ｃ4からＣ8アロイ

ル、またはアルキル－置換Ｃ4からＣ8アリール；またはヒドロキシル－、アミノ

－、またはハロ－置換異形、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨー

ドである〕

である、請求項２１に記載の方法。

    【請求項４０】  固定化結合剤に結合した複合体を、固相を、結合剤を含む

緩衝液で洗浄することにより溶出し、複合体を溶出液中に提供する、請求項２１

に記載の方法。

    【請求項４１】  請求項２１に記載の方法により製造した製品。

    【請求項４２】  (Ａ)サンプルをＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤と、Ｇ

ＲＰ９４含有複合体が結合物質と結合し、第２複合体を形成するのに好ましい条

件下で接触させる；そして

(ｂ)第２複合体を、結合物質に接合した標識を介して、またはその形成に続いて

第２複合体に特異的に結合する標識試薬を介して検出する

ことを含む、ＧＲＰ９４を含む複合体を含むことが疑われるサンプル中のＧＲＰ

９４を含む複合体を検出する方法。

    【請求項４３】  結合物質が検出可能標識と接合し、ここで検出段階(ｂ)が

：
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(ｉ)第２複合体を物質と結合している非結合標識結合物質から分離する；そして

(ii)第２複合体上に存在するまたは非結合である検出可能標識を検出する

ことを含む、請求項４２に記載の方法。

    【請求項４４】  結合剤がＡＴＰまたはＡＤＰを含まない、請求項４２に記

載の方法。

    【請求項４５】  結合剤が式(Ｉ)：

【化５】

または式(II)：

【化６】



(14) 特表２００３－５２８８８６

〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；



(15) 特表２００３－５２８８８６

Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ
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ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ

して

Ｒ4＝Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、Ｃ4からＣ8シクロアル

キル(環中にＯ、ＮまたはＳを含むかまたは含まない)、Ｃ1からＣ6アルケニル、

分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4からＣ8シクロアルケニル(環中にＯ、Ｎまたは

Ｓを含むかまたは含まない)、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ8アリール、環中

にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アルキル

またはアリール、Ｃ4からＣ8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、環中にＯ、Ｎ

またはＳを有するアルキル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式

またはヘテロ多環式アルキルまたはアリール、アルキル－置換Ｃ4からＣ8アロイ

ル、またはアルキル－置換Ｃ4からＣ8アリール；またはヒドロキシル－、アミノ

－、またはハロ－置換異形、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨー

ドである〕

である、請求項４２に記載の方法。

    【請求項４６】  ＧＲＰ９４を含む複合体が更に抗原性分子を含む、請求項

４２に記載の方法。

    【請求項４７】  ＧＲＰ９４を含む複合体が温血脊椎動物由来である、請求

項４２に記載の方法。

    【請求項４８】  ＧＲＰ９４を含む複合体が哺乳類由来である、請求項４７

に記載の方法。

    【請求項４９】  哺乳類がヒト、マウス、ブタ、ラット、無尾猿、有尾猿、

ネコ、モルモット、ウシ、ヤギおよびウマからなる群から選択される、請求項４

８に記載の方法。

    【請求項５０】  (ａ)第１容器に包含された、ＧＲＰ９４を優勢に結合する

結合剤；そして

(ｂ)第２容器に包含された、結合剤からＧＲＰ９４を含む複合体を溶出させるた

めに使用する溶出緩衝液
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を含む、ＧＲＰ９４を含む複合体またはＧＲＰ９４を含む複合体と結合する抗原

性分子を検出、単離または精製するためのキット。

    【請求項５１】  第２容器に包含された固相支持体を更に含む、請求項５０

に記載のキット。

    【請求項５２】  結合剤が固相支持体に固定化された、請求項５０に記載の

キット。

    【請求項５３】  結合剤がＡＴＰまたはＡＤＰを含まない、請求項５０に記

載のキット。

    【請求項５４】  第４容器に包含された、抗原性分子をＧＲＰ９４を含む複

合体から溶出するための溶出緩衝液を更に含む、請求項５０に記載のキット。

    【請求項５５】  結合剤が検出可能標識またはインディケーターを含む、請

求項５０に記載のキット。

    【請求項５６】  第５容器に包含された、検出可能標識を含む試薬またはイ

ンディケーターを更に含む、請求項５０に記載のキット。

    【請求項５７】  インディケーターが放射活性標識または酵素である、請求

項５６に記載のキット。

    【請求項５８】  (ａ)ＧＲＰ９４タンパク質およびＧＲＰ９４タンパク質に

対するリガンドを含む試験サンプルを確立する；

(ｂ)候補物質を試験サンプルに投与する；そして

(ｃ)サンプル中のＧＲＰ９４タンパク質とリガンドの結合における候補物質の影

響を測定し、それにより、候補物質がＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性を調

節する能力を測定する

ことを含む、ＧＲＰ９４生物学的活性を調節する能力に関して候補物質をスクリ

ーニングする方法。

    【請求項５９】  試験サンプルが更にインディケーターを含み、候補物質が

ＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性を調節する能力を：

(ｉ)ＧＲＰ９４タンパク質とＧＲＰ９４タンパク質に対するリガンドの結合にお

ける候補物質の影響によりインディケーターにより産生されるシグナルを検出す

る；そして
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(ii)コントロールサンプルと比較して産生されたシグナルの量に基づいて候補物

質をＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調節剤として同定する

ことにより測定する、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６０】  リガンドがまたインディケーターである、請求項５８に記

載の方法。

    【請求項６１】  リガンドが８－ＡＮＳである、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６２】  候補物質が更に候補ポリペプチドとして特徴付けられ、更

に候補ポリペプチドをコードする核酸分子を精製および単離する段階を含む、請

求項５８に記載の方法。

    【請求項６３】  (ａ)Ｈｓｐ９０タンパク質および候補物質を含む試験サン

プルを確立する；

(ｂ)試験サンプルに８－ＡＮＳを投与する；そして

(ｃ)８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナルを検出する；そして

(ｄ)コントロールサンプルと比較して、８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナ

ルの量に基づいて、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活性剤として候補物

質を同定する

ことを含む、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活性剤として候補物質を同

定する方法。

    【請求項６４】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４である、請求項６５に

記載の方法。

    【請求項６５】  ８－ＡＮＳ添加前に、Ｈｓｐ９０タンパク質を候補物質と

、３７℃で約１時間インキュベートすることを更に含む、請求項６３に記載の方

法。

    【請求項６６】  ８－ＡＮＳを、Ｈｓｐ９０タンパク質とほぼ等モル量で添

加する、請求項６３に記載の方法。

    【請求項６７】  候補物質を、コントロールサンプルと比較して増加した８

－ＡＮＳ蛍光シグナルの検出により、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活

性剤として同定する、請求項６３に記載の方法。

    【請求項６８】  (ａ)Ｈｓｐ９０タンパク質と候補物質を含む試験サンプル
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を確立する；

(ｂ)サンプルを熱ショックに付し、Ｈｓｐ９０タンパク質に形態的変化を誘導す

る；

(ｃ)８－ＡＮＳを試験サンプルに投与する；そして

(ｄ)８－ＡＮＳのＨｓｐ９０タンパク質への結合により産生された蛍光シグナル

を検出する；そして

(ｅ)コントロールサンプルと比較して、８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナ

ルの量に基づいて、候補物質を、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の阻害剤

として同定する

ことを含む、候補物質をＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の阻害剤として同

定する方法。

    【請求項６９】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４である、請求項６８に

記載の方法。

    【請求項７０】  更に試験サンプルを、試験サンプルの熱ショッキングの前

に３７℃で１時間インキュベートすることを含む、請求項６８に記載の方法。

    【請求項７１】  熱ショッキングを５０℃で約１５分行なう、請求項６９に

記載の方法。

    【請求項７２】  ８－ＡＮＳを、Ｈｓｐ９０タンパク質とほぼ等モル量添加

する、請求項６８に記載の方法。

    【請求項７３】  コントロールサンプルと比較して、減少した８－ＡＮＳに

より産生される蛍光シグナルの検出により、候補物質をＨｓｐ９０タンパク質の

生物学的活性の阻害剤として同定する、請求項６８に記載の方法。

    【請求項７４】  Ｈｓｐ９０タンパク質を有効量のＨｓｐ９０タンパク質活

性調節物質と接触させ、それにより生物学的活性を調節することを含む、Ｈｓｐ

９０タンパク質の生物学的活性を調節する方法。

    【請求項７５】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４である、請求項７４に

記載の方法。

    【請求項７６】  ＧＲＰ９４タンパク質がインビトロサンプルである、請求

項７６に記載の方法。
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    【請求項７７】  ＧＲＰ９４タンパク質が細胞内にある、請求項７５に記載

の方法。

    【請求項７８】  細胞が腫瘍細胞であるか、病原体に感染されている細胞で

ある、請求項７７に記載の方法。

    【請求項７９】  細胞が被検体内である、請求項７７に記載の方法。

    【請求項８０】  被検体に有効量のＧＲＰ９４タンパク質調節剤を投与し、

それにより被検体内のＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調節が達成するこ

とを含む、ＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調節が望まれる疾患に罹患し

ている被検体の処置法。

    【請求項８１】  調節されるＧＲＰ９４生物学的活性が、被検体内の免疫応

答、小胞体からのタンパク質輸送、低酸素／無酸素ストレスからの回復、栄養失

調からの回復、熱ストレスからの回復、またはこれらの組合せにより誘発される

、請求項８０に記載の方法。

    【請求項８２】  疾患が種々の癌、感染性疾患、小胞体からの妨害されたタ

ンパク質輸送が関連する疾患、虚血／再潅流が関連する疾患、またはこれらの組

合せである、請求項８０に記載の方法。

    【請求項８３】  被検体に治療的または予防的有効量の精製複合体を投与す

ることを更に含み、該複合体は該疾患に特異的な抗原性分子に結合したＧＲＰ９

４タンパク質を含む、請求項８２に記載の方法。

    【請求項８４】  虚血／再潅流に関連する疾患が、心停止、アジストリーお

よび持続性心室性不整脈、心臓手術、心肺バイパス手術、臓器移植、脊髄損傷、

頭部外傷、卒中、血栓塞栓性卒中、出血性卒中、脳血管痙攣、低血圧、低血糖、

癲癇重積症、癲癇発作、不安、精神分裂病、神経退行性疾患、アルツハイマー病

、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症(ＡＬＳ)、または新生児ストレスに由来

する、請求項８２に記載の方法。

    【請求項８５】  細胞を、組織位置でＧＲＰ９４タンパク質調節剤により処

置し、それにより細胞内のＧＲＰ９４活性を虚血状態に対する続く細胞性応答を

変えるのに有効な程度促進する、被検体における組織位置での虚血状態に対する

続く細胞性応答を変える方法。
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    【請求項８６】  続く虚血状態が、心停止、アジストリーおよび持続性心室

性不整脈、心臓手術、心肺バイパス手術、臓器移植、脊髄損傷、頭部外傷、卒中

、血栓塞栓性卒中、出血性卒中、脳血管痙攣、低血圧、低血糖、癲癇重積症、癲

癇発作、不安、精神分裂病、神経退行性疾患、アルツハイマー病、ハンチントン

病、筋萎縮性側索硬化症(ＡＬＳ)、または新生児ストレスによるものである、請

求項８５に記載の方法。

    【請求項８７】  組織位置が移植のためのドナー組織を含む、請求項８５に

記載の方法。

    【請求項８８】  治療的有効量のＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調

節剤および薬学的に許容される希釈剤または媒体を含む、医薬組成物。

    【請求項８９】  式(Ｉ)：

【化７】

〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か
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らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ



(23) 特表２００３－５２８８８６

して

Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨードであ

る〕

の化合物を更に含む、請求項８８に記載の組成物。

    【請求項９０】  治療的有効量の調節剤が約０.０１ｍｇから約１０,０００

ｍｇの範囲である、請求項８８に記載の組成物。

    【請求項９１】  治療的有効量の調節剤が約０.１ｍｇから約１,０００ｍｇ

の範囲である、請求項９０に記載の組成物。

    【請求項９２】  治療的有効量の調節剤が約１ｍｇから約３００ｍｇの範囲

である、請求項９１に記載の組成物。

    【請求項９３】  (ａ)真核生物細胞から、抗原性分子に非共有結合的に結合

したＨｓｐ９０タンパク質を含む複合体を回収し、該複合体は、該脊椎動物被検

体に投与したとき、該脊椎動物被検体において免疫応答の開始に関して効果をも

たらし、該真核生物細胞は、Ｈｓｐ９０タンパク質の活性化リガンドで処理され
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ている；そして

(ｂ)該複合体と薬学的に許容される担体を組み合わせる

ことを含む、脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するための免疫原性組成物

を調製する方法。

    【請求項９４】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０であ

る、請求項９３に記載の方法。

    【請求項９５】  抗原性分子が、インビボでＨｓｐ９０タンパク質が内因性

に関連しているペプチドである、請求項９３に記載の方法。

    【請求項９６】  複合体を一つのタイプの癌の細胞から回収する、請求項９

３に記載の方法。

    【請求項９７】  一つのタイプの癌由来の細胞を脊椎動物被検体から単離す

る、請求項９６に記載の方法。

    【請求項９８】  癌のタイプ由来の細胞が、免疫原性組成物で処置すべき脊

椎動物被検体の自己の癌組織から単離する、請求項９７に記載の方法。

    【請求項９９】  種々の癌由来の細胞が、免疫原性組成物で処置する第１脊

椎動物被検体に存在する癌組織と同じタイプである第２脊椎動物被検体由来の癌

組織から単離する、請求項９に記載の方法。

    【請求項１００】  細胞を癌の該タイプの腫瘍細胞系から得る、請求項９６

に記載の方法。

    【請求項１０１】  癌が、繊維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原

性肉腫肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、

滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、子宮平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、膵

臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、

皮脂腺腫、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞癌

、肝腫瘍、胆管癌、絨毛癌、セミノーム、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌

、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽

腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫瘍、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起膠

腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、多発性骨髄

腫、マクログロブリン血症および重鎖病からなる群から選択される肉腫または癌
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腫を含む、請求項９６に記載の方法。

    【請求項１０２】  真核生物細胞を、抗原性分子をコードする核酸構築物で

トランスフェクトし、それにより抗原性分子が真核生物細胞内で発現される、請

求項９３に記載の方法。

    【請求項１０３】  真核生物細胞が病原体に感染された細胞を含む、背吸光

９３に記載の方法。

    【請求項１０４】  抗原性分子が感染性疾患の原因である病因体に感染した

真核生物細胞に存在するが、該真核生物細胞が病原体に感染していないとき、該

真核生物細胞に存在しない抗原性分子ペプチドである、請求項１０３に記載の方

法。

    【請求項１０５】  該病原体がウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生

虫からなる群から選択される、請求項１０３に記載の方法。

    【請求項１０６】  該ウイルス病原体がＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、イ

ンフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱

疹(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロータウイルス、呼

吸器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーベウイルス、サイトメガ

ロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ヒュアンタウイルス、コクサッ

キーウイルス、ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイ

ルス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)およびII型ヒト免疫不全ウイルス

(ＨＩＶ－II)からなる群から選択される、請求項１０５に記載の方法。

    【請求項１０７】  該細菌性病原体がMycobacteria、Mycoplasma、Neisseri

aおよびLegionellaからなる群から選択される、請求項１０５に記載の方法。

    【請求項１０８】  該原生動物病原体がLeishmania、Kokzidioa、Trypanoso

ma、ChlamydiaおよびRickettsiaからなる群から選択される、請求項１０５に記

載の方法。

    【請求項１０９】  請求項９３に記載の方法により製造した製品。

    【請求項１１０】  (ａ)インビトロで抗原性分子およびＨｓｐ９０タンパク

質分子を、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の調節剤の存在下再構築し、そ

れにより抗原性分子に非共有結合的に結合したＨｓｐ９０タンパク質を含む複合
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体を産生し、該複合体は、該脊椎動物に投与したとき、該脊椎動物被検体におい

て免疫応答の開始に関して効果をもたらす；そして

(ｂ)該複合体と薬学的に許容される担体を組み合わせる

ことを含む、脊椎動物被検体に脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するため

の免疫原性組成物を調製する方法。

    【請求項１１１】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０で

ある、請求項１１０に記載の方法。

    【請求項１１２】  抗原性分子が、インビボでＨｓｐ９０タンパク質が内因

性に関連しているペプチドである、請求項１１０に記載の方法。

    【請求項１１３】  抗原性分子が外来性抗原性ペプチドである、請求項１１

０に記載の方法。

    【請求項１１４】  抗原性分子が癌抗原である、請求項１１０に記載の方法

。

    【請求項１１５】  癌抗原が繊維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨

原性肉腫肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫

、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、子宮平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、

膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌

、皮脂腺腫、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞

癌、肝腫瘍、胆管癌、絨毛癌、セミノーム、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸

癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄

芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫瘍、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起

膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、多発性骨

髄腫、マクログロブリン血症および重鎖病からなる群から選択される肉腫または

癌腫を含む癌由来である、請求項１１４に記載の方法。

    【請求項１１６】  抗原分子が病原体由来のペプチドである、請求項１１０

に記載の方法。

    【請求項１１７】  該病原体がウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生

虫からなる群から選択される、請求項１１６に記載の方法。

    【請求項１１８】  該ウイルス病原体がＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、イ
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ンフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱

疹(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロータウイルス、呼

吸器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーベウイルス、サイトメガ

ロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ヒュアンタウイルス、コクサッ

キーウイルス、ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイ

ルス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)およびII型ヒト免疫不全ウイルス

(ＨＩＶ－II)からなる群から選択される、請求項１１７に記載の方法。

    【請求項１１９】  該細菌性病原体がMycobacteria、Mycoplasma、Neisseri

aおよびLegionellaからなる群から選択される、請求項１１７に記載の方法。

    【請求項１２０】  該原生動物病原体がLeishmania、Kokzidioa、Trypanoso

ma、ChlamydiaおよびRickettsiaからなる群から選択される、請求項１１７に記

載の方法。

    【請求項１２１】  請求項１１０に記載の方法により製造した製品。

    【請求項１２２】  (ａ)１個以上の抗原提示細胞をインビトロで抗原性分子

に非共有結合的に結合したＨｓｐ９０タンパク質を含む複合体およびＨｓｐ９０

タンパク質に対するリガンドで感作する；そして

(ｂ)該１個以上の感作抗原提示細胞と薬学的に許容される担体を組み合わせる

ことを含む、脊椎動物被検体に脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するため

の免疫原性組成物を調製する方法。

    【請求項１２３】  Ｈｓｐ９０タンパク質がＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０で

ある、請求項１２２に記載の方法。

    【請求項１２４】  抗原性分子が、インビボでＨｓｐ９０タンパク質が内因

性に関連しているペプチドである、請求項１２２に記載の方法。

    【請求項１２５】  抗原性分子が外来性抗原性ペプチドである、請求項１２

２に記載の方法。

    【請求項１２６】  抗原性分子が癌抗原である、請求項１２２に記載の方法

。

    【請求項１２７】  癌抗原が繊維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨

原性肉腫肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫
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、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、子宮平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、

膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌

、皮脂腺腫、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞

癌、肝腫瘍、胆管癌、絨毛癌、セミノーム、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸

癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄

芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫瘍、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起

膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、多発性骨

髄腫、マクログロブリン血症および重鎖病からなる群から選択される肉腫または

癌腫を含む癌由来である、請求項１２６に記載の方法。

    【請求項１２８】  抗原分子が病原体由来のペプチドである、請求項１２２

に記載の方法。

    【請求項１２９】  該病原体がウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生

虫からなる群から選択される、請求項１２８に記載の方法。

    【請求項１３０】  該ウイルス病原体がＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、イ

ンフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱

疹(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロータウイルス、呼

吸器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーベウイルス、サイトメガ

ロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ヒュアンタウイルス、コクサッ

キーウイルス、ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイ

ルス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)およびII型ヒト免疫不全ウイルス

(ＨＩＶ－II)からなる群から選択される、請求項１２９に記載の方法。

    【請求項１３１】  該細菌性病原体がMycobacteria、Mycoplasma、Neisseri

aおよびLegionellaからなる群から選択される、請求項１２９に記載の方法。

    【請求項１３２】  該原生動物病原体がLeishmania、Kokzidioa、Trypanoso

ma、ChlamydiaおよびRickettsiaからなる群から選択される、請求項１２９に記

載の方法。

    【請求項１３３】  請求項１２２に記載の方法により製造した製品。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

関連特許

  本出願は、その全体を出展明示により本明細書に包含させる、２０００年３月

２４日出願の、米国特許出願第６０／１９２,１１８号に基づき、優先権主張し

ている。

      【０００２】

助成申請

  この仕事は、ＮＩＨ認可Ｒ１  ＤＫ５３０５８により援助された。したがって

、米国特許は、本発明に一定の権利を有する。

      【０００３】

技術分野

  本発明は、リガンドの制御による分子シャペロンの調節に関する組成物および

方法に関する。好ましい態様において、本発明はＧＲＰ９４のリガンド相互作用

の特徴づけ、およびそれに関連したスクリーニングおよび治療法にに関する。

      【０００４】

略語の表

８－ＡＮＳ  －  １,８－ａアニリノナフタレンスルホネート

ＡＰＣ  －  抗原提示細胞

ＢｉＰ  －  ＥＲ  ｈｓｐ７０ホモログ

ｂｉｓ－ＡＮＳ  －  ４,４'－ジアニリノ－１,１－ビナフチル－５,５－ジスル

ホン酸

ＢＭＤＣ  －  樹状細胞

ＢＮ－ＰＡＧＥ  －青色生ポリアクリルアミドゲル電気泳動

ＣＥＡ  －  癌胚抗原

ＣＴ  －  コンピューター断層撮影

ＣＴＬ  －  細胞毒性Ｔリンパ球

ＤＣ  －  樹状細胞

ＤＭＥＭ  －  ダルベッコ修飾イーグル培地
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ＤＴＨ  －  遅延型過敏症

ＥＲ  －  小胞体

ＧＡＬＴ  －  腸管関連リンパ系組織

ＧＲＰ９４  －  ９４ｋＤａのグルコース調節タンパク質、シャペロンのＨｓｐ

９０ファミリーのＥＲパラログ

ＨＩＶ  －  ヒト免疫不全ウイルス

ＨＰＬＣ  －  高速液体クロマトグラフィー

ｈｒ  －  時間

ｈｓｐ(ｓ)  －  熱ショックタンパク質

ＨＳＰ７０  －  ７０ｋＤａの熱ショックタンパク質

Ｈｓｐ９０  －シャペロンのＨｓｐ９０ファミリーの任意のメンバー

ＨＳＰ９０  －  ９０ｋＤａの熱ショックタンパク質

ＨＳＶ  －  単純ヘルペスウイルス

ＩＦＮ  －  インターフェロン

Ｉｇ  －  免疫グロブリン

ＩＧＦ－１  －  インシュリン様成長因子

ＩｇＧ  －  免疫グロブリンＧ

ＩＬ  －  インターロイキン

ＭＨＣ  －  主要組織適合遺伝子複合体

ｍｉｎ  －  分

ＭＬＴＣ  －  混合リンパ球腫瘍細胞アッセイ

ＮＥＣＡ  －  Ｎ－エチルカルボキシアミドアデノシン

ＰＤＩ    －タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ

ＰＳＡ  －  プロテアーゼ特異的抗原

ＲＳＶ  －  呼吸器合胞体ウイルス

ＲＴ  －  室温

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ  －  ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳

動

ＴＡＰ  －  抗原提示複合体に関連する運搬体
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ＴＦＡ  －  トリフルオロ酢酸

ＴＮＦ  －  腫瘍壊死因子

      【０００５】

背景技術

  癌および感染性疾患の処置および予防のための試みの遂行は、医学界の中の努

力を代表する。癌および感染性疾患と戦うための近年の努力は、一つのタイプの

癌（a type of cancer）または感染性疾患に罹患した被検体における免疫応答を

誘導または促進する試みを含む。例えば、Srivastava et al. (1998) Immunity 

8:657-665参照。

      【０００６】

  虚血／再潅流障害は、心筋梗塞、心臓血管疾患および末梢血管疾患を含む、多

くの臨床的疾患における罹病率および死亡率の明白な源である。加えて、虚血／

再潅流は移植臓器の機能および心臓血管手術に続く。Fan et al. (1999) J Mol 

Med 77:577-596参照。したがって、虚血－誘導損傷に対する細胞性防御機構の同

定は、例えば、心臓発作、卒中および神経退行性疾患の治療、ならびに手術およ

び移植に続く回復の改善のための目的の中心である。

      【０００７】

  分子シャペロンのＨｓｐ９０クラスは、真核生物細胞中の最も豊富なタンパク

質の一つである。Ｈｓｐ９０ファミリーメンバーは系統発生論的に遍在し、一方

、ＨＳＰ９０の小胞体パラログ、ＧＲＰ９４(ｇｐ９６、ＥＲｐ９９、エンドプ

ラスミン)は、高級植物および後生動物のみに見られる(Nicchitta (1998) Curr 

Opin Immunol 10:103-109)。タンパク質のＨｓｐ９０ファミリーは、新規合成タ

ンパク質の適当な折りたたみおよびトラフィッキング（trafficking）の指示、

熱ショック、酸化的ストレス、栄養的ストレスおよび他の物理的ストレスシナリ

オの間、細胞の保護の付与に関与することが知られている(Toft (1998) Trends 

Endocrinol Metab 9:238-243; Pratt (1998) Proc Soc Exp Biol Med 217:420-4

34)。このような条件下で、タンパク質折りたたみ、タンパク質オリゴマー集合

、およびタンパク質安定性は、大いに中断できる。タンパク質構造および機能の

ストレス誘導不活性化の防止および逆転を助けるのが、他の分子シャペロンと協
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力して、タンパク質のＨＰＳファミリーの機能である。

      【０００８】

  分子レベルで、タンパク質折りたたみにおけるＨＳＰ９０の機能は、Ｈｓｐ７

０、ｐ４８Ｈｉｐ、ｐ６０Ｈｏｐ、ｐ２３およびＦＫＢＰ５２を含むコ－シャペ

ロンおよびアクセサリー分子のシリーズの活性を必要とすることが知られている

(Prodromou et al. (1999) EMBO J 18:754-762; Johnson et al. (1996) J Ster

oid Biochem Mol Biol 56:31-37; Chang et al. (1997) Mol Cell Biol 17:318-

325; Duina et al. (1996) Science 274:1713-1715; Chen et al. (1996) Mol E

ndocrinol 10:682-693; Smith et al. (1993) J Biol Chem 268:18365-18371; D

ittmar et al. (1998) J Biol Chem 273:7358-7366; Kosano et al. (1998) J B

iol Chem 273:3273-3279)。こでらのコ－シャペロンおよびアクセサリー分子は

、ＨＳＰ９０との協定したおよび連続的相互作用の両方に関与し、それによりそ

のシャペロン活性の調節に作用する(uchner (1999) Trends Biochem Sci 24:136

-141; Pratt et al. (1996) Exs 77:79-95; Pratt (1998) Proc Soc Exp Biol M

ed 217:420-434; Caplan (1999) Trends Cell Biol 9:262-268)。

      【０００９】

  コ－シャペロンタンパク質のＨＳＰ９０機能の制御への関与に加えて、近年の

結晶学的試験は、酵母およびヒトＨＳＰ９０のＮ－末端ドメインにおけるＡＴＰ

／ＡＤＰ結合ポケットを同定しており、ＨＳＰ９０活性が、シャペロンのＨｓｐ

７０ファミリーに関して同定されているように、環状ＡＴＰ結合および加水分解

を介して調節されていることを示す(Kassenbrock & Kelly (1989) EMBO J 8:146

1-1467; Flynn et al. (1989) Science 245:385-390; Palleros et al. (1991) 

Proc Natl Acad Sci USA 88:519-523; Sriram et al. (1997) Structure 5:403-

14; Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75; Obermann et al. (1998) J Cell

 Biol 143:901-910; Csermely & Kahn (1991) J Biol Chem 266:4943-4950; Cse

rmely et al. (1993) J Biol Chem 268:1901-1907; Sullivan et al. (1997) J 

Biol Chem 272:8007-8012; Scheibel et al. (1997) J Biol Chem 272:18608-18

613; Scheibel et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95:1495-1499; Panaret

ou et al. (1998) EMBO J 17:4829-4836; Caplan (1999) Trends Cell Biol 9:2
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62-268; Grenert et al. (1999) J Biol Chem 274:17525-17533)。

      【００１０】

  ＨＳＰ９０が、ＡＴＰ結合に関連するウォーカー“Ａ”および“Ｂ”配列への

明白な類似性を有するモチーフを含むことも報告されている(Csermely & Kahn (

1991) J Biol Chem 266:4943-4950; Jakob et al. (1996) J Biol Chem 271:100

35-10041)。これらの配列は、セリンおよびチロシンキナーゼの中に見られるコ

ンセンサス配列と実質的に違うが、タンパク質のＨｓｐ７０ファミリーに見られ

るＡＴＰ結合配列に相同性である(Csermely & Kahn (1991) J Biol Chem 266:49

43-4950)。配列予測と一致して、ＡＴＰ結合、自己リン酸化活性およびＡＴＰas

e活性はすべてのＨＳＰ９０に関して、証明されているが、これらの発見は論争

が伴っていない(Csermely & Kahn (1991) J Biol Chem 266:4943-4950; Nadeau 

et al. (1993) J Biol Chem 268:1479-1487, Jakob et al. (1996) J Biol Chem

 271:10035-10041; Grenert et al. (1999) J Biol Chem 274:17525-17533; Sch

eibel et al. (1997) J Biol Chem 272:18608-18613; Prodromou et al. (1997)

 Cell 90:65-75)。

      【００１１】

  一部、ＨＳＰ９０のＡＴＰに対する非常に低い親和性のために、ＨＳＰ９０期

の制御におけるＡＴＰの役割は、結合アデノシンヌクレオチドに関連した、酵母

およびヒトＨＳＰ９０のＮ末端ドメインの結晶学的解析まで問題のままであった

(Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75; Obermann et al. (1998) J Cell Bi

ol 143:901-910)。原子スケール構造観察の助けを借りて、ＡＴＰ結合および加

水分解に重要なアミノ酸残基を続いて同定し、分析した(Prodromou et al. (199

7) Cell 90:65-75; Panaretou et al. (1998) EMBO J 17:4829-4836; Obermann 

et al. (1998) J Cell Biol 143:901-910)。したがって、ヒトＨＳＰ９０におい

て、アスパルテート９３(ＧＲＰ９４のためにＤ１２８；酵母ＨＳＰ９０のため

にＤ７９)は、アデノシン関のプリン部分のＮ６基との直接水素結合を提供し、

ＡＴＰ結合に必須である(Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75; Panaretou 

et al. (1998) EMBO J 17:4829-4836; Obermann et al. (1998) J Cell Biol 14

3:901-910)。グルタメート４７(ＧＲＰ９４のためにＥ８２；酵母ＨＳＰ９０の
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ためにＥ３３)は、結合ヌクレオチドに対するその位置およびE. coli ＤＮＡジ

ャイレースＢのＡＴＰ結合ドメインとの比較を介して、ＡＴＰ加水分解において

重要な触媒的役割を担うことが仮定された(Prodromou et al. (1997) Cell 90:6

5-75; Obermann et al. (1998) J Cell Biol 143:901-910)。酵母ＨＳＰ９０の

続く変異誘発試験において、Ｄ７変異体がＡＴＰ結合を欠失し、Ｅ４７変異体が

ＡＴＰ加水分解活性を欠失することが観察された(Obermann et al. (1998) J Ce

ll Biol 143:901-910; Panaretou et al. (1998) EMBO J 17:4829-4836)。ＨＳ

Ｐ９０活性におけるこれらの残基の機能の更なる証拠として、ＨＳＰ９０のいず

れかの変異形を含む酵母は生存不能であった(Obermann et al. (1998) J Cell B

iol 143:901-910; Panaretou et al. (1998) EMBO J 17:4829-4836)。

      【００１２】

  Ｈｓｐ９０－ベースの治療および他の適用の開発における進行は、ＧＲＰ９４

を含むＨｓｐ９０タンパク質のリガンド相互作用の特徴付けの欠如により妨げら

れている。上記のＡＴＰのＨＳＰ９０との相互作用の特徴付けにもかかわらず、

ＧＲＰ９４に関する固有ＡＴＰ結合およびＡＴＰase活性の支持の証拠は、およ

びＨＳＰ９０に関して、ＧＲＰ９４－基質相互作用のアデノシンヌクレオチド仲

介制御の分子ベースにおける明らかな一致まだ達成されていない(Jakob et al. 

(1996) J Biol Chem 271:10035-10041; Wearsch & Nicchitta (1997) J Biol Ch

em 272:5152-5156; Li and Srivastava (1993) EMBO J 12:3143-3151; Csermely

 et al. (1995) J Biol Chem 270:6381-6388; Csermely et al. (1998) Pharmac

ol Ther 79:129-168)。

      【００１３】

  必要なものは、ついで、ＨＳＰ９０タンパク質、特にＧＲＰ９４およびＨＳＰ

９０のリガンド結合ポケットにおけるリガンド相互作用の特徴付けである。この

ために、本発明は、リガンド－Ｈｓｐ－９０シャペロン相互作用の評価のための

方法を記載する。このような方法を使用して、ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０の活

性または不活性構造形態が本明細書に記載され、活性または不活性形態を誘導す

るためのいつかの化合物の調節能力も証明する。本明細書に記載されているもの

はまたＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性に関係する精製、スクリーニングお
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よび治療法である。したがって、本発明は、Ｈｓｐ９０タンパク質機能に関連す

る疾患の理解、診断および処置に寄与する、方法および組成物の分野における長

年にわたる要求を満たす。

      【００１４】

本発明の要約

  ＧＲＰ９４タンパク質を含む複合体の精製法を記載する。該方法は：(ａ)ＧＲ

Ｐ９４タンパク質を含む複合体をＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤接触と接触

させ、結合剤を固相支持体に固定化させ、複合体を固相支持体に固定化する；(

ｂ)残りのサンプルを回収する；そして(ｃ)複合体を固相支持体から溶出し、溶

出液中に精製複合体を得ることを含む。本発明はまた記載の方法の実施により得

られる複合体を提供する。

      【００１５】

  本発明は、ＧＲＰ９４タンパク質を含む複合体と関連する抗原性分子を単離す

る方法も記載する。該方法は、(ａ)ＧＲＰ９４および抗原性分子を含む複合体を

、ＣＲＰ９４を優勢に結合する結合剤と接触させ、結合剤は固相支持体上に固定

されており、複合体を固相支持体上に固定化させる；(ｂ)残りのサンプルを回収

する；そして(ｃ)複合体を固相支持体から溶出し、溶出液中に精製複合体を得る

：(ｄ)溶出液から抗原性分子を単離することを含む。本発明はまた記載の方法に

より単離した抗原性分子を提供する。

      【００１６】

  ＧＲＰ９４を含む複合体を含むことが疑われるサンプル中のＧＲＰ９４を含む

複合体を検出する方法も記載する。該方法は(ａ)サンプルをＧＲＰ９４を優勢に

結合する結合剤と、ＧＲＰ９４含有複合体が結合物質と結合し、第２複合体を形

成するのに好ましい条件下で接触させる；そして(ｂ)第２複合体を、結合物質に

接合した標識を介して、またはその形成に続いて第２複合体に特異的に結合する

標識試薬を介して検出することを含む。

      【００１７】

  ＧＲＰ９４タンパク質および抗原性分子を含む複合体の検出、単離または精製

のためのキットも記載する。
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      【００１８】

  Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性を調節することに関する候補物質のスク

リーニング法も記載する。該方法は(ａ)ＧＲＰ９４タンパク質およびＧＲＰ９４

タンパク質に対するリガンドを含む試験サンプルを確立する；(ｂ)候補物質を試

験サンプルに投与する；そして(ｃ)サンプル中のＧＲＰ９４タンパク質とリガン

ドの結合における候補物質の影響を測定し、それにより、候補物質がＧＲＰ９４

タンパク質の生物学的活性を調節する能力を測定することを含む。本方法におい

て、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４タンパク質を含み得、リガンドはｂｉｓ

－ＡＮＳを含み得る。

      【００１９】

  更に記載されているのは、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活性剤とし

て候補物質を同定する方法である。該方法は、(ａ)Ｈｓｐ９０タンパク質および

候補物質を含む試験サンプルを確立する；(ｂ)試験サンプルに８－ＡＮＳを投与

する；そして(ｃ)８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナルを検出する；そして

(ｄ)コントロールサンプルと比較して、８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナ

ルの量に基づいて、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活性剤として候補物

質を同定することを含む。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４また

はＨＳＰ９０を含む。

      【００２０】

  候補物質をＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の阻害剤として同定する方法

も提供する。該方法は(ａ)Ｈｓｐ９０タンパク質と候補物質を含む試験サンプル

を確立する；(ｂ)サンプルを熱ショックに付し、Ｈｓｐ９０タンパク質に形態的

変化を誘導する；(ｃ)８－ＡＮＳを試験サンプルに投与する；そして(ｄ)８－Ａ

ＮＳのＨｓｐ９０タンパク質への結合により産生された蛍光シグナルを検出する

；そして(ｅ)コントロールサンプルと比較して、８－ＡＮＳにより産生される蛍

光シグナルの量に基づいて、候補物質を、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性

の阻害剤として同定することを含む。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲ

Ｐ９４またはＨＳＰ９０を含む。

      【００２１】
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  ｇＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性を調節する方法も記載する。該方法は

、Ｈｓｐ９０タンパク質と有効量のＨｓｐ９０タンパク質活性調節物質を接触さ

せ、それによりＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の調節をすることを含む。

好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０である。治療

的有効量のＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の調節剤および薬学的に許容さ

れる希釈剤または媒体を含む医薬組成物も記載する。好ましくは、Ｈｓｐ９０タ

ンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０である。

      【００２２】

  ＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調節が望まれる疾患に罹患している被

検体の処置法も記載する。該方法は、被検体に有効量のＧＲＰ９４タンパク質調

節剤を投与し、それにより被検体内のＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性の調

節が達成することを含む。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４また

はＨＳＰ９０である。調節するＨｓｐ９０生物学的活性(好ましい実施態様にお

いて－ＧＲＰ９４生物学的活性)は、免疫原性、小胞体からのタンパク質輸送、

例えば、低酸素／無酸素ストレスに起因するストレスおよび組織損傷からの回復

、栄養失調からの回復、熱ストレスからの回復、またはこれらの組合せを含む。

処置する疾患は、一つのタイプの癌；感染性疾患；小胞体からの妨害されたタン

パク質輸送が関連する疾患；小胞体からのタンパク質(例えば成長因子レセプタ

ー)の出口の阻害または遮断が治療的に有利である、癌のような疾患状態；虚血

が関連する疾患、またはこれらの組合せを含む。本方法は更に被検体に治療的ま

たは予防的有効量の精製複合体を投与することを更に含み、該複合体は該疾患に

特異的な抗原性分子に結合したＧＲＰ９４タンパク質を含む。

      【００２３】

  脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するための免疫原性組成物を調製する

方法も記載する。該方法は(ａ)真核生物細胞から、抗原性分子に非共有結合的に

結合したＨｓｐ９０タンパク質を含む複合体を回収し、該複合体は、該脊椎動物

被検体に投与したとき、該脊椎動物被検体において免疫応答の開始に関して効果

をもたらし、該真核生物細胞は、Ｈｓｐ９０タンパク質の活性化リガンドで処理

されている；そして(ｂ)該複合体と薬学的に許容される担体を組み合わせること
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を含む。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０であ

る。リガンドはｂｉｓ－ＡＮＳを含み得る。

      【００２４】

  脊椎動物被検体に脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するための免疫原性

組成物を調製する方法も記載する。該方法は(ａ)インビトロで抗原性分子および

Ｈｓｐ９０タンパク質分子を、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の調節剤の

存在下再構築し、それにより抗原性分子に非共有結合的に結合したＨｓｐ９０タ

ンパク質を含む複合体を産生し、該複合体は、該脊椎動物に投与したとき、該脊

椎動物被検体において免疫応答の開始に関して効果をもたらす；そして(ｂ)該複

合体と薬学的に許容される担体を組み合わせることを含む。好ましくは、Ｈｓｐ

９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０であり、リガンドはｂｉｓ－ＡＮ

Ｓを含む。

      【００２５】

  脊椎動物被検体に脊椎動物被検体における免疫応答を誘導するための免疫原性

組成物を調製する方法も記載する。該方法は(ａ)１個以上の抗原提示細胞をイン

ビトロで抗原性分子に非共有結合的に結合したＨｓｐ９０タンパク質を含む複合

体およびＨｓｐ９０タンパク質に対するリガンドで感作する；そして(ｂ)該１個

以上の感作抗原提示細胞と薬学的に許容される担体を組み合わせることを含む。

好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０であり、リガ

ンドはｂｉｓ－ＡＮＳを含む。

      【００２６】

  したがって、ＧＲＰ９４および他のＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性が関

よする新規精製法、新規スクリーニング法、および新規治療法の提供が本発明の

目的である。この目的は、本発明により全部または一部達成される。

      【００２７】

  本発明の目的は先に記載しており、他の目的は添付の図面および下記の研究室

実施例と関連して取った場合、先の記載から明白であろう。

      【００２８】

図面の簡単な説明
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  図１Ａは、ＧＲＰ９４構造状態に無関係にＧＲＰ９４に結合するＰｒｏｄａｎ

を記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱ショック(ｈｓ)ＧＲＰ９４蛍

光放出波長スキャンは、５μＭ  Ｐｒｏｄａｎに３０分暴露した後に行なった。

値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと比較した最大蛍光を示

す。実験は、３６０ｎｍ(Ｐｒｏｄａｎ)の励起波長で行なった。全スペクトルは

バックグラウンド補正した。

      【００２９】

  図１Ｂは、ＧＲＰ９４に結合する８－ＡＮＳ、およびこのような結合のＧＲＰ

９４構造状態非依存性を記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱ショッ

ク(ｈｓ)ＧＲＰ９４蛍光放出波長スキャンは、５μＭ  ８－ＡＮＳに３０分暴露

した後に行なった。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと比

較した最大蛍光を示す。実験は３７２ｎｍ(８－ＡＮＳ)の励起波長で行なった。

全スペクトルはバックグラウンド補正した。

      【００３０】

  図１Ｃは、ＧＲＰ９４に結合するｂｉｓ－ＡＮＳ、およびこのような結合のＧ

ＲＰ９４構造状態非依存性を記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱シ

ョック(ｈｓ)ＧＲＰ９４蛍光放出波長スキャンは、５μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳに２

０時間暴露した後に行なった。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なっ

たときと比較した最大蛍光を示す。実験は３９３ｎｍ(ｂｉｓ－ＡＮＳ)の励起波

長で行なった。全スペクトルはバックグラウンド補正した。

      【００３１】

  図１Ｄは、ＧＲＰ９４に結合するｂｉｓ－ＡＮＳの時間的経過を示すグラフで

ある。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと比較した最大蛍

光を示す。実験は３９３ｎｍ(ｂｉｓ－ＡＮＳ)の励起波長で行なった。全スペク

トルはバックグラウンド補正した。

      【００３２】

  図２Ａは、熱ショックＧＲＰ９４とのｂｉｓ－ＡＮＳ相互作用の動力学的分析

を記載するグラフである。熱ショックＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳの結合の濃

度依存性を、ｂｉｓ－ＡＮＳ濃度(５０ｎＭ)を固定し、ＧＲＰ９４濃度を示すよ



(40) 特表２００３－５２８８８６

うに上昇させた実験条件下で行なった。

      【００３３】

  図２Ｂは、ｂｉｓ－ＡＮＳ／ＧＲＰ９４結合データのＫｌｏｔｚプロット表記

である。半分最大結合が１１０ｎＭ  ＧＲＰ９４で起こる。励起波長、３９３ｎ

ｍ。放出波長、４７５ｎｍ。

      【００３４】

  図３は、ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４加水分解感受性を増加

させることを示す、クーマシーブルー染色ゲルのデジタルイメージである。ＧＲ

Ｐ９４(５μｇ、５μＭ)を５０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳと１時間、３７℃でインキ

ュベートするか、または１５分、５０℃で熱ショックした。サンプルをついで０

.１％トリプシンで３０分、３７℃で消化させ、１２.５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル

で分析した。レーン１、５μｇの未消化ＧＲＰ９４；レーン２、トリプシンとイ

ンキュベートしたコントロール天然ＧＲＰ９４；レーン３、トリプシンで消化し

たｂｉｓ－ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４；レーン４、熱ショックし、ついでトリプシン

で消化したＧＲＰ９４。

      【００３５】

  図４は、ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４多量体化を誘導するこ

とを記載する、クーマシーブルー染色ゲルのデジタルイメージである。ＧＲＰ９

４を５０℃で０－１５分熱ショックするか、１０倍モル量過剰のｂｉｓ－ＡＮＳ

とインキュベートし、タンパク質の構造状態を５－１８％生ブルーポリアクリル

アミド勾配ゲルで分析した。ＧＲＰ９４  ２量体、４量体、６量体および８量体

の移動を示す。分子量標準は図４の右端に示す。

      【００３６】

  図５は、天然、熱ショックおよびｂｉｓ－ＡＮＳ処置ＧＲＰ９４の円偏光二色

性スペクトルが同一であることを示すグラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４天然(

菱潟)；熱ショック(点線および破線)；そして２時間１０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳ

処置(点線)の円偏光二色性スペクトルを示す。スペクトルは、下記実施例１－８

に記載のように補正した。

      【００３７】
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  図６Ａは、ラディシコール(radicicol)がｂｉｓ－ＡＮＳ構造変化を遮断する

ことを示す、クーマシーブル染色ゲルのデジタルイメージである。ＧＲＰ９４(

５μＭ)を、３７℃で０－５００μＭ  ラディシコールと１時間プレインキュベ

ートし、続いて１時間、３７℃で５０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳとインキュベートし

、トリプシン処理し、トリプシン消化パターンをＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析す

る。

      【００３８】

  図６Ｂは、ラディシコールが熱ショックおよびｂｉｓ－ＡＮＳ結合を遮断する

ことを記載するグラフである。ＧＲＰ９４(０.５μＭ)を０－１０μＭ  ラディ

シコールと１時間プレインキュベートし、熱ショックし、続いて１μＭ  ｂｉｓ

－ＡＮＳとインキュベートした。Ｂｉｓ－ＡＮＳ結合を、比較のためのラディシ

コール非存在下のｂｉｓ－ＡＮＳの天然ＧＲＰ９４への結合と共に、分光蛍光分

析により測定した。励起３９３ｎｍ、放出４１０－６００ｎｍ。

      【００３９】

  図７Ａは、ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４シャペロン活性を促

進することを記載するグラフである。シトレートシンターゼ酵素を０.１５μＭ

までＧＲＰ９４なし、１μＭ  天然ＧＲＰ９４、熱ショックＧＲＰ９４、または

２時間１０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳとプレインキュベートしたＧＲＰ９４を含む緩

衝液に希釈し、４３℃でのシトレートシンターゼ凝集を５００ｎｍでの光散乱を

、温度制御分光蛍光光度計でモニターした。

      【００４０】

  図７Ｂは、ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４ペプチド結合活性を

刺激することを示す棒グラフである。天然、熱ショック、またはｂｉｓ－ＡＮＳ

処理ＧＲＰ９４を、１０倍モル量過剰の125Ｉ－ＶＳＶ８ペプチドと３０分、３

７℃でインキュベートした。遊離ペプチドをスピンカラムクロマトグラフィーに

より除去し、結合放射活性ペプチドをガンマ計数により定量した。

      【００４１】

  図８は、ＧＲＰ９４およびＨｓｐ９０が異なるリガンド結合を示すことを記載

する棒グラフである。ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡおよびＡＴＰ結合は、２０ｎＭ[3
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Ｈ]－ＮＥＣＡ(黒棒)または５０μＭ[32Ｐ]ＡＴＰ(斜線棒)の存在下で１時間、

４℃で行なった。結合対遊離ヌクレオチドは、真空濾過により分離した。ＰＥＩ

処理ガラスフィルター(S&S #32、Schleicher and Schuell of Keene、New Hampshi

re)を、ＮＥＣＡ結合アッセイに使用し、一方ニトロセルロースフィルター(S&S 

BA85、Schleicher and Schuell of Keene、New Hampshire)をＡＴＰ結合の測定に

使用した。示したデータは、トリプリケートの点の平均であり、非特異的リガン

ド結合に対して補正している。

      【００４２】

  図９Ａは、ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡ結合の特徴付けを記載するスキャッチャー

ド・プロットである。ＧＲＰ９４を増加した濃度のＮＥＣＡと、１時間、４℃で

、材料および方法に記載のようにインキュベートした。結合対遊離ＮＥＣＡをつ

いで０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分

離した。

      【００４３】

  図９Ｂは、ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡ結合の特徴付けを記載する飽和曲線である

。曲線をＧＲＰ９４  ２量体濃度に関してプロットする。最大結合化学量論は、

ＧＲＰ９４  ２量体の分子当たり１分子のＮＥＣＡである。

      【００４４】

  図９Ｃは、ＮＥＣＡ(黒卵型)およびラディシコール(黒方形)へのＧＲＰ９４結

合の化学量論を記載するグラフである。ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡおよびラディシ

コール結合は、等温滴定熱量計により評価した。ＧＲＰ９４は５μＭの濃度で存

在した。ＮＥＣＡ滴定は、１５２μＭ  ＮＥＣＡストックで行ない、一方ラディ

シコール滴定は１１５μＭストックで行なった。ＩＴＣデータをμｃａｌ／秒対

時間および個々の注入ピーク下の領域に関して補正し、計器ソフトウェアで測定

し、プロットした。

      【００４５】

  図１０Ａは、ＮＥＣＡの、Ｈｓｐ９０ファミリー阻害剤、ゲルダナマイシン(

◆)およびラディシコール(■)による競合アッセイを記載するグラフである。Ｇ

ＲＰ９４を２０ｎＭ[3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび漸増濃度の強合剤と１時間、４℃で
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インキュベートした。結合ＮＥＣＡ０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィル

ターを備えた真空濾過により分離した。全てのデータ点はトリプリケートの点の

平均引くバックグラウンド(タンパク質非存在下のＮＥＣＡ結合)を示す。

      【００４６】

  図１０Ｂは、ＡＴＰ(◆)、ＡＤＰ(■)およびＡＭＰ(▲)によるＮＥＣＡの競合

アッセイを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を、２０ｎＭ  ３Ｈ－ＮＥＣＡお

よび漸増濃度の競合剤と１時間、４℃でインキュベートした。結合ＮＥＣＡを、

０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分離し

た。全てのデータ点はトリプリケートの点の平均引くバックグラウンド(タンパ

ク質非存在下のＮＥＣＡ結合)を示す。

      【００４７】

  図１０Ｃは、アデノシン(▲)およびｃＡＭＰ(■)によるＮＥＣＡの競合アッセ

イを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび漸

増濃度の競合剤と１時間、４℃でインキュベートした。結合ＮＥＣＡを、０.３

％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分離した。全

てのデータ点はトリプリケートの点の平均引くバックグラウンドを示す(タンパ

ク質非存在下のＮＥＣＡ結合)。

      【００４８】

  図１１は、ＧＲＰ９４のアデノシン塩基へのリガンド結合特異性を記載する棒

グラフである。ＧＲＰ９４を２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび、全て５０μＭ

の最終濃度の競合剤と、１時間、４℃でインキュベートし、結合対遊離ＮＥＣＡ

を、０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分

離した。

      【００４９】

  図１２は、ＡＴＰ、ＡＤＰおよびＡＭＰのＧＲＰ９４への結合がＭｇ2+濃度に

感受性であることを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を、１時間、４℃で５０

ｍＭ  Ｔｒｉｓ、２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび以下の濃度の競合剤の一つ

：３.１×１０-6Ｍ  ＡＴＰ、３.１×１０-5Ｍ  ＡＤＰ、６×１０-4Ｍ  ＡＭＰ

、または３.１×１０-5Ｍアデノシンとインキュベートした。反応を１０ｍＭ  
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Ｍｇ(ＯＡｃ)2存在下(斜線棒)または明目上の内因性マグネシウム(黒棒)の存在

下で行なった。結合対遊離ＮＥＣＡを、０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフ

ィルターを備えた真空濾過により分離した。

      【００５０】

  図１３Ａは、ＮＥＣＡのＧＲＰ９４自己リン酸化における影響を記載する棒グ

ラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４(黒棒)、０.１５ｍＭ  γ－32ＰＡＴＰ(６００

０ｃｐｍ／ｐｍｏｌ)、１０ｍＭ  Ｍｇ(ＯＡｃ)2および５０ｍＭ  Ｋ－Ｈｅｐｅ

ｓ、ｐＨ  ７.４)を含む２５μｌ反応物を、１時間、３７℃でインキュベートし

た。１単位カゼインキナーゼII(斜線棒)を、上記の条件下で４μＭカゼインと共

にインキュベートした。競合剤を適当なサンプルに最終濃度１８０μＭ  ＮＥＣ

Ａの３.６％ＤＭＳＯ溶液、１８０μＭ  ラディシコールの３.６％ＤＭＳＯ溶液

、５μｇ／ｍｌヘパリン、５ｍＭ  ＧＴＰ、または３.６％ＤＭＳＯで添加した

。リン酸化切片を、Ｆｕｊｉ  ＭＡＣＢＡＳ１０００(登録商標)ホスホロイメー

ジングシステムで定量し、３つの別々の実験の平均ＰＳＬ単位を示す。

      【００５１】

  図１３Ｂは、ＧＲＰ９４存在下および非存在下のＡＴＰ加水分解を記載する棒

グラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４単量体、種々の濃度のＭｇＡＴＰ(ｐＨ  ７.

０)および５０ｍＭ  Ｋ－Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ  ７.４を含む１００μｌ反応物を、

２時間、３７℃でインキュベートした。ＡＴＰおよびＡＤＰを、Ｈｅｗｌｅｔｔ

  Ｐａｃｋａｒｄ  ＨＰＬＣで、Ｐａｒｔｉｓｉｌ  ＳＡＸカラムを使用して分

離した。自発的ＡＴＰ加水分解を、タンパク質非存在下で測定した。ＧＲＰ９４

の存在下の加水分解を黒棒で示し、自発的加水分解を斜線棒で示す。

      【００５２】

  図１４は、ＧＲＰ９４のリガンド誘導形態変化を記載するグラフである。ＧＲ

Ｐ９４(５０μｇ／ｍｌ)を、１０ｍＭ  Ｍｇ(ＯＡｃ)2および以下の濃度のリガ

ンドを添加された緩衝液Ａ中で１時間、３７℃でインキュベートした：５０μＭ

  ＮＥＣＡ、５０μＭ  ゲルダナマイシン、２.５ｍＭ  ＡＴＰ、または２.５ｍ

Ｍ  ＡＤＰ。サンプルを２９５ｎｍの波長で励起させ、トリプトファン放出スペ

クトルを３００－４００ｎｍで記録した。全スペクトルを、緩衝液単独または緩
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衝液＋リガンドサンプルで得られたスペクトルを引くことにより補正した。

      【００５３】

発明の詳細な説明

  リガンドＧＲＰ９４、およびある場合、Ｈｓｐ９０のＮ末端ヌクレオチド結合

ドメインに結合したリガンドは、ＧＲＰ９０、およびある場合、Ｈｓｐ９０を不

活性から活性形態に変換する形態変化をもたらし、ここで、ＧＲＰ、および、適

当な場合Ｈｓｐ９０のシャペロンおよびペプチド結合活性が著しく刺激される、

ＧＲＰ９４、適当な場合Ｈｓｐ９０のリガンド相互作用の特徴付けを記載する。

またリガンドＧＲＰ９４、およびある場合、Ｈｓｐ９０のＮ末端ヌクレオチド結

合ドメインに結合したリガンドは、ＧＲＰ９０、およびある場合、Ｈｓｐ９０を

不活性から活性形態に変換する形態変化を阻害し、ここで、ＧＲＰ、および、適

当な場合Ｈｓｐ９０のシャペロンおよびペプチド結合活性が著しく阻害される、

ＧＲＰ９４、適当な場合Ｈｓｐ９０のリガンド相互作用の特徴付けを記載する。

また、デルダナマイシンおよびラディシコールで観察されるものと類似および／

または関連する方法で、Ｎ末端ヌクレオチド結合ドメインに結合し、タンパク質

活性および／またはタンパク質形態活性化を阻害する、リガンド、およびこのよ

うなリガンドのスクリーニング法を記載する。このようなリガンドは、可能性の

ある抗癌治療剤として機能し得る。また本明細書に、ＧＲＰ９４、およびある場

合、Ｈｓｐ９０のリガンド相互作用の特徴付けに基づいた、ＧＲＰ９４、および

ある場合、Ｈｓｐ９０の生物学的活性に関する精製、スクリーニングおよび治療

法も記載する。

      【００５４】

Ａ. 定義

  以下の用語は、当分野で定義された意味を有すると考えるが、以下の定義は、

本発明の説明を容易にするために明示する。

      【００５５】

  本明細書で使用する“抗原性分子”は、ＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０がインビ

ボで内因性に関係しているペプチド(例えば、感染細胞または前癌もしくは癌組

織において)、ならびに外来性抗原／免疫原(すなわち、インビボでＧＲＰ９４ま
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たはＨＳＰ９０と複合体形成しない)またはそれらの抗原性／免疫原性フラグメ

ントまたは誘導体を意味する。

      【００５６】

  “生物学的活性”なる用語は、被検体中で生物学的または生理学的効果を有す

る分子を意味する。アジュバント活性は生物学的活性の例である。アジュバント

活性を有する他の生物学的分子の製造の活性化または誘導も生物学的活性に含ま

れる。

      【００５７】

  “アジュバント活性”は、抗原に対する脊椎動物被検体免疫系の応答を促進、

またはそうでなければ調節する能力を有する分子を意味する。

      【００５８】

  “免疫系”なる用語は、脊椎動物被検体における、病原体の可能性のあるもの

を含む抗原性分子に対する防御を提供する、非特異的および特異的カテゴリーを

含む、全ての細胞、組織、システム、構造および過程を含む。当分野で既知のよ

うに、非特異的免疫系は好中球、単球、組織マクロファージ、クップファー細胞

、肺胞マクロファージ、樹状細胞および小神経膠細胞のような貪食細胞を含む。

特異的免疫系は、宿主内の特異的免疫性を付与する細胞および他の構造を意味す

る。これらの細胞に含まれるのはリンパ球、特にＢ細胞リンパ球およびＴ細胞リ

ンパ球である。これらの細胞はまたナチュラルキラー(ＮＫ)細胞を含む。更に、

Ｂリンパ球のような抗体産生細胞、および抗体産生細胞により産生された抗体も

“免疫系”の用語に含まれる。

      【００５９】

  “免疫応答”なる用語は、脊椎動物被検体の免疫系による、抗原または抗原決

定基に対する任意の応答を意味する。例示的免疫応答は、下記に定義のような、

液性免疫応答(例えば抗原特異的細胞の製造)および細胞仲介免疫応答(例えばリ

ンパ球増殖)を含む。

      【００６０】

  “全身性免疫応答”は、免疫系の、Ｂリンパ球のような細胞が発達するリンパ

節－、脾臓－、または腸管関連リンパ系組織における免疫応答を言及することを
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意図する。例えば、全身性免疫応答は、血清ＩｇＧの製造を包含できる。更に、

全身性免疫応答は、血流を循環する抗原特異的抗体、および脾臓およびリンパ節

のような全身性コンパートメントにおけるリンパ球における抗原特異的細胞を意

味する。

      【００６１】

  “液性免疫”または“液性免疫応答”なる用語は、抗体分子が抗原刺激に応答

して分泌される、獲得免疫の形を言及することを意図する。

      【００６２】

  “細胞仲介免疫”および“細胞仲介免疫応答”は、犠牲細胞に接近したとき、

Ｔ細胞リンパ球により提供される防御のような、リンパ球により提供される免疫

学的防御を意味する。細胞仲介免疫応答はまたリンパ球増殖を含む。“リンパ球

増殖”を測定するとき、特異的抗原に応答して増殖するリンパ球の能力を測定す

る。リンパ球増殖は、Ｂ細胞、Ｔ－ヘルパー細胞またはＣＴＬ細胞増殖を言及す

ることを意図する。

      【００６３】

  “ＣＴＬ応答”は、特異的抗原を発現する細胞を融解し、殺す抗原特異的細胞

の能力を言及することを意図する。下記のように、標準、分野認識ＣＴＬアッセ

イを行ない、ＣＴＬ活性を測定する。

      【００６４】

  本明細書で使用する“養子免疫治療”は、抗腫瘍反応性の細胞を、細胞が直接

的または間接的に確立腫瘍の認識を仲介することを目的とし、腫瘍担持宿主に投

与する、癌に特定の適応性を特異的治療的試みを言及する。

      【００６５】

  “免疫原性組成物”は、免疫応答を誘発することができる組成物を言及するこ

とを意図する。ワクチンは、本発明に従い、“免疫原性組成物”の用語の意味の

範囲に入る。

      【００６６】

  “生物学的応答調節剤”は、抗原の提示のような、特定の刺激に対する被検体

の応答を促進するか、そうでなければ調節する能力を有する分子を言及すること
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を意図する。

      【００６７】

  本明細書で使用する限り、“候補物質”および“候補化合物”なる用語は交換

できるように使用され、生物学的応答調節剤として他の成分と相互作用すると考

えられる物質を言及する。例えば、代表的候補化合物は完全Ｈｓｐ９０タンパク

質、またはそれらのフラグメントと相互作用すると考えられ、続いてこのような

相互作用に関して評価できる。本発明の方法を使用して研究することができる例

示的候補化合物は、Ｈｓｐ９０タンパク質、ウイルスエピトープ、ペプチド、酵

素、酵素基質、補因子、レクチン、糖、オリゴヌクレオチドまたは核酸、オリゴ

サッカライド、タンパク質、化学化合物小分子およびモノクローナル抗体を含む

が、これらに限定されない。

      【００６８】

  本明細書で使用する限り、“調節する”は、野生型または変異Ｈｓｐ９０タン

パク質、好ましくは野生型または変異ＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０ポリペプチド

の任意のまたは全ての化学的および生物学的活性または特性の増加、減少、また

は他の変更を意味する。本明細書で使用する“調節”は、応答の上方制御(すな

わち、活性化または刺激)および下方制御(すなわち、阻害または抑制)の両方を

言及する。

      【００６９】

  本明細書で使用する限り、“アゴニスト”なる用語は、機能的Ｈｓｐ９０タン

パク質の生物学的活性を抑制または促進する薬剤を意味する。

      【００７０】

  本明細書で使用する限り、“アンタゴニスト”なる用語は、機能的Ｈｓｐ９０

タンパク質の生物学的活性を減少または阻害する、または天然に存在するまたは

相さした非機能的Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性を補うまたは増強する薬

剤を意味する。

      【００７１】

Ｂ. 一般的考察

  本明細書で使用する限り、“Ｈｓｐ９０タンパク質”は、最も真核生物細胞中
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の豊富なタンパク質である任意の分子シャペロンのＨｓｐ９０クラス、およびこ

のようなタンパク質の生物学的活性フラグメントを言及することを意味する。“

ＨＳＰ９０タンパク質”なる用語は、イヌＨＳＰ９０(GenBank Accession No. U

01153)およびマウスＨＳＰ９０(SwissProt Accession No. P08113)、およびそれ

らの生物学的に活性なフラグメントにより例示される、このクラスの個々のメン

バーを言及する。Ｈｓｐ９０ファミリメンバーは系統発生論的に遍在し、一方、

ＨＳＰ９０の小胞体パラログ、ＧＲＰ９４(ｇｐ９６、ＥＲｐ９９、エンドプラ

スミン)は、高級植物および後生動物のみに見られる(Nicchitta (1998) Curr Op

in Immunol 10:103-109)。タンパク質のＨｓｐ９０ファミリーは、新規合成タン

パク質の適当な折りたたみおよびトラフィッキングの指示、熱ショック、酸化的

ストレス、低酸素／無酸素状態、栄養失調、他の物理的ストレスの状態の間、お

よび、例えば、卒中および心筋梗塞のようなこのようなストレス所帯を促進する

疾患または外傷の間の細胞の保護の付与に関与する。

      【００７２】

  本明細書で使用する限り、“Ｈｓｐ９０タンパク質の結合ポケット”、“Ｈｓ

ｐ９０結合ポケット”、“ＧＲＰ９４結合ポケット”および“ＨＳＰ９０結合ポ

ケット”なる用語は交換可能に使用し、リガンドが結合する、Ｈｓｐ９０タンパ

ク質、好ましくはＧＲＰ９４ポリペプチドまたはＨＳＰ９０ポリペプチドの領域

を意味する。より更に好ましくは、ＧＲＰ９４結合ポケットは、ＧＲＰ９４のア

ミノ酸残基２２－３３７を含む。

      【００７３】

  上記のように、ＧＲＰ９４(ｇｐ９６、ＥＲｐ９９、エンドプラスミン)は、細

胞質ＨＳＰ９０の小胞体パラログであり、それ自体、豊富な居住ＥＲ管腔タンパ

ク質であり、発生期ポリペプチドとのその関連の観点からシャペロン機能を行な

う。“ＧＲＰ９４”および／または“ＧＲＰ９４タンパク質”はまたＧＲＰ９４

タンパク質の生物学的活性フラグメントである。この役割と一致して、ＧＲＰ９

４発現は、グルコース飢餓、酸化的ストレスおよび重金属中毒のようなタンパク

質の誤った折りたたみまたは非折りたたみを促進する負荷状態により上方制御さ

れる。ＥＲにおけるタンパク質折りたたみの制御におけるその役割に加えて、Ｇ
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ＲＰ９４は、細胞外空間から、プロフェショナル抗原提示細胞の主要組織適合遺

伝子複合体(ＭＨＣ)クラスＩ抗原プロセッシング経路へのペプチドの細胞間トラ

フィッキングにおいて機能できる。したがって、タンパク質折りたたみおよび凝

集におけるホメオスタティックな役割に加えて、ＧＲＰ９４はＭＨＣクラスＩ抗

原プロセッシングおよび哺乳類細胞の提示経路の成分として機能する。

      【００７４】

  ＧＲＰ９４はまた免疫グロブリン、ＭＨＣクラスII分子、ＨＳＶ－１糖タンパ

ク質、チログロビン、コラーゲンおよびｐ１８５ｅｒｂＢ２の折りたたみおよび

凝集に寄与する。(Melnick et al. (1992) J Biol Chem 267:21303-21306; Meln

ick et al. (1994) Nature 370:373-375; Schaiff et al. (1992) J Exp Med 17

6:657-666; Navarro et al. (1991) Virology 184:253-264; Kuznetsov et al. 

(1994) J Biol Chem 269:22990-22995; Ferreira et al. (1994) J Cell Bioche

m 56:518-26; Chavany et al. (1996) J Biol Chem 273:4974-4977)。ポリペプ

チド折りたたみ基質との相互作用に加えて、ＧＲＰ９４はペプチドと結合し、そ

のサブセットは発生期ＭＨＣクラスＩ分子上の凝集に適している。(Srivastava 

et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:3407-3411; Nieland et al. (1996)

 Proc Natl Acad Sci USA 93:6135-6139; Wearsch & Nicchitta (1997) J Biol 

Chem 272:5152-5156; Ishii et al. (1999) J Immunol 162:1303-1309; Srivast

ava et al. (1998) Immunity 8:657-665; Sastry & Linderoth (1999) J Biol C

hem 274:12023-12035)。ＧＲＰ９４のペプチド結合活性は、ＣＤ８+  Ｔ細胞免

疫応答を誘発する能力において役割を担う。(Udono et al. (1994) Proc Natl A

cad Sci USA, 91:3077-30781; Suto & Srivastava (1995) Science 269:1585-15

88; Arnold et al. (1995) J Exp Med 182:885-889; Nair et al. (1999) J Imm

unol 162:6426-6432; Blachere et al. (1997) J Exp Med 186:465-472; Heike 

et al. (1996) J Leukoc Biol 139:613-623; Srivastava et al. (1998) Immuni

ty 8:657-665)。ペプチド結合活性は、しかし、単独で免疫原性活性をタンパク

質に付与するには不充分であり、したがってＧＲＰ９４は、交叉提示の必須免疫

学的過程おいて機能できる、分子シャペロンの限定されたサブセットの一員であ

る。(Srivastava et al. (1998) Immunity 8:657-665; Nair et al. (1999) J I
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mmunol 162:6426-6432; Basu and Srivastava (1999) J Exp Med 189:797-802; 

Schild et al. (1999) Curr Opin Immunol 11:109-113)。

      【００７５】

  ＨＳＰ９０は、制御のアデノシンヌクレオチド－依存的モードを有する。加え

て、アデノシンのプリン環のＮ７基(ヒトＨＳＰ９０のＮ５１＝ＧＲＰ９４のＮ

８６)およびアデノシンのプリン環のＮ１基(ヒトＨＳＰ９０のＧ９７＝ＧＲＰ９

４のＧ１３０)との水仲介水素結合に関与するアミノ酸側鎖は、ＨＳＰ９０およ

びＧＲＰ９４で保存されている。直接ヌクレオチド結合を仲介するアデノシンの

プリン環のＮ６基(ヒトＨＳＰ９０のＬ４８＝ＧＲＰ９４のＬ８３)もＨＳＰ９０

およびＧＲＰ９４で保存されている。ＨＳＰ９０とのＡＴＰ結合において、アデ

ニンプリンのＮ６基は、ヌクレオチドとヌクレオチド結合ポケットの間の唯一の

水素結合であり((Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75; Obermann et al. (

1998) J Cell Biol 143:901-910)、Ｎ６置換アデノシンアナログはＧＲＰ９４に

結合しない。(Hutchison & Fox (1989) J Biol Chem 264:19898-903; Hutchison

 et al. (1990) Biochemistry 29:5138-5144)。したがって、ＡＴＰ／ＡＤＰ結

合および加水分解は、ＨＳＰ９０の生物学的特性として一般に認められているが

、ＡＴＰ／ＡＤＰがＧＲＰ９４活性の活性の調節において同様の機能で働くかど

うか知られていない。ＡＴＰおよびＡＤＰは非常に低い親和性でＧＲＰ９４と結

合し、したがって、実験的限定は、ＧＲＰ９４ヌクレオチド結合ポケットでのＡ

ＴＰ／ＡＤＰ相互作用を、リガンド置換アッセイを含むがこれに限定されない関

節法で分析することがを必要とする。(Wearsch et al. (1998) Biochemistry 37

(16):5709-5719; Csermely et al. (1995) J Biol Chem 270:6381-6388; Li & S

rivastava (1993) EMBO J 12:3143-3151)。

      【００７６】

  ＧＲＰ９４のペプチド結合活性は、ＣＤ８+  Ｔ細胞免疫応答を誘発する能力

において役割を担う。ペプチド結合活性は、しかし、単独で免疫原性活性をタン

パク質に付与するには不充分であり、したがってＧＲＰ９４は、交叉提示の必須

免疫学的過程おいて機能できる、分子シャペロンの限定されたサブセットの一員

である。本発明が開示されるまで、ポリペプチドおよびペプチド基質の両方に関
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するＧＲＰ９４の活性を調節するＧＲＰ９４リガンド－相互作用は、決定しなけ

ればならないままであった。

      【００７７】

  ＨＳＰ９０およびＧＲＰ９４は、いくつかの抗腫瘍剤、主にラディシコールお

よびゲルダナマイシンの標的の可能性が提案されている。Scheibel & Buckner (

1998) Biochem Pharm 56:675-82。これらの化合物は、原癌遺伝子性キナーゼ、

ホルモンレセプターおよびその活性折りたたみ状態および適当な細胞下位置が考

えられる他のシグナル伝達タンパク質を助ける、Ｈｓｐ９０タンパク質の能力の

阻害により作用すると考えられる。Pratt (1998) Proc Soc Exp Biol Med 217:4

20-434。

      【００７８】

  ＧＲＰ９４はまたＴ細胞応答を誘発することが判明しており、そのペプチド結

合活性の反映である(Nicchitta (1998) Curr Opin Immunol 10:103-109; Srivas

tava et al. (1998) Immunity 8:657-665)。ＧＲＰ９４－ペプチド複合体が、Ｇ

ＲＰ９４－結合ペプチドの抗原提示細胞上のＭＨＣクラスＩ分子への交換を伴い

、専門的抗原提示細胞により加工できる。抗原提示細胞は、ついで、ＧＲＰ９４

との複合体において提示されるペプチドエピトープを示す組織に対する生ＣＤ８

+  Ｔ細胞応答と相互作用できる(Srivastava et al. (1998) Immunity 8:657-66

5)。

      【００７９】

  今まで、まで特徴付けされていないｇｒｐ９４の虚血における防護役割の可能

性は、ＧＲＰ９４の発現が神経死に至ることが知られている間の一過性前脳虚血

後の海馬おいて促進されるという観察により支持される(Yagita et al. (1999) 

J Neurochem 72:1544-1551)。ｇｒｐ９４は、同様に、虚急性腎臓の後に誘導さ

れる(Kuznetsov (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93:8584-8589)。ＨＳＰ９０を

含む熱ショックタンパク質は、一般に虚血に続く再潅流の酸化的ストレスの間、

過発現される(Sciandra et al. (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81:4843-4847)

。ＨＳＰ９０はまた、低酸素誘導ファクター１－ａに結合することにより虚血性

シグナル伝達に役割を担うはずである(Gradin et al. (1996) Mol Cell Biol 16
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:5221-5231)。

      【００８０】

  同様に、本発明により、ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０は、感染性疾患および癌

の処置に関連する化学療法、免疫療法およびワクチンの合理的標的を代表する。

分子シャペロンとしてのその機能の観点から、ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０は更

に、臓器(腎臓、心臓、肺、肝臓)移植、脳卒中および心筋梗塞を含むが、これら

に限定されない虚血性損傷において起こり得るような組織損傷および負荷の治療

剤の開発の合理的標的を代表する。更に、Ｈｓｐ９０およびＧＲＰ９４は、抗腫

瘍剤設計の合理的標的を代表する。

      【００８１】

Ｃ. リガンド組成物

  一つの実施態様において、本発明は、ＧＲＰ９４のリガンドとして作用する、

組成物に関する。リガンドは、ＧＲＰ９４の精製および単離天然リガンドを含む

ことができ、または、本明細書に記載のスクリーニングおよび合理的医薬設計技

術により同定されたような、合成化合物を含むことができる。好ましくは、リガ

ンドは、小分子模倣物である。より好ましくは、リガンドは、ＧＲＰ９４生物学

的活性の調節において活性を有する。したがって、このような活性を有するリガ

ンドは、また本明細書で“調節剤”と呼ぶ。代表的リガンド組成物は、好ましく

は、ラディシコール、ゲルダナマイシン、またはアデノシン誘導体に構造類似性

を示すことができる、約５００－１０００ダルトン、多環式部分である。所望に

より、リガンドは疎水性である。

      【００８２】

  代表的リガンドまたは調節剤組成物は、リガンド－ＧＲＰ９４相互作用の分析

の高い構造分析から適当と考えて、アデノシン部分または、アデノシンの場合、

２'、３'および５'位に種々の置換を有する、その構造模倣物を含む。所望によ

り、好ましくは、親アデノシンへのカルボキサミド架橋として、親和性ベースの

精製の目的で固体支持体への安定な化学架橋を促進するために、ビニル、マレイ

ミドおよび／またはスクシンイミドエステルを含むが、これに限定されない任意

のサブセット内の化学的反応基、または、アミノまたはスルフヒドリル基のよう
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な固体支持体への化学結合を安定化する置換基で終わる、５'アルキル伸長を含

むことができる。組成物はＣＲＰ９４のリガンドとして働き、本明細書に記載の

精製、スクリーニングおよび治療法において適用性を有する。

      【００８３】

  更なるリガンドは、好ましくは、アデノシンのリボースに対応する水素結合模

倣物、およびアデノシンのアデニン塩基に対応するベンズイミダゾールまたは構

造関連骨格を担持する親前駆分子のコンビナトリアルケミストリーを介して同定

できる。

      【００８４】

  代表的リガンドまたは調節剤組成物は、式(Ｉ)：

【化８】

〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ
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8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ

して
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Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨードであ

る〕

の化合物を含む。

      【００８５】

  ここで、リガンド組成物は更に式(II)：

【化９】
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〔式中、

ＸおよびＹは同一または異なり、ＸおよびＹ＝Ｃ、Ｎ、ＯまたはＳ；そしてＸお

よびＹは水素、ヒドロキシル、または二重結合酸素を含む酸素で置換できる；

Ｒ1＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ1はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；
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Ｒ2＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ

ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ2はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；

Ｒ3＝水素、ヒドロキシル、Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、

Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、分枝Ｃ1からＣ6ヒドロキシアルキル、Ｃ4から

Ｃ8シクロアルキル、Ｃ1からＣ6アルケニル、分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4か

らＣ8シクロアルケニル、Ｃ4からＣ8アリール、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ

8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6アルコキシ、Ｃ1からＣ6分枝

鎖アルコキシ、Ｃ4からＣ8アリールオキシ、１級、２級または３級Ｃ1からＣ6ア

ルキルアミノ、１級、２級または３級分枝鎖Ｃ1からＣ6アルキルアミノ、１級、

２級または３級シクロアルキルアミノ、１級、２級または３級Ｃ4からＣ8アリー

ルアミノ、Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸、分枝Ｃ1からＣ6アルキルカルボン酸

、Ｃ1からＣ6アルキルエステル、分枝Ｃ1からＣ6アルキルエステル、Ｃ4からＣ8

アリールカルボン酸、Ｃ4からＣ8アリールエステル、Ｃ4からＣ8アリール置換Ｃ

1からＣ6アルキル、環中にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式また

はヘテロ多環式アルキルまたはアリール、環中にＯ、ＮまたはＳを有するアルキ
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ル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アル

キルまたはアリール；またはヒドロキシル－、アミノ－、またはハロ－置換異形

；またはＲ3はハロ、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨード；そ

して

Ｒ4＝Ｃ1からＣ6アルキル、Ｃ1からＣ6分枝鎖アルキル、Ｃ4からＣ8シクロアル

キル(環中にＯ、ＮまたはＳを含むかまたは含まない)、Ｃ1からＣ6アルケニル、

分枝Ｃ1からＣ6アルケニル、Ｃ4からＣ8シクロアルケニル(環中にＯ、Ｎまたは

Ｓを含むかまたは含まない)、Ｃ4からＣ8アロイル、Ｃ4からＣ8アリール、環中

にＯ、ＮまたはＳを有するＣ4からＣ12ヘテロ環式またはヘテロ多環式アルキル

またはアリール、Ｃ4からＣ8アリール－置換Ｃ1からＣ6アルキル、環中にＯ、Ｎ

またはＳを有するアルキル－置換またはアリール－置換Ｃ4からＣ12ヘテロ環式

またはヘテロ多環式アルキルまたはアリール、アルキル－置換Ｃ4からＣ8アロイ

ル、またはアルキル－置換Ｃ4からＣ8アリール；またはヒドロキシル－、アミノ

－、またはハロ－置換異形、ここでハロはクロロ、フルオロ、ブロモまたはヨー

ドである〕

の化合物を含む。

      【００８６】

Ｄ. 精製法

  本発明に従い、ＧＲＰ９４、またはある場合ＨＳＰ９０を含む複合体を、親和

性クロマトグラフィーにより精製する方法が提供される。複合体は、好ましくは

抗原性分子に結合したＧＲＰ９４を含む。より好ましくは、複合体は、抗原性分

子に非共有結合的に結合したＧＲＰ９４を含む。一つの実施態様において、本方

法は、ＧＲＰ９４複合体を含むサンプルを、ＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤

と接触させ、結合剤は固相支持体上に固定されており、複合体を固相支持体上に

固定化させる；残りのサンプルを回収する；複合体を固相支持体から溶出し、溶

出液中に精製複合体を得ることを含む。“ＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤”

なるフレーズは、熱ショックタンパク質を含むが、これらに限定されない、他の

分子と比較して、ＧＲＰ９４を優勢に結合する薬剤を意味する。

      【００８７】
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  結合剤は、好ましくはリガンド－ＧＲＰ９４相互作用の分析の高い構造分析か

ら適当と考えて、アデノシン部分または、アデノシンの場合、２'、３'および５

'位に種々の置換を有する、その構造模倣物を含む。所望により、好ましくは、

親アデノシンへのカルボキサミド架橋として、親和性ベースの精製の目的で固体

支持体への安定な化学架橋を促進するために、ビニル、マレイミドおよび／また

はスクシンイミドエステルを含むが、これに限定されない任意のサブセット内の

化学的反応基、または、アミノまたはスルフヒドリル基のような固体支持体への

化学結合を安定化する置換基で終わる、５'アルキル伸長を含むことができる。

より好ましくは、結合剤はＡＴＰまたはＡＤＰを含まない。代表的結合剤は、式

(Ｉ)の化合物または式(II)の化合物を含む。他の代表的結合剤は、Ｎ－エチルカ

ルボキサミドアデノシン(ＮＥＣＡ)を含む。更なるリガンドは、好ましくは、ア

デノシンのリボースに対応する水素結合模倣物、およびアデノシンのアデニン塩

基に対応するベンズイミダゾールまたは構造関連骨格を担持する親前駆分子のコ

ンビナトリアルケミストリーを介して同定できる。

      【００８８】

  所望により、固定化結合剤に結合した複合体を、適当な濃度の親リガンド(す

なわち、結合剤)を含む緩衝液で固相支持体を洗浄することにより溶出し、溶出

液中に複合体を提供する。したがって、更に結合剤または溶出リガンドを含む複

合体は、また本発明により提供される。溶出リガンドをついで、ＧＭＰ製造に適

当な、生理食塩水および炭酸アンモニウムを含むがこれらに限定されない、適当

な緩衝液中で透析することにより溶出液から除去する。

      【００８９】

  本明細書で上記の親和性方法は、ＧＲＰ９４－ペプチド複合体またはＧＲＰ９

４単独、またはある場合、ＨＳＰ９０－ペプチド複合体、またはＨｓｐ９０タン

パク質単独を、任意の真核生物細胞から単離するのに使用できる。例えば、組織

、単離細胞、または予め選択した細胞内病原体で感染させた不死化真核生物細胞

系、腫瘍細胞または腫瘍細胞系を使用できる。複合体をまた、哺乳類および鳥類

を含む、温血脊椎動物のような脊椎動物被検体から得ることができる。所望によ

り、哺乳類は、ヒト、マウス、ブタ、ラット、無尾猿、有尾猿、ネコ、モルモッ



(61) 特表２００３－５２８８８６

ト、ウシ、ヤギおよびウマを含むが、これらに限定されない。

      【００９０】

  一つの実施態様において、複合体は、脊椎動物被検体に対して“自己”である

；すなわち、複合体を、脊椎動物被検体の感染細胞または癌細胞または前癌細胞

かのいずれかから単離する(例えば、好ましくは脊椎動物被検体の単離組織また

は腫瘍生検から調製する)。

      【００９１】

  あるいは、複合体をインビトロで製造する(例えば、抗原性分子との複合体が

望まれる場合)。あるいは、ＧＲＰ９４および／または抗原性分子を特定の脊椎

動物被検体、または他から、または、特定の脊椎動物被検体または他に本来由来

するクローン化ＧＲＰ９４を使用した組換え製造法により単離する。ＧＲＰ９４

(またはある場合ＨＳＰ９０)との複合体化に使用する外来抗原およびそのフラグ

メントおよび誘導体(ペプチドおよび非－ペプチドの両方)は、当分野で既知のも

のから選択でき、および、抗体またはＭＨＣ分子に結合する能力(抗原性)または

免疫応答を産生する能力(免疫原性)により当分野で既知の標準免疫アッセイによ

り容易に同定されるものから選択できる。ＧＲＰ９４および抗原性分子の複合体

は、被検体の癌または前癌組織から、または癌細胞系から単離でき、またはイン

ビトロで製造できる(外来性抗原を抗原性分子として使用する実施対応において

必要なように)。

      【００９２】

Ｄ. １.抗原性／免疫原性成分の単離

  ＧＲＰ９４、またはある場合ＨＳＰ９０を含む複合体に関連する抗原性分子を

単離または精製する方法も、本発明にしたがい提供する。一つの実施態様におい

て、方法は：ＧＲＰ９４および抗原性分子を含む複合体を、ＣＲＰ９４を優勢に

結合する結合剤と接触させ、結合剤は固相支持体上に固定されており、複合体を

固相支持体上に固定化させる；残りのサンプルを回収する；そして複合体を固相

支持体から溶出し、溶出液中に精製複合体を得る；そして溶出液から抗原性分子

を単離することを含む。

      【００９３】
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  結合剤は、好ましくはリガンド－ＧＲＰ９４相互作用の分析の高い構造分析か

ら適当と考えて、アデノシン部分または、アデノシンの場合、２'、３'および５

'位に種々の置換を有する、その構造模倣物を含む。所望により、好ましくは、

親アデノシンへのカルボキサミド架橋として、親和性ベースの精製の目的で固体

支持体への安定な化学架橋を促進するために、ビニル、マレイミドおよび／また

はスクシンイミドエステルを含むが、これに限定されない任意のサブセット内の

化学的反応基、または、アミノまたはスルフヒドリル基のような固体支持体への

化学結合を安定化する置換基で終わる、５'アルキル伸長を含むことができる。

より好ましくは、結合剤はＡＴＰまたはＡＤＰを含まない。代表的結合剤は、式

(Ｉ)の化合物または式(II)の化合物を含む。他の代表的結合剤は、Ｎ－エチルカ

ルボキサミドアデノシン(ＮＥＣＡ)を含む。更なるリガンドは、好ましくは、ア

デノシンのリボースに対応する水素結合模倣物、およびアデノシンのアデニン塩

基に対応するベンズイミダゾールまたは構造関連骨格を担持する親前駆分子のコ

ンビナトリアルケミストリーを介して同定できる。

      【００９４】

  所望により、固定化結合剤に結合した複合体を、適当な濃度の親リガンド(す

なわち、結合剤)を含む緩衝液で固相支持体を洗浄することにより溶出し、溶出

液中に複合体を提供する。したがって、更に結合剤または溶出リガンドを含む複

合体は、また本発明により提供される。溶出リガンドをついで、ＧＭＰ製造に適

当な、生理食塩水および炭酸アンモニウムを含むがこれらに限定されない、適当

な緩衝液中で透析することにより溶出液から除去する。

      【００９５】

  抗原性ペプチドおよび／または成分を、ＧＲＰ９４－複合体から、低ｐＨ条件

下で溶出している。これらの実験条件は、ペプチドおよび／または恐らく有用な

抗原決定基を含む細胞由来の抗原性成分を含む。単離したら、各抗原性ペプチド

のアミノ酸配列を、慣用のアミノ酸配列決定法を使用して測定できる。このよう

な抗原性分子をついで化学合成または組換え法；精製；そしてＧＲＰ９４、また

はＨＳＰ９０への複合体化により、インビトロで製造できる。加えて、抗原性ペ

プチド配列を、４極(quadrapole)検出およびＣＡＤ－ベース配列決定と組み合わ
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せた、電子噴霧およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ手段に限定されないが、これを使用し

た質量分析により得ることができる。

      【００９６】

Ｄ. ２. ＧＲＰ９４－ペプチド複合体からのペプチドの溶出

  いくつかの方法を、ペプチドをＧＲＰ９４－ペプチド複合体またはＨＳＰ９０

－ペプチド複合体から溶出するのに使用できる。試みは、複合体を低ｐＨ緩衝液

および／またはグアニジニウム／ＨＣｌ(３－６Ｍ)、０.１－１％ＴＦＡまたは

酢酸中でインキュベートすることを含む。簡単に、目的の複合体をＣＥＮＴＲＩ

ＣＯＮ(登録商標)１０アッセンブリー(Amicon of Beverly, Massachusetts)を通

して遠心し、複合体とゆるく会合している低分子量物質を除去する。高分子量フ

ラクションを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより除去および分析でき、一方、低分子量物

質はキャピラリーおよび／またはナノスケールＨＰＬＣで、０.５ｍＬ／分の流

速で、２１０／２２０ｎｍでモニタリングしながら分画する。

      【００９７】

  低ｐＨプロトコールにおいて、酢酸またはトリフルオロ酢酸(ＴＦＡ)を複合体

に最終濃度１０％(vol/vol)となるように添加し、室温または他の適当な温度で

、１０分インキュベートする(Van Bleek et al. (1990) Nature 348:213-216; L

i et al. (1993) EMBO J 12:3143-3151)。

      【００９８】

  得られたサンプルを、ＣＥＮＴＲＩＣＯＮ(登録商標)１０アッセンブリーを通

して、先に記載のように遠心する。高および低分子量フラクションを回収する。

残りの巨大分子量複合体を、グアニジニウムとまたは低ｐＨでインキュベートし

、残りのペプチドを除去できる。得られた低分子量フラクションをプールし、蒸

発により濃縮し、０.１％トリフルオロ酢酸(ＴＦＡ)に溶解する。溶解物質を、

ミクロボアＨＰＬＣで、流速０.５ｍｌ／分で分画する。ペプチドの溶出をＯＤ

２１０／２２０ｎｍでモニターし、ペプチド含有フラクションを回収する。

      【００９９】

Ｄ. ３. ペプチドの配列決定および合成

  溶出ペプチドのアミノ酸配列を、当分野で既知の手動または自動アミノ酸配列
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決定法により決定できる。保護ペプチドの可能性のあるアミノ酸配列が決定でき

たら、ペプチドを任意の所望の量、慣用のペプチド合成または当分野で既知の他

のプロトコールを使用して合成できる。

      【０１００】

  被検ペプチドを、組換えＤＮＡ法を含む、ポリペプチド技術における当業者が

既知の任意の技術により合成できる。固相メリフィールド・タイプ合成のような

合成化学技術が、純度、抗原特異性、望ましくない副産物からの解放、合成の容

易さ等の理由から好ましい。ペプチド合成の多くの方法が利用可能であり、いず

れも本明細書に出展明示により包含させる、固相ペプチド合成に関してSteward 

et al. (1969) Solid Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., San Fran

cisco, California; Bodanszky, et al. (1976) Peptide Synthesis, John Wile

y & Sons, Second Edition; Meienhofer (1983) Hormonal Proteins and Peptid

es, Vol. 2, p. 46, Academic Press, New York, New York; Merrifield (1969)

 Adv Enzymol 32:221296; Fields et al. (1990) Int J Peptide Protein Res 3

5:161214;および米国特許第４,２４４,９４６号；そして伝統的溶液合成に関し

てSchroder et al. (1965) The Peptides, Vol. 1, Academic Press, New York,

 New Yorkに見ることができる。このような合成に使用できる適当な保護基は上

記文献、および、出展明示により本明細書に包含させるMcOmie (1973) Protecti

ve Groups in Organic Chemistry, Plenum Press, New York, New Yorkに記載さ

れている。

      【０１０１】

  一般に、固相合成法は、１個以上のアミノ酸残基または適当な保護アミノ酸残

基の、成長しているペプチド鎖への塩族添加を含む。通常、第１アミノ酸残基の

アミノまたはカルボキシル基のいずれかが適当な、選択的に除去できる保護基で

保護されている。異なる、選択的に除去できる保護基を、リジンのような反応側

鎖基を含むアミノ酸に利用する。

      【０１０２】

  固相合成を例として使用して、保護または誘導体化アミノ酸を、その非保護カ

ルボキシルまたはアミノ基を介して不活性固体支持体に結合させる。アミノまた
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はカルボキシル基の保護末端をついで選択的に除去し、適当に保護された相補性

(アミノまたはカルボキシル)基を有する配列における次のアミノ酸を添加し、す

でに固体支持体に結合している残基とアミド結合を形成するのに適した条件下で

反応させる。アミノまたはカルボキシル基の保護基をついでこの新しく添加した

アミノ酸から除去し、次のアミノ酸(適当に保護されている)をついで添加する、

以下同様。全ての所望のアミノ酸が適当な配列で結合した後、任意の残りの末端

および側鎖保護基(および固体支持体)を連続的にまたは同時に除去し、最終直鎖

ペプチドを得る。

      【０１０３】

  上記の実施例により製造した得られた直鎖ポリペプチドは、対応する環状ペプ

チドを形成するために反応できる、ペプチドの環化の例示的方法は、Zimmer et 

al. (1993) Peptides, pp. 393394, ESCOM Science Publishers, B. V.に記載さ

れている。典型的に、tertブトキシカルボニル保護ペプチドメチルエステルをメ

タノールに溶解し、水酸化ナトリウム溶液を添加し、混合物を２０℃で反応させ

てメチルエステル保護基を加水分解的に除去する。溶媒を蒸発させた後、tertブ

トキシカルボニル保護ペプチドを、酢酸エチルで、酸性水性溶媒から抽出する。

tertブトキシカルボニル保護基を、ついでジオキサン共溶媒中の緩和な酸性条件

下で除去する。このようにして得た遊離アミノおよびカルボキシ末端を有する非

保護直鎖ペプチドを、その対応する環状ペプチドに、ジクロロメタンおよびジメ

チルホルムアミドの混合物中の直鎖ペプチドの希釈溶液を、ジシクロヘキシルカ

ルボジイミドと、１－ヒドロキシベンズトリアゾールおよびＮ－メチルモルホリ

ンの存在下で反応させることにより変換する。得られた環状ペプチドをついでク

ロマトグラフィーで精製する。

      【０１０４】

  得られたペプチドの精製を、ゲル浸透、分配および／またはイオン交換クロマ

トグラフィーを使用した分取ＨＰＬＣのような慣用法を使用して達成する。適当

なマトリックスおよび緩衝液の選択は、当分野で既知であり、本明細書に詳述す

る必要はない。

      【０１０５】
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Ｄ. ４. 検出法

  ＧＲＰ９４、またはある場合ＨＳＰ９０を含む複合体を含むことが疑われるサ

ンプル中の、このような複合体の検出法も本明細書により提供される。一つの実

施態様において、本方法は：サンプルをＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤と、

ＧＲＰ９４含有複合体が結合物質と結合し、第２複合体を形成するのに好ましい

条件下で接触させる；そして第２複合体を、結合物質に接合した標識を介して、

またはその形成に続いて第２複合体に特異的に結合する標識試薬を介して検出す

ることを含む。

      【０１０６】

  結合剤は、好ましくはリガンド－ＧＲＰ９４相互作用の分析の高い構造分析か

ら適当と考えて、アデノシン部分または、アデノシンの場合、２'、３'および５

'位に種々の置換を有する、その構造模倣物を含む。所望により、好ましくは、

親アデノシンへのカルボキサミド架橋として、親和性ベースの精製の目的で固体

支持体への安定な化学架橋を促進するために、ビニル、マレイミドおよび／また

はスクシンイミドエステルを含むが、これに限定されない任意のサブセット内の

化学的反応基、または、アミノまたはスルフヒドリル基のような固体支持体への

化学結合を安定化する置換基で終わる、５'アルキル伸長を含むことができる。

より好ましくは、結合剤はＡＴＰまたはＡＤＰを含まない。代表的結合剤は、式

(Ｉ)の化合物または式(II)の化合物を含む。他の代表的結合剤は、Ｎ－エチルカ

ルボキサミドアデノシン(ＮＥＣＡ)を含む。更なるリガンドは、好ましくは、ア

デノシンのリボースに対応する水素結合模倣物、およびアデノシンのアデニン塩

基に対応するベンズイミダゾールまたは構造関連骨格を担持する親前駆分子のコ

ンビナトリアルケミストリーを介して同定できる。

      【０１０７】

  所望により、固定化結合剤に結合した複合体を、適当な濃度の親リガンド(す

なわち、結合剤)を含む緩衝液で固相支持体を洗浄することにより溶出し、溶出

液中に複合体を提供する。したがって、更に結合剤または溶出リガンドを含む複

合体は、また本発明により提供される。溶出リガンドをついで、ＧＭＰ製造に適

当な、生理食塩水および炭酸アンモニウムを含むがこれらに限定されない、適当
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な緩衝液中で透析することにより溶出液から除去する。

      【０１０８】

  結合物質は、検出可能な標識と接合でき、この場合、検出段階は：複合体を非

結合標識結合物質から分離する；そして複合体上に存在するか、非結合である検

出可能ラベルを検出することを含む。

      【０１０９】

Ｄ. ５. 精製または検出のためのキット

  他の態様において、本発明は、ペプチド複合体、好ましくはＧＲＰ９４複合体

および抗原性分子を単離または精製するためのキットに関する。一つの実施態様

において、キットはＧＲＰ９４を優勢に結合する結合剤を含み、その結合剤は第

１容器に包含される。結合剤は好ましくはリガンド－ＧＲＰ９４相互作用の分析

の高い構造分析から適当と考えて、アデノシン部分または、アデノシンの場合、

２'、３'および５'位に種々の置換を有する、その構造模倣物を含む。所望によ

り、好ましくは、親アデノシンへのカルボキサミド架橋として、親和性ベースの

精製の目的で固体支持体への安定な化学架橋を促進するために、ビニル、マレイ

ミドおよび／またはスクシンイミドエステルを含むが、これに限定されない任意

のサブセット内の化学的反応基、または、アミノまたはスルフヒドリル基のよう

な固体支持体への化学結合を安定化する置換基で終わる、５'アルキル伸長を含

むことができる。より好ましくは、結合剤はＡＴＰまたはＡＤＰを含まない。

      【０１１０】

  代表的結合剤は、式(Ｉ)の化合物または式(II)の化合物を含む。他の代表的結

合剤は、Ｎ－エチルカルボキサミドアデノシン(ＮＥＣＡ)を含む。更なるリガン

ド更なるリガンドは、好ましくは、アデノシンのリボースに対応する水素結合模

倣物、およびアデノシンのアデニン塩基に対応するベンズイミダゾールまたは構

造関連骨格を担持する親前駆分子のコンビナトリアルケミストリーを介して同定

できる。所望により、結合剤を固相支持体に固定化でき、またはキットはまた第

２容器に包含された固相支持体を含むことができる。

      【０１１１】

  キットは、更に結合剤から複合体を溶出するのに使用する溶出緩衝液を含むこ
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とができ、その溶出緩衝液は第３容器に包含される。所望により、溶出緩衝液は

、適当な濃度の親リガンドを含む生理食塩水を含み、複合体を溶出液中に提供す

る。キットは更に、ＧＭＰ製造に適当な、生理食塩水および炭酸アンモニウムを

含むがこれらに限定されない、緩衝液を含むことができる。キットは更に複合体

から抗原性分子を輸出するのに使用する溶出緩衝液も含むことができ、その溶出

緩衝液は第４容器に包含される。適当な溶出緩衝液は上記である。

      【０１１２】

  ＧＲＰ９４を含む複合体を検出するためにキットを使用する場合、キットに含

まれる複合体は更に検出可能標識を含む試薬またはインディケーターを含むこと

ができ、そのインディケーターは第５容器に包含される。あるいは、結合剤が検

出可能標識またはインディケーターを含むことができる。インディケーターは放

射活性標識または酵素を含むことができ、または本明細書に記載の他のインディ

ケーターである。

      【０１１３】

Ｄ. ６. ＧＲＰ９４－ペプチド複合体の免疫原性の測定

  精製ＧＲＰ９４－抗原性分子複合体を、当分野で既知の混合リンパ球腫瘍培養

アッセイ(ＭＬＴＣ)を使用して、免疫原性に関してアッセイできる。限定ではな

く例示の目的で、以下の方法を使用できる。簡単に、マウスに候補ＧＲＰ９４－

抗原性分子複合体を皮下注射する。他のマウスに、他のＧＲＰ９４－抗原性分子

複合体を注射するか、アッセイで陽性コントロールとして働く完全感染細胞のい

ずれかを注射する。マウスに２回、７－１０日離して注射する。最後の免疫化の

１０日後、脾臓を除去し、リンパ球を離す。離したリンパ球を、目的の複合体を

発現する死細胞の添加によりインビトロで続いて再刺激する。

      【０１１４】

  例えば、８×１０6免疫脾臓細胞を、１０％ウシ胎児血清含有３ｍｌ  ＲＰＭ

Ｉ培地中で、４×１０4マイトマイシンＣ処理またはγ－照射(５－１０,０００

ｒａｄｓ)感染細胞(または、場合に応じて適当な遺伝子でトランスフェクトした

細胞)で刺激できる。ある場合、３３％  ２次リンパ球培養上清を、Ｔ細胞成長

因子の源として、Glasebrook et al. (1980) J Exp Med 151:876に記載のように
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包含できる。免疫化後の一次細胞毒性Ｔ細胞応答を試験するために、脾臓細胞を

刺激なしで培養できる。ある実験において、免疫化マウスの脾臓細胞を抗原性が

明白な細胞で再刺激でき、細胞毒性Ｔ細胞応答の特異性を測定する。

      【０１１５】

  ６日後、培養を細胞毒性に関して４時間  51Ｃｒ－放出アッセイで、Palladin

o et al. (1987) Cancer Res 47:5074-5079 and Blachere et al. (1993) J Imm

unotherapy 14:352-356に記載のように試験する。このアッセイにおいて、混合

リンパ球培養を、標的細胞懸濁液に添加し、異なるエフェクター：標的(Ｅ：Ｔ)

比率(通常１：１から４０：１)を得る。標的細胞を、２００ｍＣｉ  51Ｃｒ／ｍ

ｌ含有培養培地で１×１０6標的細胞を、１時間、３７℃でインキュベートする

ことにより予備標識する。細胞を、標識に続いて３回洗浄する。各アッセイ点(

Ｅ：Ｔ比)をトリプリケートで行ない、適当な自発的51Ｃｒ放出(リンパ球をアッ

セイに添加しない)および１００％放出(細胞を界面活性剤で融解)を測定するた

めの適当なコントロールを包含させる。細胞混合物を４時間インキュベートした

後、細胞を２００ｇで５分の遠心によりペレット化する。上清に放出される51Ｃ

ｒの量をガンマカウンターで測定する。細胞毒性の割合を、試験サンプルのｃｐ

ｍから自発的に放出されるｃｐｍを引き、相界面活性剤放出ｃｐｍから自発的に

放出されるｃｐｍを引いたもので割ったものとして測定する。

      【０１１６】

  ＭＨＣクラスＩカスケードを遮断するために、Ｋ－４４ハイブリドーマ細胞(

抗ＭＨＣクラスＩハイブリドーマ)由来の濃縮ハイブリドーマ上清を、試験サン

プルに、１２.５％の最終濃度で添加する。

      【０１１７】

Ｅ. スクリーニング法

  本明細書に記載されているのは、分子シャペロンＧＲＰ９４、またはある場合

ＨＳＰ９０における形態変化を誘発または阻害し、それによりこれらのタンパク

質のシャペロンおよびペプチド結合活性を制御する、化学化合物のための分子基

礎、ならびにハイスループットスクリーニングである。

      【０１１８】



(70) 特表２００３－５２８８８６

  また記載されているのは、ＧＲＰ９４機能のアゴニストおよびアンタゴニスト

(“調節剤”)を同定する目的のために容易に活用できる、ＧＲＰ９４構造および

機能の制御のいくつかの新規の独特な態様である。ＧＲＰ９４発現は、栄養失調

、酸化的ストレス、重金属中毒、低酸素／無酸素および虚血に関連する他の状態

のような細胞性ストレスにより上方制御される。しかし本発明の開示まで、この

活性の基礎を成す分子機構は未知のままであった。したがって、本明細書の記載

は、熱ショックがペプチド結合およびＧＲＰ９４のシャペロン活性を刺激する観

察における熱ショックとの機能的関連である。増加したペプチド結合およびシャ

ペロン活性を負うＧＲＰ９４の熱ショック応答は、閉鎖形から開放、活性形への

タンパク質の形態状態の変化の結果である。

      【０１１９】

  熱ショック誘導立体変化は、抗腫瘍剤ゲルダナマイシンおよびラディシコール

により遮断でき、したがって、抗腫瘍活性の機構、すなわち、ゲルダナマイシン

およびラディシコールがＧＲＰ９４形態変化、したがって、シャペロン活性を遮

断する。このような阻害の機能的結果は、成長因子レセプターキナーゼのような

癌原性シグナル伝達タンパク質が適切に処理されず、したがって細胞が形質転換

に必要な増殖性シグナルを受け取れないことである。したがって、ＧＲＰ９４の

形態を調節する化学化合物は、治療的利点が小胞体からのタンパク質(例えば成

長因子)の出口の阻害または手段により提供できる、癌のような疾患状態の処置

に使用できる。

      【０１２０】

  本発明は、以前抗腫瘍剤ゲルダナマイシンの結合部位として同定された、最近

結晶化されたＨＳＰ９０のＮ末端ドメインに結合する、およびＧＲＰ９４、およ

び、ある場合ＨＳＰ９０の(ポリ)ペプチド結合活性に劇的なおよび実質的な増加

をもたらす立体的変化を誘導する、低分子量分子の同定のための理論的および構

造基礎を提供する。別の実施態様において、同定された分子は、ゲルダナマイシ

ンおよび／またはラディシコールによる観察されるＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０

の調節と同様に、ＧＲＰ９４、およびある場合ＨＳＰ９０の形態的活性化を阻害

する。
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      【０１２１】

  本発明は、ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０機能の調節の機構に関する分野の現在

の認知と著しく異なる。現在の観点では、分子シャペロンのＨｓｐ９０ファミリ

ーは、結合および加水分解のサイクルにより制御されると考えられている(Prodr

omou et al. (1997) Cell 90:65-75)。Ｈｓｐ９０機能のこの観点は、ＡＴＰお

よびＡＤＰの結合部位を含むタンパク質の非常に保存されたＮ末端ドメインおよ

びＡＴＰおよび／またはＡＤＰとの複合体におけるドメインのＸ線結晶学構造を

得ることができるという観察に基づく。

      【０１２２】

  本発明により、ＨＳＰ９０パラログＧＲＰ９０の関連するおよび適切なドメイ

ンが、ＡＴＰまたはＡＤＰに特異的構造選択性を示さないことを証明するデータ

を提供する。機能関連試験のシリーズにおいて、出願人はＡＴＰ、ＡＤＰ、ゲル

ダナマイシンおよびラディシコールが、ＧＲＰ９４がシャペロン活性および／ま

たはペプチド結合に必要な形態をとる、ＧＲＰ９４の能力を遮断および阻害する

ことを更に証明している。したがって、ＧＲＰ９４の活性と拮抗する生理学的リ

ガンドより、ＡＴＰおよびＡＤＰが、このシャペロンの阻害剤として作用する。

      【０１２３】

  ＧＲＰ９４における同定された形態変化は、アデノシンヌクレオチドに類似の

構造を担持するｂｉｓ－ＡＮＳが、分子シャペロンおよびペプチド結合活性の活

性化を伴う、ＧＲＰ９４における三次元形態変化を誘発することが証明された、

実施例で証明したように、ＧＲＰ９４のと調節サイクルの要素である。

      【０１２４】

ｂｉｓ－ＡＮＳの構造

【化１０】
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      【０１２５】

  本発明により、また、ＧＲＰ９４の保存的Ｎ末端ドメインに結合する、および

Ａ)ペプチド結合および／または分子シャペロン活性のいずれかの活性化を伴う

ＧＲＰ９４における形態変化を誘発する、またはＢ)記載の形態を評価または獲

得するために、ＧＲＰ９４の能力を遮断または阻害する低分子量化合物を定義す

る１級構造決定基である。本発明において、そして、タンパク質構造／機能の制

御の分野の当業者に本明細書の記載を検討した後に明白なように、高等真核生物

由来の細胞および組織は、２'および５'位にまだ置換基を担持するが、Ｎ６アデ

ニンの置換基を各、アデノシンに構造類似性を担持する天然リガンド化合物を含

む。

      【０１２６】

  したがって、天然リガンドならびにその模倣物は、アデノシン部分(複数もあ

る)を担持し、アデノシン部分は、先にＡＴＰ／ＡＤＰ結合ポケットとして定義

されたリガンドのＧＲＰ９４の保存Ｎ末端ドメインへの結合において機能する。

代表的リガンド組成物は、上記に式(Ｉ)および(II)として記載する。更なるリガ

ンドは、好ましくは、アデノシンのリボースに対応する水素結合模倣物、および

アデノシンのアデニン塩基に対応するベンズイミダゾールまたは構造関連骨格を

担持する親前駆分子のコンビナトリアルケミストリーを介して同定できる。

      【０１２７】

  リガンドの結合は、シャペロンのおよびペプチド結合活性の活性化を伴う形態

変化を誘発する。更に、天然リガンドの合成は、タンパク質折りたたみの効率お

よびＥＲへの凝集の混乱を誘発する状態により刺激されるようである。これらの

状態は、熱ショック、酸化的ストレス、栄養失調、オリゴサッカライド合成の混
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乱および発生期糖タンパク質への共有結合的凝集および過剰なレベルの重金属の

存在を含むが、これらに限定されない。

      【０１２８】

  シャペロン活性およびゲルダナマイシンおよびラディシコール作用の機構の測

定におけるＧＲＰ９４構造変化の機能的役割の発見と同時に、ＧＲＰ９４(また

は別法として、ＨＳＰ９０)の形態状態をアッセイする単純で速い方法を本明細

書に記載する。この方法の好ましい実施態様は、小合成蛍光プローブ、ｂｉｓ－

ＡＮＳの、ＧＲＰ９４の開放、または活性形態への優先的結合に基づく。ｂｉｓ

－ＡＮＳ結合は、プローブ蛍光強度に劇的な増加を産生する。ｂｉｓ－ＡＮＳは

、本明細書で、ＧＲＰ９４の熱ショック誘導形態変化の非常に感受性のインディ

ケーターとして同定されている。更に、ｂｉｓ－ＡＮＳ自体、ペプチド結合およ

びシャペロン機能の活性化に必要なＧＲＰ９４における形態変化を誘発できる。

したがって、ｂｉｓ－ＡＮＳは、ＧＲＰ９４活性化のアゴニストおよび活性化の

相対的状態のインディケーターの両方である。ｂｉｓ－ＡＮＳは、これらの変化

をゆっくりした時間で誘導し、それにより熱ショック－様形態変化のインデュー

サーならびに他の化合物により誘導される形態変化のプローブとして使用できる

。逆に、そして、実施例に記載のように、ｂｉｓ－ＡＮＳは、熱ショック－誘導

形態変化を遮断する化合物の同定に使用できる。実際、本発明のスクリーニング

システムは、ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０を介して作用することが既知の二つの抗腫

瘍剤であるラディシコールおよびゲルダナマイシンが、これらのタンパク質が機

能に必要な形態に変換するのを遮断できることを示す。

      【０１２９】

  この方法の他の好ましい実施態様は、関連合成蛍光プローブ、８－ＡＮＳを使

用する。８－ＡＮＳはまたＧＲＰ９４の活性形態への優勢的結合を示す。しかし

、ｂｉｓ－ＡＮＳと異なり、８－ＡＮＳはインディケーターとしてのみ作用し、

アゴニスト活性を欠く。８－ＡＮＳはまたＧＲＰ９４調節剤の発見のスクリーニ

ングアッセイに有用である。

      【０１３０】

  したがって、本発明により、生物学的活性を調節する能力に関して候補物質を
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スクリーニングする方法が提供される。スクリーニング法は、ＧＲＰ９４の天然

または内因性リガンド(複数もある)の同定にも使用する。

      【０１３１】

  一つの実施態様において、候補物質は、ＧＲＰ９４の生物学的活性を、ＧＲＰ

９４への結合または分子間相互作用により調節できる可能性のある物質である。

“調節する”なる用語は、ＧＲＰ９４の任意のまたは全ての生物学的活性または

特性の増加、減少、または他の変更を意味する。したがって、ＧＲＰ９４の天然

または内因性リガンド(複数もある)は、また“候補物質”である。天然または内

因性リガンド(複数もある)を含むことが疑われる生物学的サンプルも“候補物質

”である。小分子および小分子のコンビナトリアルライブラリーも候補“物質”

である。本明細書に記載のスクリーニングアッセイにより同定される候補物質は

、ＧＲＰ９４生物学的活性を調節する能力を有する。このような候補物質は、Ｇ

ＲＰ９４の生物学的活性の調節が望まれる疾患および状態の処置に、および本明

細書に記載の精製およびスクリーニング法に有用性がある。

      【０１３２】

  本発明は、したがって、分子シャペロンＧＲＰ９４、またはある場合ＨＳＰ９

０における形態変化を誘導または阻害し、それによりこれらのタンパク質のシャ

ペロンおよびペプチド結合を阻害する、化学化合物の分子基礎およびハイスルー

プットスクリーニングに関する。

      【０１３３】

Ｅ. １. 一般的スクリーニング法

  ＧＲＰ９４および／またはＨＳＰ９０生物学的活性を調節する能力に関して候

補物質をスクリーニングする方法が、本明細書により提供される。一つの実施態

様において、本方法は(ａ)ＧＲＰ９４タンパク質およびＧＲＰ９４タンパク質に

対するリガンドを含む試験サンプルを確立する；(ｂ)候補物質または候補物質を

含むことが疑われるサンプルを試験サンプルに投与する；そして(ｃ)試験サンプ

ル中のＧＲＰ９４タンパク質とリガンドの結合における候補物質の影響を測定し

、それにより、候補物質がＧＲＰ９４タンパク質の生物学的活性を調節する能力

を測定することを含む。
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      【０１３４】

  試験サンプルは更にインディケーターを含むことができる。“インディケータ

ー”なる用語は、暗対明検出、蛍光または化学ルミネッセンス分光測光法、シン

チレーション分光法、クロマトグラフィー、液体クロマトグラフィー／質量分析

(ＬＣ／ＭＳ)、比色分析等のような標準検出技術を使用して容易に検出できる化

学種または化合物を言及することを意図する。代表的インディケーター化合物は

、したがって、蛍光原性または蛍光化合物、化学ルミネッセンス化合物、比色化

合物、ＵＶ／ＶＩＳ吸収化合物、放射性核種およびこれらの組合せを含むが、こ

れらに限定されない。好ましい実施態様において、リガンドは更にインディケー

ターを含む。より好ましい実施態様において、リガンド／インディケーターは１

,８－アニリノナフタレンスルホネート(８－ＡＮＳ)を含む。

      【０１３５】

  候補物質がＧＲＰ９４および／またはＨＳＰ９０生物学的活性を調節する能力

は、任意の適当な方法で測定できる。例えば、候補物質がＧＲＰ９４および／ま

たはＨＳＰ９０生物学的活性を調節する能力は：(ｉ)ＧＲＰ９４および／または

ＨＳＰ９０とＧＲＰ９４および／またはＨＳＰ９０に対するリガンドの結合にお

ける候補物質の影響によりインディケーターにより産生されるシグナルを検出す

る；そして(ii)コントロールサンプルと比較して産生されたシグナルの量に基づ

いて候補物質をＧＲＰ９４および／またはＨＳＰ９０の生物学的活性の調節剤と

して同定することにより測定できる。

      【０１３６】

  好ましい実施態様において、単純および有効な蛍光ベースのスクリーニング法

が、その活性を担うＧＲＰ９４の形態変化の阻害剤および活性剤を同定するため

に提供される。本方法は、ロボット利用および非常に高処理量のシステムの両方

に容易に修正できる。

      【０１３７】

  したがって、一つの実施態様において、本発明のスクリーニング法は、Ｈｓｐ

９０タンパク質の生物学的活性の活性剤として候補物質を同定することに関する

。好ましい実施態様において、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ
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９０である。本方法はＨｓｐ９０タンパク質および候補物質を含む試験サンプル

を確立する；試験サンプルに８－ＡＮＳを投与する；そして８－ＡＮＳにより産

生される蛍光シグナルを検出する；そしてコントロールサンプルと比較して、８

－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナルの量に基づいて、Ｈｓｐ９０タンパク質

の生物学的活性の活性剤として候補物質を同定することを含む。

      【０１３８】

  本方法は、更に、８－ＡＮＳ添加前に、Ｈｓｐ９０タンパク質を候補物質と、

３７℃で約１時間インキュベートすることを更に含む。所望により、８－ＡＮＳ

Ｈｓｐ９０タンパク質とほぼ等モル量で添加することができる。加えて、候補物

質コントロールサンプルと比較して増加した８－ＡＮＳ蛍光シグナルの検出によ

り、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の活性剤として同定する。

      【０１３９】

  他の実施態様において、本発明のスクリーニング法は、Ｈｓｐ９０タンパク質

の生物学的活性の阻害剤として候補物質を同定することに関する。本方法は、Ｈ

ｓｐ９０タンパク質と候補物質を含む試験サンプルを確立する；試験サンプルを

熱ショックに付し、Ｈｓｐ９０タンパク質に形態的変化を誘導する；８－ＡＮＳ

を試験サンプルに投与する；８－ＡＮＳのＨｓｐ９０タンパク質への結合により

産生された蛍光シグナルを検出する；コントロールサンプルと比較して、８－Ａ

ＮＳにより産生される蛍光シグナルの量に基づいて、候補物質を、Ｈｓｐ９０タ

ンパク質の生物学的活性の阻害剤として同定することを含む。好ましい実施態様

において、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０である。

      【０１４０】

  所望により、本方法は更に試験サンプルを、試験サンプルの熱ショッキングの

前に３７℃で１時間インキュベートすることを含む。熱ショッキングを５０℃で

約１５分行なうことができる。好ましくは、８－ＡＮＳを、Ｈｓｐ９０タンパク

質とほぼ等モル量添加する。候補物質はまたコントロールサンプルと比較して、

減少した８－ＡＮＳにより産生される蛍光シグナルの検出により、Ｈｓｐ９０タ

ンパク質の生物学的活性の阻害剤として同定できる。

      【０１４１】
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Ｅ. ２. 細胞ベースのスクリーニングアッセイ

  本発明のスクリーニングアッセイはまた候補物質が、ＧＲＰ９４のようなＨｓ

ｐ９０タンパク質の生物学的活性を調節、すなわち、阻害または促進する、およ

び好ましくは、それにより穂兪的細胞内のＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパ

ク質の生物学的活性を調節する、候補物質の能力の測定も含み得る。本発明のポ

リペプチドを含むことが既知の天然に存在する細胞か、上記に明示のような形質

転換の工程に従い製造した形質転換細胞である。試験サンプルは、更にＨｓｐ９

０ポリペプチドを発現する細胞または細胞計を含むことができる；本発明はまた

例示法において使用するのに適した組換え細胞系も意図する。このような細胞は

哺乳類、またはヒトであり得、またはそれらは酵母を含むが、これに限定されな

い他の生物由来であり得る。

      【０１４２】

  代表的アッセイは、天然Ｈｓｐ９０リガンド(複数もある)を含む、Ｈｓｐ９０

または他のＨｓｐ９０仲介細胞性工程に重要なＨｓｐ９０相互作用遺伝子を効率

的に同定する、遺伝的スクリーニングアッセイおよび酵母２ハイブリッドスクリ

ーニングのような分子生物学的スクリーニングを含む。酵母２ハイブリッドシス

テムは記載され(Chien et al. (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88:9578-9582)

、商品としてClontech (Palo Alto, California)から入手可能である。したがっ

て、本発明のスクリーニングアッセイの一つの実施態様により、候補物質を更に

ポリペプチドとして特徴付けし、スクリーニング法は更に候補ポリペプチドをコ

ードする核酸分子の精製および単離の段階を含むことができる。

      【０１４３】

  したがって、高等真核生物の細胞における、ＧＲＰ９４および／またはＨＳＰ

９０リガンドの定常状態およびストレス誘発産生を仲介する酵素も本発明により

調節できる。このような異化酵素も天然Ｈｓｐ９０リガンド(例えば、天然ＧＲ

Ｐ９４またはＨＳＰ９０リガンド)の定常状態レベルの増加を誘発し、それによ

り、Ｈｓｐ９０タンパク質、好ましくはＧＲＰ９４のシャペロンおよびペプチド

結合活性の構造的および機能的活性化の誘発を導く、化合物の設計のための適当

なおよび合理的な標的を示す。
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      【０１４４】

  スクリーニングアッセイは、ＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質の生物

学的活性の調節の試験に適当な条件下に細胞を提供できる。これらの実験は、ｐ

Ｈ、温度、張性、適切な代謝因子の存在(例えば、例えばＣａ++のような金属イ

オン、成長因子、インターロイキン、またはコロニー刺激因子)、およびグリコ

シル化またはプレニル化のようなポリペプチドへの適切な修飾を含むが、これら

に限定されない。本発明のポリペプチは、原核生物または真核生物細胞で発現お

よび利用できる。宿主細胞はまたレセプターを見ることができる亜細胞フラクシ

ョンに分画もできる。例えば、ポリペプチドを発現する細胞を、核、小胞体、液

胞、または細胞の膜表面に分画できる。米国特許第５,８３７,４７９号；第５,

６４５,９９９号；第５,７８６,１５２号；第５,７３９,２７８号；および第５,

３５２,６６０号も例示的スクリーニングアッセイを記載し、各々のその全体の

内容を出展明示により本明細書に包含させる。

      【０１４５】

Ｅ. ３. ハイスループットスクリーニング

  本発明のスクリーニング法の他の実施態様において、Ｈｓｐ９０ポリペプチド

(例えば、ヒトＧＲＰ９４)またはその活性フラグメントまたはオリゴペプチドは

、任意の種々のハイスループット医薬スクリーニング技術における化合物のライ

ブラリーのスクリーニングに使用できる。このようなスクリーニングに用いるフ

ラグメントは、溶液中に遊離し、固体支持体付着し、細胞表面に負われ、または

細胞内に位置し得る。Ｈｓｐ９０ポリペプチド、好ましくはＧＲＰ９４ポリペプ

チド、試験する候補物質の間の結合複合体の形成は、本明細書に記載のように測

定できる。

      【０１４６】

Ｅ. ４. 合理的医薬設計

  合理的医薬設計によりＨｓｐ９０タンパク質の調節剤を同定する方法も本発明

により提供される。本方法は、Ｈｓｐ９０タンパク質、好ましくはＧＲＰ９４の

構造をベースにした基質結合部位におけるアミノ酸と非共有結合的結合を形成す

る、Ｈｓｐ９０タンパク質の可能性のある調節剤を設計する；調節剤を合成する
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；そして可能性のある調節剤がＨｓｐ９０タンパク質の活性を調節するかどうか

を測定することを含む。調節剤は当分野で既知の方法により合成し得る。調節剤

がＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性を調節する調節剤であるかの測定は、本

明細書に記載のスクリーニング法により成すか、または当分野で既知の他のスク

リーニング法により成す。これが、“合理的”医薬設計の方法である。

      【０１４７】

  更なる代表的合理的医薬設計技術は、その全体を出展明示により本明細書に包

含させる米国特許第５,８３４,２２８号および第５,８７２,０１１号に記載され

ている。

      【０１４８】

  したがって、合理的医薬設計によるＨｓｐ９０タンパク質の調節剤の同定法が

、本発明により提供される。本方法は、Ｈｓｐ９０タンパク質の結晶構造をベー

スにした基質結合部位におけるアミノ酸と非共有結合的結合を形成する、Ｈｓｐ

９０タンパク質の可能性のある調節剤を設計する；調節剤を合成する；そして可

能性のある調節剤がＨｓｐ９０タンパク質の活性を調節するかどうかを測定する

ことを含む。調節剤は当分野で既知の方法により合成し得る。調節剤がＨｓｐ９

０タンパク質の生物学的活性を調節する調節剤であるかの測定は、本明細書に記

載のスクリーニング法により成すか、または当分野で既知の他のスクリーニング

法により成す。好ましい実施態様において、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４

である。

      【０１４９】

Ｆ. Ｈｓｐ９０生物学的活性の調節

  Ｈｓｐ９０タンパク質が、人体の本質的に全ての細胞に見られ、多くの異なる

細胞性タンパク質のプロセッシングならびに免疫系への腫瘍および外来抗原の提

示に関与するため、本発明のスクリーニング法により同定された化合物(“リガ

ンド組成物”または“調節剤”と呼ぶ)は、治療およびワクチン開発において広

範囲の価値を有する。代表的リガンド組成物または調節剤は、本明細書に式(Ｉ)

として上記である。アデノシンに構造的に似てない調節剤も提供され、上記の合

理的医薬設計およびコンビナトリアルスクリーニング法により設計および／また
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は同定されるものを含む、

      【０１５０】

  好ましい実施態様において、Ｈｓｐ９０調節剤は、Ｈｓｐ９０タンパク質にお

ける形態変化を誘導する。より更に好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質活性調節

剤は、本明細書に記載のスクリーニングアッセイに従い同定される。調節剤は、

ＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性を調節できる。ＧＲＰ

９４およびＨＳＰ９０の抗原提示活性に関連して、その活性剤をインビトロで適

用し、これらの特異的ペプチドエピトープをプロセッシングする組織または侵襲

性生物に対するワクチンの製造のためのこれらのタンパク質のペプチド充填の助

けとなることができる。ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０生物学的活性の活性剤を、癌患

者から摘出した腫瘍細胞に提供し、細胞の致死的不活性化の前にこの腫瘍細胞の

抗原性を増加させ、免疫刺激剤として体内に再注入できる。ＧＲＰ９４／ＨＳＰ

９０生物学的活性の活性剤は、その場で腫瘍の抗原性を増加するために、脊椎動

物に直接投与できる。ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０生物学的活性の活性剤はまた細菌

、ウイルスまたは体内寄生虫に対する抗体的作用も、適応できる免疫系により、

細菌、ウイルスまたは寄生虫の抗原性およびその認識を増加させることにより、

有することができる。ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０生物学的活性の活性剤は、更に、

特異的抗腫瘍、抗ウイルス、または抗細菌エピトープを示すコンビナトリアルラ

イブラリーからペプチドを同定するための更なるスクリーニングに使用できる。

ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０のシャペロン活性に関連して、その活性剤はまた虚

血性状態に由来する細胞性損傷を軽減または予防する。

      【０１５１】

  ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０機能の阻害剤は、抗腫瘍活性を有することができる。

ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０機能の阻害剤はまたその感染状態におけるウイルスまた

は細菌タンパク質のプロセッシングを緩衝し、これらの感染の進行を遅くできる

。ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０機能の阻害剤は、また脊椎動物被検体に、移植組織拒

絶反応を軽減するために、または関節リウマチおよび全身性エリテマトーデスの

ような自己免疫疾患の進行を遅くするために、組織の抗原性を減少するために投

与できる。ＧＲＰ９４活性の阻害剤はまた小胞体からのタンパク質(例えば成長
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因子レセプター)の出口の阻害または遮断により、癌のような疾患の処置に使用

できる。

      【０１５２】

  本発明により調節するＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活

性は、抗原性分子との複合体の形成における活性の充填、被検体における免疫応

答の誘発；被検体における一つのタイプの癌の処置または予防；特に、一つのタ

イプの癌または感染性疾患に関する抗原提示細胞(ＡＰＣ)の感作；そして小胞体

に沿ったタンパク質輸送の促進を含むが、これらに限定されない。

      【０１５３】

  Ｈｓｐ９０タンパク質の他の調節できる生物学的活性は、心停止、アジストリ

ーおよび持続性心室性不整脈、心臓手術、心肺バイパス手術、臓器移植、脊髄損

傷、頭部外傷、卒中、血栓塞栓性卒中、出血性卒中、脳血管痙攣、低血圧、低血

糖、癲癇重積症、癲癇発作、不安、精神分裂病、神経退行性疾患、アルツハイマ

ー病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症(ＡＬＳ)、または新生児ストレスを

含むが、これらに限定されない虚血／再潅流の状態に起因する細胞性損傷の予防

または期限を含む。この場合、リガンドは内因性Ｈｓｐ９０タンパク質を、Ｈｓ

ｐ９０タンパク質の係蹄的活性化の促進により調節できる。好ましくは、リガン

ドを、本明細書に記載のスクリーニングまたは合理的薬剤設計法により同定し、

それはＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０の調節に関連する。

      【０１５４】

Ｆ. １ ＧＲＰ９４－抗原性分子複合体のインビトロ製造

  本発明により、ＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質の抗原性分子への複

合体が、インビトロでＨｓｐ９０タンパク質活性調節剤を使用して産生する。糖

業者に認識されるように、本明細書に記載の方法により単離した、化学的合成し

た、または組換え的に製造したペプチドを、種々の天然に精製したまたは組換え

Ｈｓｐ９０タンパク質と、インビトロで再構築し、例えば、免疫原性非共有結合

的ＧＲＰ９４－抗原性分子複合体を産生できる。あるいは、外来性抗原または抗

原性／免疫原性フラグメントまたはそれらの誘導体を、本発明の免疫治療的また

は予防的ワクチンに使用するためのＨｓｐ９０タンパク質と非共有結合的に複合
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体かできる。複合体を次いで適当な方法を使用して精製でき、好ましくは、上記

の本発明に記載の親和性精製を介して精製する。

      【０１５５】

  代表的試みにおいて、抗原性分子(１μｇ)およびＧＲＰ９４(９μｇ)を混合し

、約５  抗原性分子：１  ＧＲＰ９４モル比を得る。次いで、混合物を１５分か

ら３時間、４℃から４５℃で、ＧＲＰ９４と定量的に等モルのｂｉｓ－ＡＮＳと

、２０ｍＭ  リン酸ナトリウム、ｐＨ  ７.２、３５０ｍＭ  ＮａＣｌ、３ｍＭ

ｍｇＣｌ2および１ｍＭ  ｐフェニルメチルスルホニルフルオリド(ＰＭＳＦ)を

含むもののような適当な結合緩衝剤中、インキュベートする。調節物を、ＣＥＮ

ＴＲＩＣＯＮ(登録商標)１０アッセンブリー(Amicon of Beverly, Massachusett

s)を通して遠心し、非結合ペプチドを除去する。ペプチドとＧＲＰ９４の会合を

、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりアッセイできる。更なる代表的試みは、実施例に記載

する。

      【０１５６】

  複合体形成に続き、免疫原性ＧＲＰ９４－抗原性分子複合体を、所望により、

インビトロで、例えば、本明細書に記載の混合リンパ球腫瘍細胞アッセイ(ＭＬ

ＴＣ)でアッセイできる。免疫原性複合体を単離したら、それらは所望により、

更に、本明細書に記載の好ましい投与プロトコールおよび賦形剤を使用して、動

物モデルで特徴付けできる。

      【０１５７】

Ｆ. １. １ 外来性抗原性分子

  それらの抗原または抗原性部分は、抗体またはＭＨＣ分子に結合する能力(抗

原性)または免疫応答を産生する能力(免疫原性)により当分野で既知の標準免疫

アッセイにより容易に同定されるものから、ＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タン

パク質との複合体形成に使用するための抗原性分子として選択できる。疫原性ま

たは抗原性を、抗体への結合の検出により測定するために、放射免疫アッセイ、

ＥＬＩＳＡ(酵素免疫測定法)、“サンドイッチ”免疫アッセイ、免疫放射定量測

定法、ゲル内沈降反応、免疫拡散アッセイ、インビボ免疫アッセイ(例えば、コ

ロイド状金、酵素、または放射性同位体標識を使用した)、ウェスタンブロット
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、免疫沈降反応、凝集アッセイ(例えば、ゲル凝集アッセイ、赤血球凝集アッセ

イ)、補体固定アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイおよび免疫

電気泳動アッセイ等のような技術を使用した競合的および非競合的アッセイ系を

含むが、これらに限定されない、当分野で既知の種々の免疫アッセイを使用でき

る。

      【０１５８】

  一つの実施態様において、抗体結合は一次抗体上の標識の検出により検出する

。他の実施態様において、一次抗体を、一次抗体への二次抗体または試薬の結合

の検出により検出する。更なる実施態様において、二次抗体を標識する。免疫ア

ッセイにおける結合の検出に関する分野で多くの方法および技術が既知であり、

使用できる。免疫原性の検出のための一つの実施態様において、Ｔ細胞仲介応答

を、標準法、例えば、インビトロ細胞毒性アッセイまたはインビボ遅延型過敏症

アッセイにより検出できる。

      【０１５９】

  抗原性分子として使用するために恐らく有用である抗原またはその誘導体は、

また、病原体感染の中和における抗原の関与(Norrby (1985) "Summary" in Vacc

ines 85, Lerner et al. (eds.), pp. 388-389, Cold Spring Harbor Press, Co

ld Spring Harbor, New York)、タイプまたはグループ特異性、被検体の抗血清

または免疫細胞における認識、および／または抗原に特異的な抗血清または免疫

細胞の防御的効果の証明のような、種々の基準により同定できる。加えて、病原

体による疾患の処置または予防が望まれる場合、抗原がコードするエピトープは

、好ましくは、抗原性変異を同時に、または種々の同じ病原体の異なる単離物を

全く示さないか、ほんのわずかしか示すべきではない。

      【０１６０】

  好ましくは、癌を処置または予防することが望ましい場合、既知の腫瘍特異的

抗原またはそれらのフラグメントまたは誘導体を使用する。例えば、このような

腫瘍特異的または腫瘍関連抗原は、ＫＳ１／４ｐａｎ－癌腫抗原((Perez & Walk

er (1990) J Immunol 142:3662-3667; Bumal (1988) Hybridoma 7(4):407-415)

；卵巣癌腫抗原(ＣＡ１２５)(Yu et al. (1991) Cancer Res 51(2):468-475)；
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プロスタティク・アシッド・ホスフェート(Tailer et al. (1990) Nuc Acids Re

s 18(16):4928)；前立腺特異的抗原(Henttu & Vihko (1989) Biochem Biophys R

es Comm 160(2):903-910; Israeli et al. (1993) Cancer Res 53:227-230)；黒

色腫－関連抗原ｐ９７(Estin et al. (1989) J Natl Cancer Inst 81(6):445-44

6)；黒色腫抗原ｇｐ７５(Vijayasardahl et al. (1990) J Exp Med 171(4):1375

-1380)；高分子量黒色腫抗原(Natali et al. (1987) Cancer 59:55-63)および前

立腺特異的膜抗原を含むが、これらに限定されない。具体的実施態様において、

ある腫瘍に特異的な、抗原またはそれらのフラグメントまたは誘導体を、ＧＲＰ

９４のようなＨｓｐ９０タンパク質との複合体形成、続く腫瘍を有する被検体へ

の投与に使用する。

      【０１６１】

  好ましくは、ウイルス疾患の処置または予防が望まれる場合、既知のウイルス

のエピトープを含む分子を使用する。例えば、このような抗原性エピトープは、

Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型

単純疱疹(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純疱疹(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エ

コーウイルス、ロータウイルス、呼吸器合胞体ウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイル

ス、パポーベウイルス、サイトメガロウイルス、エキノウイルス(echinovirus)

、アルボウイルス、ヒュアンタウイルス(huntavirus)、コクサッキーウイルス、

ムンプス・ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、Ｉ型ヒト

免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－Ｉ)およびII型ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ－II)を

含むが、これらに限定されないウイルスから調製できる。好ましくは、細菌感染

の処置または予防が望まれる場合、既知の細菌のエピトープを含む分子を使用す

る。例えば、このような抗原性エピトープは、Mycobacteria、Mycoplasma、Neis

seriaおよびLegionellaを含むが、これらに限定されない細菌から調製できる。

      【０１６２】

  好ましくは、原生動物感染の処置または予防が望まれる場合、既知の原生動物

のエピトープを含む分子を使用する。例えば、このような抗原性エピトープは、

Leishmania、KokzidioaおよびTrypanosomaを含むが、これらに限定されない原生

動物から調製できる。好ましくは、寄生虫感染の処置または予防が望まれる場合
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、既知の寄生虫のエピトープを含む分子を使用する。例えば、このような抗原性

エピトープは、ChlamydiaおよびRickettsiaを含むが、これらに限定されない寄

生虫から調製できる。

      【０１６３】

Ｆ. １. ２. ＭＨＣ複合体からのペプチド

  候補免疫原性または抗原性ペプチドは、内因性Ｈｓｐ９０－ペプチド複合体か

ら上記のように、または続いて抗原性分子として使用するための内因性ＭＨＣ－

ペプチド複合体から、インビトロでＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質に

複合体化することにより単離できる。ＭＨＣ分子からの恐らく免疫原性であるペ

プチドの単離は、当分野で既知であり、したがって本明細書に詳述しない。その

内容を出展明示により本明細書に包含させるFalk et al. (1990) Nature 348:24

8-251; Rotzsche et al. (1990) Nature 348:252-254; Elliott et al. (1990) 

Nature 348:191-197; Falk et al. (1991) Nature 351:290-296; Demotz et al.

 (1989) Nature 343:682-684; Rotzsche et al. (1990) Science 249:283-287参

照。簡単に、ＭＨＣ－ペプチド複合体を、慣用の免疫親和性方法により単離でき

る。ペプチドを次いでＭＨＣ－ペプチド複合体から、約０.１％ＴＦＡのアセト

ニトリル溶液の存在下、複合体をインキュベートすることにより単離溶出できる

。溶出ペプチドを、本明細書に記載のようにＨＰＬＣにより分画および精製でき

る。

      【０１６４】

Ｆ. ２. Ｈｓｐ９０生物学的活性を調節するための治療法

  本発明の治療法は、ＧＲＰ９４のようなＨｓｐ９０タンパク質の生物学的活性

を調節、すなわち、阻害または促進する物質を必要とする被検体に投与すること

を含む。代表的物質は、また“リガンド組成物”または“調節剤”と呼ぶが、本

明細書に記載されており(例えば、式(Ｉ)の化合物)本明細書に明示の任意のスク

リーニングアッセイによりまた同定できる。その方法は、有効量のＨｓｐ９０調

節剤を投与することによる、Ｈｓｐ９０タンパク質の生物学的活性の調節が必要

な疾患に罹患している被検体の処置法を含む。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク

質はＧＲＰ９４である。より好ましくは、調節剤は、Ｈｓｐ９０タンパク質の形
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態変化を誘導する。より更に好ましくは、調節剤を本明細書に記載のスクリーニ

ングアッセイにより同定する。

      【０１６５】

  “調節する”なる用語により、Ｈｓｐ９０タンパク質の活性を、処置する疾患

の状態に依存して促進または阻害し、１個または数個のＧＲＰ９４を含むＨｓｐ

９０タンパク質に影響できる物質を意味する。投与は、癌、感染性疾患および虚

血性状態を含むがこれらに限定されない、ＧＲＰ９４／ＨＳＰ９０－仲介機構に

より悪化し得る疾患の処置を提供できる。

      【０１６６】

  多くの実施態様において本発明により処置する被検体は、望ましくはヒト被検

対であるが、本発明の原則は、本発明が、“被検体”なる用語に包含することを

意図する、無脊椎動物および、哺乳類を含む全ての脊椎動物に関して有効である

ことを示すことは理解されよう。これは、Ｈｓｐ９０タンパク質の系統発生的偏

在性質の観点から特に当てはまる。更に、哺乳類は、癌または感染性疾患の処置

または予防が望まれる任意の哺乳類種、特に、農業的および家畜的哺乳動物種を

含むと理解されよう。

      【０１６７】

  本発明の方法は、特に温血脊椎動物の処置に有用である。したがって、本発明

は哺乳類および鳥類に関する。

      【０１６８】

  より具体的に、意図されるのはヒトのような哺乳類、ならびに絶滅の危機に瀕

しているために重要な(シベリアンタイガーのような)、ヒトのために経済的に重

要な(ヒトが消費するために農家で飼育されている動物)および／または社会的に

重要な(ペットとしてまたは動物園で飼育)哺乳類、例えば、ヒト以外の食肉動物

(ネコおよびイヌのうような)、スワイン(ブタ、ホッグおよびイノシシ)、反芻動

物(畜牛、牡牛、ヒツジ、キリン、シカ、バイソンおよびラクダ)、および馬の処

置である。また、意図されるのは、絶滅の危機に瀕している、動物園にいる、な

らびに家禽である種類の鳥の処置を含む鳥の処置、およびより特には、ヒトにと

ってまた重要であるため、家畜化された家禽、すなわち、七面鳥、鶏、アヒル、



(87) 特表２００３－５２８８８６

ガチョウ、ホロホロチョウ等のような飼鳥類である。したがって、意図されるの

は、家畜化スワイン(ブタおよびホッグ)、反芻動物、馬、飼鳥類等を含むが、こ

れらに限定されない家畜の処置である。

      【０１６９】

  一つの実施態様において、リガンド組成物または調節剤を、Ｈｓｐ９０タンパ

ク質(好ましくはＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０)および抗原性分子を含む複合体と

関連して投与する。好ましくは、被検体に対して“自己”である；すなわち、複

合体を、被検体の感染細胞または癌細胞または前癌細胞かのいずれかから単離す

る(例えば、好ましくは被検体の単離組織または腫瘍生検から調製する)。より好

ましくは、複合体を、本明細書に上記の本発明の精製法により精製する。

      【０１７０】

  あるいは、複合体をインビトロで製造する(例えば、外来性抗原性分子との複

合体が望まれる場合)。あるいは、Ｈｓｐ９０タンパク質(好ましくはＧＲＰ９４

またはＨＳＰ９０)および／または抗原性分子を特定の被検体、または他から、

または、特定の脊椎動物被検体または他に本来由来するクローン化Ｈｓｐ９０タ

ンパク質(好ましくはＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０)を使用した組換え製造法によ

り単離する。Ｈｓｐ９０タンパク質との複合体化に使用する外来性抗原およびフ

ラグメントおよび誘導体(ペプチドおよび非－ペプチドの両方)は、当分野で既知

のものから選択でき、および、抗体またはＭＨＣ分子に結合する能力(抗原性)ま

たは免疫応答を産生する能力(免疫原性)により当分野で既知の標準免疫アッセイ

により容易に同定されるものから選択できる。Ｈｓｐ９０タンパク質(好ましく

はＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０)および抗原性分子の複合体は、被検体の癌また

は前癌組織から、または癌細胞系から単離でき、またはインビトロで製造できる

(外来性抗原を抗原性分子として使用する実施対応において必要なように)。好ま

しくは、複合体を、本明細書に上記の本発明の精製法により精製する。

      【０１７１】

  本発明はまた、ＧＲＰ９４生物学的活性調節剤に関連して、ＧＲＰ９４および

腫瘍に特異的な抗原分子を含む複合体を投与した後に、腫瘍に特異的なＭＨＣク

ラスＩ限定ＣＤ８+細胞毒性Ｔリンパ球の被検体による産生を測定することを含
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む、被検体、好ましくはヒト被検体におけるインビボ腫瘍拒絶を測定する方法も

提供する。好ましくは、ＧＲＰ９４はヒトＧＲＰ９４を含む。本発明の免疫原性

ＧＲＰ９４－ペプチド複合体は、ＧＲＰ９４および被検体で免疫応答を誘発でき

るペプチドを含む任意の複合体を含む。ペプチドは、好ましくはＧＲＰ９４と非

共有結合的に会合している。

      【０１７２】

  Ｈｓｐ９０タンパク質は被検体に対して異質遺伝的であり得るが(例えば、処

置する第１脊椎動物被検体に存在する癌組織と同じタイプである第２脊椎動物被

検体の癌組織から単離)、好ましい実施態様において、Ｈｓｐ９０タンパク質は

、投与する被検体の自己である(由来する)。Ｈｓｐ９０タンパク質および／また

は抗原性分子は、天然源から精製でき、化学的に合成でき、または組換え的に製

造できる。好ましくは、複合体および／または抗原性分子を、本明細書に上記の

本発明の精製法により精製する。本発明は、実験的腫瘍モデルにおいてペプチド

複合体に非共有結合的に結合するＨｓｐ９０タンパク質の最適量を評価し、デー

タを外挿することによる、ヒト癌免疫治療のための投与量の決定法を提供する。

具体的に、動物で概算した有効量の５倍増加を超えない倍率を、ヒト被検体にお

ける癌免疫治療またはワクチン摂取の最適処方として使用する。好ましくは、Ｈ

ｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４である。

      【０１７３】

  本発明は、宿主固体の免疫能力を促進し、感染減に対する特異的免疫性、また

は前新生物および新生物細胞に対する特異的免疫性を誘発する、組成物の組合せ

を提供する。本明細書の治療的レジメおよび医薬組成物を下に記載する。これら

の組成物は、感染性疾患の発症および進行を予防し、腫瘍細胞の発症を予防し、

腫瘍細胞の増殖および進行を阻害し、このような組成物が感染性疾患および癌免

疫治療における特異的免疫を誘導できることを示す。例えば、Ｈｓｐ９０－抗原

性分子複合体を、カルレティキュリンのような他の複合体、および抗原分子と組

み合わせて本発明の方法により投与できる。

      【０１７４】

  したがって、本発明は被検体における癌の予防および処置法を提供する。代表
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的方法は、治療的有効量のＨｓｐ９０調節剤(好ましくはＧＲＰ９４調節剤)を必

要とする被検体に投与することを含む。このような被検体は、癌に罹患している

か、癌の発症の危険性がある被検体を含むが、これらに限定されない。本方法に

用いることができる代表的調節剤は、ＧＲＰ９４機能(Ｈｓｐ９０)機能を阻害で

きるリガンドを含む。このようなリガンドは、本明細書に記載のスクリーニング

方法を使用して設計および同定し、したがって、抗腫瘍剤、および／または抗新

生物剤として使用する。これらの活性剤の特徴付けは、本明細書に記載のおよび

当分野で既知の方法により達成できる。

      【０１７５】

  別の態様において、本発明方法は、Ｈｓｐ９０タンパク質および直接関係のあ

る抗原性分子を、宿主個体の免疫能を刺激し、前新生物および／または新生物細

胞に対する特異免疫を誘導する調節剤と共に含む複合体を投与することを含む。

好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４である。

      【０１７６】

  ここで使用されている「前新生物」細胞は、正常から新生物形態へのトランジ

ション状態にある細胞を包含し、形態学的証拠については、分子生物学試験によ

る立証が漸増的に進んでおり、前新生物が多段階を通じて発達することを示して

いる。非新生物細胞増殖は、一般に過形成、化生、または非常に著しくは形成異

常により構成される(上記の異常な増殖状態の概説については、Robbins & Angel

l (1976) Basic Pathology, 2d Ed., pp. 68-79, W. B. Saunders Co., Philade

lphia, Pennsylvania参照)。

      【０１７７】

  過形成は、構造または機能の顕著な改変は存在しない、組織または臓器におけ

る細胞数の増加を伴う細胞増殖抑制形態である。ほんの一例として、子宮内膜過

形成は、子宮内膜癌に先行することが多い。化生は、ある型の成熟または完全分

化細胞が別の型の成熟細胞に置き換わる細胞増殖抑制形態である。化生は、上皮

または結合組織細胞に発生し得る。異型性化生は、幾分異常なな化生上皮を伴う

。形成異常は、癌の前兆であることが多く、主に上皮から見出される。これは、

個々の細胞の均一性および細胞の構造的方向性の喪失を伴う、非新生物細胞増殖
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の最も異常な形態である。形成異常細胞は、異常に大きな、濃く染色された核を

有し、多態性を呈することが多い。形成異常は、特徴として慢性的な刺激または

炎症が存在するところに発生し、子宮頚部、呼吸通路、口腔および胆嚢で見出さ

れることが多い。前新生物病変は新生物へ進行し得るが、それらはまた長期間安

定したまま残存し得、特に刺激因子が除去された場合または病変がその宿主によ

る免疫学的攻撃に負けた場合には、後退することさえあり得る。

      【０１７８】

  本発明の治療法および医薬組成物は、追加的アジュバントまたは生物応答修飾

因子、例えば限定されるわけではないが、サイトカイン類ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－

γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＴＮＦまたは免疫細胞に作用する他のサイ

トカインと共に使用され得る。本発明のこの態様によると、調節剤と共にＨｓｐ

９０タンパク質および抗原性分子を含む複合体は、これらのサイトカイン類の１

種またはそれ以上との組み合わせ治療で投与される。好ましくは、Ｈｓｐ９０タ

ンパク質はＧＲＰ９４である。

      【０１７９】

  本発明はまた、家族の病歴または環境的危険因子故に癌のリスクが高い個体へ

のＨｓｐ９０タンパク質および抗原性分子および調節剤から成る複合体の投与に

関するものである。好ましくは、Ｈｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４である。

      【０１８０】

  天然ＧＲＰ９４リガンドの定常状態およびストレス誘発による生成を仲介する

高等真核生物の細胞における酵素もまた、本発明に従い変調され得る。特に、上

記異化酵素は、変調に適した合理的な標的を代表するもので、天然ＧＲＰ９４リ

ガンドの定常状態レベルの増加を誘発することにより、ここに開示されたＧＲＰ

９４のシャペロンおよびペプチド結合活性の構造的および機能的活性化の誘発を

導く。

      【０１８１】

  タンパク質ミスフォールディング(折りたたみ違い)障害は、限定されるわけで

はないが、嚢胞性線維症、家族性高コレステロール血症、色素性網膜炎およびα

１－抗トリプシンミスフォールディングを含む多様な遺伝的疾患状態の共通構成
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要素である。従って、分子シャペロンのＨｓｐ９０群の活性を変調する化合物は

、本発明治療方法に従って使用されることにより、病状を識別するタンパク質折

りたたみの欠陥を除去し、細胞の小胞体からのタンパク質輸送を向上させ得る。

すなわち、ＧＲＰ９４の配座を変調する化合物を用いることにより、小胞体への

、または小胞体からのタンパク質輸送における欠陥から生じる病状が処置され得

る。ＧＲＰ９４活性を排除する化合物は、疾患状態、例えば癌の処置に使用され

得、その場合治療効果は小胞体からのタンパク質(例、成長因子)の出口を遮断す

ることにより提供され得る。逆に、ＧＲＰ９４活性を促進する化合物は、小胞体

からのタンパク質輸出を高めることにより治療効果があげられ得る病気の処置に

使用され得る。

      【０１８２】

  本発明はまた、限定されるわけではないが、心停止、不全収縮および持続的心

室不整脈、心臓手術、心肺バイパス手術、臓器移植、脊椎損傷、頭部外傷、卒中

、出血性発作、血栓塞栓症発作、脳血管痙攣、低血圧症、低血糖症、てんかん重

積持続状態、てんかん発作、不安、精神分裂病、神経変性疾患、アルツハイマー

病、ハンチントン病、筋萎縮側策硬化症(ＡＬＳ)、または新生児ストレスを含む

虚血／再灌流状態から生じる細胞損傷の予防または改善用化合物の投与に関する

ものである。一態様において、Ｈｓｐ９０リガンドを含む組成物は、Ｈｓｐ９０

タンパク質の立体配座的活性化を促進すべく投与され、それにより損傷後の回復

または虚血に伴う病的状態の兆候に直接関連のあるその細胞防御機能が促進され

る。別の態様では、Ｈｓｐ９０リガンドを含む組成物の投与により、被検体にお

けるある組織位置での虚血状態に対する後続細胞応答が改変され得る。その組織

位置にある細胞をＨｓｐ９０タンパク質リガンドと接触させることにより、細胞

におけるＨｓｐ９０活性は虚血状態に対する後続細胞応答の改変に有効な程度ま

で高められる。好ましくは、治療組成物は、ここに開示されたスクリーニングま

たは合理的な薬剤設計方法により同定されたリガンドを含む。また好ましくは、

治療組成物は、ＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０の活性を変調する。

      【０１８３】

  Ｆ．３．用量摂取法
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  この発明の医薬組成物における有効成分の実際の用量レベルは、特定被検体に

とって望ましい治療応答を達成するのに有効な活性化合物(複数も可)の量が投与

されるように変えられ得る。選択された用量レベルは、特定化合物の活性、投与

経路、処置されている状態の重症度および処置されている被検体の状態および以

前の病歴により異なる。しかしながら、所望の治療効果の達成に要求されるより

も低いレベルの化合物用量から開始し、所望の効果が達成されるまで徐々に用量

を増やすことも、当業界の専門技術の範囲内に含まれる。所望ならば、有効一日

用量は、投与目的に応じて多用量、例えば一日当たり２～４回の個別用量に分割

され得る。しかしながら、特定被検体に関する具体的用量レベルは、体重、全般

的健康状態、食餌療法、投与の時間および経路、他の薬剤との組み合わせおよび

処置されている特定疾患の重症度を含む様々な因子により異なることが理解され

るはずである。

      【０１８４】

  調節剤の投与に関する用量範囲は、調節剤の形態およびその効力により異なり

、本明細書でさらに記載されているように、所望の効果を生じさせるのに充分な

程度大量である。用量は、有害な副作用、例えば過粘稠度症候群、肺水腫、うっ

血性心疾患などを誘発するほど多量にすべきではない。一般的に、用量は、患者

の年齢、状態、性別および病気の程度により変化し、当技術分野の一熟練者によ

り決定され得る。また用量は、何らかの合併症の事象がある場合には個々の医師

により調節され得る。

      【０１８５】

  治療組成物は、単位用量として投与され得る。本発明方法で使用される治療組

成物に関して「単位用量」の語が使用されているとき、それは、被検体にとって

の単位用量として適した物理的に独立した単位を包含し、各単位は、必要とされ

る希釈剤、すなわち担体または賦形剤と共に所望の治療効果を生じさせるように

計算された活性物質の予め定められた量を含有する。

      【０１８６】

  組成物は、用量製剤と適合し得る方法および治療有効量で投与される。投与さ

れる量は、処置される被検体、被検体系の有効成分利用能、および所望される治
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療効果の程度により異なる。投与される必要がある有効成分の正確な量は、開業

医の判断により異なり、各個体に特有なものである。しかしながら、全身適用に

適した用量範囲は本明細書に開示されており、投与経路により異なる。適当な投

与体制もまた変化し得るが、初回投与後後続注射または他の投与法による１また

はそれ以上の時間間隔での反復用量を典型的な特徴とする。別法として、インビ

ボ治療について特定された範囲での血中濃度を維持するのに充分な連続静脈注入

も実施され得る。

      【０１８７】

  治療有効量は、処置されている被検体におけるＨｓｐ９０タンパク質(好まし

くはＧＲＰ９４)生物活性の測定可能な変調を誘発するのに充分な調節剤の量、

すなわちＨｓｐ９０タンパク質生物活性変調量である。Ｈｓｐタンパク質生物活

性の変調は、ここに開示されたスクリーニング方法を用いて、実施例に開示され

た方法により、または当業界の熟練者には公知である他の方法により測定され得

る。

      【０１８８】

  調節剤の効力は変化し得るため、“治療有効”量も変化し得る。しかしながら

、本検定方法により示されたところによると、当業界の熟練者によれば、この発

明の候補調節剤の効力および有効性は容易に評価され、従って治療体制も調節さ

れ得る。Ｈｓｐ９０タンパク質(好ましくはＧＲＰ９４)生物活性の調節剤は、こ

こに開示されたスクリーニング方法を含む様々な方法および技術により評価され

得る。

      【０１８９】

  好ましい調節剤は、１マイクロモル(μＭ)未満、好ましくは０.１μＭ未満、

およびさらに好ましくは０.０１μＭ未満の調節剤濃度での溶解状態でＨｓｐ９

０タンパク質と実質的に結合する能力を有する。「実質的に」とは、調節剤の存

在下における変調により生物活性の少なくとも５０パーセント低減化が観察され

ることを意味し、そして５０％低減化はここでは「ＩＣ５０値」と称する。

      【０１９０】

  一態様において、調節剤の治療有効量は、一日当たりそれぞれ約０.０１ｍｇ
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～約１００００ｍｇの範囲であり得る。別法として、調節剤の治療有効量は、一

日当たりそれぞれ約０.１ｍｇ～約１０００ｍｇの範囲であり得る。別法として

、調節剤の治療有効量は、一日当たりそれぞれ約１ｍｇ～約３００ｍｇの範囲で

あり得る。好ましい態様において、調節剤の治療有効量は、それぞれ一日当たり

体重１ｋｇにつき約１５ｍｇから、一日当たり体重１ｋｇにつき約３５ｍｇの範

囲であり得る。

      【０１９１】

  マウスにおいて腫瘍退縮を誘発するペプチド複合体と非共有結合的に結合した

最低用量の熱ショックタンパク質は、体重２０－２５ｇのマウス一匹につき１０

および２５マイクログラム間である(２５ｍｇ／２５ｇ＝１ｍｇ／ｋｇに等しい)

ことが実験的腫瘍モデル(Blachereら、１９９３)において確立された。慣用的方

法は、体重および表面積に基づいてヒト用量に外挿する。例えば、体重に基いた

ヒト用量の慣用的外挿方法は次の要領で実施され得る。すなわち、マウス用量を

ヒト用量に変換するための変換係数は、１ｋｇ当たりのヒト用量＝１ｋｇ当たり

のマウス用量×１２であるため(Freireich et al. (1966) Cancer Chemotherap 

Rep 50:219-244)、体重７０ｋｇのヒトにおけるＨｓｐ９０－ペプチド複合体の

有効用量は、当然１ｍｇ／ｋｇ÷１２×７０、すなわち約６ｍｇ(５.８ｍｇ)と

なる。

      【０１９２】

  この方法は体重ではなくある種の代謝および排出機能との良好な相関関係を達

成するため(Shirkey (1965) JAMA 193:443)、薬剤用量はまた、体表面積１平方

メートル当たりのミリグラム数で与えられる。さらに、体表面積は、Freireich

らにより(1966)Cancer Chemotherap Rep 50:219-244に記載された通り成人およ

び子供並びに異なる動物種における薬剤用量の共通分母として使用され得る。簡

単に述べると、同等のｍｇ／ｍ2(平方メートル)用量として所定の種におけるｍ

ｇ／ｋｇ用量を表すためには、用量に適当なｋｍ係数を乗じる。成人の場合、１

００ｍｇ／ｋｇは１００ｍｇ／ｋｇ×３７ｋｇ／ｍ2＝３７００ｍｇ／ｍ2に等し

い。

      【０１９３】
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  国際公開番号ＷＯ９５／２４９２３、ＷＯ９７／１００００、ＷＯ９７／１０

００２およびＷＯ９８／３４６４１並びに米国特許第５７５０１１９、５８３０

４６４および５８３７２５１号は、各々熱ショックタンパク質および抗原性分子

の精製複合体の用量を提供しており、これらの各文献の全内容は出典明示により

本明細書の一部とする。簡単に述べると、そして本発明に適用されている通り、

ヒト被検体については約１０マイクログラム～約６００マイクログラムの範囲に

含まれるＨｓｐ９０タンパク質(好ましくはＧＲＰ９４)－抗原性分子複合体の量

が投与され、好ましいヒト用量は２５ｇマウスに使用されるのと同じ、すなわち

１０－１００マクログラムの範囲内である。本発明により提供されるヒト被検体

におけるＨｓｐ９０タンパク質(好ましくはＧＲＰ９４)－ペプチド複合体に関す

る用量は、約５０～５０００マイクログラムの範囲であり、好ましい用量は１０

０マイクログラムである。

      【０１９４】

  一連の好ましい態様およびより好ましい態様では、Ｈｓｐ９０－ペプチド複合

体は、約５０マイクログラム未満の量で投与される。この場合、Ｈｓｐ９０タン

パク質(好ましくはＧＲＰ９４)－ペプチド複合体は、好ましくは約５～約４９マ

イクログラムの範囲の量で投与される。好ましい態様において、ＧＲＰ９４－ペ

プチド複合体は、約１０マイクログラム未満の量で投与される。この場合、ＧＲ

Ｐ９４－ペプチド複合体は、好ましくは約０.１～約９.０マイクログラムの範囲

の量で投与される。さらに好ましくは、ＧＲＰ９４－ペプチド複合体は、約０.

５～約２.０マイクログラムの範囲の量で投与される。本発明の一態様によると

、調節剤も投与されるときには低用量の複合体の投与が容易となり、好ましい。

      【０１９５】

  上記で列挙された用量は、好ましくは約４－６週間の期間週に１回実施され、

そして投与方法または部位は、好ましくは各投与ごとに変えられる。好ましい例

では、各投与部位を連続的に変えながら皮下投与が実施される。例えば、同じ日

に半用量が一部位に与えられ、他の半用量が他の部位に与えられ得る。

      【０１９６】

  別法として、投与方法は連続的に変えられる。例えば、週単位の注射は、皮下
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、筋肉内、静脈内または腹腔内経路で次々と実施される。４－５週間後、さらな

る注射は、好ましくは１ヶ月の期間にわたって２週間隔で実施される。後の注射

は月ごとに実施され得る。後の注射のペースは、被検体の臨床経過および免疫治

療に対する応答性により修正され得る。

      【０１９７】

  Ｆ.４．癌に対する免疫応答に関する治療組成物

  抗原性分子に結合した(例、ＧＲＰ９４－好ましくは非共有結合的に結合した)

Ｈｓｐ９０タンパク質を含む組成物を投与することにより、複合抗原性分子に対

する(そして好ましくはＨＳＰ９０タンパク質に対するものではない)有効な特異

的免疫応答が誘発される。好ましい態様では、ペプチドとのＨｓｐ９０タンパク

質の非共有結合複合体を製造し、本発明に従い同じくＨｓｐ９０タンパク質生物

活性調節剤により処置された癌患者から得られた腫瘍細胞から術後に精製する。

好ましいＨｓｐ９０タンパク質はＧＲＰ９４である。さらに好ましい態様におい

て、複合体は、上記で開示された通り、本発明のアフィニティー精製方法を用い

て精製される。

      【０１９８】

  ここに記載された方法によると、Ｈｓｐ９０(例、ＧＲＰ９４)またはＭＨＣ抗

原と内在的に複合体形成している免疫原性または抗原性ペプチドは、抗原性分子

として使用され得る。例えば、異なる腫瘍抗原(例、チロシナーゼ、ｇｐ１００

、メラン－Ａ、ｇｐ７５、ムチン類等)およびウイルスタンパク質、例えば限定

されるわけではないが、免疫不全ウイルスＩ型(ＨＩＶ－I)、ヒト免疫不全ウイ

ルスII型(ＨＩＶ－II)、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘

、アデノウイルス、Ｉ型単純ヘルペスウイルス(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純ヘルペス

ウイルス(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロタウイルス

、呼吸シンシチアルウイルス(ＲＳＶ)、乳頭腫ウイルス、パポーバウイルス、サ

イトメガロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、フンタウイルス、コク

サッキーウイルス、ムンプスウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルスおよびポリ

オウイルスのタンパク質に対する細胞傷害性Ｔ細胞応答を刺激する上記ペプチド

が製造され得る。抗原性分子がインビボでＧＲＰ９４と非共有結合的に複合体形



(97) 特表２００３－５２８８８６

成しているペプチドである態様においては、複合体は、細胞から単離されるか、

または別法として、ＧＲＰ９４および抗原性分子の各々の精製製品からインビト

ロで製造され得る。上記で開示された通り、本発明のアフィニティー精製方法を

用いて複合体はさらに精製され得る。

      【０１９９】

  別の実施態様において、癌(例、腫瘍)の抗原または感染源(例、ウイルス性抗

原、細菌性抗原等)は、天然供給源から精製により、化学合成により、または組

換え手法により得られ、そしてインビトロ方法、例えばここに記載された方法を

通してＧＲＰ９４と複合体形成され得る。複合体はまた、上記で開示された通り

、本発明のアフィニティー精製方法を用いてさらに精製され得る。

      【０２００】

  Ｆ. ５．製剤

  本発明によると、調節剤および抗原性分子複合体は、癌または感染性疾患の処

置または予防を目的として被検体へ投与するための医薬製剤に製剤化され得る。

本発明に従い製造された複合体を含む組成物は、適合性のある医薬用担体中で製

剤化され、適応疾患(例、癌または感染性疾患)の処置用に製造、パッケージ化、

およびラベル貼付が為され得る。

      【０２０１】

  調節剤または複合体が水溶性である場合、それは適当な緩衝液、例えばリン酸

緩衝食塩水または他の生理学的に適合し得る溶液中で製剤化され得る。別法とし

て、調節剤または生成した複合体の水性溶媒に対する溶解度が乏しい場合、それ

は、非イオン性界面活性剤、例えばトウィーン(登録商標)またはポリエチレング

リコールにより製剤化され得る。すなわち、化合物およびそれらの生理学的に許

容し得る溶媒は、吸入または通気(口または鼻を通す)による投与または経口、頬

、非経口、直腸投与用に、または腫瘍の場合には直接固体腫瘍へ注射するように

製剤化され得る。

      【０２０２】

  経口投与の場合、医薬製剤は、液体形態、例えば溶液、シロップまたは懸濁液

であり得るか、または水または他の適当な賦形剤により使用前に再構成するため
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の薬剤製品として提供され得る。上記液体製剤は、医薬的に許容し得る添加物、

例えば懸濁剤(例、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体または硬化食用脂)

、乳化剤(例、レシチンまたはアラビアゴム)、非水性賦形剤(例、扁桃油、油状

エステル類、または分別植物油)、および保存剤(例、メチルまたはプロピル－ｐ

－ヒドロキシベンゾエートまたはソルビン酸)による慣用的手段により製造され

得る。医薬組成物は、例えば、医薬的に許容し得る賦形剤、例えば結合剤(例、

前ゼラチン化トウモロコシ澱粉、ポリビニルピロリドンまたはヒドロキシプロピ

ルメチルセルロース)、充填剤(例、ラクトース、微晶性セルロースまたはリン酸

水素カルシウム)、滑沢剤(例、ステアリン酸マグネシウム、タルクまたはシリカ

)、崩壊剤(例、ジャガイモ澱粉またはグリコール酸澱粉ナトリウム)または湿潤

剤(例、ラウリル硫酸ナトリウム)による慣用的手段により製造された錠剤または

カプセルの形態をとり得る。錠剤は、当業界で公知の方法によりコーティングさ

れ得る。経口投与用製剤は、活性化合物の放出制御をもたらすように適当に製剤

化され得る。

      【０２０３】

  頬投与の場合、組成物は、慣用的方法で製剤化された錠剤またはトローチ剤の

形態をとり得る。吸入による投与の場合、本発明に従い使用される化合物は、好

都合には加圧パックからのエーロゾル噴霧装置またはネブライザーの形態で送達

され、適当な推進剤、例えばジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメ

タン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または他の適当なガスの使用

を伴う。加圧エーロゾルの場合、用量単位は、弁を設けて計量された量を送達す

ることにより決定され得る。例えば、吸入器または注入器で使用されるゼラチン

のカプセルおよびカートリッジは、化合物および適当な粉末基剤、例えばラクト

ースまたは澱粉の粉末混合物を含むように製剤化され得る。

      【０２０４】

  組成物は、注射による、例えばボーラス注射または連続注入による非経口投与

用に製剤化され得る。注射用製剤は、保存剤が添加された、単位用量形態、例え

ばアンプルまたは多用量容器で提供され得る。組成物は、油状または水性賦形剤

中懸濁液、溶液またはエマルジョンといった形態をとり得、調合剤、例えば懸濁
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、安定および／または分散剤を含み得る。別法として、有効成分は、使用前にお

ける適当な賦形剤、例えば滅菌発熱物質不含有水による構成用の粉末形態であり

得る。

      【０２０５】

  化合物はまた、直腸用組成物、例えば慣用的坐薬基剤、例えばココアバターま

たは他のグリセリドを含む、例えば坐剤または停留浣腸で製剤化され得る。

      【０２０６】

  前記の製剤に加えて、化合物はまた、デポー形製剤として製剤化され得る。上

記長時間作用性製剤は、移植(例えば、皮下または筋肉内)によるかまたは筋肉内

注射により投与され得る。すなわち、例えば、化合物は、適当なポリマー性また

は疎水性材料(例えば、許容し得る油中エマルジョンとして)またはイオン交換樹

脂により、または低可溶性誘導体として、例えば低可溶性塩として製剤化され得

る。リポソームおよびエマルジョンは、親水性薬剤用送達賦形剤または担体のよ

く知られた例である。

      【０２０７】

  組成物は、所望ならば、有効成分を含有する１個またはそれ以上の単位用量形

態を含み得るパックまたはディスペンサー装置で提供され得る。パックは、例え

ば金属またはプラスチックホイル、例えばブリスターパックを含み得る。パック

またはディスペンサー装置には、投与に関する使用説明書が添付され得る。

      【０２０８】

  本発明はまた、本発明の治療法を実施するためのキットを提供する。上記キッ

トは、１個またはそれ以上の容器中に、治療または予防有効量の調節剤および／

または抗原性分子複合体の医薬的に許容し得る形態を含む。本発明キットのガラ

ス瓶中の調節剤および抗原性分子複合体は、医薬的に許容し得る溶液の形態であ

り、例えば滅菌食塩水、デキストロース溶液または緩衝液、または他の医薬的に

許容し得る滅菌液との組み合わせであり得る。別法として、調節剤または複合体

は、凍結乾燥または乾燥され得る。この場合、キットは、所望によりさらに容器

中に、好ましくは無菌である、医薬的に許容し得る溶液(例、食塩水、デキスト

ロース溶液等)を含んでいてもよく、調節剤複合体を再構成することにより、注
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射用溶液が形成される。

      【０２０９】

  別の態様において、さらに本発明のキットは、調節剤または複合体を注射する

ための、好ましくは滅菌形態でパッケージ化された、針または注射器、および／

またはパッケージ化アルコールパッドを含む。臨床医または被検体による抗原性

分子複合体の投与に関する使用説明書も所望により含まれることがある。

      【０２１０】

  Ｇ．標的感染性疾患

  本発明方法により処置または予防され得る感染性疾患は、限定されるわけでは

ないが、ウイルス、細菌、真菌、原生動物および寄生虫を含む感染源により誘発

される。感染性疾患に罹患した被検体の処置が要望される本発明の一態様では、

上記アフィニティー精製方法を用いることにより、例えば一細胞系の感染性微生

物により感染した細胞または被検体からＧＲＰ９４－ペプチド複合体が単離され

る。

      【０２１１】

  本発明方法により処置または予防され得るウイルス性疾患には、Ａ型肝炎、Ｂ

型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純ヘルペス

ウイルス(ＨＳＶ－Ｉ)、II型単純ヘルペスウイルス(ＨＳＶ－II)、牛疫、ライノ

ウイルス、エコーウイルス、ロタウイルス、呼吸シンシチアルウイルス(ＲＳＶ)

、乳頭腫ウイルス、パポーバウイルス、サイトメガロウイルス、エキノウイルス

、アルボウイルス、フンタウイルス、コクサッキーウイルス、ムンプスウイルス

、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、ヒト免疫不全ウイルスＩ型(

ＨＩＶ－Ｉ)およびヒト免疫不全ウイルスII型(ＨＩＶ－II)があるが、これらに

限定されるわけではない。

      【０２１２】

  本発明方法により処置または予防され得る細菌性疾患は、限定されるわけでは

ないが、Mycobacteria、Mycoplasma、NeisseriaおよびLegionellaを含む細菌に

より誘発される。

      【０２１３】
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  本発明方法により処置または予防され得る原生動物疾患は、限定されるわけで

はないが、Leishmania、KokzidioaおよびTrypanosomaを含む原生動物により誘発

される。本発明方法により処置または予防され得る寄生虫疾患は、限定されるわ

けではないが、ChlamydiaおよびRickettsiaを含む寄生虫により誘発される。

      【０２１４】

  Ｈ．標的癌

  本発明方法により処置または予防され得る癌には、限定されるわけではないが

、ヒト肉腫および癌腫、例えば線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原

性肉腫、軟骨腫、血管肉腫、内皮肉腫(endotheliosarcoma)、リンパ管肉腫(lymp

hangiosarcoma) 、リンパ管内皮腫(lymphangioendotheliosarcoma)、骨膜腫、中

皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌、膵臓癌、乳癌、卵巣

癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭状癌、

乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原生癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛

癌、セミノーマ、胎生期癌、ウィルムス腫瘍、子宮頚癌、精巣癌、肺癌、小細胞

肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞

腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫、乏突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽

細胞腫、網膜芽細胞腫、白血病、例えば急性リンパ性白血病および急性骨髄性白

血病(骨髄性、前骨髄性、骨髄単球性、単球性および赤白血病)、慢性白血病(慢

性骨髄性(顆粒球性)白血病および慢性リンパ性白血病)、および真性赤血球増加

症、リンパ腫(ホジキン病および非ホジキン病)、多発性骨髄腫、ヴァルデンスト

レームマクログロブリン血症およびＨ鎖病があるがこれらに限定されるわけでは

ない。

      【０２１５】

  一実施態様において、癌は転移性である。別の実施態様では、癌に罹患した被

検体は、本発明によるＧＲＰ９４－抗原性分子複合体およびＧＲＰ調節剤投与前

に抗癌治療(例、化学療法照射)を受けているという理由により免疫抑制されてい

る。

      【０２１６】

  Ｉ．養子免疫療法との組み合わせ



(102) 特表２００３－５２８８８６

  養子免疫療法とは、場合によって、直接的または間接的に腫瘍細胞および／ま

たは抗原性成分への特異免疫を免疫細胞に仲介させ、または腫瘍を退縮させ、ま

たは感染性疾患の処置を行うという目的で上記細胞が宿主に投与される、癌また

は感染性疾患を処置するための治療方法を包含する。本明細書に記載された本発

明方法によると、ＧＲＰ９４生物活性調節剤と共に抗原性(または免疫原性)分子

と好ましくは非共有結合的に複合体を形成したＧＲＰによりＡＰＣを感作し、養

子免疫療法で使用する。

      【０２１７】

  本発明の一態様によると、所望の投与経路を用いる、ＧＲＰ－９４ペプチド複

合体およびＧＲＰ生物活性調節剤の投与による治療は、ＧＲＰ９４－抗原性分子

複合体および調節剤により感作されたＡＰＣを用いる養子免疫療法と組み合わさ

れる。感作されたＡＰＣは、ＧＲＰ９４－ペプチド複合体および調節剤と同時に

、またはＧＲＰ９４－ペプチド複合体および調節剤の投与の前および後に投与さ

れ得る。さらに、投与方法は、限定されるわけではないが、例えば皮下、静脈内

、腹腔内、筋肉内、皮内または粘膜経路に変えられ得る。

      【０２１８】

  Ｉ．１．マクロファージおよび抗原提示細胞の入手

  限定されるわけではないが、マクロファージ、樹状細胞およびＢ細胞を含む抗

原提示細胞は、Inaba (1992) J Exp Med 176:1693-1702に記載された通り、好ま

しくはヒト末梢血または骨髄からの幹および始原細胞からのインビトロ製造によ

り得られる。

      【０２１９】

  ＡＰＣは、当業界で公知の様々な方法のいずれかにより得られる。好ましい態

様では、ヒトマクロファージが使用され、ヒト血液細胞から得られる。限定では

なく例として、マクロファージは次の要領で得られる。単核細胞を、フィコール

－ハイパーク勾配遠心分離により被検体(好ましくは処置される被検体)の末梢血

から単離し、被検体自身の血清または他のＡＢ＋ヒト血清によりプレコーティン

グされた組織培養皿に播種する。細胞を３７℃で１時間インキュベーションし、

次いで非付着細胞をピペットにより除去する。皿に残った付着細胞に、リン酸緩
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衝食塩水中冷(４℃)１ミリモルＥＤＴＡを加え、皿を室温で１５分間放置する。

細胞を採取し、ＲＰＭＩ緩衝液で洗浄し、ＲＰＭＩ緩衝液に懸濁する。増加した

数のマクロファージは、マクロファージ－コロニー刺激因子(Ｍ－ＣＳＦ)と３７

℃でインキュベーションすることにより得られる。増加した数の樹状細胞は、In

abaら(１９９２)により詳述されている通り顆粒球－マクロファージ－コロニー

刺激因子(ＧＭ－ＣＳＦ)とインキュベーションすることにより得られる。

      【０２２０】

  Ｉ．２．ＧＲＰ９４－ペプチド複合体によるマクロファージおよび抗原提示細

胞の感作

  複合体および調節剤とインビトロで細胞をインキュベーションすることにより

、抗原性分子に(好ましくは非共有結合的に)結合したＧＲＰでＡＰＣを感作する

。好ましくは１５分～２４時間３７℃でＧＲＰ９４複合体および調節剤とインビ

トロでインキュベーションすることにより、ＡＰＣをＧＲＰ９４および抗原性分

子の複合体で感作する。限定ではなく例として、４×１０7マクロファージは、

１ｍＬの普通のＲＰＭＩ培地中、１ｍｌ当たり１０マイクログラムのＧＲＰ９４

－ペプチド複合体または１ｍＬ当たり１００マイクログラムのＧＲＰ９４－ペプ

チド複合体およびＧＲＰ９４－ペプチド複合体に関して等量の調節剤と３７℃で

１５分～２４時間インキュベーションされ得る。細胞を３回洗浄し、被検体にお

ける注射に好都合な濃度(例、１×１０7／ｍｌ)で、好ましくは滅菌された生理

学的媒質に再懸濁する。好ましくは、感作ＡＰＣが注射される被検体は、もとも

とＡＰＣが単離された被検体である(自己具体例)。

      【０２２１】

  所望により、感作ＡＰＣが例えば抗原特異的な、Ｉ型限定細胞傷害性Ｔリンパ

球(ＣＴＬ)を刺激する能力は、ＣＴＬを刺激して腫瘍壊死因子を放出させるそれ

らの能力および上記ＣＴＬの標的として作用するそれらの能力によりモニターさ

れ得る。

      【０２２２】

  Ｉ．３．感作ＡＰＣの再注入

  感作ＡＰＣは、慣用的な臨床方法により、被検体に好ましくは静脈内経路で全
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身的に再注入される。これらの活性化細胞は、優先的に自己被検体への全身投与

により再注入される。被検体は、被検体の状態により、一般的には約１０6～約

１０12感作マクロファージを受け入れる。摂取法によって、被検体は、所望によ

りさらに適当な用量の生物学的応答修飾因子、例えば限定されるわけではないが

、サイトカイン類、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、

ＴＮＦまたは他のサイトカイン成長因子を受け入れ得る場合もある。

      【０２２３】

  Ｊ．自己具体例

  Ｈｓｐ９０タンパク質の特異的免疫原性は、Ｈｓｐ９０タンパク質自体ではな

く、それらに結合したペプチドに由来する。免疫原性が本発明による調節剤によ

り高められた癌ワクチンとしてＧＲＰ９４－ペプチドの自己複合体の使用に関す

る本発明の好ましい態様では、癌免疫療法に対する最も克服し難いハードルの二

つが回避されている。第一は、実験動物の癌同様、ヒトの癌は抗原的に異なると

いう可能性である。すなわち、本発明の態様において、ＧＲＰ９４シャペロン、

抗原性ペプチドは、それらが誘導される癌細胞のものであるため、このハードル

が回避される。

      【０２２４】

  第２に、癌免疫治療に対する最新方法は、癌細胞系のＣＴＬ認識エピトープ決

定に集中している。この方法は、癌に対する細胞系およびＣＴＬの利用能を必要

とする。これらの試薬は、圧倒的比率のヒトの癌には利用できない。すなわち、

好ましくは免疫原性が本発明調節剤により高められた、ＧＲＰ９４およびペプチ

ドの自己複合体に関する本発明の態様では、癌免疫療法は、細胞系またはＣＴＬ

の利用能に依存しないし、また癌細胞の抗原性エピトープの明確な限定を必要と

もしない。これらの利点により、ペプチド複合体に非共有結合した自己Ｈｓｐ９

０タンパク質(例、ＧＲＰ９４)は、癌に対する誘引的で新規な免疫原となってい

る。

      【０２２５】

  Ｋ．原発性および転移性新生物疾患の予防および処置

  何故本発明により提供される免疫療法が癌患者における使用に望ましいかにつ
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いては多くの理由がある。第一に、癌患者が免疫抑制され、麻酔を用いた手術お

よび後続の化学療法が免疫抑制を悪化させ得る場合、手術前期間に適当な免疫療

法を施すことにより、この免疫抑制は阻止または打ち消され得る。これによって

、感染性合併症がほとんど誘発され得ず、創傷治癒が加速され得る。第二に、腫

瘍体積は術後最小であり、免疫治療は最もこの状況において有効であると思われ

る。第三の理由は、腫瘍細胞が手術時に循環系へ流れ込み、この時点で適用され

た有効な免疫治療がこれらの細胞を排除するという可能性である。

      【０２２６】

  本発明の予防および治療方法は、手術前、手術時または術後における癌患者の

免疫能を高め、そして癌細胞に対する腫瘍特異的免疫性を誘導することを目指す

もので、これに伴う目標は癌の阻止であり、さらに最終的臨床的目標は全体的な

癌退縮および根絶である。

      【０２２７】

  Ｌ．Ｈｓｐ９０タンパク質－抗原性分子複合体による癌予防および免疫治療中

における効果のモニター

  新生物疾患の発現および進行に対するＧＲＰ９４－抗原性分子複合体による免

疫治療の効果は、当業界の熟練者に公知のいずれかの方法によりモニターされ得

、それらの方法には、限定されるわけではないが、１)細胞免疫性の評価として

の遅延型過敏症、２)インビトロでの細胞溶解性Ｔリンパ球の活性、３)腫瘍特異

的抗原、例えば癌胎児性(ＣＥＡ)抗原のレベル、４)例えばコンピューター断層

撮影(ＣＴ)スキャン技術を用いた腫瘍形態の変化、５)危険度の高い個体におけ

る特定癌に関する危険性の推定的生物マーカーのレベルの変化、および６)ソノ

グラムを用いた腫瘍の形態における変化の測定がある。

      【０２２８】

  遅延型過敏症皮膚試験。遅延型過敏症皮膚試験は、抗原に対する全体的免疫能

および細胞免疫性において大きな価値がある。一群の一般的皮膚抗原に対して反

応し得ないことを、アネルギーと呼ぶ(Sato et al. (1995) Clin Immunol Patho

l 74:35-43)。皮膚試験法の適切な技術は、抗原が、４℃で無菌貯蔵され、光線

から防御され、使用直前に再構成されることを必要とする。２５－または２７－
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ゲージ針を用いると、抗原の皮下ではなく皮内投与が確実に行われる。抗原の皮

内投与の２４および４８時間後、最大規模の紅斑および硬化が定規で測定される

。所定の抗原または抗原群に対する低活性は、より高濃度の抗原を用いた試験に

より、または不明瞭な環境での中間濃度による反復試験により確認される。

      【０２２９】

  細胞溶解性Ｔリンパ球のインビトロ活性。フィコール－ハイパーク遠心分離勾

配技術により単離された８×１０6末梢血由来Ｔリンパ球を、１０％胎児牛血清

を含む３ｍｌのＲＰＭＩ培地中４×１０4マイトマイシンＣ処理腫瘍細胞で再刺

激する。実験によっては、３３％２次混合リンパ球培養上清またはＩＬ－２を、

Ｔ細胞成長因子の供給源として培養培地に含ませることもある。

      【０２３０】

  免疫化後の細胞溶解性Ｔリンパ球の初回応答を測定するために、刺激因子であ

る腫瘍細胞を伴わずにＴ細胞を培養する。他の実験では、Ｔ細胞を抗原的に異な

る細胞により再刺激する。６日後、培養物を、４時間51Ｃｒ－放出検定法におい

て細胞傷害性について試験する。標的の自然51Ｃｒ放出は、２０％未満のレベル

に達するべきである。抗ＭＨＣ Ｉ型遮断活性の場合、Ｗ６／３２ハイブリドー

マの１０倍濃縮上清が、約１２．５％の最終濃度で試験に加えられる(Heike et 

al. (1994) J Immunotherapy 15:165-174)。

      【０２３１】

  腫瘍特異的抗原のレベル。全腫瘍について特有な腫瘍抗原を検出することは可

能ではあり得ないが、多くの腫瘍は正常細胞とそれらを区別する抗原を見せる。

モノクローナル抗体試薬は、抗原の単離および生化学的特性確認を可能にし、そ

して非形質転換細胞と形質転換細胞の区別および形質転換細胞の細胞系統の明確

な限定に関して診断する上で非常に貴重である。最も明確に特性確認されたヒト

腫瘍関連抗原は、腫瘍胎児抗原である。これらの抗原は胚形成中に発現されるが

、正常成熟組織には存在しないかまたは非常に検出困難である。始原型抗原は、

癌胎児性抗原(ＣＥＡ)、正常成熟結腸細胞ではなく胎児消化管ヒト結腸癌細胞で

見出される糖蛋白質である。ＣＥＡは結腸癌細胞から流出し、血清中で見出され

るため、血清におけるこの抗原の存在は、結腸癌について被検体をスクリーニン
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グするのに使用され得ると当初は考えられていた。しかしながら、他の腫瘍、例

えば膵臓および乳癌に罹患した被検体もまた、高い血清レベルのＣＥＡを有する

。従って、治療が行われている癌患者におけるＣＥＡレベルの降下および上昇を

モニターすることは、腫瘍の進行および処置に対する応答を予測するのに有用で

あることが判った。

      【０２３２】

  幾つかの他の腫瘍胎児抗原も、ヒト腫瘍を診断およびモニターするのに有用で

あり、例えばアルファ－フェトプロテイン、すなわち胎児肝臓および卵黄嚢細胞

により通常分泌されるアルファ－グロブリンは、肝臓および生殖細胞腫瘍を有す

る被検体の血清から見出され、病状に関わる事項として使用され得る。

      【０２３３】

  コンピューター断層撮影(ＣＴ)スキャン。ＣＴは、依然として癌の正確な病期

分類技術の選択候補である。ＣＴは、転移検出を目的とする他のいずれかのイメ

ージング技術より感度および特異性が高いことが判明した。

      【０２３４】

  推定的生物マーカーの測定。特異的な癌の危険度に関する推定的生物マーカー

のレベルを測定することにより、ペプチド複合体に非共有結合したＧＲＰ９４の

効果をモニターする。例えば、前立腺癌に関する危険度が高い個体では、血清前

立腺特異的抗原(ＰＳＡ)が、Brawer et al. (1992) J Urol 147:841-845および 

Catalona et al. (1993) JAMA 270:948-958により記載された方法により測定さ

れるか、または結腸直腸癌の危険がある個体では、ＣＥＡが上記要領で測定され

、そして乳癌の危険性が高い個体では、エストラジオールの１６－α－ヒドロキ

シル化が、Schneider et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:3047-3051に

記載された方法により測定される。上記で引用された参考文献は、出典明示によ

り本明細書の一部とする。

      【０２３５】

  ソノグラム。ソノグラムは、依然として癌の正確な病期分類技術の他の選択候

補である。

      【０２３６】
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  Ｍ．虚血に伴う標的疾患／外傷

  本発明は、Ｈｓｐ９０活性変調が所望されている被検体にＨｓｐ９０タンパク

質調節剤を投与することを含む虚血誘発損傷の処置および予防方法を提供する。

ここで使用されている「虚血」の語は、組織への血流の欠乏である。失血は、酸

素およびグルコース両方の欠乏を特徴とし、その結果虚血性壊死または梗塞に至

る。すなわち、「虚血」の語は、酸素欠乏および栄養素欠乏の両状態を包含する

。特定血管領域への血流の欠乏は、「焦点虚血」と称される。組織または身体全

体への血流の欠乏は、「全体的虚血」と称される。

      【０２３７】

  本発明は、限定されるわけではないが、心停止、不全収縮および持続的心室不

整脈、心臓手術、心肺バイパス手術、臓器移植、脊椎損傷、頭部外傷、卒中、血

栓塞栓症発作、出血性発作、脳血管痙攣、低血圧症、低血糖症、てんかん重積持

続状態、てんかん発作、不安、精神分裂病、神経変性疾患、アルツハイマー病、

ハンチントン病、筋萎縮側策硬化症(ＡＬＳ)、新生児ストレス、および虚血性脳

損傷を予防または改善する神経保護剤組成物が指示され、有用であり、推奨され

るかまたは処方される状態を含む、虚血／再灌流の状態から生じる細胞損傷を改

善するための治療組成物および方法を提供する。

      【０２３８】

  虚血／再灌流の破壊作用は、細胞死そして最後には臓器機能不全に至る有害な

事象のカスケードとして現れる。虚血誘発細胞死の根底にある代謝事象には、Ａ

ＴＰ枯渇によるエネルギー減退、細胞性アシドーシス、グルタミン酸放出、カル

シウムイオン流入、膜リン脂質分解の刺激および後続の遊離脂肪酸蓄積、および

遊離基変性がある。さらに、アポトーシス細胞死とは対照的に、虚血誘発細胞死

は、最遠位細胞領域の変性、および細胞体および核の後続の進行的変性を特徴と

する(Yamamoto et al. (1986) Brain Res 384:1-10; Yamamoto et al. (1990) A

cta Neuropathol 80:487-492)。この変性プロフィールと一致して、拡張したプ

ロセスを担う細胞、例えばニューロン細胞は、虚血損傷に対して特に感受性があ

る。特定の理論に従って制限される意図はないが、これらの観察結果は、細胞内

輸送およびタンパク質利用能がストレスに対する細胞応答の必須要素であり、そ
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してさらに、虚血応答に関する標的として、Ｈｓｐ９０タンパク質を含む、上記

機能の分子成分を包含することを示唆している。

      【０２３９】

  すなわち、一態様において、本発明は、中枢神経系虚血の処置に関するもので

ある。中枢神経系虚血の例には、脳虚血および脊柱虚血がある。「脳虚血」は、

通常、動脈を閉塞する血餅(血栓)または他の事態(塞栓)の結果として、脳におけ

る動脈または脳に至る動脈における血流の中断または低減化である。

      【０２４０】

  虚血誘発性損傷の予防または改善を目的とする本発明治療組成物は、Ｈｓｐ９

０タンパク質リガンドを含む。好ましくは、上記調節剤は、内在性Ｈｓｐ９０タ

ンパク質の活性構造的立体配座を促進または安定化させる。また好ましくは、Ｈ

ｓｐリガンドは、ＧＲＰ９４またはＨＳＰ９０の活性を変調する。細胞保護剤作

用を有する組成物の望ましい特性には、次のものが含まれる。すなわち、(１)経

口または注射可能経路による容易な投与(例、それが処置すべき組織へ治療有効

量で到達するように、胃、腸または血管系ではあまり分解されない)、(２)虚血

発作後の投与時における治療活性(例、効力)、および(３)認知障害、運動能力の

崩壊、鎮静、興奮性亢進、ニューロン空胞形成および心臓血管活性の障害を含む

副作用が最小限または全く無いこと。

      【０２４１】

  Ｈｓｐ９０タンパク質リガンドを含む組成物は、虚血状態を誘発する外傷また

は他の事象直後に投与され得る。別法として、かかる組成物は、限定されるわけ

ではないが神経変性疾患を含む進行性疾患の検出後連続的または断続的に投与さ

れ得る。さらに別の態様において、かかる組成物は、後続の虚血状態の予防また

はそれからの回復を改善するために投与され得る。どの場合にしても、有効な用

量および投与プロフィールは、例えばTacchini et al. (1997) Hepatology 26(1

):186-191および米国特許第４９６８６７１号、第５５０４０９０号および第５

７３３９１６号に開示された通り、虚血状態の動物モデルにおける測定を指向し

た上記標準的実験を用いて測定され得る。実例としての動物モデルは本明細書で

後述されている。
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      【０２４２】

  別の態様において、本発明は、移植前における組織の処置に関するものである

。上記組織は、ドナー体から摘出後完全に脈管遮断される。Ｈｓｐ９０タンパク

質リガンドを含む治療組成物は、移植された組織の回復および健康を促進し得る

。かかる化合物をドナーまたは移植組織に供給するための幾つかの方法は、当業

界では公知であり、例えば限定されるわけではないが、臓器獲得前のドナー被検

体に対する臓器保存および健康を促進する治療組成物の投与、治療組成物による

摘出臓器の灌流、および組織移植の前、それと同時またはその後における移植レ

シピエントへの組成物の投与が含まれる。Mizoe et al. (1997) J Surg Res 73(

2):160-165および米国特許第５０６６５７８号、第５７５６４９２号および第６

０８０７３０号参照。

      【０２４３】

  さらに別の態様において、Ｈｓｐ９０タンパク質調節剤を含む組成物は、虚血

状態の不存在下において被検体に反復供給され得、それにより後続の虚血状態に

耐える被検体の能力が高められる。本発明のＨｓｐ９０リガンドを含む治療組成

物は、かかる細胞保護剤効果を提供し得る。好ましくは、虚血耐性の誘導が意図

された治療組成物の用量は、例えば、Chen et al. (1996) J Cereb Blood Flow 

Metab 16:566-577および米国特許第５５０４０９０号および第５７３３９１６号

に開示された通り、緩やかな虚血状態をもたらす。

      【０２４４】

  Ｍ．１．虚血のインビボモデル

  Ｈｓｐ９０タンパク質調節剤を含む組成物の治療能力を評価するための、虚血

性損傷および疾患の多様なモデルが利用可能である。下記動物モデルに加えて、

Massa et al. (1996) “The Stress Gene Response in Brain”, Cerebrovascul

ar and Brain Metabolism Reviews, pp. 95-158, Lippincott-Raven Publishers

, Philadelphia, Pennsylvania、およびそこに引用されている参考文献も参照。

当業界の熟練者であれば、開示された通り別のモデルも使用され得ることを認め

るはずである。治療能力を評価するためには、候補化合物が、例えば、血流回復

の直後または３０分後に腹腔内的に与えられる単一用量として投与され得る。
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      【０２４５】

  一過性全体的脳虚血。米国特許第５５７１８４０号は、心臓停止のイヌモデル

について開示している。このモデルに従い、成犬に麻酔をかけ、機械的に肺換気

することにより、外科用麻酔および角膜反射の抑制を維持する。停止前および蘇

生後少なくとも１時間吐き出されたＣＯ2圧および食道温度は安定状態で維持さ

れる。２本の静脈カテーテル：一方は蘇生薬剤投与用に左外側頚静脈を通って右

心房へ通され、そして他方は液体投与用に左大腿静脈の筋枝へ挿入される。動脈

血圧は、液体投与用に左大腿静脈の筋枝に設置されたカテーテルを通して測定さ

れる。動脈血圧は、左大腿動脈の筋枝に設置されたカテーテルを通して測定され

る。皮下円板電極を設置することにより、心電図(ＥＣＧ)をモニターする。

      【０２４６】

  停止前および回復中に、各動物に対し静脈内経路により水分補給する。全ての

カテーテルおよび電気導線を皮下経路で通して、イヌの皮および液圧／電気スイ

ベルに後で連結するため皮膚の背側肩甲骨中間領域から出す。拍動および平均動

脈血圧(ＭＡＰ)、ＥＣＧおよび終期呼気ＣＯ2は、６チャンネルのオシログラフ

で連続的に記録され得る。外科用器具設置の終結時、麻酔を停止し、換気を室内

空気により続行する。角膜反射が見えたとき、１０－１５秒、６０Ｈｚ、２ミリ

セカンド矩形波の刺激を左心室心外膜に送達することにより、心臓を細動させる

。換気を停止し、ＥＣＧ、ＭＡＰおよび心臓の直接観察により循環系停止を確認

する。９分の適温心室細動後、換気を復活し、直接心臓マッサージで７５ｍｍＨ

ｇを越えるＭＡＰを維持する。自発呼吸が起こるまで機械換気を続行するが、６

時間より長くは続けない(典型的には３０分間のみ)。

      【０２４７】

  卒中の状態は、脳への主動脈の閉塞により模倣され得る。一モデルでは、Karp

iak et al. (1989) Ann Rev Pharmacol Toxicol 29:403, Ginsberg & Busto (19

89) Stroke 20:1627および米国特許第６０１７９６５号でさらに開示されている

通り、左右総頚動脈閉塞がアレチネズミで行なわれる。簡単に述べると、頚動脈

をクランプで締めることにより、脳への血流を７分間中断させる。これらの実験

経過中、動物の核心体温を３７℃に維持することにより、低体温反応を阻止する
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。

      【０２４８】

  永続的焦点脳虚血。脳虚血の別のモデルでは、Karpiak et al. (1989) Ann Re

v Pharmacol Toxicol 29:403, Ginsberg & Busto (1989) Stroke 20:1627, Chen

 et al. (1996) Mol Endocrinol 10:682-693、および米国特許第７６０１７９６

５号で開示されている通り、ラットにおいて中大脳動脈を閉塞させる。このモデ

ルによると、小片の縫合糸を頚動脈から中大脳動脈の領域へ通すことにより、中

大脳動脈は永続的に閉塞される。核心体温を３７℃に維持する。このモデルは、

さらに制限された脳梗塞を誘発し、それによって異なる種類の発作(焦点血栓症

発作)を模倣するという点でアレチネズミにおける左右総頚動脈閉塞とは異なる

。

      【０２４９】

  一過性焦点脳虚血。ラットにおける焦点脳虚血の別のモデルでは、小片の縫合

糸を頚動脈から中大脳動脈の領域へ通すことにより、中大脳動脈を一時的に閉塞

させる。２時間の虚血期間後、縫合糸を抜き取る。核心体温を３７℃に維持する

。

      【０２５０】

  焦点脳虚血の追加的モデルには、限定されるわけではないが、光化学的誘発焦

点脳血栓形成法、血餅塞栓形成法、ミクロスフェア塞栓形成法および関連方法が

ある。McAuley (1995) Cerebrovasc Brain Metab Review 7:153-180参照。

      【０２５１】

  腎臓虚血。フェノバルビタール(５０ｍｇ／ｋｇ)により成熟雄ラットに麻酔を

かけ、ラットの体温を３６－３７℃間に維持する。Kuznetsov (1996) Proc Natl

 Acad Sci USA 93:8584-8589に開示されている通り、１５分間(軽症の虚血)また

は４５分間(重症の虚血)左腎動脈をクランプで締めることにより虚血を誘発し、

次いで５時間再灌流する。

      【０２５２】

  Ｍ.２．虚血のインビトロモデル

  上皮虚血の細胞培養モデル。イヌ腎臓(ＭＤＣＫ)細胞を、５％胎児牛血清を補
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ったダルベッコ最少必須培地で増殖させる。ラット甲状腺(ＰＣＣ１３)細胞を、

Grollman et al. (1993) J Biol Chem 268:3604-3609に記載された５％子牛血清

およびホルモン混合物を補ったクーン修飾ハムＦ－１２培地(セントルイスのシ

グマ、ミズーリ)で増殖させる。培養されたＭＤＣＫまたはＰＣＣ１３細胞に対

し、Ramachandran & Gottlieb (1961) Biochim Biophys Acta 53:396-402で開示

されている通り、ミトコンドリア酸化的リン酸化の特異的阻害剤である、アンチ

マイシンＡで処理することにより酸化的代謝の阻害を行う。別法として、または

さらに、グルコースの非加水分解性類似体である、２－デオキシグルコースで細

胞を処理することにより、解糖的代謝が阻止され得る。Bacalloa et al. (1994)

 J Cell Sci 107:3301-3313, Mandel et al. (1994) J Cell Sci 107:3315-224

、およびKuznetsov (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93:8584-8589参照。

      【０２５３】

  酸素およびグルコース枯渇の細胞培養モデル。１５％新生子牛血清(GibcoBRL 

of Gaithersburg, Maryland)を含むハムＦ－１０培地において、チャイニーズハ

ムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞を増殖させる。細胞(１５ｍｌ)を１ｍｌ当たり１５０

０００細胞の密度でＴ２５フラスコ(Corning of Acton, Massachusetts)に播種

し、約４８時間後密集レベル下状態での実験用に使用する。グルコース剥奪を達

成するため、グルコースを伴わずに製造されたＦ－１０培地に１５％血清を加え

ることにより、部分的グルコース欠乏ブロスが生成される。インキュベーション

中、シグマグルコース比色検定キットを用いて測定され得るところによると、細

胞は約２０時間後に残存グルコースを使用する。さらに２４時間のインキュベー

ション後、グルコース剥奪細胞を採取する。

      【０２５４】

  酸素欠乏を達成するため、Anderson & Matovcik (1977) Science 197:1371-13

74およびSeip & Evans (1980) J Clin Microbiol 11:226-233で先に報告されて

いる通り、完全培地における(または５０％追加グルコースを含む完全培地にお

ける)培養物を密閉されたブルーアージャー(Baltimore Biological Laboratory,

 Microbiology Systems of Baltimore, Maryland)に入れ、４－７％二酸化炭素

雰囲気中水素発生装置を用いることにより、嫌気的生活を開始させた。ジャーの
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酸素濃度を１００分で＜０.４％に減少させ、非撹拌溶液中細胞深度で酸素濃度

を計算すると、３０分以内では環境値の１％以内であると算出される。かかる算

出法は、Gerweck et al. (1979) Cancer Res 39:966-972記載の方法に従い為さ

れ得る。水素および酸素からの水蒸気の形成により、嫌気的生活の開始後直ちに

培養培地において約３８.６℃までの短時間(約１５分)の温度上昇が誘発される

。この上昇は熱ショック応答の誘発には不十分である。

      【０２５５】

  酸素欠乏は、メチレンブルー指示薬溶液を用いて証明され得る。この溶液は、

嫌気的生活開始の５－６時間後に無色(酸素の不存在を示す)になる。一定グルコ

ース濃度(１ｇ／Ｌ)は、嫌気的生活開始の２４時間前および直前に培地を変える

ことにより維持され得る。

      【０２５６】

  脳虚血の細胞培養モデル。単離されたニューロンは、成長許容性基質を含む単

層、例えば精製成長促進因子の固定化単層で培養され得、上記単層はＬ１糖蛋白

質のコラーゲン、フィブロネクチンを含む。方法の一例として、本質的には例え

ば米国特許第５９３２５４２号で記載された通り、ニューロン(生後２－７日)を

トリプシン処理により解離する。ニューロンを成長促進因子でコーティングした

ウェルに加えた後、単一濃度または増加濃度の候補組成物を加える。ニューロン

を一夜(約１６時間)３７℃で培養し、次いでニューライト発芽後成長を測定する

。低酸素／酸素欠乏は、上記要領で達成され得る。次いで、虚血状態にされ、候

補治療組成物が投与された細胞のニューライト発芽後成長は、治療組成物の投与

を伴わずに同じく虚血状態にされた対照細胞でのニューライト発芽後成長と比較

され得る。

      【０２５７】

  海馬におけるグルタミン酸誘導酸化的傷害性の細胞培養モデル。グルタミン酸

塩またはエステル(グルタメート)は、脳における主要な興奮伝達物質であり、て

んかんの病因およびてんかん活性においてある一定の役割を演じると考えられて

いる。異なる種類のてんかんおよびてんかんの臨床的に異なる形態に関連性のあ

る行動的影響を含む多様なインビボモデルが知られている。グルタミン酸誘導酸
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化的傷害性のインビトロモデルもまた公知であり、方法の一例は本明細書に記載

されている。マウス海馬細胞系(Davis & Maher (1994) Brain Res 652(1):169-1

73)を、１０％胎児牛血清(Atlanta, GeorgiaのAtlanta Biologicals)含有ダルベ

ッコ修飾イーグル培地(GibcoBRL of Gaithersburg, Maryland)で維持する。ＨＴ

２２細胞を１ウェル当たり２００００細胞で９６ウェルプレートに播種し、通常

の増殖培地で一夜３７℃で培養する。グルタミン酸誘導酸化的傷害性は、２－１

０ミリモルのグルタメートまたはＮＭＤＡの投与により誘発される。さらなる方

法は、Su et al. (1998) J Mol Cell Cardiol 30(3):587-598; Xiao et al. (19

99) J Neurochem 72:95-101および米国特許第６０１７９６５号に開示されてい

る。

      【０２５８】

  Ｍ.３.虚血または他のストレス状態後の回復に関する検定法

  本明細書に開示された治療組成物の効果を調べることにより、これらの動物モ

デルにおける細胞損傷を緩和および／または打ち消す可能性のある治療戦略が決

定され得る。具体例としては、限定するわけではないが、下記で開示されている

治療効力の評価測定法がある。

      【０２５９】

  神経学的評価検定法。神経学的障害および回復は、米国特許第５５７１８４０

号に開示されている通り、意識、呼吸、脳神経活性、脊髄神経活性および運動機

能の注意深い観察を表す標準化スコアを用いてモニターされ得る。観察者間の変

動性は、各神経学的機能の詳細な記載を顧慮することにより解決され得る。認知

、感覚および運動障害の追加的検定法は、米国特許第６０１７９６５号に開示さ

れている。

      【０２６０】

  梗塞サイズ検定法。本明細書に開示されている候補化合物の効力もまた、虚血

状態にされた動物への組成物投与後における梗塞サイズを測定することにより評

価され得る。虚血状態開始後の選択された時点(複数も可)で、上記の動物を殺し

、当業界で熟知されている方法に従い、興味の対象である組織に適した常用的組

織研究用に処理する。画像処理ソフトウェア(例、Edmonds, WashingtonのBio Sc
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an OPTIMAS)を用いると、梗塞体積の正確な算出が簡易化され得る。

      【０２６１】

  細胞変性に関する分子マーカーの検出。別の態様では、損傷した組織は、抗原

、例えばＡｌｚ－５０、ｔａｕ、Ａ２Ｂ５、神経フィラメント、ニューロン特異

的エノラーゼ、および米国特許第６０４６３８１号に開示されている神経変性に

特有な他の抗原を認識する抗体による免疫標識により脳断片において同定され得

る。免疫標識細胞は、共焦画像のコンピューター援用半定量的分析法を用いて定

量され得る。

      【０２６２】

  細胞生存能検定法。虚血のインビトロモデルを使用するとき、細胞生存能は、

Hansen et al. (1989) Electrophoresis 10:645-652に記載されている通り細胞

が３－(４,５－ジメチルジアゾール－２－イル)－２,５－ジフェニルテトラゾリ

ウムブロミド(ＭＴＴ)を代謝する能力を測定することにより評価され得る。簡単

に述べると、１０μｌのＭＴＴ溶液(５ｍｇ／ｍｌ)を９６ウェルプレートにおい

て細胞培養物に加え、そして細胞を３７℃で４時間通常の増殖培地で維持する。

次いで、可溶化溶液(１００μｌ、５０％ジメチルホルムアミドおよび２０％ド

デシル硫酸ナトリウム、ｐＨ４.８)を、９６ウェルプレートの個々のウェルに入

れた各培養物に直接加える。室温で一夜インキュベーション後、吸光度を測定す

る。

      【０２６３】

  別法として、細胞生存能は、Choi et al. (1987) J Neurosci 7:357および米

国特許第６０１７９６５号に開示されている通り瀕死の細胞から放出される細胞

質酵素である、乳酸デヒドロゲナーゼの放出を測定することにより評価され得る

。

      【０２６４】

  ニューロン成長検定法。上記の神経虚血の細胞培養モデルは、標識ニューロン

突起の視覚的検査、およびHorch et al. (1999) Neuron 23:353-364 and McAlli

ster et al. (1997) Neuron 18:767-778に開示されているニューロン突起(例、

樹状突起および棘突起)の長さ、密度および動態(ダイナミシズム)の定量により
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評価され得る。

      【０２６５】

  別の態様において、分子マーカーは、固定された脳組織断片におけるニューラ

イト成長の評価に使用され得る。例えば、虚血の動物モデルから摘出された脳断

片は、ＭＡＰ－２(神経細胞本体および樹状突起のマーカー)およびシナプトフィ

シン(シナプス前部終末のマーカー)を認識する抗体を用いて標識され得る。標識

された断片は、共焦顕微鏡で調べられ、共焦画像のコンピューター援用半定量的

分析を用いて詳細に記録され得る。ＭＡＰ－２免疫標識樹状突起またはシナプト

フィシン免疫標識終末が占める神経網の面積は、定量され、総画像面積のパーセ

ンテージとして表され得る。Masliah et al. (1992) Exp Neurol 136:107-122 a

nd Toggas et al. (1994) Nature 367:188-193参照。

      【０２６６】

  追加的なニューロン成長検定方法は、Doherty et al. (1995) Neuron 14:57-6

6, Schnell et al. (1990) Nature 343:269-272、米国特許第５２５０４１４号

および第５８９８０６６号、および国際ＰＣＴ公開ＷＯ９９／６１５８５に開示

されている。

      【０２６７】

  Ｎ．タンパク質輸送障害

  タンパク質ミスフォールディング障害は、限定されるわけではないが、嚢胞性

線維症、家族性高コレステロール血症、色素性網膜炎およびα１－アンチトリプ

シンミスフォールディングを含む多様な遺伝的疾患状態の共通要素である。すな

わち、Ｈｓｐ９０群の分子シャペロンの活性を変調する化合物は、病状を同定す

るタンパク質折りたたみの欠陥を打ち消すことまたは細胞の小胞体からのタンパ

ク質輸送を高めることを目的とする本発明治療方法に従い使用され得る。すなわ

ち、ＧＲＰ９４の立体配座を変調する化合物は、小胞体へのまたは小胞体からの

タンパク質輸送における欠陥から生じる病状を処置するのに使用され得る。ＧＲ

Ｐ９４活性を排除する化合物は、小胞体からのタンパク質(例、成長因子)の出口

を遮断することにより治療上の恩恵が受けられる病的状態、例えば癌の処置に使

用され得る。逆に、ＧＲＰ９４活性を促進する化合物は、小胞体からのタンパク
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質輸送を高めることにより治療上の恩恵が受けられ得る疾患の処置に使用され得

る。

      【０２６８】

  タンパク質輸送の誤調節を評価するためには、表皮成長因子受容体(ＥＧＦ－

Ｒ)レベルおよび／または細胞内局在性を測定するモデルシステムが使用され得

る(Supino-Rosin et al. (2000) J Biol Chem 275(29):21850-21855)。例えば、

ベンゾキノンアンサマイシンゲルダナマイシンは、２種のＨｓｐ９０分子シャペ

ロン(Ｈｓｐ９０およびＧＲＰ９４)を標的とし、それらの活性を阻害することに

より、その後続のタンパク質分解を遮断および促進する。ゲルダナマイシン処理

に応答して、ＥＧＦ－Ｒは、原形質膜へ行き来できなくなり、細胞はＥＧＦによ

る刺激に不応性になる。

      【０２６９】

  (実施例)

  下記の実施例には、本発明の好ましい態様の説明が含まれている。下記実施例

のある種の態様は、本発明を実践する上で充分役立つことが本発明者らにより見

出されるかまたは予測されている技術および方法に関して記載されている。これ

らの実施例は、発明者らの標準的な実験室の常套手段の使用を通して実例として

挙げられている。本開示内容および当業界の熟練者の一般的レベルを考えると、

当業界の熟練者であれば、下記実施例が例として挙げられているに過ぎず、本発

明の精神および範囲から逸脱することなく、多様な変化、修正および改変が用い

られ得ることは認めるはずである。

      【０２７０】

  実施例１－８

  ＧＲＰ９４分子シャペロン活性のリガンド仲介活性化

  Ｈｓｐ９０シャペロンのアミノ末端ドメインは、Ｈｓｐ９０阻害剤ゲルダナマ

イシンおよびラディシコールと結合するアデノシンヌクレオチド結合性ポケット

を含む。下記実施例１－８は、ヌクレオチド結合性部位と相互作用する環境感受

性発蛍光団である、ｂｉｓ－ＡＮＳ(１－１'ビス(４－アニリノ－５－ナフタレ

ンスルホン酸))が、ＧＲＰ９４のアデノシンヌクレオチド結合性ドメインに結合
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し、そのペプチド結合性および分子シャペロン活性を活性化することを立証して

いる。熱ショックと同様、ｂｉｓ－ＡＮＳは、ＧＲＰ９４機能を活性化し、ラデ

ィシコールにより阻害されるＧＲＰ９４における三次立体配座変化を誘発する。

ｂｉｓ－ＡＮＳ結合性部位としてのＮ－末端ヌクレオチド結合性ドメインの確認

は、ｂｉｓ－ＡＮＳ－標識ＧＲＰ９４プロテアーゼ消化産物の配列決定により達

成された。これらのデータは、ＧＲＰ９４のリガンド依存的アロステリック調節

を確認するもので、ＧＲＰ９４機能のリガンド仲介調節用モデルを示唆している

。

      【０２７１】

  実施例１－８の材料および方法

  材料。蛍光性プローブは、モレキュラー・プローブス(ユージーン、オレゴン)

から入手された。ｂｉｓ－ＡＮＳ濃度は、３８５ｎｍでの吸光度により測定され

た(ε385＝１６７９０ｃｍ-1Ｍ-1、水中)。クエン酸シンターゼ(Ｅ.Ｃ.４.１.３

.７)は、Boehringer Mannheim (Mannheim, Germany)から購入された。ラディシ

コールは、国立癌研究所(Frederick, Maryland)のレン・ネッカーズ博士から入

手された。ペプチドＶＳＶ８(ＲＧＹＶＹＱＧＬ－配列番号１)は、チャペル・ヒ

ル・ペプタイド・シンセシス・ファシリティーにおけるユニバーシティー・オブ

・ノースカロライナ(Chapel Hill, North Carolina)により合成された。Ｎａ[12

5Ｉ]は、アマーシャム・ファルマシア(Piscataway, New Jerseyから購入された

。他の試薬は全て、特記しない場合シグマ・ケミカル・カンパニー(St. Louis, 

Missouri)から入手された。ＧＲＰ９４は、Wearsch & Nicchitta (1996b) Bioch

emistry 35:16760-16769に記載された要領でブタ膵臓から精製された。ＧＲＰ９

４の濃度は、２８０ｎｍでの吸光度により測定された(１ｍｇ／ｍｌ＝１.１８Ａ

280)。

      【０２７２】

  発蛍光団結合反応。示された円偏光二色性およびクエン酸シンターゼ凝集実験

を除き、結合反応は全て、緩衝液Ａ(１１０ミリモルＫＯＡｃ、２０ミリモルＮ

ａＣｌ、２ミリモルＭｇ(ＯＡｃ)2、２５ミリモルＫ－ＨＥＰＥＳ ｐＨ７.２、

１００マイクロモルＣａＣｌ2)中で行なわれた。蛍光性プローブおよびラディシ
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コールストックは、最終濃度５ミリモルのジメチルホルムアミド中で製造された

。全検定法について、実験条件と同一の溶媒希釈液での対照反応は、いかなる溶

媒作用についても補正するように遂行された。指示されている場合、ＧＲＰ９４

には、１５分間５０℃水浴中におけるインキュベーション、次いで３７℃への冷

却により熱ショックを与えた。

      【０２７３】

  蛍光性測定。発光スペクトルは、光子計数方式で稼動するフルオロマックス(

商標)分光蛍光計(SPEX Industries Inc. of Edison, New Jersey)において得ら

れた。スペクトルを記録し、ＤＭ３０００ｆオペレーティングソフトウェア、バ

ージョン２.１(SPEX Industries Inc. of Edison, New Jersey)により処理した

。放射スキャンについては、スリット幅を１ｎｍに設定した。励起波長は次の通

りであった：プロダン、３６０ｎｍ、ＡＮＳ、３７２ｎｍ、ｂｉｓ－ＡＮＳ、３

９３ｎｍ、トリプトファン、２９５ｎｍ。スペクトルは全てバックグラウンド補

正された。

      【０２７４】

  円偏光二色性測定。AVIV Associates 62DS(商標)円偏光二色性分光計(AVIV As

sociates of Lakewood, New Jersey)において遠紫外ＣＤ分光測定法を遂行した

。３７℃で１ｍｍ経路長石英キュベットにおいて試料を分析した。緩衝液Ａは関

連性のあるスペクトル領域において許容し得ないダイノード電圧を生じるため、

ＧＲＰ９４試料(１マイクロモル)を標準リン酸緩衝食塩水溶液中で製造した。ス

ペクトルを得る前、ＧＲＰ９４を、３７℃で２時間１０マイクロモルのｂｉｓ－

ＡＮＳとインキュベーションした。スペクトルを３００～１９５ｎｍで記録した

。ＧＲＰ９４のα－らせん含有量を、２２２ｎｍでのモル楕円率から算出した。

Myers および Myers & Jakoby (1975) J Biol Chem 250:3785-3789参照。

      【０２７５】

  タンパク質分解の立体配座解析。タンパク質のトリプシン消化および後続のＳ

ＤＳ－ＰＡＧＥ分析により、ＧＲＰ９４の立体配座状態を評価した。単純なタン

パク質分解実験を行うため、１０μｌの０.５ｍｇ／ｍｌＧＲＰ９４ストックを

、予め熱ショックを加えるかまたは加えないで、１μｌのｂｉｓ－ＡＮＳおよび
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／またはラディシコールストック溶液と合わせ、３７℃で指示された時間インキ

ュベーションした。次いで、試料を０.１％トリプシンと合わせ、３７℃で３０

分間消化した。等量のＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液を加え、試料を液体窒素中で

急速冷凍させた。ゲル分析の直前、試料を解凍し、５分間沸騰させた。次いで、

試料を１２.５％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離した。ゲルを固定し、

クーマシーブルーで染色した。経時的実験を行うため、トリプシン処理の直前に

０.５ｍｌＧ－２５セファデックス(商標)スピンカラムにおけるゲル濾過により

過剰の遊離ｂｉｓ－ＡＮＳを除去した。

      【０２７６】

  ｂｉｓ－ＡＮＳ結合部位の同定。Sharma et al. (1998) J Biol Chem 273(25)

:15474-78およびSeale et al. (1998) Methods Enzymol 290:318-323に記載され

たｂｉｓ－ＡＮＳ光分解方法に従い、ＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳの共有結合

的取込みにより、ＧＲＰ９４のｂｉｓ－ＡＮＳ結合領域を同定した。簡単に述べ

ると、５０μｇのＧＲＰ９４を、最終体積１００μｌで５０マイクロモルのｂｉ

ｓ－ＡＮＳと合わせ、３６６ｎｍハンドヘルドＵＶランプ(Ultra-violet Produc

ts, Inc. of San Gabriel, California)により１５分間氷上で光架橋させた。光

架橋後、ＧＲＰ９４－ｂｉｓ－ＡＮＳ複合体を３７℃で１時間トリプシンにより

消化した。次いで、２０ミリモルの重炭酸アンモニウムにおける連続アセトニト

リル／水勾配を用いたＣ－１８逆相ＨＰＬＣによりトリプシン誘導限界消化産物

を分離し、ＵＶ吸光度(２２０ｎｍ)および蛍光放射(励起４１８ｎｍ、放射４９

８ｎｍ)により逐次検出した。現れた主要蛍光ピークを集め、Applied Biosystem

s PROCISE(ＰＲＯＣＩＳＥ、商標)モデル４９２自動タンパク質シークエンサー

におけるエドマン分解法により対応するペプチドを配列決定した。

      【０２７７】

  ネイティブ・ブルー電気泳動。Schagger et al. (1994) Anal Biochem 217:22

0-230による記載に従い、ブルーネイティブ・ポリアクリルアミドゲル電気泳動(

ＢＮ－ＰＡＧＥ)によりＧＲＰ９４のオリゴマー状態を検定した。ＧＲＰ９４に

熱ショックを加えるか、これを指示された時間１０倍モル過剰のｂｉｓ－ＡＮＳ

に暴露した。次いで、試料を１５％グリセリンに溶かし、カソード緩衝液中０.
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０２％クーマシー・ブリリアントブルーと共に５－１８％勾配ゲルへローディン

グした。ゲルを４℃で電気泳動にかけ、クーマシーブルーで染色し、脱色し、乾

燥した。

      【０２７８】

  クエン酸シンターゼ凝集検定法。Buchner et al. (1998) Methods Enzymol 29

0:323-338に記載された方法により、クエン酸シンターゼの熱による凝集に対す

るＧＲＰ９４の作用を検定した。タンパク質を全く含まないか、ＧＲＰ９４(１

マイクロモル)を含む試料を、４０ミリモルのＨＥＰＥＳ ｐＨ７.５中０.２％Ｄ

ＭＦまたは１０マイクロモルのｂｉｓ－ＡＮＳと３７℃で２時間インキュベーシ

ョンした。次いで、試料を５分間４３℃に温め、４３℃にサーモスタットで調温

した分光蛍光計に入れた。次いで、クエン酸シンターゼを０.１５マイクロモル

の最終濃度になるまで加え、酵素の熱による凝集の後光散乱が行なわれた。励起

および放射波長は、２ｎｍスリット幅で両方とも５００ｎｍであった。クエン酸

シンターゼ凝集の時間経過を１０００秒間追跡した。

      【０２７９】

  ＧＲＰ９４へのペプチド結合。ヨードビーズ(ＩＯＤＯＢＥＡＤＳ、商標)方法

(Pierce Chemical Co. of Chicago, Illinois)によりＶＳＶ８のヨウ素化を行い

、そして取り込まれていない[125Ｉ]をＳＥＰ－ＰＡＫ(商標)Ｃ１８逆相カート

リッジにおける分画により除去した。ヨウ素化ペプチドを非標識ペプチドと混合

することにより、６.０μＣｉ／ｍｇの最終比活性が得られた。ＧＲＰ９４(４.

７μｇ、最終濃度０.５マイクロモル)を、３７℃で３.５時間１００μＬの緩衝

液Ａ中０.１％ＤＭＦにおいて等モル量のｂｉｓ－ＡＮＳとインキュベーション

した。次いで、試料をさらに３０分間３７℃でインキュベーションするか、また

は１５分間５０℃で熱ショックを加え、３７℃で１５分間回復させた。１０倍モ

ル過剰の[125Ｉ]ＶＳＶ８を加え(最終濃度５マイクロモル)、混合物を３７℃で

３０分間インキュベーションした。ｂｉｓ－ＡＮＳ分解を阻止するためインキュ

ベーションは全て暗所で行なわれた。次いで、７５μｇのＢＳＡで予め遮断して

おいた１.２ｍＬセファデックス(商標)Ｇ－７５スピンカラムで試料を溶離し、[

125Ｉ]をガンマ計数法により定量した。
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      【０２８０】

  実施例１

  ＧＲＰ９４への極性感受性蛍光プローブの結合

  ＧＲＰ９４の立体配座調節に関する最近の研究により、熱ショックに応じて起

こり、ペプチド結合活性の活性化に伴う三次構造変化が確認された。Wearsch et

 al. (1998) Biochemistry 37(16):5709-16, Sastry & Linderoth (1999) J Bio

l Chem 274:12023-12035参照。熱ショック誘発立体配座変化と一致して、ＧＲＰ

９４は、疎水性ドメインに優先的に結合する環境感受性蛍光プローブ、例えばナ

イルレッドの高い結合性を表す(Wearsch et al., 1998)。ＧＲＰ９４は、著しい

疎水性を有する２つのドメイン、Ｃ－末端会合ドメインおよび高度保存Ｎ－末端

領域を含み、これはＨｓｐ９０ゲルダナマイシンおよびアデノシンヌクレオチド

結合部位に対応する。Stebbins et al. (1997) Cell 89:239-250; and Prodromo

u et al. (1997) Cell 90:65-75参照。

      【０２８１】

  ＧＲＰ９４活性の熱ショック依存的活性化に関する構造的基礎を特性検定する

ため、天然および熱ショックＧＲＰ９４と極性感受性発蛍光団の相互作用を調べ

た。Rosen & Weber (1969) Biochemistry 8:3915-3920; Weber & Farris (1979)

 Biochemistry 18:3075-3078; Takashi et al. (1977) Proc Natl Acad Sci USA

 74:2334-2338; Shi et al. (1994) Biochemistry 33:7536-7546で検討されてい

るところによると、試験された３種のプローブ、プロダン(６－プロピオニル－

２－(ジメチルアミノ)ナフタレン)、８－ＡＮＳ(１,８－アニリノナフタレンス

ルホネート)およびｂｉｓ－ＡＮＳ(ビス(１,８－アニリノナフタレンスルホネー

ト))は、タンパク質の疎水性部位に結合し、非極性環境への導入時に実質的な蛍

光スペクトル変化をうける構造的に関連したプローブである。次の実験プロトコ

ルを使用した。ＧＲＰ９４を３７℃に温め、３７℃に維持するかまたは５０℃で

１５分間熱ショックを与え、次いで３７℃でインキュベーションした。それに続

いて、プローブストックをＧＲＰ９４ストックに加え、放射スペクトルを３０分

後３７℃で記録した。

      【０２８２】
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  図１Ａに描かれている通り、天然または加熱ショックＧＲＰ９４の存在下にお

けるプロダンの放射最大値は本質的に同一であったことから、プロダンは、熱シ

ョックＧＲＰ９４により現れた疎水性結合ポケット(複数も可)とは相互作用しな

いことを示していた。反対に、構造的に関連したプローブ、８－ＡＮＳは、天然

ＧＲＰ９４との弱い相互作用を示すが、熱ショック後には強く結合する(図１Ｂ)

。

      【０２８３】

  ＧＲＰ９４とｂｉｓ－ＡＮＳの相互作用は複雑であり、明白な時間依存性を示

していた。図１Ｃおよび１Ｄに描かれている通り、天然ＧＲＰ９４への初めのｂ

ｉｓ－ＡＮＳ結合は二相性であり、ｂｉｓ－ＡＮＳの存在下での長期インキュベ

ーション後、熱ショックＧＲＰ９４により見られたのと類似した発蛍光団結合レ

ベルが観察された。これらのデータは、ＧＲＰ９４への最大ｂｉｓ－ＡＮＳ結合

性が緩慢な構造的トランジションを必要としたことを示唆している。さらにこの

トランジションは、ＧＲＰ９４におけるｂｉｓ－ＡＮＳ誘発立体配座変化および

／または立体配座状態のｂｉｓ－ＡＮＳ依存的安定化が天然タンパク質により低

頻度で接近したことを示唆している。

      【０２８４】

  実施例２

  熱ショックＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳ結合の分析

  ＧＲＰ９４に関するｂｉｓ－ＡＮＳの親和力を測定するため、ｂｉｓ－ＡＮＳ

を増加濃度の熱ショックＧＲＰ９４に加え、蛍光スペクトルを測定し、そして４

７５ｎｍでの放射強度をＧＲＰ９４濃度の関数としてプロットした(図２Ａおよ

び２Ｂ)。この一連の実験で使用された実験条件下では、ＧＲＰ９４へのｂｉｓ

－ＡＮＳ結合は、ｂｉｓ－ＡＮＳに対して２０倍モル過剰のＧＲＰ９４モノマー

でほぼ最大であり、半最大結合は１１０ナノモルＧＲＰ９４で観察された(図２

Ｂ)。重要なことに、これらのデータは、ｂｉｓ－ＡＮＳが飽和状態で熱ショッ

クＧＲＰ９４に結合すること、およびＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳ結合部位(

複数も可)がｂｉｓ－ＡＮＳに関して類似した相対親和力を表したことを示して

いる。
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      【０２８５】

  実施例３

  ＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳ結合の構造的重要性

  長期インキュベーション期間後、天然ＧＲＰ９４に結合したｂｉｓ－ＡＮＳの

放射スペクトルは、熱ショックＧＲＰ９４に結合したｂｉｓ－ＡＮＳの放射スペ

クトルとの実質的類似性を有する。熱ショックはＧＲＰ９４における安定した三

次立体配座変化を誘発することが知られているため(Wearsch et al. (1998) Bio

chemistry 37(16):5709-16)、これらのデータは、ＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮ

Ｓの結合により、熱ショックに応答して生じる場合と類似した立体配座変化が誘

導または安定化されることを示唆している。ｂｉｓ－ＡＮＳ追加時に見られるＧ

ＲＰ９４立体配座が熱ショック後に観察されるのと類似しているか否かを測定す

るため、ｂｉｓ－ＡＮＳ／ＧＲＰ９４複合体に関する一連の構造試験が遂行され

た。

      【０２８６】

  一連の実験において、天然、熱ショックおよびｂｉｓ－ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４

のタンパク質分解パターンが調べられた。図３Ａ、レーン２および３に示されて

いる通り、低レベルのトリプシンとの天然ＧＲＰ９４のインキュベーションによ

り、Stebbins et al. (1997); Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75; Wears

ch & Nicchitta (1996b) Biochemistry 35:16760-16769に記載された通り、タン

パク質の既知構造ドメインを表す、２種の主要なタンパク質分解産物が生成され

る。対照的に、ｂｉｓ－ＡＮＳ処理または熱ショックＧＲＰ９４のタンパク質分

解により、主要なタンパク質分解産物の回収は実質的に低減化され、ＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥ移動度の高いタンパク質分解フラグメントの多様なアレイが付随して現れ

る。ＨＳＰ９０の熱ショックまたはｂｉｓ－ＡＮＳ処理後、本質的に同一のタン

パク質分解パターンが観察された。

      【０２８７】

  これらのデータは、ＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳ結合が、熱ショックに応答

して生じる場合と類似した立体配座でＧＲＰ９４を誘導または安定化させるとい

う証拠を提供していることから、熱ショックまたはリガンド(ｂｉｓ－ＡＮＳ)結
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合により容易に接近および／または安定化され得るＧＲＰ９４立体配座状態が存

在することを示唆している。

      【０２８８】

実施例４

ＧＲＰ９４四量体および二次構造に対するｂｉｓ-ＡＮＳ結合の影響

  組織から精製された場合、ＧＲＰ９４は、Wearsch & Nicchitta (1996a) Prot

 Express Purif 7(1):114-21; Nemoto et al. (1996) J Biochem 120:249-256に

よって記載されているようなホモ二量体として存在する。しかし、熱ショックを

与えると、ＧＲＰ９４はWearsch et al. (1998) Biochemistry 37:5709-5719に

記載のようにより高分子量複合体を形成する。ｂｉｓ-ＡＮＳのＧＲＰ９４構造

への影響をさらに特徴付けるために、天然ＧＲＰ９４、熱ショックＧＲＰ９４、

ｂｉｓ-ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４に関するオリゴマー化状態を、Schaggerら(1994)

により記述のブルーネガティブポリアクリルアミドゲル電気泳動(ＢＮ－ＰＡＧ

Ｅ)技術によってアッセイした。これらの実験において、ＧＲＰ９４をｂｉｓ-Ａ

ＮＳまたは短い熱ショックを与えてインキュベートし、次に３７℃でインキュベ

ートした。次いで、当該サンプルを、ＢＮ－ＰＡＧＥによって分析した。図４に

見られるように、熱ショックまたはｂｉｓ-ＡＮＳ処理をしないと、大部分のＧ

ＲＰ９４はみかけの分子量が約２００ｋＤａの二量体として存在する。しかし、

熱ショックに暴露すると、四量体、六量体および八量体の比較的速い形成を引起

した(図４、レーン２-４)。ＧＲＰ９４を１０倍モル過剰のｂｉｓ-ＡＮＳとイン

キュベーションすると、熱ショックに対して見られる構造に似たＧＲＰ９４の四

量体構造における変化を誘導した(図４、レーン４、５)。これらのデータにより

、ｂｉｓ-ＡＮＳは熱ショックへの応答の際に生じるそれに類似するＧＲＰ９４

における構造遷移を誘導または安定させるという仮説に対しさらなる指示を与え

る。

      【０２８９】

  ｂｉｓ-ＡＮＳ依存性形態的変化の性質においてさらなる洞察を得るために、

ＧＲＰ９４を、熱ショックに供するか、もしくはｂｉｓ-ＡＮＳにより処理し、

遠紫外線ＣＤスペクトルを得た(図５)。図５に示したように、天然、熱ショック
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およびｂｉｓ-ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４に対するＣＤスペクトルは同一であり、ｂ

ｉｓ-ＡＮＳ結合はＧＲＰ９４の二次構造を変えるものではないことを示した。

      【０２９０】

実施例５

ラディシコール阻害温度およびｂｉｓ-ＡＮＳ誘導ＧＲＰ９４形態的変化

  ラディシコール、即ち大環状抗生物質は、ＨＳＰ９０の高保存性Ｎ末端ヌクレ

オチド結合ポケットに結合し、ＨＳＰ９０機能を遮断する(Sharma et al. (1998

) Oncogene 16(20):2639-45; Roe et al. (1999) J Med Chem 42:260-266)。ラ

ディシコールの結合がＧＲＰ９４の構造力学に影響するかどうかを測定するため

に、下記実験を行った。ＧＲＰ９４を、ラディシコールの濃度を増加させてイン

キュベートし、熱ショックを与え、冷却し、トリプシンで消化した。その後、サ

ンプルのＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析をすると、ラディシコールの存在下に、天然ＧＲ

Ｐ９４とラディシコール処理、熱ショック処理ＧＲＰ９４との間のタンパク質分

解パターンにおける類似点によりアッセイした場合、ＧＲＰ９４が熱ショック誘

導構造遷移をうけ得ないということを示した。また、ラディシコールによるＨＳ

Ｐ９０の熱ショックで誘導される構造遷移に関する類似阻害を観察した。

      【０２９１】

  ラディシコールが、ｂｉｓ-ＡＮＳ依存性ＧＲＰ９４構造遷移を阻害し得るか

どうかを決定するために、ＧＲＰ９４をラディシコールの濃度を増加させてイン

キュベートし、次いでｂｉｓ-ＡＮＳを添加し、当該サンプルを１時間インキュ

ベートした。サンプルを、続いてトリプシンで消化し、このタンパク質分解パタ

ーンをＳＤＳ-ＰＡＧＥによって測定した。図６Ａに図示されるように、ラディ

シコールは、ｂｉｓ-ＡＮＳが１０倍モル過剰に存在する場合に、ｂｉｓ-ＡＮＳ

依存性ＧＲＰ９４形態的変化を効率的に阻害する。

      【０２９２】

  図６Ａに示した実験はラディシコールがｂｉｓ-ＡＮＳ-依存性構造状態の出現

を阻害することができることを示したが、ＧＲＰ９４へのｂｉｓ-ＡＮＳ結合が

ラディシコール処理によって遮断されるかどうかを測定することが必要である。

そのため下記実験を行った。ＧＲＰ９４をラディシコール濃度を増加させながら
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インキュベートし、次いで、有効なｂｉｓ-ＡＮＳ結合を誘発するのに十分な条

件下で熱処理し、ｂｉｓ-ＡＮＳ結合をアッセイした。図６Ｂに示したように、

用量依存様式でラディシコールは、熱処理ＧＲＰ９４に結合するｂｉｓ-ＡＮＳ

を阻害した。

      【０２９３】

  ラディシコールそれ自身が熱ショック誘導した形態的変化を遮断するために、

これらのデータは、ｂｉｓ-ＡＮＳ作用に関する２つのモデルを示す。一つのモ

デルにおいては、ｂｉｓ-ＡＮＳはヌクレオチド結合ドメインに結合し、観察さ

れた形態的変化を直接的に誘発する。即ち、アデノシンヌクレオチド結合ポケッ

トに結合することによってラディシコールは、ｂｉｓ-ＡＮＳ-依存的形態的変化

を阻害することが予測されよう。別のモデルにおいては、オープンもしくは閉鎖

状態として任意に引用されるように、ＧＲＰ９４は、２つの形態的状態間で相互

交換する。オープン状態では、ｂｉｓ-ＡＮＳが結合し、それによりオープン形

態は安定化されるが、一方、ラディシコール結合が閉鎖形態を温度感受性様式に

おいて安定化させる。両モデルに対して、Ｎ末端アデノシンヌクレオチド結合ド

メインへのｂｉｓ-ＡＮＳ結合が予測され、次いで試験した。

      【０２９４】

実施例６

Ｎ末端アデノシン ヌクレオチド/ラディシコール/ゲルダナマイシン結合ドメイ

ンへのｂｉｓ-ＡＮＳの結合

  ｂｉｓ-ＡＮＳがＧＲＰ９４の形態を変化させ得ることを決定したので、ＧＲ

Ｐ９４へのｂｉｓ-ＡＮＳ結合部位を同定するために標的化した。Sharma et al.

 (1998) J Biol Chem 273(25):15474-78 and Seale et al. (1998) Methods Enz

ymol 290:318-323に記載のように、ｂｉｓ-ＡＮＳのＵＶ光による照射により、

タンパク質結合部位中へプローブの共有結合を可能にした。Materials and Meth

odsに記載のように、ＧＲＰ９４を過剰のｂｉｓ-ＡＮＳと組合せて、氷上で１５

分間光架橋した。続いて、ＧＲＰ９４をトリプシンで消化し、ＨＰＬＣにより蛍

光ペプチドを精製し、標識ペプチドの配列を、エドマンシークエンシングによっ

て決定した。主な合成蛍光ペプチドは、配列ＹＳＱＦＩＮＦＰＩＹＶ(配列番号
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２)を与え、これをＧＲＰ９４のＮ末端ドメインの残基２７１-２８１にマッピン

グした。このセグメントは、アミノ酸２１０-２２２からのヒトＨＳＰ９０配列

ＨＳＱＦＩＧＹＰＩＴＬＦＶ(配列番号３)と相同性であり、アデノシンヌクレオ

チド/ゲルダナマイシン/ラディシコール結合ドメインのＣ末端領域とオーバーラ

ップしている(Stebbins et al. (1997) Cell 89:239-250; Prodromou et al. (1

997) Cell 90:65-75).

      【０２９５】

実施例７

ＧＲＰ９４シャペロン活性を活性化するｂｉｓ-ＡＮＳ

  ＧＲＰ９４におけるｂｉｓ-ＡＮＳ依存性形態的変化が機能的に重要であるか

どうかを測定するために、Jakob et al. (1995) J Biol Chem 270:7288-7294 an

d Buchner et al. (1998) Methods Enzymol 290:323-338に記載のように、天然

ＧＲＰ９４、熱ショックＧＲＰ９４およびｂｉｓ-ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４の分子

シャペロン活性を、熱凝集アッセイにおいて評価した。これらの実験において、

クエン酸シンターゼの凝集を、緩衝液、天然ＧＲＰ９４、熱ショックＧＲＰ９４

または２時間ｂｉｓ-ＡＮＳで前もって暴露されたＧＲＰ９４存在下でアッセイ

した。ＧＲＰ９４の実験的処理に従って、反応を４３℃で平衡化し、次いでクエ

ン酸シンターゼを添加し、光拡散により示したように凝集を測定した。

      【０２９６】

  ＧＲＰ９４の非存在下に、クエン酸シンターゼは、急速な温度凝集をうけ、図

７Ａに示した実験条件下、１５分間以内で安定レベルに達した。天然ＧＲＰ９４

の存在下では、凝集の程度は低く、これは少なくとも一つの天然ＧＲＰ９４分子

群の分画が、活性形態で存在することを示唆するものである。これらの実験的条

件下で、約５０％のクエン酸シンターゼが凝集した。これらの実験で使用したＧ

ＲＰ９４濃度で、化学量論的相互作用を考えると、これらの結果は、おおよそ８

％の天然ＧＲＰ９４が活性形態で存在するということを示す。熱ショックまたは

ｂｉｓ-ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４の存在下、クエン酸シンターゼの温度凝集は全く

検出できなかった(図７Ａ)。これらのデータは、基質タンパク質に結合するため

のＧＲＰ９４の能力が、前もっての熱ショックもしくはｂｉｓ-ＡＮＳ処理によ
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って増強することを示し、熱ショックもしくはｂｉｓ-ＡＮＳ結合によって誘発

されたＧＲＰ９４形態が、分子の活性状態を示していることを示唆するものであ

る。

      【０２９７】

実施例８

ＧＲＰ９４へのペプチド結合活性を活性化するｂｉｓ-ＡＮＳ

  ｂｉｓ-ＡＮＳ処理の、ＧＲＰ９４のペプチド結合活性への影響を評価するた

めに、ＧＲＰ９４をｂｉｓ-ＡＮＳもしくは短い熱ショックのどちらかにより処

理した。次いで、１０倍モル過剰の[125Ｉ]-ＶＳＶ８を添加し、混合物を３０分

間、３７℃でインキュベートした。遊離ペプチドを、ＳＥＰＨＡＤＥＸ(登録商

標)Ｇ７５スピンカラムクロマトグラフィーにより結合ペプチドから分離し、こ

当該結合ペプチドをガンマ計測法により定量した。図７Ｂに示したように、ｂｉ

ｓ-ＡＮＳによるＧＲＰ９４処理は、ＧＲＰ９４のペプチド結合活性を顕著に増

強し、天然タンパク質を超える約４～５倍の刺激を得た。同様の条件下で、熱シ

ョックを与えたＧＲＰ９４は約１０倍の結合の刺激を提示した。図７Ａおよび７

Ｂに示したこのデータから、ｂｉｓ-ＡＮＳが、顕著に増強された分子シャペロ

ンおよびペプチド結合活性を示すＧＲＰ９４形態を誘発もしくは安定化すること

が明らかとなった。

      【０２９８】

実施例１-８の要約

  実施例１-８は、ｂｉｓ-ＡＮＳが保存されたＧＲＰ９４のＮ末端アデノシンヌ

クレオチド結合ドメインに結合し、顕著に増加した分子シャペロンおよびペプチ

ド結合活性を示す三量体形態的変化を誘発することを示している。ＧＲＰ９４へ

のｂｉｓ-ＡＮＳの結合は、初期の急速結合段階、続く緩慢な伸長結合段階を有

する二段階である。これらのデータに従って、オープン状態で参照されるように

、ｂｉｓ-ＡＮＳは、ＧＲＰ９４形態に結合し、低い発生量のＧＲＰ９４形態を

安定化させる。このモデルにおいて、ＧＲＰ９４分子シャペロンおよびペプチド

結合活性は、そのような形態的変化に密接に結合している。一方、制御リガンド

がない場合、いかなる特定の理論もしくは法によって束縛されることは出願人の



(131) 特表２００３－５２８８８６

意思ではないが、この形態への接近は、内因性構造的変動による時間および温度

依存性様式でおこると考えられる。例えばゲルダナマイシンおよびラディシコー

ルなどの阻害的リガンドは、閉鎖もしくは不活性な形態(conformation)にあるＧ

ＲＰ９４に結合し、そして安定化することによって機能する。

      【０２９９】

  要約すると、実施例１-８は、分子シャペロンおよびペプチド結合活性の著し

い活性化に伴うＧＲＰ９４におけるリガンド誘発形態的変化の同定を開示する。

熱ショック活性化とｂｉｓ-ＡＮＳ結合の後のＧＲＰ９４形態との類似性は、Ｇ

ＲＰ９４構造および活性がＮ末端アデノシンヌクレオチド結合ドメインに結合す

るリガンドによって制御することができるという、ｂｉｓ-ＡＮＳリガンド状態

におけるタンパク質の形態が生理学上適切であるという結論を支持するものであ

る。

      【０３００】

実施例９-１３

ＨＳＰ９０シャペロン、ＧＲＰ９４のアデノシンヌクレオチド結合ドメインにお

けるアロステリックなリガンド相互作用

  実施例９-１３では、ＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０がアデノシンを基にしたリ

ガンドとのそれらの相互作用の点で異なるということを開示する。ＧＲＰ９４は

、アデノシン誘導体Ｎ-エチルカルボキシアミド-アデノシン(ＮＥＣＡ)の飽和可

能な結合高親和性を示したが、一方ＨＳＰ９０は示さなかった。ＮＥＣＡ置換ア

ッセイにおいて、ＧＲＰ９４はＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ、アデノシンおよびｃＡ

ＭＰについて弱い結合親和性を示した。ＧＲＰ９４ＡＴＰアーゼ活性は存在する

が、ＡＴＰ濃度に関して飽和しえない、そのため、従来的な酵素的基準によって

特徴付けることができない。ＧＲＰ９４へののＮＥＣＡ結合に関する放射性リガ

ンドおよび熱量研究は、ヌクレオチド結合ドメインへのリガンド結合は、アロス

テリックな制御下で存在することを明らかにした。即ち、ＧＲＰ９４は、リガン

ドを基にしたアロステリック機構により、そしてＡＴＰ以外の調節性アデノシン

を基にしたリガンド(類) により制御される。

      【０３０１】
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実施例９-１３に関する材料および方法

ＧＲＰ９４、ＢｉＰおよびＨＳＰ９０の精製

  ＧＲＰ９４を、Wearsch & Nicchitta (1996a) Prot Express Purif 7:114-121

によって記載されたように、下記修飾を加え、ブタ膵臓の粗ミクロソームから精

製した。ミクロソームを、最初に単離した後、０.２５Ｍシュクロース、２０ｍ

Ｍ ＫＯＡｃ、２５ｍＭ Ｋ-Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７.２、５ｍＭ Ｍｇ(ＯＡｃ)2 の

１０倍希釈物によって洗浄し、続いて、遠心分離(３０分、４０Ｋ ｒｐｍ、４℃

、Ｔｉ５０．２ローター)によって再単離した。単離した粗ミクロソームからの

ルーメンの内容物を開放するために、ミクロソームを、５ｍＭＣＨＡＰＳを添加

して浸透性にし、このルーメン内容物を遠心分離（２時間、４５,０００ ＲＰＭ

で(４℃、Ｔｉ５０.２ローター)）により単離した。

      【０３０２】

  ＢｉＰを下記方法で精製した。ブタ膵臓の粗ミクロソームから得たルーメンの

タンパク質分画を、直列で結合させた１ｍｌ ＡＤＰ-アガロースおよび１ｍｌ 

ＡＴＰ-アガロース(Sigma Chemical Co. of St. Louis, Missouri)カラムにより

、一晩循環させた。次いで、このカラムを２ x ５ｍｌの３５０ｍＭ ＮａＣｌ、

２５ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐＨ７.８、５ｍＭ Ｍｇ2+を含有する緩衝液で洗浄し、Ｂ

ｉＰを、ヌクレオチド親和性カラムから１０ｍＭ ＡＴＰおよびＡＤＰを加えた

３ x ５ｍｌの同緩衝液で溶出した。分画物を含有するＢｉＰを、ＳＤＳ-ＰＡＧ

Ｅで同定し、２x４Ｌの緩衝溶液Ａ(１１０ｍＭ ＫＯＡｃ、２０ｍＭ ＮａＣｌ、

２５ｍＭ Ｋ-Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ ７.２、２ｍＭ Ｍｇ(ＯＡｃ)2 ０.１ｍＭ Ｃａ

Ｃｌ2)に対して透析した。次いで、タンパク質サンプルを、緩衝溶液Ａで平衡化

したＳＵＰＥＲＤＥＸ（登録商標）２６/６０カラム(Amersham Pharmacia Biote

ch of Piscataway, New Jersey)に重層し、ＢｉＰ含有分画をＳＤＳ-ＰＡＧＥに

よって再び同定し、プールし、遠心分離による限外濾過 (CENTRICON-30（登録商

標）; Amicon of Beverly, Massachusetts)によって濃縮した。

      【０３０３】

  ＨＳＰ９０を下記のようにラット肝臓サイトソルから精製した。サイトソルを

、３０％硫酸アンモニウムで調整し、６０分間氷上で攪拌した。この溶液を、１
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５分間、Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＳ３４ローターにおいて２０,０００ x gで遠心分離

し、この上清を回収し、０.２２μｍフィルターで濾過した。この濾過した上清

に、プロテアーゼ阻害剤(１μｇ/ml ペプスタチン、１μg/mlロイペプチン、２

０μｇ/ｍｌＳＢＴＩおよび０.５ｍＭ ＰＭＳＦ)を加え、フェニル-ＳＵＰＥＲ

ＯＳＥＴＭ ＨＲ１０/１０カラム(Amersham Pharmacia Biotech of Piscataway,

 New Jersey)に重層した。洗浄後、この結合タンパク質を、１０ｍＭ Ｔｒｉｓ/

ＨＣｌ、ｐＨ７.５、１ｍＭ ＥＧＴＡ、０.５ｍＭ ＤＴＴ中３０-０％の飽和硫

酸アンモニウムの濃度勾配で溶出し、その画分を含有するＨＳＰ９０をＳＤＳ-

ＰＡＧＥによって同定した。次いで、ＨＳＰ９０含有分画をプールし、２ x ３

時間、２Ｌの低い塩の緩衝液(１０ｍＭ ＮａＣｌ、２５ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐＨ７.

８)で透析した。次いで、透析サンプルを０.２２μｍフィルターで濾過し、低い

塩の緩衝液で平衡化したＭＯＮＯ-Ｑ(商標)ＨＲ１０/１０カラム(Amersham Phar

macia Biotech of Piscataway, New Jersey)においた。このカラムを、２５ｍＭ

 Ｔｒｉｓ、ｐＨ７.８中、１０ｍＭ-７５０ｍＭ ＮａＣｌの濃度勾配で溶出した

。ＨＳＰ９０含有分画を、ＳＤＳ-ＰＡＧＥによって同定し、プールした。

      【０３０４】

  さらなる精製を、緩衝液Ｂ(１０ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4、ｐＨ６.８、１０ｍＭ Ｋ

Ｃｌおよび９０ｍＭ ＮａＣｌ)で平衡化した４ｍＬヒドロキシアパタイトカラム

(Bio-Rad HTP of Hercules, California)にＭＯＮＯ-Ｑ(商標)のプールを用いて

達成した。ヒドロキシアパタイトカラムを、１０ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4から２５０

ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4の濃度勾配で溶出し、ＨＳＰ９０分画をＳＤＳ-ＰＡＧＥによ

って同定した。２２５ｍＭ ＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭ ＫＣｌおよび９０ｍＭ Ｎ

ａＣｌ中のＨＳＰ９０プールを、 遠心分離の限外濾過(CENTRICON(登録商標)３

０; Amicon, Beverly, Massachusetts)によって濃縮し、-８０℃で貯蔵した。

      【０３０５】

[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合アッセイ

  ９μｇのＧＲＰ９４を、氷上で、終体積２５０μlのｐＨ ７.５の５０ｍＭ Ｔ

ｒｉｓ中に、２０nＭ [3Ｈ]-ＮＥＣＡ(Amersham Pharmacia Biotech of Piscata

way, New Jersey)と共に様々な濃度の競合剤を用いてインキュベートした。記載
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の結合反応は、緩衝液Ｃ(１０ｍＭ Ｔｒｉｓ, ｐＨ ７.５, ５０ｍＭ ＫＣｌ、

５ｍＭ ＭｇＣｌ2、２ｍＭ ＤＴＴ、０.０１％ＮＰ-４０、２０ｍＭ Ｎａ2Ｍｏ

Ｏ4)または５０ｍＭ トリス、ｐＨ７.５、１０ｍＭ Ｍｇ(ＯＡｃ)2のいずれかで

行った。結合対遊離[3Ｈ]-ＮＥＣＡを、０.３％ ポリエチレンイミン(Sigma Che

mical Co. of St. Louis, Missouri)で前処理した＃３２ガラスファイバーフィ

ルター(Schleicher and Schuell of Keene, New hampshire)上の結合反応の真空

濾過によってアッセイした。真空濾過は、Amersham Pharmacia Biotech (Piscat

away, New Jersey)のバキューム・フィルトレーション・マニフォールド(vacuum

 filtration manifold)によって行った。

      【０３０６】

  フィルターを、３ x ４ mlの氷冷５０ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐＨ７.５で手早く洗浄

し、５ｍＬのシンチレーション液(SAFETYSOLVETM RPI of Mt. Prospect, Illino

is)におき、ボルテックスし、液体シンチレーション分光計によって計測した。

ＧＲＰ９４に結合する[3Ｈ]-ＮＥＣＡに関する速度論的パラメーターを測定した

実験では、ＮＥＣＡの化学的濃度および比活性を、非標識ＮＥＣＡの添加により

調整した。全結合反応をトリプリケートし、バックグラウンド値の控除によって

訂正し、ＧＲＰ９４を欠く結合反応を測定した。

      【０３０７】

ＡＴＰ結合アッセイ

  ６μgのＧＲＰ９４、ＢｉＰおよびＨＳＰ９０を氷上で１時間緩衝液Ｂ中の５

０μＭ yＺ[32Ｐ]ＡＴＰ(１０００μＣｉ/μmol) (Amersham Pharmacia Biotech

 of Piscataway, New Jersey)インキュベートした。ニトロセルロースフィルタ

ー(ＢＡ８５)(Schleicher & Schuell of Keene, New HＡＭＰshire)を、使用す

る前に緩衝液Ｂ中に個々に湿らし、結合対遊離[32Ｐ]-ＡＴＰを真空濾過によっ

て分離した。濾過物を３x２ｍＬの氷冷緩衝液Ｂで洗浄し、５ｍＬのシンチレー

ション液におき、ボルテックスし、計測した。

      【０３０８】

等温滴定熱量測定

  等温熱量測定実験を、ＭＳＣ熱量計(MicroCal Inc. of NorthamPton, Massach
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usetts)を用いて２５℃で行った。ＮＥＣＡ結合パラメーターを決定するために

、２つの５μ注入を、続いて１５２μＭＮＥＣＡストックから２３回の１０μＬ

注入にかけた。この反応チャンバー(１.３ｍＬ)は５μＭＧＲＰ９４を含有した

。必要な訂正を、緩衝液中のタンパク質溶液およびリガンド溶液への緩衝液添加

から得られる希釈熱を控除することによって行った。次いで、訂正データをＯＲ

ＩＧＩＮ(商標)ソフトウェア(Microcal Software, 1998) に相応させて、結合パ

ラメーターをえた。ラディシコール結合パラメーターを、５μＭのＧＲＰ９４お

よび１１５μＭのラディシコールによる類似様式で得た。

      【０３０９】

リン酸化アッセイ

  ＧＲＰ９４自己リン酸化に関してアッセイするために、１μＭＧＲＰ９４をγ

-[32Ｐ]ＡＴＰ(６０００cpm/pmol) (Amersham Pharmacia Biotech of Piscatawa

y, New Jersey)でインキュベートして、冷ＡＴＰで希釈し、１０ｍＭ Ｍｇ(ＯＡ

ｃ)2 および５０ｍＭ Ｋ-Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７.４を含有する緩衝液中終濃度０.

１５ｍＭ ＡＴＰを得た。カゼインキナーゼアッセイについて、カゼインキナー

ゼIIの１ユニットを４μＭカゼインの添加により上記のようにインキュベートし

た。競合剤を、その適当なサンプルに添加して、３.６％ ＤＭＳＯ中１８０μＭ

ＮＥＣＡ 、３.６％ ＤＭＳＯ中１８０μＭラディシコール、５μg/mlヘパリン

、５ｍＭ ＧＴＰまたは３.６％ ＤＭＳＯの最終濃度を得た。３７℃、１時間で

２５μｌ反応混合物をインキュベートし、１０％トリクロロ酢酸を添加して停止

した。サンプルを１０％ＳＤＳ-ＰＡＧＥゲルによって分析し、リン酸化種をFuj

i MACBAS1000(登録商標)ホスホリン酸システム(Fuji Medical Systems of Stamf

ord, Connecticut)用いて定量した。

      【０３１０】

ＡＴＰase アッセイ

  １μＭＧＲＰ９４モノマーからなる１００μｌ反応物、様々な濃度のＭｇＡＴ

Ｐ(ｐＨ７.０)および５０ｍＭ Ｋ-Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７.４を、２時間、３７℃で

インキュベートした。次いで、サンプルをＣＥＮＴＲＩＣＯＮ(登録商標)-３０(

Amicon of Beverly, Massachusetts)、１０,０００rpm、４℃で回転させてヌク
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レオチドからタンパク質を分離した。終濃度５０ｍＭ(ＮＨ4)2ＨＰＯ4、ｐＨ７.

０および４μＭＡＭＰ、ｐＨ７.０を添加し、上記サンプルを希釈し、１５,２０

０rpm、５分間４℃で遠心分離した。次いで、１００μＬの上清をＰＡＲＴＩＳ

ＩＬ(登録商標)ＳＡＸカラム(Alltech of Deerfield, Illinois)で、Series 105

0 Hewlett Packard HPLC systemを用いて分画した。ヌクレオチドの溶出を、最

初の１０分間は、移動相の１５０ｍＭ(ＮＨ4)2ＨＰＯ4, ｐＨ５.２、１.２ ml/

分を用いて、次いで、その溶出の残余分については３００ｍＭ(ＮＨ4)2ＨＰＯ4

、ｐＨ５.２、２ml/分の速度でステップグラジエント溶出によって行った。この

プロトコールにおいて、ＡＤＰおよびＡＴＰは、７分間でＡＤＰおよび１２分間

でＡＴＰを溶出することにより十分分割した。ピーク高値は加水分解率およびＡ

ＤＰ形成の計算で用いた。自発加水分解物をＧＲＰ９４を欠いた対のインキュベ

ーションにおいて各々ＡＴＰ濃度で測定した。ＡＭＰを内部標準として同等のサ

ンプル負荷物に関して対照するために使用した。

      【０３１１】

トリプトファン蛍光

  トリプトファンの蛍光測定を、励起および放出の両方に対して１nmにセットし

たスリット幅を持つＦＬＵＯＲＯＭＡＸ(登録商標)スペクトル蛍光分析器(Spex 

Industries, Inc. of Edison, New Jersey)で実施した。サンプルを２９５nmの

波長で励起し、放出スペクトルを３００-４００nmで記録した。全てのスペクト

ルを緩衝液または緩衝液プラスリガンドサンプルの控除により修正した。ＧＲＰ

９４(５０μg/ml)を１０ｍＭＭｇ(ＯＡｃ)2 とリガンドの次の濃度(５０μＭＮ

ＥＣＡ、５０μＭゲルダナマイシン、２.５ｍＭ ＡＴＰまたは２.５ｍＭ ＡＤＰ

)を加えた緩衝液Ａ中で１時間３７℃でインキュベートした。次いで、サンプル

を室温に冷却し、石英キュベットに移し、スペクトルを集めた。対照実験では、

遊離のトリプトファンの蛍光は、いずれかのアッセイリガンドの存在によっても

顕著には影響しなかった。

      【０３１２】

実施例９

アデノシンを基にしたリガンド結合特性と異なるＨＳＰ９０タンパク質
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  ＨＳＰ９０およびＧＲＰ９４が明瞭なアデノシン-リガンド結合特性および相

対的なＮＥＣＡおよびＧＲＰ９４、ＨＳＰ９０およびＢｉＰのおよびＡＴＰ結合

活性を示すかどうかを測定するために、小胞体Ｈｓｐ７０パラログを比較した(

図８)。これらのアッセイにおいて、精製したＧＲＰ９４、ＨＳＰ９０またはＢ

ｉＰを氷上、６０分間、２０ｎｍ[3Ｈ]-ＮＥＣＡ存在下でインキュベートし、遊

離ＮＥＣＡに対する範囲を真空濾過によって決定した。図８にあきらかなように

、ＧＲＰ９４は容易に検出しうる[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合活性を提示する一方、[3Ｈ

]-ＮＥＣＡ結合は、ＨＳＰ９０またはＢｉＰでは検出されなかった。類似実験で

は、ＨＳＰ９０への[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合を、Sullivanら(1997)によって記載され

たＡＴＰ結合に関連するＨＳＰ９０構造を安定化すると知られているモリブデー

トおよびＮＰ-４０の存在下に評価した。これらの条件下、ＨＳＰ９０への[3Ｈ]

-ＮＥＣＡ結合はまた観察されなかった。

      【０３１３】

  ＡＴＰ結合をアッセイした場合、ＢｉＰは予測されたＡＴＰ結合活性を示し、

一方でＡＴＰ結合はＨＳＰ９０またはＧＲＰ９４に対して観察されなかった。下

記に示したように、ＨＳＰ９０へのＡＴＰ結合を検出することができないことは

おそらくＡＴＰに関するＨＳＰ９０の低い親和性の結果である(Prodromou et al

. (1997) Cell 90:65-75; Scheibel et al. (1997) J Biol Chem 272:18608-186

13)。要約すると、これらのデータはＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０が、アデノシ

ンを基にしたリガンドＮＥＣＡに結合するためのそれらの能力において異なるこ

とを示し、ＧＲＰ９４に関するアデノシンヌクレオチド結合ポケットのリガンド

特異性はＨＳＰ９０のそれと異なることを示唆している。

      【０３１４】

実施例１０

ＧＲＰ９４に対するＮＥＣＡ結合の速度論的分析

  ヒトＧＲＰ９４の[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合の速度論的分析を、図９Ａおよび９Ｂに

示した。２００ｎＭのＫｄ値でＧＲＰ９４への[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合は飽和し、０

.５mol [3Ｈ]-ＮＥＣＡ/molのＧＲＰ９４モノマー結合速度を示した。これらの

値は、Hutchison et al. (1990) Biochemistry 29:5138-5144によって胎盤のＧ
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ＲＰ９４(アデノチシ(adenotin))で観察されたものと類似している。Hillの結合

データのプロットは、１.２のスロープが与えられ、これはＧＲＰ９４への[3Ｈ]

-ＮＥＣＡ結合が共同的でないことを示す。

      【０３１５】

  構造的に、ＧＲＰ９４はWearsch & Nicchitta (1996a) Prot Express Purif 7

:114-121; Wearsch & Nicchitta (1996b) Biochemistry 35:16760-16769; Nemot

o et al. (1996) J Biochem 120:249-256)によって記載されたような同一サブユ

ニットの二量体として存在する。２つのサブユニットが同一であるとすれば、結

合飽和での５０％リガンド占有率は予測しなかった。ＧＲＰ９４からのＮＥＣＡ

の分離速度は急速(Huttemann et al. (1984) Naunyn Schmiedebergs Arch Pharm

acol. 325:226-33)であり、そのため観察された分画占有レベルは、遊離対結合[

3Ｈ]-ＮＥＣＡを分離するために使用した方法の人工産物を反映することができ

ると考えられる。

      【０３１６】

  ハーフサイト占有値の精密度を評価するために、ＮＥＣＡ-ＧＲＰ９４相互作

用の速度論を等温滴定の熱量測定、即ち結合および遊離リガンドの物理学的分離

を必要としない方法によって評価した。これらの実験において、図９Ｃで説明さ

れているが、ＮＥＣＡについてＧＲＰ９４の結合速度論およびラディシコールを

測定した。ラディシコールは、高い親和性(１９ｎｍ)を有するＨＳＰ９０のＮ末

端ヌクレオチド結合ポケットと結合するＨＳＰ９０関数の抗生物質阻害剤であり

、Roe et al. (1999) J Med Chem 42:260-266によって提案されるような２molラ

ディシコール/molＨＳＰ９０二量体の予測された結合速度である。等温滴定熱量

測定によるＧＲＰ９４へのＮＥＣＡ結合分析により、ＧＲＰ９４二量体(図９Ｃ)

の１.１mol ＮＥＣＡ/molの結合速度を得た。

      【０３１７】

  対照的に、ラディシコールは、図９Ｃに示したような２molラディシコール/mo

lＧＲＰ９４二量体の化学量論で結合する。これらのデータは、全ラディシコー

ルが、天然ＧＲＰ９４二量体に存在する２つのヌクレオチド結合部位の完全な占

有率を達成し得るが、他のリガンド、例えばＮＥＣＡなどは、ＧＲＰ９４に対す
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る１つの特定の部位に結合するか、さらなるリガンド結合を防御する対の部位に

おける形態的変化を誘導する１つのヌクレオチド結合部位に結合することを示す

。

      【０３１８】

実施例１１

ＧＲＰ９４のヌクレオチド結合ポケットへのリガンド結合の特異性

  ＮＥＣＡがＧＲＰ９４上の１つの特定部位に結合するか、もしくはＮ末端アデ

ノシンヌクレオチド結合ポケットのハーフサイトの占有を示すかどうかを決定す

るために、実験は、最初にＮＥＣＡがアデノシンヌクレオチド結合ポケットに結

合するかどうかを決定するために行った。[3Ｈ]-ＮＥＣＡ競合アッセイをゲルダ

ナマイシンおよびラディシコールによって行ったが、両化合物はＨＳＰ９０のヌ

クレオチド結合ポケットに高い親和性で結合すると知られている(Roe et al. (1

999) J Med Chem 42:260-266, Lawson et al. (1998) J Cell Physiol 174:170-

8)。図１０Ａに示したこのデータは、ことを示している。ゲルダナマイシンおよ

びラディシコールは両方とも、ＧＲＰ９４に対する結合に対して[3Ｈ]-ＮＥＣＡ

と競合し、従って加えて高い相対的な親和性をもってし、下記のランク順ラディ

シコール＞ゲルダナマイシンにおいて競合する。

      【０３１９】

  Wearsch & Nicchitta (1997) J Biol Chem 272:5152-5156に記載のように、Ｇ

ＲＰ９４に対するＡＴＰの安定な結合を検出することは困難である。Prodromou

ら(1997) Cell 90:65-75によってＨＳＰ９０について報告されたように(Ｋｄ＝

１３２μＭ)、ＧＲＰ９４がＡＴＰに対して類似したそして非常に低い親和性を

示すならば、ＡＴＰ結合が通常の技術で検出し得ることはおそらくありえない。

しかし、ＮＥＣＡに対するＧＲＰ９４の高い親和性を想定すれば、ＮＥＣＡのヌ

クレオチド結合ドメインとの潜在的相互作用は、競合的な置換アッセイによって

解決し得る。ＧＲＰ９４のヌクレオチド結合特異性を測定するために、ＧＲＰ９

４に結合するＮＥＣＡと競合するＡＴＰ、ＡＤＰまたはＡＭＰの能力を試験した

。これらの実験において、ＧＲＰ９４を、ＡＴＰ、ＡＤＰまたはＡＭＰの漸増濃

度下で２０ｎＭ[3Ｈ]-ＮＥＣＡとインキュベートし、相対的な[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結
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合を真空濾過によって測定した。ノーミナル(８０μＭ)Ｍｇ2+の存在下で、ＡＴ

Ｐ、ＡＤＰおよびＡＭＰがＧＲＰ９４への結合に対して[3Ｈ]-ＮＥＣＡと効率的

に競合することを観察した。

      【０３２０】

  ３つのポイントがこれら実験からの明確である。１つめは、ＧＲＰ９４に結合

するＮＥＣＡが、ゲルダナマイシン、ラディシコールおよびアデノシンヌクレオ

チドによって効果的に阻害されるため、ＮＥＣＡがＧＲＰ９４の同類のＮ末端ア

デノシンヌクレオチド結合ドメインに結合すると結論づけることが可能である(

図１０Ａ)。２つめは、ＡＴＰ、ＡＤＰおよびＡＭＰに対するこのＧＲＰ９４の

相対的親和性は非常に低かった(図１０Ｂ)。従って、[3Ｈ]-ＮＥＣＡ結合の５０

％阻害にはＡＴＰの約１０００倍モル過剰が必要であった。３つめは、ＨＳＰ９

０のアデノシンヌクレオチド結合ポケットにおけるアデノシンおよびアデノシン

のリボゾーム部分の確立された分子相互作用に関して見ると、ＮＥＣＡに対する

ＧＲＰ９４の相対的に高い結合親和性は、リガンドに対する主たる選択がアデノ

シン部分を基にしてなされることが考えられる。この理由について、別のアデノ

シンを持つリガンドのＮ末端ヌクレオチド結合ポケットとの相互作用を試験した

(図１０Ｃ)。これらのデータは、ＡＤＰについて観察されたことに近似する相対

的置換活性によってｃＡＭＰおよび遊離アデノシンも、ＧＲＰ９４のＮ末端アデ

ノシンヌクレオチド結合ポケットに結合するということを示した。

      【０３２１】

  このデータがＧＲＰ９４が普通でない広い特異性をもってアデノシン、アデノ

シン誘導体およびアデノシンヌクレオチドを結合することを示したため、これら

の結合現象についてのヌクレオシド特異性を確認するためにさらなる研究を行い

った。図１１に示した実験において、[3Ｈ]-ＮＥＣＡ競合的置換アッセイを用い

て、ヌクレオシド塩基特異性を直接的に指向した。ＧＲＰ９４はＡＴＰおよびデ

オキシＡＴＰの両方を結合し得るが、ＧＴＰ、ＣＴＰまたはＵＴＰに対する結合

がほとんどまたは全く観察されなかった。そのため、ＧＲＰ９４のヌクレオチド

結合ポケットは、アデノシンを持つリガンドのその選択において厳密であるよう

に見える。
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      【０３２２】

  ＮＥＣＡ競合アッセイにおいて示したように、ＡＴＰおよびＡＤＰに対する相

対的親和性の比較において、ＧＲＰ９４のＡＴＰ/ＡＤＰ結合特性およびＨＳＰ

９０について以前報告されたものとの間に明白な違いを記載した。ＧＲＰ９４に

関して、ＡＴＰがＡＤＰ以上に８倍高い効率でＮＥＣＡ結合を競合することがわ

かった。対照的に、ＨＳＰ９０のＮ末端ドメインは、ＡＴＰに対して観察された

親和性(Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75)よりも４倍高い親和性でＡＤ

Ｐを結合した。Ｍｇ2+がＨＳＰ９０ Ｎ末端 ヌクレオチド結合ドメインの組替体

形態に結合するＡＴＰ/ＡＤＰに対して必須であることが、Prodromou et al. (1

997) Cell 90:65-75 and Obermann et al. (1998) J Cell Biol 143:901-910に

よって示されていたので、この差異はアッセイ緩衝液中にＭｇ2+イオンを欠くこ

とによるものであるということを仮定した。

      【０３２３】

  この仮定を、ＮＥＣＡ、アデノシン、ＡＴＰ、ＡＤＰおよびＡＭＰに対するＧ

ＲＰ９４の相対的親和性を過剰なＭｇ2+ 存在下もしくは非存在下で比較した実

験において試験した(図１２)。これらの実験において、過剰なＭｇ2+はＧＲＰ９

４へのＮＥＣＡまたはアデノシンの結合に対して影響はないが、Ｍｇ2+はＡＴＰ

、ＡＤＰおよびＡＭＰの結合を顕著に刺激したということを観察した。これらの

データは、ＨＳＰ９０のＮ末端ドメインへのＡＴＰ/ＡＤＰ結合に必要とされる

ようなαおよびβホスフェートとのＭｇ2+相互作用を同定する最近の結晶構造デ

ータと一致した。Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75を参照されたい。し

かし、ＨＳＰ９０Ｎ末端ドメインとは異なり、ＭｇＡＴＰおよびＭｇＡＤＰは、

ほぼ同一の相対的親和性を有するＧＲＰ９４に結合した。また、過剰なＭｇ2+ 

の存在がＧＲＰ９４に対するcＡＭＰおよびゲルダナマイシンの相対的結合親和

性に対して影響しなかったことに注目すべきである。

      【０３２４】

実施例１２

自己リン酸化およびＡＴＰ加水分解に対するヌクレオチドの必要性

  ヌクレオチド結合ポケットへの結合が、観察されたＧＲＰ９４自己リン酸化活
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性に直接的に関与するかどうかを試験するために、ＧＲＰ９４に結合するＡＴＰ

の阻害剤としてＮＥＣＡおよびラディシコールを使用した。自己リン酸化活性に

関するデータを図１３Ａに示した。この研究において、ＧＲＰ９４の自己リン酸

化活性を、ＮＥＣＡ、ラディシコール、ヘパリンおよびＧＴＰの存在下にアッセ

イした。ヘパリンおよびＧＴＰは、ＧＲＰの精製調製物中にカゼインキナーゼII

様の混合物を記載していた以前の研究(Wearsch & Nicchitta (1997) J Biol Che

m 272:5152-5156; Riera et al. (1999) Mol Cell Biochem 191:97-104; and Ra

makrishnan et al. (1997) J Cell Physiol 170:115-29)を基にして含めた。同

じような論理によって、ＧＲＰ９４キナーゼ活性に対するこれらの化合物の相対

的効果を、精製カゼインキナーゼIIと、精製カゼインで測定されたカゼインキナ

ーゼII活性とを平行して比較した。

      【０３２５】

  図１３Ａで示されたこのデータから明白なように、ＧＲＰ９４のＮ末端ヌクレ

オチド結合ドメインに結合するＮＥＣＡまたはラディシコールのどちらも、ＧＲ

Ｐ９４由来のまたはカゼインキナーゼII活性を溶媒のバックグラウンドイかに顕

著に阻害しなかった。ＮＥＣＡおよびラディシコールの相対的に高い疎水性のた

め、これらの化合物を含有するインキュベーションには、それ自身がＧＲＰ９４

-由来のおよびカゼインキナーゼII活性の両方を顕著に低下させるリガンド溶媒

である高濃度のジメチルスルホキシドを含んでいた。ヘパリンおよびＧＴＰは、

ＧＲＰ９４由来のおよびカゼインキナーゼII活性を非常に弱くした。要約すると

、Ｎ末端アデノシンヌクレオチドＧＲＰ９４結合ポケットへのヌクレオチドの接

近を阻害することは、ＧＲＰ９４自己リン酸化活性を顕著に阻害するものではな

い。

      【０３２６】

  ＡＴＰ結合および加水分解のサイクルが、ＨＳＰ９０活性の調節において機能

していることおよびＧＲＰ９４がＡＴＰase活性を示すという知見は、ＧＲＰ９

４およびＨＳＰ９０が実際類似メカニズムによって調節されるということを示唆

する。さらにこの示唆を評価するために、ＧＲＰ９４のＡＴＰase活性をＡＴＰ

濃度の関数としてアッセイした(図１３Ｂ)。２つのポイントは、観察されたデー
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タからすぐに明らかである。第一に、ＡＴＰase活性は飽和を示さなかった; Ｖ

ｍａｘに対する証拠を得ることはできず、そのため、酵素的機能についての従来

的な基準(即ち、Ｋｍ/Ｋｃａｔ/Ｖｍａｘ)を適用できなかった。第二に、ＡＴＰ

ase活性の絶対的な大きさが非常に小さなファクターによってＡＴＰ加水分解の

自発的速度を超えた。観察されたＡＴＰase活性は、ＮＥＣＡによる阻害に対し

て感受性であり、そのためＮ末端ヌクレオチド結合ドメインへのＡＴＰの結合に

対して生じるのかもしれない。

      【０３２７】

実施例１３

ＧＲＰ９４へのアデノシンヌクレオチド結合の構造的結果

  ＧＲＰ９４へのＡＴＰ結合の機能的相関性を同定することができなかったので

、ＧＲＰ９４構造に対するＡＴＰ、ＡＤＰ、ＮＥＣＡおよびゲルダナマイシンの

影響を評価した。これらの研究では、ＧＲＰ９４のトリプトファン放出スペクト

ルを、提示リガンドと複合化してGuilbault (1967) Fluoresence: Theory, Inst

rumentation, and Practice, Marcel Dekker, Inc., New York, New Yorkによっ

て記載された技術に従って三量体構造状態のものさしとして試験した。図１４に

示したように、高濃度のＡＴＰまたはＡＤＰは、ＧＲＰ９４トリプトファンの蛍

光スペクトルにおいてほぼ同じ変化を引き出した。驚くべきことに、ＡＴＰまた

はＡＤＰの存在下において、トリプトファンの蛍光がゲルダナマイシンの存在下

で観察したように低下した。これらのデータは、ＡＴＰおよびＡＤＰが阻害性の

リガンドゲルダナマイシンの存在下において生じる現象と似た形態的変化を引き

出し、そしてトリプトファンの蛍光によって評価されたようにＡＴＰおよびＡＤ

Ｐ結合状態におけるＧＲＰ９４の構造は本質的に同一であるということを示した

。対照的に、ＮＥＣＡの添加は、トリプトファンの蛍光を増加した。これは、リ

ガンドが、ＧＲＰ９４において異なる構造状態を引き出し得るということを示す

ものである。実施例１～８の上記に示したように、ＧＲＰ９４構造におけるその

ような変化は、ＧＲＰ９４シャペロン機能に対する劇的な効果を持ち得る。

      【０３２８】

実施例９-１３の要約
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  実施例９～１３で、ＨＳＰ９０パラログＧＲＰ９４およびＨＳＰ９０は、アデ

ノシンヌクレオチドとの明確な構造的かつ機能的相互作用を示すということを開

示した。ＨＳＰ９０は異なり、ＧＲＰ９４は置換アデノシン誘導体、例えばＮ-

エチルカルボキシアミドアデノシン(ＮＥＣＡ)と特異的な、高い親和性結合相互

作用を示す。そのような相互作用を分析すると、ＧＲＰ９４のＮ末端ＡＴＰ/Ａ

ＤＰ結合ドメインの占有状態が、２つの同一サブユニットの間でコミュニケート

する。この結論は、飽和状態ではＮＥＣＡがＧＲＰ９４に１molＮＥＣＡ:mol Ｇ

ＲＰ９４二量体の化学量論で結合するという観察から描かれた。ＮＥＣＡとは対

照的に、ＧＲＰ９４の阻害的なリガンド、ラディシコールは２mol:molＧＲＰ９

４の化学量論で結合する。即ち、アデノシンヌクレオチド結合ポケットの関連す

る構造的部分は、ＧＲＰ９４とＨＳＰ９０との間で保存されているが、２つの結

合部位のこのリガンド特異性は異なる。即ち、特別に機構的理論によって束縛す

ることを我々は望まなかったが、Ｎ末端アデノシンヌクレオチド結合ポケットへ

のリガンド結合の特異性は、その結合ポケットに対するドメインのＣおよびＮ末

端によって影響するということが想像され、そこにはＨＳＰ９０およびＧＲＰ９

４の間の重要な配列の相異が同定され得た。

      【０３２９】

  従来のリガンド結合研究(図９)および等温滴定熱量測定から得られたこのデー

タの両方により、ＧＲＰ９４は１mol ＮＥＣＡ: mol ＧＲＰ９４二量体の化学量

論でＮＥＣＡを結合するということを示した。さらに、競合研究は、ＧＲＰ９４

に結合するＮＥＣＡが全体として、ゲルダナマイシン、ラディシコール、ＡＴＰ

およびＡＤＰ(図１０Ａ-１０Ｃ)によって競合するということを示しており、そ

れはＮＥＣＡが保存Ｎ末端アデノシンヌクレオチド結合ドメインに結合すること

を示す。ＧＲＰ９４が１分子あたり２つのそのような部位を含む(Wearsch & Nic

chitta (1996b) Biochemistry 35:16760-16769)ので、そのため、ＧＲＰ９４サ

ブユニットは１つの部位占有を付与するためにお互いにコミュニケートするとい

うことになる。

      【０３３０】

  ＨＳＰ９０タンパク質に対する天然リガンドとしてＡＴＰおよびＡＤＰの同定
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が、Ｎ末端の高度保存ヌクレオチド結合ポケットを同定する結晶学的研究を基に

しており(Prodromou et al. (1997) Cell 90:65-75)、またＡＴＰ/ＡＤＰ結合に

関与するアミノ酸がインビボでＨＳＰ９０機能に必須であるという相補的なイン

・ビボの研究(Obermann et al. (1998) J Cell Biol 143:901-910; Panaretou e

t al. (1998) EMBO J 17:4829-4836)、そして最後にはＨＳＰ９０タンパク質が

ＡＴＰase活性 (Grenert et al. (1999) J Biol Chem 274:17525-17533; Nadeau

 et al. (1993) J Biol Chem 268:1479-1487; Obermann et al. (1998) J Cell 

Biol 143:901-910)を提示することを示す研究を基にしている。２つのタンパク

質のＮ末端ヌクレオチド結合ポケットにおける高いホモロジーにもかかわらず、

ＨＳＰ９０およびＧＲＰ９４は、ＮＥＣＡ結合活性において異なるということは

、ＡＴＰ加水分解を触媒する２つのタンパク質の能力において差異が存在するこ

とを示唆する。実際、ＧＲＰ９４ＡＴＰase活性がそのような低い親和性相互作

用に対して適当なＡＴＰ濃度で調べると、ＧＲＰ９４ＡＴＰase活性は 自発的加

水分解の速度をわずかに越え、そしてさらに重要なことは、ＡＴＰ濃度を増加さ

せても飽和しないということが観察された。

      【０３３１】

  保存されたドメインの結合特性のさらなる研究は、それがアデノシンヌクレオ

チド間の低い選択性を提示し、ＡＴＰ、ｄＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ、ｃＡＭＰお

よび遊離アデノシンを結合するということを示した。これらのデータとその他の

データを基にして、ＧＲＰ９４構造を、リガンド介在構造的調節を基にしたＡＴ

Ｐ/ＡＤＰ以外のアデノシンを持つリガンドによってアロステリックな様式で制

御されている。

      【０３３２】

  まだ未確認の何らかのコファクターの非存在下での精製タンパク質によって示

されるＧＲＰ９４依存性ＡＴＰ加水分解は非酵素的であり、ＧＲＰ９４機能の調

節に寄与していないようである。ＧＲＰ９４に対する生理学上のリガンドとして

ＡＴＰおよびＡＤＰの挙示を混合させるのは次のような観察である。第一に、Ａ

ＴＰまたはＡＤＰのどちらも、Wearsch & Nicchitta (1997) J Biol Chem 272:5

152-5156に記載されたようにＧＲＰ９４活性を調節することを示されなかった。
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第二に、ＮＥＣＡおよびラディシコールへの非感受性のため、ＧＲＰ９４自己リ

ン酸化活性は、Ｎ末端ヌクレオチド結合ドメインに対するアデノシンヌクレオチ

ド結合を反映しない(図１３)。第三番目に、おそらく最も重要であろうが、ＡＴ

Ｐ、ＡＤＰおよび阻害剤ゲルダナマイシンは、ＧＲＰ９４において類似の形態的

変化を引き起こす。興味深いことに、ＮＥＣＡの存在下では、ＡＴＰ、ＡＤＰま

たはゲルダナマイシンの存在下では生じるものとは異なる形態的変化が観察され

た(図１４)。ゲルダナマイシンの存在下で観察されるように、これらのデータは

ＧＲＰ９４に結合し、不活性構造におけるタンパク質を安定化するＡＴＰおよび

ＡＤＰと一致した。

      【０３３３】

  これらのデータを評価する際、ＡＴＰase活性に対する酵素的基準および形態

学的なデータを同定することできないことが、ＡＴＰ/ＡＤＰは、ＡＴＰ/ＡＤＰ

とのその相互作用に対する速度論および熱力学的基礎を実質的に変化させる同定

されていないＧＲＰ９４と相互作用する補助タンパク質かまたは生理学的なリガ

ンドとして機能するＡＴＰ/ＡＤＰ以外のアデノシンを基にしたリガンド、のい

ずれかが阻害剤として機能することを示す。このリガンドは、例えば、無酸素症

、栄養欠乏または熱ショックなどの細胞ストレスの時間中に生成し、ＧＲＰ９４

機能を活性化する。このリガンドは、実質的に基質(ポリ)ペプチドとの相互作用

を変えるＧＲＰ９４における形態的変化を誘発する。
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      【０３３６】

  本発明の種々の詳細が、本発明の範囲から逸脱することなく変えることができ

ることは理解されよう。更に、前記の記載は、説明の目的のみであり、限定の目

的ではない－－本発明は特許請求の範囲によって定義される。

【図面の簡単な説明】

  【図１Ａ】  ＧＲＰ９４構造状態に無関係にＧＲＰ９４に結合するＰｒｏｄａ

ｎを記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱ショック(ｈｓ)ＧＲＰ９４

蛍光放出波長スキャンは、５μＭ  Ｐｒｏｄａｎに３０分暴露した後に行なった
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。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと比較した最大蛍光を

示す。実験は、３６０ｎｍ(Ｐｒｏｄａｎ)の励起波長で行なった。全スペクトル

はバックグラウンド補正した。

  【図１Ｂ】  ＧＲＰ９４に結合する８－ＡＮＳ、およびこのような結合のＧＲ

Ｐ９４構造状態非依存性を記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱ショ

ック(ｈｓ)ＧＲＰ９４蛍光放出波長スキャンは、５μＭ  ８－ＡＮＳに３０分暴

露した後に行なった。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと

比較した最大蛍光を示す。実験は３７２ｎｍ(８－ＡＮＳ)の励起波長で行なった

。全スペクトルはバックグラウンド補正した。

  【図１Ｃ】  ＧＲＰ９４に結合するｂｉｓ－ＡＮＳ、およびこのような結合の

ＧＲＰ９４構造状態非依存性を記載するグラフである。０.５μＭ天然または熱

ショック(ｈｓ)ＧＲＰ９４蛍光放出波長スキャンは、５μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳに

２０時間暴露した後に行なった。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行な

ったときと比較した最大蛍光を示す。実験は３９３ｎｍ(ｂｉｓ－ＡＮＳ)の励起

波長で行なった。全スペクトルはバックグラウンド補正した。

  【図１Ｄ】  ＧＲＰ９４に結合するｂｉｓ－ＡＮＳの時間的経過を示すグラフ

である。値は、同じ濃度の熱ショックＧＲＰ９４で行なったときと比較した最大

蛍光を示す。実験は３９３ｎｍ(ｂｉｓ－ＡＮＳ)の励起波長で行なった。全スペ

クトルはバックグラウンド補正した。

  【図２Ａ】  熱ショックＧＲＰ９４とのｂｉｓ－ＡＮＳ相互作用の動力学的分

析を記載するグラフである。熱ショックＧＲＰ９４へのｂｉｓ－ＡＮＳの結合の

濃度依存性を、ｂｉｓ－ＡＮＳ濃度(５０ｎＭ)を固定し、ＧＲＰ９４濃度を示す

ように上昇させた実験条件下で行なった。

  【図２Ｂ】  ｂｉｓ－ＡＮＳ／ＧＲＰ９４結合データのＫｌｏｔｚプロット表

記である。半分最大結合が１１０ｎＭ  ＧＲＰ９４で起こる。励起波長、３９３

ｎｍ。放出波長、４７５ｎｍ。

  【図３】  ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４加水分解感受性を増

加させることを示す、クーマシーブルー染色ゲルのデジタルイメージである。Ｇ

ＲＰ９４(５μｇ、５μＭ)を５０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳと１時間、３７℃でイン
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キュベートするか、または１５分、５０℃で熱ショックした。サンプルをついで

０.１％トリプシンで３０分、３７℃で消化させ、１２.５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ

ルで分析した。レーン１、５μｇの未消化ＧＲＰ９４；レーン２、トリプシンと

インキュベートしたコントロール天然ＧＲＰ９４；レーン３、トリプシンで消化

したｂｉｓ－ＡＮＳ処理ＧＲＰ９４；レーン４、熱ショックし、ついでトリプシ

ンで消化したＧＲＰ９４。

  【図４】  ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４多量体化を誘導する

ことを記載する、クーマシーブルー染色ゲルのデジタルイメージである。ＧＲＰ

９４を５０℃で０－１５分熱ショックするか、１０倍モル量過剰のｂｉｓ－ＡＮ

Ｓとインキュベートし、タンパク質の構造状態を５－１８％生ブルーポリアクリ

ルアミド勾配ゲルで分析した。ＧＲＰ９４  ２量体、４量体、６量体および８量

体の移動を示す。分子量標準は図４の右端に示す。

  【図５】  天然、熱ショックおよびｂｉｓ－ＡＮＳ処置ＧＲＰ９４の円偏光二

色性スペクトルが同一であることを示すグラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４天然

(菱潟)；熱ショック(点線および破線)；そして２時間１０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳ

処置(点線)の円偏光二色性スペクトルを示す。スペクトルは、下記実施例１－８

に記載のように補正した。

  【図６Ａ】  ラディシコール(radicicol)がｂｉｓ－ＡＮＳ構造変化を遮断す

ることを示す、クーマシーブル染色ゲルのデジタルイメージである。ＧＲＰ９４

(５μＭ)を、３７℃で０－５００μＭ  ラディシコールと１時間プレインキュベ

ートし、続いて１時間、３７℃で５０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳとインキュベートし

、トリプシン処理し、トリプシン消化パターンをＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析す

る。

  【図６Ｂ】  ラディシコールが熱ショックおよびｂｉｓ－ＡＮＳ結合を遮断す

ることを記載するグラフである。ＧＲＰ９４(０.５μＭ)を０－１０μＭ  ラデ

ィシコールと１時間プレインキュベートし、熱ショックし、続いて１μＭ  ｂｉ

ｓ－ＡＮＳとインキュベートした。Ｂｉｓ－ＡＮＳ結合を、比較のためのラディ

シコール非存在下のｂｉｓ－ＡＮＳの天然ＧＲＰ９４への結合と共に、分光蛍光

分析により測定した。励起３９３ｎｍ、放出４１０－６００ｎｍ。
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  【図７Ａ】  ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４シャペロン活性を

促進することを記載するグラフである。シトレートシンターゼ酵素を０.１５μ

ＭまでＧＲＰ９４なし、１μＭ  天然ＧＲＰ９４、熱ショックＧＲＰ９４、また

は２時間１０μＭ  ｂｉｓ－ＡＮＳとプレインキュベートしたＧＲＰ９４を含む

緩衝液に希釈し、４３℃でのシトレートシンターゼ凝集を５００ｎｍでの光散乱

を、温度制御分光蛍光光度計でモニターした。

  【図７Ｂ】  ｂｉｓ－ＡＮＳおよび熱ショックがＧＲＰ９４ペプチド結合活性

を刺激することを示す棒グラフである。天然、熱ショック、またはｂｉｓ－ＡＮ

Ｓ処理ＧＲＰ９４を、１０倍モル量過剰の125Ｉ－ＶＳＶ８ペプチドと３０分、

３７℃でインキュベートした。遊離ペプチドをスピンカラムクロマトグラフィー

により除去し、結合放射活性ペプチドをガンマ計数により定量した。

  【図８】  ＧＲＰ９４およびＨｓｐ９０が異なるリガンド結合を示すことを記

載する棒グラフである。ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡおよびＡＴＰ結合は、２０ｎＭ

[3Ｈ]－ＮＥＣＡ(黒棒)または５０μＭ[32Ｐ]ＡＴＰ(斜線棒)の存在下で１時間

、４℃で行なった。結合対遊離ヌクレオチドは、真空濾過により分離した。ＰＥ

Ｉ処理ガラスフィルター(S&S #32、Schleicher and Schuell of Keene、New Hamps

hire)を、ＮＥＣＡ結合アッセイに使用し、一方ニトロセルロースフィルター(S&

S BA85、Schleicher and Schuell of Keene、New Hampshire)をＡＴＰ結合の測定

に使用した。示したデータは、トリプリケートの点の平均であり、非特異的リガ

ンド結合に対して補正している。

  【図９Ａ】  ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡ結合の特徴付けを記載するスキャッチャ

ード・プロットである。ＧＲＰ９４を増加した濃度のＮＥＣＡと、１時間、４℃

で、材料および方法に記載のようにインキュベートした。結合対遊離ＮＥＣＡを

ついで０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により

分離した。

  【図９Ｂ】  ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡ結合の特徴付けを記載する飽和曲線であ

る。曲線をＧＲＰ９４  ２量体濃度に関してプロットする。最大結合化学量論は

、ＧＲＰ９４  ２量体の分子当たり１分子のＮＥＣＡである。

  【図９Ｃ】  ＮＥＣＡ(黒卵型)およびラディシコール(黒方形)へのＧＲＰ９４
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結合の化学量論を記載するグラフである。ＧＲＰ９４へのＮＥＣＡおよびラディ

シコール結合は、等温滴定熱量計により評価した。ＧＲＰ９４は５μＭの濃度で

存在した。ＮＥＣＡ滴定は、１５２μＭ  ＮＥＣＡストックで行ない、一方ラデ

ィシコール滴定は１１５μＭストックで行なった。ＩＴＣデータをμｃａｌ／秒

対時間および個々の注入ピーク下の領域に関して補正し、計器ソフトウェアで測

定し、プロットした。

  【図１０Ａ】  ＮＥＣＡの、Ｈｓｐ９０ファミリー阻害剤、ゲルダナマイシン

(◆)およびラディシコール(■)による競合アッセイを記載するグラフである。Ｇ

ＲＰ９４を２０ｎＭ[3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび漸増濃度の強合剤と１時間、４℃で

インキュベートした。結合ＮＥＣＡ０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィル

ターを備えた真空濾過により分離した。全てのデータ点はトリプリケートの点の

平均引くバックグラウンド(タンパク質非存在下のＮＥＣＡ結合)を示す。

  【図１０Ｂ】  ＡＴＰ(◆)、ＡＤＰ(■)およびＡＭＰ(▲)によるＮＥＣＡの競

合アッセイを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を、２０ｎＭ  ３Ｈ－ＮＥＣＡ

および漸増濃度の競合剤と１時間、４℃でインキュベートした。結合ＮＥＣＡを

、０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分離

した。全てのデータ点はトリプリケートの点の平均引くバックグラウンド(タン

パク質非存在下のＮＥＣＡ結合)を示す。

  【図１０Ｃ】  アデノシン(▲)およびｃＡＭＰ(■)によるＮＥＣＡの競合アッ

セイを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび

漸増濃度の競合剤と１時間、４℃でインキュベートした。結合ＮＥＣＡを、０.

３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により分離した。

全てのデータ点はトリプリケートの点の平均引くバックグラウンドを示す(タン

パク質非存在下のＮＥＣＡ結合)。

  【図１１】  ＧＲＰ９４のアデノシン塩基へのリガンド結合特異性を記載する

棒グラフである。ＧＲＰ９４を２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび、全て５０μ

Ｍの最終濃度の競合剤と、１時間、４℃でインキュベートし、結合対遊離ＮＥＣ

Ａを、０.３％ＰＥＩで予備処理したガラスフィルターを備えた真空濾過により

分離した。



(158) 特表２００３－５２８８８６

  【図１２】  ＡＴＰ、ＡＤＰおよびＡＭＰのＧＲＰ９４への結合がＭｇ2+濃度

に感受性であることを記載するグラフである。ＧＲＰ９４を、１時間、４℃で５

０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、２０ｎＭ  [3Ｈ]－ＮＥＣＡおよび以下の濃度の競合剤の一

つ：３.１×１０-6Ｍ  ＡＴＰ、３.１×１０-5Ｍ  ＡＤＰ、６×１０-4Ｍ  ＡＭ

Ｐ、または３.１×１０-5Ｍアデノシンとインキュベートした。反応を１０ｍＭ

  Ｍｇ(ＯＡｃ)2存在下(斜線棒)または明目上の内因性マグネシウム(黒棒)の存

在下で行なった。結合対遊離ＮＥＣＡを、０.３％ＰＥＩで予備処理したガラス

フィルターを備えた真空濾過により分離した。

  【図１３Ａ】  ＮＥＣＡのＧＲＰ９４自己リン酸化における影響を記載する棒

グラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４(黒棒)、０.１５ｍＭ  γ－32ＰＡＴＰ(６０

００ｃｐｍ／ｐｍｏｌ)、１０ｍＭ  Ｍｇ(ＯＡｃ)2および５０ｍＭ  Ｋ－Ｈｅｐ

ｅｓ、ｐＨ  ７.４)を含む２５μｌ反応物を、１時間、３７℃でインキュベート

した。１単位カゼインキナーゼII(斜線棒)を、上記の条件下で４μＭカゼインと

共にインキュベートした。競合剤を適当なサンプルに最終濃度１８０μＭ  ＮＥ

ＣＡの３.６％ＤＭＳＯ溶液、１８０μＭ  ラディシコールの３.６％ＤＭＳＯ溶

液、５μｇ／ｍｌヘパリン、５ｍＭ  ＧＴＰ、または３.６％ＤＭＳＯで添加し

た。リン酸化切片を、Ｆｕｊｉ  ＭＡＣＢＡＳ１０００(登録商標)ホスホロイメ

ージングシステムで定量し、３つの別々の実験の平均ＰＳＬ単位を示す。

  【図１３Ｂ】  ＧＲＰ９４存在下および非存在下のＡＴＰ加水分解を記載する

棒グラフである。１μＭ  ＧＲＰ９４単量体、種々の濃度のＭｇＡＴＰ(ｐＨ  

７.０)および５０ｍＭ  Ｋ－Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ  ７.４を含む１００μｌ反応物

を、２時間、３７℃でインキュベートした。ＡＴＰおよびＡＤＰを、Ｈｅｗｌｅ

ｔｔ  Ｐａｃｋａｒｄ  ＨＰＬＣで、Ｐａｒｔｉｓｉｌ  ＳＡＸカラムを使用し

て分離した。自発的ＡＴＰ加水分解を、タンパク質非存在下で測定した。ＧＲＰ

９４の存在下の加水分解を黒棒で示し、自発的加水分解を斜線棒で示す。

  【図１４】  ＧＲＰ９４のリガンド誘導形態変化を記載するグラフである。Ｇ

ＲＰ９４(５０μｇ／ｍｌ)を、１０ｍＭ  Ｍｇ(ＯＡｃ)2および以下の濃度のリ

ガンドを添加された緩衝液Ａ中で１時間、３７℃でインキュベートした：５０μ

Ｍ  ＮＥＣＡ、５０μＭ  ゲルダナマイシン、２.５ｍＭ  ＡＴＰ、または２.５
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ｍＭ  ＡＤＰ。サンプルを２９５ｎｍの波長で励起させ、トリプトファン放出ス

ペクトルを３００－４００ｎｍで記録した。全スペクトルを、緩衝液単独または

緩衝液＋リガンドサンプルで得られたスペクトルを引くことにより補正した。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】
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