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(54)【発明の名称】 ヒトセリンプロテアーゼＴをコードするＤＮＡ

(57)【要約】
本明細書において、本発明者らは、本発明者らがプロテ
アーゼＴと名付けた新規なセリンプロテアーゼをコード
するｃＤＮＡの分子生物学的同定を記載する。推定され
るアミノ酸配列は２９０アミノ酸のプレタンパク質形態
をコードし、そして他の十分に特徴付けられているセリ
ンプロテアーゼとのそのアラインメントにより、プロテ
アーゼＴがＳ１セリンプロテアーゼファミリーのメンバ
ーであることが示される。本発明者らは、プロテアーゼ
ＴのｍＲＮＡが、胃、精巣、網膜、繊維芽細胞、脊髄、
および脳のいくつかの領域において発現していることを
見出した。プロテアーゼＴのｍＲＮＡはまた、白血球お
よびジャーカット（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－１５２）Ｔ細胞
株においても見出される。従って、このプロテアーゼは
、胃障害、精巣障害、網膜障害、皮膚科学的障害、神経
学的／神経変性的障害および／または免疫学的障害に潜
在的に関与している。プロテアーゼＴ遺伝子は、トリプ
ターゼの遺伝子座に近いヒト染色体１６ｐ１３．１にマ
ッピングされる。本発明者らが作製した酵素的に活性な
プロテアーゼＴは、生理学的基質および特異的調節剤を
同定するためのさらなる生化学的研究に供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  プロテアーゼＴをコードする単離および精製された核酸分子

およびその機能的誘導体。

    【請求項２】  配列番号１、配列番号８およびその機能的誘導体からなる群

から選択されるヌクレオチド配列を有する、請求項１に記載の単離および精製さ

れた核酸分子。

    【請求項３】  前記核酸分子が、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡおよびゲノム

ＤＮＡからなる群から選択される、請求項１に記載の単離および精製された核酸

分子。

    【請求項４】  プロテアーゼＴタンパク質をコードする核酸配列およびその

機能的誘導体を含有する発現ベクター。

    【請求項５】  プロテアーゼＴタンパク質をコードする核酸配列が、配列番

号１、配列番号８およびその機能的誘導体からなる群から選択される、請求項４

に記載の発現ベクター。

    【請求項６】  前記核酸配列が、ｃＤＮＡ、ＲＮＡおよびゲノムＤＮＡから

なる群から選択される、請求項４に記載の発現ベクター。

    【請求項７】  請求項４に記載の発現ベクターを含有する組換え宿主細胞。

    【請求項８】  前記発現ベクターが、配列番号１、配列番号８およびその機

能的誘導体からなる群から選択される核酸配列を含有する、請求項７に記載の組

換え宿主細胞。

    【請求項９】  前記核酸配列が、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡおよびｃＤＮＡから

なる群から選択される、請求項７に記載の組換え宿主細胞。

    【請求項１０】  プロテアーゼＴタンパク質として機能する実質的に純粋な

形態のタンパク質。

    【請求項１１】  配列番号７、配列番号９およびその機能的誘導体からなる

群から選択されるアミノ酸配列を有する、請求項１０に記載のタンパク質。

    【請求項１２】  プロテアーゼＴタンパク質と免疫学的に反応し得る単一特

異性抗体。

    【請求項１３】  前記タンパク質のプロテアーゼ活性を阻止する、請求項１
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２に記載の抗体。

    【請求項１４】  組換え宿主細胞においてプロテアーゼＴタンパク質を発現

させるための方法であって、

  （ａ）請求項４に記載される発現ベクターを好適な宿主細胞にトランスフェク

ションすること；および

  （ｂ）発現ベクターからのプロテアーゼＴタンパク質の発現を可能にする条件

のもとで工程（ａ）の宿主細胞を培養すること

を含む方法。

    【請求項１５】  プロテアーゼＴタンパク質の活性を調節する化合物を同定

する方法であって、

  （ａ）プロテアーゼＴタンパク質の活性の調節剤と、プロテアーゼＴタンパク

質と、標識された基質とを混合すること；および

  （ｂ）標識された基質の変化を測定すること

を含む方法。

    【請求項１６】  標識された基質が、蛍光性、比色測定性、放射性および蛍

光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）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】  請求項１５に記載される方法において活性な化合物であっ

て、プロテアーゼＴセリンプロテアーゼ活性の調節剤である化合物。

    【請求項１８】  化合物がプロテアーゼＴセリンプロテアーゼ活性のアゴニ

ストまたはアンタゴニストである、請求項１７に記載の化合物。

    【請求項１９】  化合物がプロテアーゼＴセリンプロテアーゼの発現調節剤

である、請求項１７に記載の化合物。

    【請求項２０】  プロテアーゼＴによって媒介される状態に対するそのよう

な処置を必要とする患者を処置する方法であって、請求項１７に記載される化合

物を投与することを含む方法。

    【請求項２１】  配列番号１および配列番号８よりなる群から選択される核

酸配列と、配列番号７によるプロテアーゼＴをコードする核酸配列と、それらの

フラグメントとを含むキット。
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    【請求項２２】  配列番号７および配列番号９ならびにそのフラグメントま

たは誘導体からなる群から選択されるセリンプロテアーゼＴタンパク質を含むキ

ット。

    【請求項２３】  請求項１０に記載のタンパク質を含む薬学的組成物。

    【請求項２４】  組成物が局所的なスキンケア用組成物である、請求項２３

に記載の薬学的組成物。

    【請求項２５】  請求項１０に記載のタンパク質を含む非薬学的組成物。

    【請求項２６】  組成物が、洗濯用洗剤、シャンプー、ハード型表面洗浄用

組成物および食器洗浄用組成物からなる群から選択される、請求項２５に記載の

非薬学的組成物。

    【請求項２７】  請求項２４に記載される組成物を局所的に適用することを

含む、落屑の平衡異常を処置する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の背景）

  トリプシン／キモトリプシン様（Ｓ１）セリンプロテアーゼファミリーのメン

バーは、不活性なチモーゲン前駆体のタンパク質分解活性による消化プロセスお

よび調節的増幅カスケードを含む多数の異なった生理学的プロセスにおいて極め

て重要な役割を果たしている。多くの場合、これらのカスケードに含まれるプロ

テアーゼの基質は、それ自体、「下流」のセリンプロテアーゼの不活性形態、す

なわちチモーゲンである。セリンプロテアーゼによって媒介される調節のよく知

られた例には、血液凝固（Ｄａｖｉｅ他（１９９１）、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ

ｙ、３０：１０３６３～７０）、キニン形成（ＰｒｏｕｄおよびＫａｐｌａｎ（

１９８８）、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：４９～８３）および補体系

（ＲｅｉｄおよびＰｏｒｔｅｒ（１９８１）、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ

ｉｓｔｒｙ、５０：４３３～４６４）が含まれる。これらのタンパク質分解経路

が長い間知られているが、新規なセリンプロテアーゼ遺伝子およびそれらの産物

の発見により、これらのカスケードの調節について我々は理解を高め、そして新

規なプロテアーゼネットワークが解明されると考えられる。

      【０００２】

  プロテアーゼは、洗濯用洗剤、食品加工、繊維加工およびスキンケア用製品を

含む様々な商業目的のために非天然の環境で使用されている。洗濯用洗剤におい

て、プロテアーゼは、溶解性が良くない有機化合物を、より容易に洗剤および水

に溶解し得るより溶解性しやすい形態に分解するために用いられている。この能

力より、プロテアーゼは「汚れ除去剤」として作用している。食品加工の例には

、食肉を柔らかくすることおよびチーズ製造が含まれる。プロテアーゼは、例え

ば、繊維の収縮を防止するために、ウールを処理する繊維加工において使用され

ている。プロテアーゼは、落屑速度の平衡異常のために積み重なる皮膚表面の鱗

屑を除くためにスキンケア用製品に含められることがある。これらの適用のいく

つかにおいて汎用されるプロテアーゼは、それらの酵素を工業的に製造するため

に容易に増殖できる原核生物細胞または真核生物細胞に由来する。例えば、使用
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される一般的な種は、米国特許第５，２１７，８７８号に記載されているような

バチルス属である。あるいは、米国特許第５，２７８，０６２号には、洗濯用洗

剤組成物において使用される、真菌トリチラキウム・アルブム（Ｔｒｉｔｉｒａ

ｃｈｉｕｍ  ａｌｂｕｍ）から単離されたセリンプロテアーゼが記載されている

。残念なことに、いくつかのプロテアーゼは、過敏症のヒトがプロテアーゼがア

レルギー反応を引き起こし得ることによって、または非天然の環境で使用したと

きに効力が低下することによって、その使用が制限されている。非ヒト起源に由

来するプロテアーゼタンパク質は過敏症のヒトにおいて免疫応答をより誘導しや

すいことが予想される。これらの制限のために、過敏症のヒトに対する免疫原性

がほとんどなく、かつ／または非天然の環境で効率的なタンパク質分解活性を提

供する代替プロテアーゼが求められている。組換え技術の出現により、工業的製

造に好適な宿主において任意の種のタンパク質を発現させることが可能になって

いる。

      【０００３】

    （発明の開示）

  本明細書において、本発明者らは、本発明者らがプロテアーゼＴと名付けた新

規なセリプロテアーゼをコードするｃＤＮＡの分子生物学的同定を記載する。プ

ロテアーゼＴのｃＤＮＡ配列により、２９０アミノ酸のプレプロプロテアーゼＴ

ポリペプチドが予測され、そして他の十分に知られているセリンプロテアーゼと

のそのアラインメントにより、プロテアーゼＴがＳ１セリンプロテアーゼファミ

リーのメンバーであることが明瞭に示される。

      【０００４】

  酵素的に活性なプロテアーゼＴは、生理学的な基質および特異的な調節剤を同

定するためのさらなる生化学的分析に供される。プロテアーゼＴの調節剤は、免

疫細胞機能（これに限定されない）を含む免疫系に関連する疾患の処置における

治療剤として潜在的に有用である。さらに、精巣および胃だけでなく、脳の特定

領域におけるプロテアーゼＴの発現は、プロテアーゼＴ機能の調節剤を使用して

、これらの組織傷害を処置できることを示唆している。精製されたプロテアーゼ

Ｔは、洗浄剤、食品加工、繊維加工、洗濯用洗剤およびスキンケア用製品に対す
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る組成物を配合するための成分として製造され得る。

      【０００５】

  プロテアーゼＴをコードする組換えＤＮＡ分子およびその一部は、そのような

ＤＮＡ分子の相同染色体を単離するために、そのようなＤＮＡ分子のゲノム同等

体を同定して単離するために、そしてそのようなＤＮＡ分子の変異型形態を同定

、検出または単離するために有用である。

      【０００６】

    （図面の簡単な説明）

  図１－新規なプロテアーゼＴのｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）お

よびアミノ酸配列（配列番号７）を示す。

      【０００７】

  図２－他のＳ１セリンプロテアーゼに対するプロテアーゼＴのアミノ酸配列の

系統樹を示す。

      【０００８】

  図３－ＰＣＲに基づく組織分布は、プロテアーゼＴのｍＲＮＡが限定されてい

ることを示している。ゲルのオートラジオグラムが、遊離プローブ（Ｆ．Ｐ．）

から電気泳動後に分離される標識されたネスティドプローブのハイブリダイゼー

ションによって検出される、プロテアーゼＴに特異的なＰＣＲ産物の位置ととも

に示されている。分析された組織および細胞株のｃＤＮＡライブラリーは示され

ている通りである。

      【０００９】

  図４－チモーゲン活性化構築物におけるプロテアーゼＴ触媒作用ドメインのヌ

クレオチド配列（配列番号８）およびアミノ鎖配列（配列番号９）を示す。

      【００１０】

  図５－組換えプロテアーゼのＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳのポリア

クリルアミドゲル分析およびウエスタンブロット分析。クーマシーブリリアント

ブルーで染色された新規なセリンプロテアーゼＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６Ｘ

ＨＩＳサンプルを含むポリアクリルアミドゲルが示される（左側の１、２）。相

対的な分子量がタンパク質標準品（Ｍ）の位置によって示される。示されたレー
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ンにおいて、精製されたチモーゲンは、チモーゲンをその活性型形態に切断して

活性化するために使用されたＥＫによる未処理（－）または消化（＋）のいずれ

かであった。抗ＦＬＡＧＭｏＡｂのＭ２でプローブされたゲルのウエスタンブロ

ットもまた示される（右側の１、２）。これにより、発現し、精製されたチモー

ゲンが定量的に切断され、プロセシングされた活性型プロテアーゼが生じている

ことが明らかにされる。ＦＬＡＧエピトープはＥＫプロ配列のすぐ上流に存在す

るので、ＥＫによる切断により、小さすぎてポリアクリルアミドゲルに保持され

得ない、従って＋ＥＫレーンにおいて検出されないＦＬＡＧ含有ポリペプチドが

生じている。

      【００１１】

  図６－活性化構築物から発現、精製および活性化された組換えプロテアーゼＴ

－６ＸＨＩＳの機能的なアミド分解活性を、発色性基質を使用して測定した。

      【００１２】

  表１－活性化された組換えプロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳの比活性（ｎｍｏｌ生

成ｐＮＡ／分／ｕｇタンパク質）が、分析された様々な基質について測定されて

示される。

      【００１３】

  発明の詳細な説明

    （発明の背景）

  定義

  本明細書中で使用されている用語「タンパク質ドメイン」は、タンパク質のそ

れ以外の部分とは無関係な安定した三次元構造に折り畳まれ得るタンパク質の領

域を示す。この構造により、酵素活性、別の分子に対する認識モチーフの作製を

含む、タンパク質におけるドメイン機能に関連した特定の機能が維持され得るか

、またはタンパク質が特定の環境に存在するために必要な構造的成分が提供され

得る。タンパク質ドメインは、通常、タンパク質スーパーファミリー内および類

似する機能を行う他のタンパク質スーパーファミリー内の両方においてタンパク

質の進化論的に保存された領域である。

      【００１４】
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  本明細書中で使用されている用語「タンパク質スーパーファミリー」は、その

進化論的関係が完全に確立されていなくてもよいか、または受け入れられる系統

発生学的基準によって離れていてもよいが、類似する三次元構造を示すか、また

は重要なアミノ酸の特徴的なコンセンサスを示すタンパク質を示す。本明細書中

で使用されている用語「タンパク質ファミリー」は、受け入れられる系統発生学

的基準によってその進化論的関係が確立されているタンパク質を示す。

      【００１５】

  本明細書中で使用されている用語「融合タンパク質」は、ドメインまたはリン

カー領域の組み合わせられた機能の機能を得るために、多数のタンパク質ドメイ

ンまたはリンカー領域を組み合わせた結果であるタンパク質構築物を示す。これ

は、非常に多くの場合、所望するタンパク質をコードする新しいポリヌクレオチ

ド配列を作製するためにヌクレオチド配列を分子クローニングすることによって

達成される。あるいは、融合タンパク質の作製は、２つのタンパク質を化学的に

結びつけることによって達成され得る。

      【００１６】

  本明細書中で使用されている用語「リンカー領域」または用語「リンカードメ

イン」または類似するそのような説明的用語は、クローニングベクターまたは融

合タンパク質の構築において使用されるポリヌクレオチド配列またはポリペプチ

ド配列の部分を示す。リンカー領域の機能には、クローニング部位をヌクレオチ

ド配列に導入すること、柔軟性の構成要素または間隔作製領域を２つのタンパク

質ドメイン間に導入すること、あるいは特異的な分子相互作用のためにアフィニ

ティー標識を作製することを含むことができる。リンカー領域は、特定の目的を

伴うことなく融合タンパク質内に導入され得るが、クローニング時に行われた様

々な選択から生じる。

      【００１７】

  本明細書中で使用されている用語「プレ配列」は、分泌シグナルのアミノ酸配

列をコードするヌクレオチド配列を示す。非常に様々なそのような分泌シグナル

配列が当業者には知られており、本発明における使用に好適である。好適なプレ

配列の例には、プロラクチンＦＬＡＧ、トリプシノーゲンおよびキモＦＬＡＧが
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含まれるが、これらに限定されない。

      【００１８】

  本明細書中で使用されている用語「プロ配列」は、制限プロテアーゼに対する

切断部位をコードするヌクレオチド配列を示す。制限プロテアーゼに対する非常

に様々な切断部位が当業者には知られており、本発明における使用に好適である

。好適なプロ配列の例には、ＥＫ、ＦＸａおよびトロンビンが含まれるが、これ

らに限定されない。

      【００１９】

  本明細書中で使用されている用語「クローニング部位」または用語「ポリクロ

ーニング部位」は、クローニングベクター内に含まれるか、あるいは１つまたは

２つ以上の利用可能な制限エンドヌクレアーゼのコンセンサス配列を有する融合

タンパク質内において操作されたヌクレオチド配列の領域を示す。正しく選ばれ

た制限エンドヌクレアーゼを使用することにより、転写および翻訳の後で所望す

るタンパク質生成物をもたらす、開始コドンに対して読み枠が合った配列をコー

ドする所望のヌクレオチド配列を単離することができる。これらのヌクレオチド

配列は、その後、他のクローニングベクターに導入することができ、または新規

な融合タンパク質を作製するために使用することができ、または特異的な部位特

異的変異を導入するために使用することができる。クローニング部位は、サイレ

ント変異、保存的な変異、または所望する制限酵素コンセンサス配列を含むリン

カー領域の導入によって所望する位置で操作され得ることが当業者によって十分

に理解されている。クローニング部位の正確な位置は、クローン化されているタ

ンパク質またはそのフラグメントの所望する機能が維持される限り柔軟であり得

ることもまた当業者によって十分に理解されている。

      【００２０】

  本明細書中で使用されている用語「標識」は、標識を含む融合タンパク質の単

離、精製または検出を容易にするアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を

示す。非常に様々なそのような標識が当業者には知られており、本発明における

使用に好適である。好適な標識には、ＨＡ標識、Ｈｉｓ標識、ビオチン、アビジ

ンおよび抗体結合部位が含まれるが、これらに限定されない。
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      【００２１】

  本明細書中で使用されている「発現ベクター」は、適切な宿主細胞における遺

伝子のクローン化体の転写およびそのｍＲＮＡの翻訳のために必要とされるＤＮ

Ａ配列として本明細書中では定義される。そのようなベクターは、大腸菌を含む

細菌、らん藻、植物細胞、昆虫細胞、酵母細胞を含む真菌細胞、および動物細胞

などの様々な宿主において真核生物の遺伝子を発現させるために使用することが

できる。

      【００２２】

  本明細書中で使用されている用語「触媒作用ドメインカセット」は、目的とす

るセリンプロテアーゼの触媒作用ドメインを少なくともコードするアミノ酸配列

をコードするヌクレオチド配列を示す。ヌクレオチド配列が単離されると、非常

に様々なプロテアーゼ触媒作用ドメインは、当業者に現在知られている発現ベク

ター、ならびにそれをコードする単離されたヌクレオチド配列を未だ有していな

い発現ベクターを含む本発明の発現ベクターに挿入することができる。

      【００２３】

  本明細書中で使用されている、ヌクレオチド配列、ベクターまたはポリペプチ

ドの「機能的誘導体」は、本明細書中に記載される性質に実質的に類似する生物

学的活性（機能的または構造的のいずれか）を有する。用語「機能的誘導体」は

、ヌクレオチド配列、ベクターまたはポリペプチドの「フラグメント」、「変化

体」、「縮重変化体」、「アナログ」および「ホモログ」を含むものとする。用

語「フラグメント」は、発現させたチモーゲン前駆体を活性化するために使用さ

れるプレ配列およびプロ配列として記載されるモジュールの任意のヌクレオチド

配列サブセット、ベクターサブセットまたはポリペプチドサブセットを示すこと

が意味される。用語「変化体」は、核酸配列全体もしくはコードされるタンパク

質に対して、またはフラグメントに対して、いずれかで構造および機能が実質的

に類似しているヌクレオチド配列またはアミノ酸配列を示すことが意味される。

核酸配列またはアミノ酸配列は、２つの分子が類似する構造的特徴を有する場合

、または２つの分子が類似する生物学的性質を有する場合に互いに「実質的に類

似」している。従って、２つの分子が実質的に類似する活性を有する場合、その
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２つの分子は、一方の分子の構造がもう一方に見出されない場合でさえ、または

２つのアミノ酸配列が同一でない場合でさえ、変化体であると見なされる。用語

「アナログ」は、別の関連するタンパク質に対して機能が実質的に類似している

タンパク質分子を示す。

      【００２４】

  本明細書中において、本発明者らは、食道組織から分子的にクローン化され、

プロテアーゼＴと名付けられた新規なセリンプロテアーゼを記載する。Ｇｅｎｂ

ａｎｋデータベースのＦａｓｔＡ検索により、プロテアーゼＴは、ラットの海馬

からクローン化され、ＢＳＰ２と呼ばれる以前に特徴付けられた部分的なセリン

プロテアーゼｃＤＮＡ（Ｄａｖｉｅｓ他（１９９８）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ

．２７３：２３００４～１１）に対して最も大きな類似性を有することが示され

る［２８４アミノ酸のにおいて４８．２％の同一性］。他の発表されたヒトセリ

ンプロテアーゼは、プロスタチン（Ｙｕ他（１９９６）、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、３

２：３３４～４０）［２８１アミノ酸において４３．８％の同一性］およびトリ

プターゼ（Ｍｉｌｌｅｒ他（１９９０）、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．８６：

８６４～７００）［２７４アミノ酸において４３．８％の同一性］である。プロ

テアーゼＴのヌクレオチド配列を用いたＧｅｎｂａｎｋデータベースのさらなる

相同性検索により、染色体１６ｐ１３．１にマッピングされているヒトコスミド

クローン（４００Ｄ１、Ｇｅｎｂａｎｋアクセション番号ＡＣ００４０３６）の

非連続領域との相同性が明らかにされた。Ｇｅｎｂａｎｋアクセション番号ＡＣ

００４０３６の注釈に記載される提案されたイントロン／エキソン接合部から連

続したヌクレオチド配列を組み立てることにより、より短く、そしてまた非連続

であり、従って本発明のプロテアーゼＴとは実質的に異なる核酸配列が作製され

る。従って、Ｇｅｎｂａｎｋアクセション番号ＡＣ００４０３６の注釈に示され

たエキソンは正しくないと考えられる。従って、本発明のプロテアーゼＴは、以

前には記載されていないプロテアーゼを表す。本発明の以前には記載されていな

い配列の使用により、染色体１６ｐ１３．３はプロテアーゼＴ遺伝子の正しい位

置であることが示される。本発明者らは、プロテアーゼＴのｍＲＮＡを胃および

精巣および白血球およびジャーカット（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－１５２）Ｔ細胞株に
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おいて検出した。さらに、このセリンプロテアーゼのｍＲＮＡが、脊髄、および

脳の多くの亜区において見出された。従って、プロテアーゼＴ、または化学的調

節剤によるこの酵素の調節は、男性不妊症、免疫機能障害またはある種の神経学

的障害を処置するために有用であり得る。プロテアーゼＴはヒト宿主に由来する

ので、過敏症のヒトにおいて免疫原反応またはアレルギー反応を誘導する可能性

は少なく、従って、プロテアーゼＴはまた、洗浄剤、食品加工、繊維加工、洗濯

用洗剤およびスキンケア用製品のための組成物を配合するためにも有用であり得

る。

      【００２５】

  本発明は、食道組織から単離されたポリＡ  ＲＮＡを使用して構築されたｃＤ

ＮＡライブラリーから同定されたセリンプロテアーゼＴをコードするＤＮＡに関

する。本明細書中で使用されているプロテアーゼＴは、プロテアーゼとして特異

的に機能し得るコードされるタンパク質生成物をいう。

      【００２６】

  プロテアーゼＴの完全なアミノ酸配列は以前には知られておらず、またはプロ

テアーゼＴをコードする完全なヌクレオチド配列は知られていなかった。これは

、プロテアーゼＴをコードする全長のＤＮＡ分子をクローニングした最初の報告

である。ｍＲＮＡの分布に基づいて、限られた数の組織および細胞タイプが記載

されたプロテアーゼを含むことが予測される。プロテアーゼＴを産生し得るヒト

細胞株には、繊維芽細胞およびジャーカットが含まれるが、これらに限定されな

い。他の組織タイプは、ヒト網膜白血球、胃、精巣、脊髄、および脳の多くの亜

区であり得る。

      【００２７】

  他の細胞および細胞株もまた、プロテアーゼＴのｃＤＮＡを単離するために使

用することに関して好適であり得る。好適な細胞の選択は、調整した細胞培地に

おけるプロテアーゼＴのタンパク質分解活性をスクリーニングすることによって

行うことができる。このアッセイにおいてプロテアーゼＴのタンパク質分解活性

を有する細胞タイプは、プロテアーゼＴのＤＮＡまたはｍＲＮＡを単離するため

に好適であり得る。
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      【００２８】

  この分野で知られている様々な手順はいずれも、プロテアーゼＴのＤＮＡを分

子クローニングするために使用することができる。これらの方法には、プロテア

ーゼＴを含有するｃＤＮＡライブラリーを適切な発現ベクターシステムで構築し

た後におけるプロテアーゼ遺伝子の直接的な機能的発現が含まれるが、これに限

定されない。別の方法は、バクテリオファージまたはプラスミドのシャトルベク

ターにおいて構築されたプロテアーゼＴ含有ｃＤＮＡライブラリーを、プロテア

ーゼＴ  ＤＮＡのアミノ酸配列から設計された標識オリゴヌクレオチドプローブ

を用いてスクリーニングすることである。さらなる方法は、バクテリオファージ

またはプラスミドのシャトルベクターにおいて構築されたプロテアーゼＴ含有ｃ

ＤＮＡライブラリーを、プロテアーゼＴタンパク質をコードする部分ｃＤＮＡを

用いてスクリーニングすることからなる。この部分ｃＤＮＡは、精製されたプロ

テアーゼＴタンパク質のアミノ酸配列に由来する縮重オリゴヌクレオチドプライ

マーを設計することにより、プロテアーゼＴのＤＮＡフラグメントの特異的なポ

リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅によって得られる。核酸データベースの相同

性検索によって同定される様々な発現配列標識（ＥＳＴ）（Ａｌｔｓｃｈｕｌ他

（１９９０）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３～１０；Ｐｅａｒｓｏｎ

およびＬｉｐｍａｎ（１９９８）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ

．Ｓ．Ａ．８５：２４４４～８）もまたこの目的に利用することができる。この

特定のプロテアーゼは、高度に保存された残基およびモチーフを含む多重遺伝子

ファミリーのメンバーである。従って、低ストリンジェンシーのもとでｃＤＮＡ

ライブラリーをスクリーニングして、関連するが、同一でない相同的なｃＤＮＡ

を同定することが可能である。より近年においては、所与の細胞タイプのＲＮＡ

から逆転写されたｃＤＮＡの縮重したオリゴヌクレオチドを使用する直接的なＰ

ＣＲは、目的とする新規な関連ｃＤＮＡを単離するための有益な方法である。あ

るいは、全長のｃＤＮＡ配列は、その配列が公表されると、完全なコード配列に

隣接して一致するオリゴヌクレオチドプライマーを設計することにより特異的な

ＰＣＲ増幅によって得ることができる。

      【００２９】
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  別の方法は、プロテアーゼＴ産生細胞からＲＮＡを単離し、そしてＲＮＡをタ

ンパク質にインビトロ翻訳システムまたはインビボ翻訳システムによって翻訳す

ることである。ＲＮＡのタンパク質への翻訳により、例えば、抗プロテアーゼＴ

抗体との免疫学反応性によって同定され得るプロテアーゼＴタンパク質の少なく

とも一部が産生される。完全な触媒作用ドメインが翻訳される場合、プロテアー

ゼＴタンパク質の機能的なタンパク質分解活性を使用して、プロテアーゼＴのｍ

ＲＮＡを含有するＲＮＡ画分を同定することができる。この方法において、プロ

テアーゼＴ産生細胞から単離されたＲＮＡのプールを、プロテアーゼＴタンパク

質の少なくとも一部をコードするＲＮＡの存在について分析することができる。

ＲＮＡプールのさらなる分画化を、プロテアーゼＴのＲＮＡをプロテアーゼＴで

ないＲＮＡから精製するために行うことができる。

      【００３０】

  この方法によって作製されるペプチドまたはタンパク質は、アミノ酸配列を得

るために分析することができる。その後、そのアミノ酸配列は、プロテアーゼＴ

のｃＤＮＡを作製するためのプライマーを得るために使用することができる。同

様に、翻訳に使用されるＲＮＡは、ヌクレオチド配列を得るために分析すること

ができ、そしてプロテアーゼＴのｃＤＮＡを作製するためのプローブを作製する

ために使用することができる。この方法はこの分野では知られており、例えば、

Ｍａｎｉａｔｉｓ他（１９８９）、１～１６２６に見出され得る。

      【００３１】

  他のタイプのライブラリーは、他の細胞または細胞タイプから構築されたライ

ブラリーと同様に、プロテアーゼＴをコードするＤＮＡを単離するために有用で

あり得ることが当業者には容易に明らかである。他のタイプのライブラリーには

、非ヒト生物に由来する他の細胞から得られるｃＤＮＡライブラリー、ならびに

ＹＡＣ（酵母人工染色体）を含むゲノムライブラリー、およびコスミドライブラ

ーが含まれるが、これらに限定されない。

      【００３２】

  好適なｃＤＮＡライブラリーは、プロテアーゼＴのタンパク質分解活性を有す

る細胞または細胞株から調製され得ることが当業者には容易に明らかである。ｃ
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ＤＮＡライブラリーを調製して、プロテアーゼＴのｃＤＮＡを単離する際に使用

される細胞または細胞株の選択は、プロテアーゼＴに関連する生物学的活性また

はプロテアーゼＴに特異的な免疫学的反応性を使用して、細胞に結合したプロテ

アーゼＴのタンパク質分解活性を最初に測定することによって行うことができる

。

      【００３３】

  ｃＤＮＡライブラリーの調製は、この分野で十分に知られている標準的な技術

によって行うことができる。よく知られているｃＤＮＡライブラリー構築技術は

、例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓ他（１９８９）、１～１６２６に見出され得る。

      【００３４】

  プロテアーゼＴをコードするＤＮＡは好適なゲノムＤＮＡライブラリーからも

単離され得ることもまた当業者には容易に明かである。ゲノムＤＮＡライブラリ

ーの構築は、この分野で十分に知られている標準的な技術によって行うことがで

きる。よく知られているゲノムＤＮＡライブラリー技術は、例えば、Ｍａｎｉａ

ｔｉｓ他（１９８９）、１～１６２６に見出され得る。

      【００３５】

  プロテアーゼＴ遺伝子を上記の方法によってクローンするためには、プロテア

ーゼＴのアミノ酸配列が必要になることがある。これを達成するために、プロテ

アーゼＴタンパク質を精製して、部分アミノ酸配列を自動配列決定装置によって

決定することができる。完全なアミノ酸配列を決定することは必ずしも必要では

ないが、タンパク質に由来する６アミノ酸～８アミノ酸の２つの領域の一次配列

が、部分的なプロテアーゼＴのＤＮＡフラグメントをＰＣＲ増幅するためのプラ

イマーを作製するために決定される。あるいは、より長い縮重したオリゴヌクレ

オチドプローブを、決定されたアミノ酸配列のより長い連続した部分を用いて合

成することができる。このオリゴヌクレオチドプローブは、好適なｃＤＮＡライ

ブラリーまたはゲノムライブラリーを好適なストリンジェンシーのもとでスクリ

ーニングして、プロテアーゼＴに対応するＤＮＡを単離するために標識して使用

することができる。

      【００３６】
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  好適なアミノ酸配列が同定されると、それらをコードし得るＤＮＡ配列が合成

される。遺伝暗号は縮重しているので、２つ以上のコドンを、特定のアミノ酸を

コードするために使用することができ、従って、アミノ鎖配列は、類似するＤＮ

Ａオリゴヌクレオチドの集合のいずれかによってコードされ得る。そのような集

合の構成体の１つだけがプロテアーゼＴの配列と同一であるが、これは、ミスマ

ッチを有するＤＮＡオリゴヌクレオチドの存在下でさえ、プロテアーゼＴのＤＮ

Ａにハイブリダイゼーションし得る。ミスマッチしたＤＮＡオリゴヌクレオチド

は、プロテアーゼＴのＤＮＡに依然として十分にハイブリダイゼーションするこ

とができ、プロテアーゼＴをコードするＤＮＡの同定および単離を可能にする。

これらの方法によって単離されたＤＮＡは、無脊椎動物起源および脊椎動物起源

の様々な細胞タイプに由来するＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために

、そして相同的な遺伝子を単離するために使用することができる。

      【００３７】

  精製された生物学的に活性なプロテアーゼＴは様々な異なる物理的形態を有し

得る。プロテアーゼＴは、未成熟またはプロセシングされていない全長のポリペ

プチドとして、あるいは部分的にプロセシングされたポリペプチドとして、ある

いはプロセシングされたポリペプチドの組合せとして存在し得る。未成熟の全長

型プロテアーゼＴポリペプチドは、特異的タンパク質分解的切断事象によって翻

訳後修飾され得ることがあり、これにより、未成熟の全長型ポリペプチドのフラ

グメントの形成がもたらされる。フラグメントまたはフラグメントの物理的会合

は、プロテアーゼＴに関連する完全な生物学的活性を有し得るが、プロテアーゼ

Ｔ活性の大きさは、個々のプロテアーゼＴフラグメントおよび物理的に会合した

プロテアーゼＴポリペプチドフラグメントの間では異なり得る。

      【００３８】

  本明細書中に記載された方法によって得られるクローン化されたプロテアーゼ

ＴのＤＮＡは、好適なプロモーターおよび他の適切な転写調節エレメントを含む

発現ベクターに分子クローニングすることによって組換え発現させることができ

、そして原核生物または真核生物の宿主細胞に移して、組換えプロテアーゼＴタ

ンパク質を製造することができる。そのような操作に関する技術は、Ｍａｎｉａ
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ｔｉｓ他（１９８９）、１～１６２６に詳しく記載されており、この分野では十

分に知られている。

      【００３９】

  発現ベクターは、適切な宿主における遺伝子のクローン化体の転写およびその

ｍＲＮＡの翻訳のために必要とされるＤＮＡ配列として本明細書中では定義され

る。そのようなベクターは、大腸菌を含む細菌、らん藻、植物細胞、昆虫細胞、

酵母細胞を含む真菌細胞、および動物細胞を含む様々な宿主において真核生物の

遺伝子を発現させるために使用することができる。

      【００４０】

  特に設計されたベクターは、細菌－酵母または細菌－動物細胞または細菌－真

菌細胞または細菌－無脊椎動物細胞などの宿主間におけるＤＮＡ移動を可能にす

る。適切に構築された発現ベクターは、宿主細胞において自律的な複製に必要な

複製起点、選択マーカー、限られた数の有用な制限酵素部位、高コピー数に対す

る能力、および活性なプロモーターを含むことが望ましい。プロモーターは、Ｒ

ＮＡポリメラーゼに、ＤＮＡに結合させて、ＤＮＡ合成を開始させるＤＮＡ配列

として定義される。強力なプロモーターは、ｍＲＮＡを高頻度で開始させるプロ

モーターである。発現ベクターには、クローニングベクター、改変されたクロー

ニングベクター、特に設計されたプラスミドまたはウイルスが含まれ得るが、こ

れらに限定されない。

      【００４１】

  様々な哺乳動物発現ベクターを、組換えプロテアーゼＴを哺乳動物細胞におい

て発現させるために使用することができる。組換えタンパク質の発現に好適であ

り得る市販の哺乳動物発現ベクターには、ｐＣＩＮｅｏ（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａ

ｄｉｓｏｎ、ＷＩ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）、ｐＭＡＭｎｅｏ（Ｃｌｏｎｔｅｃ

ｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）、ｐｃＤＮＡ３（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓａ

ｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ｐＭＣ１ｎｅｏ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ  Ｊｏ

ｌｌａ、ＣＡ）、ｐＸＴ１（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）

、ｐＳＧ５（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）、ＥＢＯ－ｐＳ

Ｖ２－ｎｅｏ（ＡＴＣＣ３７５９３）、ｐＢＰＶ－１（８－２）（ＡＴＣＣ３７
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１１０）、ｐｄＢＰＶ－ＭＭＴｎｅｏ（３４２－１２）（ＡＴＣＣ３７２２４）

、ｐＲＳＶｇｐｔ（ＡＴＣＣ３７１９９）、ｐＲＳＶｎｅｏ（ＡＴＣＣ３７１９

８）、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ３７１４６）、ｐＵＣＴａｇ（ＡＴＣＣ３

７４６０）および１ＺＤ３５（ＡＴＣＣ３７５６５）が含まれるが、これらに限

定されない。

      【００４２】

  様々な細菌発現ベクターを、組換えプロテアーゼＴを細菌細胞において発現さ

せるために使用することができる。組換えタンパク質の発現に好適であり得る市

販の細菌発現ベクターには、ｐＥＴベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｉｎｃ．、Ｍａ

ｄｉｓｏｎ、ＷＩ）およびｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、

ＣＡ）、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．、Ｐｉｓｃ

ａｔａｗａｙ、ＮＪ）が含まれるが、これらに限定されない。

      【００４３】

  様々な真菌細胞発現ベクターを、組換えプロテアーゼＴを酵母などの真菌細胞

において発現させるために使用することができる。組換えプロテアーゼＴの発現

に好適であり得る市販の真菌細胞発現ベクターには、ｐＹＥＳ２（ＩｎＶｉｔｒ

ｏｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）およびピキア（Ｐｉｃｈｉａ）発現ベク

ター（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）が含まれるが、これ

らに限定されない。

      【００４４】

  様々な昆虫細胞発現システムを、組換えプロテアーゼＴを昆虫細胞において発

現させるために使用することができる。Ｓｆ９細胞における組換えタンパク質の

発現のために組換えバキュロウイルスを作製するために好適であり得る市販のバ

キュロウイルス移入ベクターには、ｐＦａｓｔＢａｃ１（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｅｒｇ、ＭＤ）、ｐＡｃＳＧ２（Ｐｈａｒ

ｍｉｎｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩ（ＩｎＶｉ

ｔｒｏｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）が含まれるが、これらに限定されな

い。さらに、ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）シュナイダー（Ｓｃｈ

ｎｅｉｄｅｒ）株２（Ｓ２）細胞における組換えタンパク質の発現を可能にする
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一群の昆虫細胞ベクターもまた利用することができる（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ、

Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）。

      【００４５】

  プロテアーゼＴをコードするＤＮＡは、組換え宿主細胞における発現のために

発現ベクターにサブクローニングすることができる。組換え宿主細胞は原核生物

性または真核生物性であり得る。これには、大腸菌などの細菌、酵母などの真菌

細胞、哺乳動物細胞（ヒト、ウシ、ブタ、サルおよび齧歯類を起源とする細胞株

（これに限定されない）を含む）、および昆虫細胞（ショウジョウバエＳ２（Ａ

ＴＣＣ  ＣＲＬ－１９６３）およびカイコＳｆ９（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－１７１１

）（これらに限定されない）に由来する細胞株を含む）が含まれるが、これらに

限定されない。哺乳動物種に由来する、好適であり得る市販の細胞株には、ＣＶ

－１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ７０）、ＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１６５０）、Ｃ

ＯＳ－７（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１６５１）、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ６１

）、３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ９２）、ＮＩＨ／３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１６

５８）、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ２）、Ｃ１２７Ｉ（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１６

１６）、ＢＳ－Ｃ－１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ２６）、ＭＲＣ－５（ＡＴＣＣ  ＣＣ

Ｌ１７１）、Ｌ細胞、およびＨＥＫ－２９３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１５７３）が含

まれるが、これらに限定されない。

      【００４６】

  発現ベクターは、形質転換、トランスフェクション、プロトプラスト融合、リ

ポフェクションおよびエレクトロポレーション（これらに限定されない）を含む

多数の技術のいずれか１つによって宿主細胞に導入することができる。発現ベク

ターを含有する細胞は、細胞がプロテアーゼＴタンパク質を産生するかどうかを

明らかにするためにクローン増殖され、そして個々に分析される。プロテアーゼ

ＥＳＯを発現する宿主細胞クローンの同定は、抗プロテアーゼＴ抗体との免疫学

的反応性、および宿主細胞に結合したプロテアーゼＴのタンパク質分解活性（こ

れらに限定されない）を含むいくつかの手段によって行うことができる。

      【００４７】

  プロテアーゼＴのＤＮＡの発現はまた、インビトロで産生された合成ｍＲＮＡ
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を使用して行うことができる。合成ｍＲＮＡ、またはプロテアーゼＴ産生細胞か

ら単離されたｍＲＮＡは、カエル卵母細胞への顕微注入（これに限定されない）

を含む細胞型システムで効率的に翻訳されるだけでなく、コムギ胚芽抽出物およ

び網状赤血球抽出物（これらに限定されない）を含む様々な無細胞システムで効

率的に翻訳され得るが、カエル卵母細胞への顕微注入が一般に好ましい。

      【００４８】

  プロテアーゼＴのタンパク質分解活性および／またはプロテアーゼＴタンパク

質の最適なレベルをもたらすプロテアーゼＴのＤＮＡ配列を決定するために、下

記（これらに限定されない）を含むプロテアーゼＴのＤＮＡ分子を構築すること

ができる：塩基３６付近からほぼ塩基９０５付近（これらの数字は最初のメチオ

ニンの最初のヌクレオチドおよび最初の停止コドンの前の最後のヌクレオチドに

対応する；図１）までの３０ｋＤａタンパク質をコードするプロテアーゼＴｃＤ

ＮＡの全長のオープンリーディングフレーム、およびプロテアーゼＴプロテアー

ゼをコードするｃＤＮＡの様々な一部を含有するいくつかの構築物。すべての構

築物は、プロテアーゼＴｃＤＮＡの５’非翻訳領域および３’非翻訳領域を全く

含まないように、あるいはそれらのすべてまたは一部を含むように設計すること

ができる。プロテアーゼＴの活性およびタンパク質の発現レベルは、適切な宿主

細胞にこれらの構築物を個々に、そして組み合わせて導入した後に測定すること

ができる。一過性アッセイで最適な発現をもたらすプロテアーゼＴのＤＮＡカセ

ットを決定した後、プロテアーゼＴのこのＤＮＡ構築物は、哺乳動物細胞、バキ

ュロウイルス感染昆虫細胞、大腸菌および酵母Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（これ

らに限定されない）を含む宿主細胞における発現のために様々な発現ベクターに

移される。

      【００４９】

  宿主細胞のトランスフェクション体および顕微注入された卵母細胞は、プロテ

アーゼＴのタンパク質分解活性のレベルおよびプロテアーゼＴタンパク質のレベ

ルの両方を下記の方法に従ってアッセイするために使用することができる。組換

え宿主細胞の場合、これは、１つまたは２つ以上のフラグメントまたはサブユニ

ットをコードするプロテアーゼＴのＤＮＡを含む１つのプラスミドまたは可能で
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あれば２つ以上のプラスミドを同時にトランスフェクションすることを伴う。卵

母細胞の場合、これは、プロテアーゼＴをコードする合成ＲＮＡを同時に注入す

ることを伴う。発現させるための適切な時間の後、細胞タンパク質が、例えば、

３５Ｓ－メチオニンで２４時間にわたって代謝的に標識され、その後、細胞溶解

物および細胞培養上清が集められ、プロテアーゼＴタンパク質に対するポリクロ

ーナル抗体による免疫沈殿に供される。

      【００５０】

  プロテアーゼＴの発現を明らかにする他の方法は、プロテアーゼＴｃＤＮＡで

トランスフェクションされた全細胞またはプロテアーゼＴのｍＲＮＡが注入され

た卵母細胞におけるプロテアーゼＴのタンパク質分解活性を直接的に測定するこ

とを伴う。タンパク質分解活性は、発色性基質または蛍光性基質の加水分解によ

り調整培地または細胞溶解物を分析することによって測定することができる。プ

ロテアーゼＴを発現する組換え宿主細胞の場合、より高レベルの基質加水分解が

、モック（ｍｏｃｋ）トランスフェクション細胞、すなわち、プロテアーゼＴの

ＤＮＡ挿入物を有しない発現ベクターでトランスフェクションされた細胞に対し

て観測される。卵母細胞の場合、プロテアーゼＴをコードするＲＮＡが注入され

た卵母細胞に由来する溶解物または調整培地は、無関係のＲＮＡで処理されたそ

のような卵母細胞よりも高いレベルの基質加水分解を示す。

      【００５１】

  タンパク質分解活性を測定する他の方法には、放射能標識されたタンパク質の

タンパク質分解的な分解産物を測定すること（Ｃｏｏｌｉｃａｎ他（１９８６）

、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１：４１７０～６）、分解されたタンパク質基

質の蛍光測定的分析（Ｌｏｎｅｒｇａｎ他（１９９５）、Ｊ．Ｆｏｏｄ．Ｓｃｉ

．６０：７２～３、７８；Ｔｗｉｎｉｎｇ（１９８４）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ

ｅｍ．１４３：３０～４）または比色分析（Ｂｕｒｏｋｅｒ－Ｋｉｌｇｏｒｅお

よびＷａｎｇ（１９９３）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０８：３８７～９２

）（これらに限定されない）が含まれる。ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳

動後のザイモグラフィー（ＷａｄｓｔｒｏｅｍおよびＳｍｙｔｈ（１９７３）、

Ｓｃｉ．Ｔｏｏｌｓ、２０：１７～２１）、ならびに蛍光共鳴エネルギー移動（
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ＦＲＥＴ）に基づく方法によるザイモグラフィー（ＮｇおよびＡｕｌｄ（１９８

９）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１８３：５０～６）もまた、タンパク質分解

活性を測定するために使用される方法である。

      【００５２】

  宿主細胞におけるプロテアーゼＴタンパク質のレベルは免疫親和性によって定

量することができる。プロテアーゼＴに特異的な親和性ビーズまたはプロテアー

ゼＴに特異的な抗体が、例えば、３５Ｓ－メチオンで標識されたプロテアーゼＴ

タンパク質または未標識のプロテアーゼＴタンパク質を単離するために使用され

る。標識されたプロテアーゼＴタンパク質はＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析され

る。未標識のプロテアーゼＴタンパク質は、プロテアーゼＴに特異的な抗体を用

いて、ウエスタンブロッティングアッセイ、ＥＬＩＳＡアッセイまたはＲＩＡア

ッセイによって検出される。

      【００５３】

  遺伝暗号は縮重しているので、２つ以上のコドンを、特定のアミノ酸をコード

するために使用することができ、従って、アミノ鎖配列は、類似するＤＮＡオリ

ゴヌクレオチドの集合のいずれかによってコードされ得る。そのような集合の構

成体の１つだけがプロテアーゼＴの配列と同一であるが、これは、ミスマッチを

有するＤＮＡオリゴヌクレオチドの存在下でさえ、プロテアーゼＴのＤＮＡにハ

イブリダイゼーションすることができる。代わりの条件のもとでは、ミスマッチ

したＤＮＡオリゴヌクレオチドは、プロテアーゼＴのＤＮＡに依然としてハイブ

リダイゼーションすることができ、プロテアーゼＴをコードするＤＮＡの同定お

よび単離を可能にする。

      【００５４】

  特定の生物に由来するプロテアーゼＴをコードするＤＮＡは、プロテアーゼＴ

のＤＮＡのホモログを他の生物から単離して精製するために使用することができ

る。これを達成するために、最初のプロテアーゼＴのＤＮＡが、プロテアーゼＴ

のホモログをコードするＤＮＡを含有するサンプルと適切なハイブリダイゼーシ

ョン条件のもとで混合され得る。ハイブリダイゼーションしたＤＮＡ複合体を単

離することができ、そしてホモログＤＮＡをコードするＤＮＡをその複合体から
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精製することができる。

      【００５５】

  特定のアミノ酸をコードする様々なコドンには相当量の冗長性が存在すること

が知られている。従って、本発明はまた、同一アミノ酸の最終的な翻訳体をコー

ドする別のコドンを含むそのようなＤＮＡ配列に関する。本明細書のために、１

つまたは２つ以上の置き換えられたコドンを有する配列は、縮重変化体として定

義される。また、本発明の範囲内には、発現タンパク質の最終的な物理的性質を

実質的に変化させない、ＤＮＡ配列または翻訳タンパク質のいずれかにおける様

々な変異も含まれる。例えば、ロイシンのバリンへの置換、またはリシンのアル

ギニンへの置換、またはグルタミンのアスパラギンへの置換は、ポリペプチドの

機能性における変化を生じさせない。

      【００５６】

  ペプチドをコードするＤＮＡ配列を変化させて、天然に存在するペプチドの性

質とは異なる性質を有するペプチドをコードし得るようにすることが知られてい

る。ＤＮＡ配列を変化させる方法には、部位特異的変異誘発法が含まれるが、こ

れに限定されない。変化させた性質の例には、基質に対する酵素の親和性または

リガンドに対する受容体の親和性における変化が含まれるが、これらに限定され

ない。

      【００５７】

  いくつかの組換えセリンプロテアーゼ精製手順を利用することが、これらは好

適に使用することができる（Ｈａｎｓｓｏｎ他（１９９４）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ

ｈｅｍ．２６９：１９４２０～６；Ｌｉｔｔｌｅ他（１９９７）、Ｊ．Ｂｉｏｌ

．Ｃｈｅｍ．２７２：２５１３５～２５１４２；Ｔａｋａｙａｍａ他（１９７７

）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２１５８２～２１５８８；Ｙａｍａｏｋ

ａ他（１９９８）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：１１８９５～１１９０１

）。天然源からプロテアーゼＴを精製するために上記に記載されているように、

組換えプロテアーゼＴは、塩分画化、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排

除クロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイト吸着クロマトグラフィーおよび

疎水性相互作用クロマトグラフィーの様々な組合せによって、またはそれらを個
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々に適用することによって、細胞溶解物および抽出物から、または調整培養培地

から精製することができる。Ｓ１セリンプロテアーゼファミリーの多くのメンバ

ーの場合と同様に、プロテアーゼＴを組換え宿主細胞において発現させた後、プ

ロテアーゼＴは、タンパク質分解活性体にするために限定的なタンパク質分解を

必要とし得る不活性なチモーゲン前駆体として回収することができる。

      【００５８】

  全長型セリンプロテアーゼｃＤＮＡを生化学的分析および酵素的分析のために

発現させる際の大きな欠点は、多量の不活性なチモーゲンが産生する可能性が非

常に大きいということである。このようなチモーゲン前駆体は、顕著なタンパク

質分解活性をほとんど有していないことが多く、従って、現在利用できる２つの

方法のいずれかによって活性化しなければならない。１つの方法は、均一に精製

されたタンパク質調節物において正しい環境条件のもとで行われ得る自己活性化

によるものである（Ｌｉｔｔｌｅ他（１９９７）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２

７２：２５１３５～２５１４２）。研究者は、大きなタンパク質濃度を必要とす

ることが多いこれらの条件を厳密に評価しなければならない。第２の方法は、ト

リプシンなどの代理的な活性化プロテアーゼを使用して、研究中のセリンプロテ

アーゼを切断し、そして活性化後に混入プロテアーゼを不活性化すること（Ｔａ

ｋａｙａｍａ他（１９９７）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２１５８２～

２１５８８）、または活性化後に混入プロテアーゼを物理的に除くことである（

Ｈａｎｓｓｏｎ他（１９９４）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１９４２０

～６）。しかし、両方の方法では、不十分な活性化あるいは分解またはサンプル

喪失をもたらす過度な消化がこれらの活性化技術で常に起こりうる結果であるの

で、正確な条件を経験的に確立しなければならず、そして活性化反応を注意深く

モニターしなければならない。Ｓ１セリンプロテアーゼファミリーのメンバーを

研究している研究者は、細菌（Ｗａｎｇ他（１９９５）、Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

Ｈｏｐｐｅ－Ｓｅｙｌｅｒ、３７６：６８１～４）および哺乳動物細胞（Ｙａｍ

ａｓｈｉｒｏ他（１９９７）、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ、１

３５０：１１～１４）において発現させたチモーゲンの活性化について制限プロ

テイナーゼの使用を利用している。１つの報告において、著者は、Ｐｉｃｈｉａ
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  ｐａｓｔｒｉｓ発現システムにおいて内因性の酵母ＫＥＸ２シグナルペプチダ

ーゼを利用することによって、タンパク質分解的なプロセシングを受けて活性化

されたネズミグランザイムＢの分泌を操作することに成功した（Ｐｈａｍ他（１

９９８）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：１６２９～１６３３）。本発明の

別の局面により、プロテアーゼの活性化を容易にするプロテアーゼＴをコードす

る、プロテアーゼＴを含む融合遺伝子が提供される。

      【００５９】

  タンパク質をコードするＤＮＡクローン（プロテアーゼＴのＤＮＡを含む）が

同定される。これは、組換え宿主において発現したときに、プロテアーゼＴのア

ミノ酸配列を有し、そしてタンパク質分解活性を有してもよく、またはタンパク

質分解活性を有していなくてもよいタンパク質を産生する。プロテアーゼＴのＤ

ＮＡの発現は、プロテアーゼＴをコードするポリ（Ａ）＋ＲＮＡが注入された卵

母細胞において認められる性質の再構成をもたらす。

      【００６０】

  組換えプロテアーゼＴは、プロテアーゼＴの未成熟な全長のプロテアーゼＴポ

リペプチドフラグメントに対して特異的なモノクローナル抗体またはポリクロー

ナル抗体を用いて作製される免疫アフィニティーカラムを使用することによって

他の細胞タンパク質から分離することができる。プロテアーゼＴに対するモノ特

異性抗体は、プロテアーゼＴに対して反応し得る抗体を含有する哺乳動物抗血清

から精製されるか、またはＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７６）（

Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１～９）の技術を使用して、プロテアー

ゼＴと反応し得るモノクローナル抗体として調製される。本明細書中で使用され

ている単一特異性抗体は、プロテアーゼＴに対して均一的な結合特性を有する単

一種抗体または多種抗体種として定義される。本明細書中で使用されている均一

結合は、上記に記載されているように、プロテアーゼＴと会合する抗体種などの

、特異的な抗原またはエピトープに抗体種は結合し得ることをいう。プロテアー

ゼＴに特異的な抗体は、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ウマなど

の動物（ウサギが好ましい）を、免疫アジュバントの存在下または非存在下のい

ずれかで適正な濃度のプロテアーゼＴで免疫化することによって生じる。
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      【００６１】

  免疫前血清が最初の免疫化前に採取される。それぞれの動物には、推定された

プロテアーゼＴのＤＮＡ配列に由来するか、あるいはおそらくはプロテアーゼＴ

タンパク質自身の化学的分解または酵素的消化によって得られるプロテアーゼＴ

タンパク質またはペプチドの約０．１ｍｇ～約１０００ｍｇが、受容可能な免疫

アジュバントと組み合わせて投与される。そのような受容可能な免疫アジュバン

トには、フロインド完全アジュバント、フロインド不完全アジュバント、ミョウ

バン沈殿物、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍおよびｔＲＮＡを

含有する油中水型エマルション、またはＴｉｔｅｒｍａｘ（ＣｙｔＲｘ、Ｎｏｒ

ｃｒｏｓｓ、ＧＡ）が含まれるが、これらに限定されない。最初の免疫化は、皮

下（ＳＣ）または腹腔内（ＩＰ）のいずれか、あるいはその両方での多数部位に

おける、好ましくはフロインド完全アジュバントにおけるプロテアーゼＴ抗原か

らなる。それぞれの動物は一定の間隔（好ましくは、毎週）で採血され、抗体力

価が測定される。動物には、最初の免疫化の後、追加免疫注射を行ってもよく、

または行わなくてよい。追加免疫注射を受けるそのような動物には、一般に、フ

ロイント不完全アジュバントにおける等量の抗原が同じ経路によって与えられる

。追加免疫注射は、最大の力価が得られるまで約３週間の間隔で与えられる。そ

れぞれの追加免疫化を行った約７日後に、または単回の免疫化を行った後のほぼ

毎週、動物は採血され、血清が採取され、一部が約－２０℃で保存される。

      【００６２】

  プロテアーゼＴと反応し得るモノクローナル抗体（ＭｏＡｂ）は、推定された

プロテアーゼＴのＤＮＡ配列に由来するか、あるいはおそらくはプロテアーゼＴ

タンパク質自身の化学的分解または酵素的消化によって得られるプロテアーゼＴ

タンパク質またはペプチドで、同系交配のマウス（好ましくは、Ｂａｌｂ／ｃ）

を免疫化することによって調製される。マウスは、上記に議論されたように、約

０．１ｍｇ～約１０ｍｇ（好ましくは約１ｍｇ）のプロテアーゼＴ抗原を含む０

．５ｍｌの緩衝液または生理食塩水が等容量の受容可能なアジュバントに配合さ

れてＩＰ経路またはＳＣ経路によって免疫化される。フロイント完全アジュバン

トが好ましい。マウスは、最初の免疫化を０日目に受け、約３週間～約３０週間
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安静にされる。免疫化されたマウスには、リン酸塩緩衝化生理食塩水などの緩衝

剤溶液における約０．１ｍｇ～約１０ｍｇのプロテアーゼＴ抗原の１回または２

回以上の追加免疫化が静脈内（ＩＶ）経路によって施される。抗体陽性マウスに

由来するリンパ球（好ましくは、脾臓リンパ球）が、免疫化されたマウスからこ

の分野で知られている標準的な手法によって脾臓を取り出すことによって得られ

る。ハイブリドーマ細胞が、安定なハイブリドーマ細胞の形成を可能にする条件

のもとで脾臓リンパ球を適切な融合パートナー（好ましくは、ミエローマ細胞）

と混合することによって作製される。融合パートナーには、マウスミエローマの

Ｐ３／ＮＳ１／Ａｇ４－１；ＭＰＣ－１１；Ｓ－１９４およびＳｐ２／０（これ

らに限定されない）が含まれ得るが、Ｓｐ２／０が一般に好ましい。抗体産生細

胞およびミエローマ細胞は、約３０％～約５０％の濃度のポリエチレングリコー

ル（約１０００の分子量）中において融合される。融合したハイブリドーマ細胞

は、この分野で知られている手順により、ヒポキサンチン、チミジンおよびアミ

ノプテリンが補充されたダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）において増殖

させることによって選抜される。上清液が、約１４日目、約１８日目および約２

１日目に増殖陽性ウエルから採取され、そしてプロテアーゼＴまたは抗原性ペプ

チドを抗原として使用する固相免疫放射アッセイ（ＳＰＩＲＡ）などの免疫アッ

セイによって抗体産生についてスクリーニングされる。培養液もまた、ＭｏＡｂ

のイソタイプを決定するためにオクタロニー沈殿アッセイで試験される。抗体陽

性ウエルに由来するハイブリドーマ細胞は、ＭａｃＰｈｅｒｓｏｎ（軟寒天技術

、Ｔｉｓｓｕｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔ

ｉｏｎｓ、編者：ＫｒｕｓｅおよびＰａｔｅｒｓｏｎ、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒ

ｅｓｓ、１９７３年）の軟寒天技術などの技術によってクローン化される。

      【００６３】

  モノクローナル抗体は、プリスタンで最初に刺激されたＢａｌｂ／ｃマウスに

マウスあたり約０．５ｍｌで約２ｘ１０６個～約６ｘ１０６個のハイブリドーマ

細胞を刺激後の約４日目に注射することによってインビボで作製される。腹水が

細胞移入の約８日後～１２日後に採取され、そしてモノクローナル抗体が、この

分野で知られている技術によって精製される。
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      【００６４】

  抗プロテアーゼＴ  ＭｏＡｂのインビトロ作製が、十分な量の特異的なＭｏＡ

ｂを得るために、２％胎児ウシ血清を含有するＤＭＥＭにおいてハイブリドーマ

を増殖させることによって行われる。モノクローナル抗体は、この分野で知られ

ている技術によって精製される。

      【００６５】

  腹水またはハイブリドーマ培養液の抗体力価は、沈殿、受動凝集、酵素結合免

疫吸着抗体（ＥＬＩＳＡ）技術および放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）技術（これら

に限定されない）を含む様々な血清学的アッセイまたは免疫学的アッセイによっ

て測定される。類似したアッセイが、体液または組織抽出物または細胞抽出物に

おけるプロテアーゼＴの存在を検出するために使用される。

      【００６６】

  単一特異性抗体を作製するための上記の方法は、プロテアーゼＴポリペプチド

フラグメントまたは未成熟な全長型プロテアーゼＴポリペプチドに対して特異的

な抗体を作製するために使用され得ることが当業者には容易に明かである。詳細

には、１つだけまたは２つ以上のプロテアーゼＴエピトープに対して特異的であ

る単一特異性抗体が作製され得ることは当業者には容易に明かである。

      【００６７】

  プロテアーゼＴ抗体のアフィニティーカラムが、抗体がアガロースゲルビーズ

担体との共有結合を形成するようにＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルで活

性化されたゲル担体のＡｆｆｉｇｅｌ－１０（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）に抗体を付加す

ることによって作製される。その後、抗体が、スペーサーアームを伴うアミド結

合を介してゲルにカップリングされる。その後、残った活性化エステルは、１Ｍ

エタノールアミンＨＣｌ（ｐＨ８）で処理される。カラムは水で洗浄され、その

後、０．２３ＭグリシンＨＣｌ（ｐＨ２．６）で洗浄されて、結合していない抗

体または外来タンパク質が除かれる。その後、カラムはリン酸塩緩衝化生理食塩

水（ｐＨ７．３）で平衡化され、そしてプロテアーゼＴを含有する細胞培養上清

または細胞抽出物がカラムにゆっくり通される。その後、カラムは、光学密度（

Ａ２８０）がバックグラウンドに低下するまでリン酸塩緩衝化生理食塩水で洗浄
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され、その後、タンパク質が０．２３ＭグリシンＨＣｌ（ｐＨ２．６）で溶出さ

れる。その後、精製されたプロテアーゼＴタンパク質はリン酸塩緩衝化生理食塩

水に対して透析される。

      【００６８】

  プロテアーゼＴのｍＲＮＡは、胃、精巣、網膜および繊維芽細胞において発現

している。これらにおいて、コードされたプロテアーゼＴタンパク質は、正常な

生理学機能において、そしておそらくは病理学的状態において重要な機能を果た

し得る。さらに、プロテアーゼＴのｍＲＮＡは、脊髄などの多くの神経学的組織

、および脳のいくつかの領域において検出される。プロテアーゼＴのｍＲＮＡは

、白血球およびジャーカット（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－１５２）Ｔ細胞株においても

また見出され、従ってＴ細胞において発現し得る。従って、プロテアーゼＴ機能

の調節剤は、これらの組織傷害を処置するために使用することができる。従って

、プロテアーゼＴ機能の調節剤は、胃障害、精巣障害、網膜障害、皮膚科学的障

害、神経学的／神経変性的障害または免疫学的障害を処置するために潜在的に使

用することができる。

      【００６９】

  本発明はまた、プロテアーゼＴタンパク質の機能だけでなく、プロテアーゼＴ

をコードするＤＮＡまたはＲＮＡの発現をインビボで調節する化合物をスクリー

ニングするための方法に関する。これらの活性を調節する化合物は、ＤＮＡ、Ｒ

ＮＡ、ペプチド、タンパク質または非タンパク質性有機分子であり得る。化合物

は、プロテアーゼＴをコードするＤＮＡまたはＲＮＡの発現、あるいはプロテア

ーゼＴタンパク質の機能を高めるか、または弱めることによって調節することが

できる。プロテアーゼＴをコードするＤＮＡまたはＲＮＡの発現あるいはプロテ

アーゼＴタンパク質の機能を調節する化合物は、様々なアッセイによって検出す

ることができる。アッセイは、発現または機能における変化が存在するどうかを

測定する単なる「ｙｅｓ／ｎｏ」アッセイであり得る。アッセイは、試験サンプ

ルの発現または機能を標準サンプルにおける発現または機能のレベルと比較する

ことによって定量的にすることができる。このような方法で同定された調節剤は

治療剤として潜在的に有用である。プロテアーゼＴのタンパク質分解活性を調節
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する化合物の検出方法は、化合物、プロテアーゼＴおよび好適な標識された基質

を一緒にすること、そしてプロテアーゼに対する化合物の作用を時間の関数とし

て基質量の変化によってモニターすることを含む。標識された基質には、放射能

標識された基質（Ｃｏｏｌｉｃａｎ他（１９８６）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２６１：４１７０～６）、蛍光測定用基質（Ｌｏｎｅｒｇａｎ他（１９９５）、

Ｊ．Ｆｏｏｄ．Ｓｃｉ．６０：７２～３、７８；Ｔｗｉｎｉｎｇ（１９８４）、

Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４３：３０～４）または比色測定用基質（Ｂｕｒ

ｏｋｅｒ－ＫｉｌｇｏｒｅおよびＷａｎｇ（１９９３）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ

ｅｍ．２０８：３８７～９２）が含まれるが、これらに限定されない。ＳＤＳポ

リアクリルアミドゲル電気泳動後のザイモグラフィー（Ｗａｄｓｔｒｏｅｍおよ

びＳｍｙｔｈ（１９７３）、Ｓｃｉ．Ｔｏｏｌｓ、２０：１７～２１）、ならび

に蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）に基づく方法によるザイモグラフィー（

ＮｇおよびＡｕｌｄ（１９８９）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１８３：５０～

６）もまた、プロテアーゼＴのタンパク質分解活性を調節する化合物を検出する

ために使用される方法である。アゴニストである化合物は、基質の分解速度を増

大させ、時間の関数として残存基質を減少させる。アンタゴニストである化合物

は、基質の分解速度を低下させ、時間の関数として残存基質を増大させる。

      【００７０】

  プロテアーゼＴのＤＮＡまたはＲＮＡ、プロテアーゼＴに対する抗体、あるい

はプロテアーゼＴタンパク質を含むキットを調製することができる。そのような

キットは、プロテアーゼＴのＤＮＡにハイブリダイゼーションするＤＮＡを検出

するために、あるいはサンプル中のプロテアーゼＴタンパク質またはペプチドフ

ラグメントの存在を検出するために使用される。そのような特徴付けは、法廷分

析、診断適用および疫学的研究（これらに限定されない）を含む様々な目的に有

用である。

      【００７１】

  本発明のＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、組換えタンパク質および抗体は、プロテア

ーゼＴのＤＮＡ、プロテアーゼＴのＲＮＡまたはプロテアーゼＴタンパク質をス

クリーニングして、そのレベルを測定するために使用することができる。本発明
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の組換えタンパク質、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子および抗体は、プロテアーゼＴの

検出およびタイプ決定に好適なキットを組み立てるために役に立つ。そのような

キットは、密閉された状態で少なくとも１つの容器を保つために好適な区画化さ

れたキャリアを含む。キャリアは、プロテアーゼＴタンパク質を検出するために

好適な組換えプロテアーゼＴタンパク質または抗プロテアーゼＴ抗体などの試薬

をさらに含む。キャリアはまた、標識された抗原または酵素基質などの検出手段

を含むことができる。

      【００７２】

  プロテアーゼＴをコードするＤＮＡ配列に対して相補的であるヌクレオチド配

列をアンチセンス治療のために合成することができる。このようなアンチセンス

分子は、ＤＮＡ、ホスホロチオアートまたはメチルホスホナートなどのＤＮＡの

安定な誘導体、ＲＮＡ、２’－Ｏ－アルキルＲＮＡなどのＲＮＡの安定な誘導体

、あるいは他のプロテアーゼＴアンチセンスオリゴヌクレオチド模倣体であり得

る。プロテアーゼＴアンチセンス分子は、顕微注入またはリポソームカプセル化

によって、あるいはアンチセンス配列を有するベクターから発現させることによ

って細胞内に導入することができる。プロテアーゼＴアンチセンス治療は、プロ

テアーゼＴの発現または活性を低下させることが有益である疾患を処置するため

に特に有用であり得る。

      【００７３】

  プロテアーゼＴの遺伝子治療は、プロテアーゼＴを標的生物の細胞に導入する

ために使用することができる。プロテアーゼＴの遺伝子は、受容宿主細胞に感染

することによってプロテアーゼＴのＤＮＡの移入を媒介するウイルスベクターに

連結することができる。好適なウイルスベクターには、レトロウイルス、アデノ

ウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、ポリ

オウイルスなどが含まれる。あるいは、プロテアーゼＴのＤＮＡは、リガンド－

ＤＮＡ結合体またはアデノウイルス－リガンド－ＤＮＡ結合体を使用する受容体

媒介による標的化ＤＮＡ移入、リポフェクション膜融合あるいは直接的な顕微注

入を含む非ウイルス技術によって遺伝子治療のために細胞に移すことができる。

これらの手法およびその変法は、インビボだけでなくエクスビボでのプロテアー
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ゼＴ遺伝子治療に好適である。プロテアーゼＴ遺伝子治療は、プロテアーゼＴの

発現または活性を高めることが有益である疾患を処置するために特に有用であり

得る。

      【００７４】

  本発明はまた、本発明の新規な処置方法において使用される好適な局所用薬学

的組成物、経口用薬学的組成物、全身用薬学的組成物および非経口用薬学的組成

物を提供するという目的を有する。本発明により同定される化合物または調節剤

を、プロテアーゼＴ活性の調節において使用される有効成分として含有する組成

物は、従来の投与用ビヒクルにおける非常に様々な治療投薬形態で投与すること

ができる。例えば、本発明の化合物または調節剤は、錠剤、カプセル剤（それぞ

れが徐放性配合物または持続的放出配合物を含む）、ピル剤、粉末剤、顆粒剤、

エリキシル剤、チンキ剤、溶液剤、懸濁剤、シロップ剤およびエマルション剤の

ような経口投薬形態で、あるいは注射によって投与することができる。同様に、

本発明の化合物または調節剤はまた、静脈内形態（ボーラスおよび注入の両方）

、腹腔内形態、皮下形態、閉鎖性または非閉鎖性の局所形態で投与することがで

きる。これらはすべて、製薬分野の当業者に十分に知られている形態を使用する

。効果的であるが、非毒性的な量の所望する化合物を、プロテアーゼＴの調節用

薬剤として用いることができる。

      【００７５】

  製剤の１日の用量は、０．０１～１，０００ｍｇ／患者／日の広い範囲にわた

って変化させることができる。経口投与の場合、組成物は、０．０１ｍｇ、０．

０５ｍｇ、０．１ｍｇ、０．５ｍｇ、１．０ｍｇ、２．５ｍｇ、５．０ｍｇ、１

０．０ｍｇ、１５．０ｍｇ、２５．０ｍｇおよび５０．０ｍｇの有効成分を含み

、投薬量を症状に応じて調節するための刻み目を有する錠剤または刻み目のない

錠剤の形態で処置患者に与えられることが好ましい。薬物の効果的な量は、通常

的には、１日あたり約０．０００１ｍｇ／ｋｇ体重～約１００ｍｇ／ｋｇ体重の

投薬量レベルで与えられる。範囲は、より詳しくは、１日あたり約０．００１ｍ

ｇ／ｋｇ体重～約１０ｍｇ／ｋｇ体重である。プロテアーゼＴ調節剤の投薬量は

、所望する効果を達成するために組み合わせられた場合には調節される。一方で
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、これらの様々な薬剤の投薬量は、独立して最適化することができ、そしていず

れかの薬剤が単独で使用された場合よりも大きく病状が低下する相乗的な効果を

達成するために組み合わせることができる。

      【００７６】

  都合よいことに、本発明の化合物または調節剤は単回の日用量で投与すること

ができ、あるいは１日の総投薬量を、１日あたり２回、３回または４回の分割さ

れた用量で投与することができる。さらに、本発明の化合物または調節剤は、好

適な鼻腔内ビヒクルを局所的に使用することによって、または当業者に十分に知

られている経皮皮膚パッチのそのような形態を使用して経皮的経路によって鼻腔

内形態で投与することができる。経皮送達システムの形態で投与するためには、

投薬は、当然のことではあるが、投薬期間中を通して間断的ではなく、むしろ連

続的に行われる。

      【００７７】

  活性な薬剤が別の投薬配合物になっている２つ以上の活性な薬剤を用いる混合

処置の場合、活性な薬剤は同時に投与することができ、または別々に時間をずら

してそれぞれ投与することができる。

      【００７８】

  本発明の化合物または調節剤を利用する投薬法は、患者のタイプ、種、年齢、

体重、性別および医学的状態；処置される状態の重篤度；投与経路；患者の腎機

能および肝機能；ならびに用いられるその特定の化合物を含む様々な要因に従っ

て選択される。通常の技量を有する医師または獣医は、状態の進行を妨げ、阻止

し、または停止させるために必要とされる薬物の効果的な量を容易に決定して処

方することができる。毒性を伴うことなく効力をもたらす範囲に薬物濃度を達成

する際における最適な精密さは、標的部位に対する薬物利用性の速度論に基づく

療法を必要とする。これは、薬物の分布、平衡および除去の検討を伴う。

      【００７９】

  本発明の方法において、本明細書中に詳しく記載されている化合物または調節

剤は、有効成分として役立ち得るし、そして典型的には、目的とする投与形態（

すなわち、経口用の錠剤、カプセル化剤、エリキシル剤、シロップ剤など）に関
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して好適に選択され、そして従来の製薬規準と一致する好適な薬学的な希釈剤、

賦形剤またはキャリア（これらは「キャリア」物質と本明細書中では総称的に示

される）と混合されて投与される。

      【００８０】

  例えば、錠剤またはカプセル剤で経口投与される場合、活性な薬物成分は、経

口用で、非毒性の薬学的に受容可能な不活性キャリア（エタノール、グリセロー

ル、水など）と一緒にすることができる。さらに、所望する場合または必要な場

合には、好適な結合剤、滑沢剤、崩壊剤および着色剤もまた混合物に配合するこ

とができる。好適な結合剤には、デンプン、ゼラチン、天然の糖類（グルコース

またはβ－ラクトースなど）、コーン甘味剤、天然ゴムおよび合成ゴム（アラビ

アゴム、トラガカントゴムまたはアルギン酸ナトリウムなど）、カルボキシメチ

ルセルロース、ポリエチレングリコール、ワックスなどが含まれるが、これらに

は限定されない。これらの投薬形態物において使用される滑沢剤には、オレイン

酸ナトリウム、ステアリン酸ナトリウム、ステアリン酸マグネシウム、安息香酸

ナトリウム、酢酸ナトリウム、塩化ナトリウムなどが含まれるが、これらには限

定されない。崩壊剤には、デンプン、メチルセルロース、寒天、ベントナイト、

キサンタンガムなどが含まれるが、これらには限定されない。

      【００８１】

  液体形態の場合、活性な薬物成分は、合成ゴムおよび天然ゴムなどの好適に味

付けられた懸濁剤または分散剤、例えば、トラガカントゴム、アラビアゴム、メ

チルセルロースなどに混合することができる。用いられ得る他の分散剤には、グ

リセリンなどが含まれる。非経口投与される場合、滅菌の懸濁物および溶液が所

望される。等張性の調製物は、一般には好適な保存剤を含有するが、静脈内投与

が所望されるときには用いられる。

      【００８２】

  活性な薬物成分を含有する局所用調製物は、例えば、アルコール性溶液、局所

用クレンザー、洗浄用クリーム、スキンゲル、スキンローション、およびクリー

ムまたはゲルの配合物であるシャンプーを作製するために、この分野で十分に知

られている様々なキャリア物質（アルコール、アロエ・ベラゲル、アラントイン
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、グリセリン、ビタミンＡおよびＥオイル、鉱油、ＰＰＧ２ミリスチルプロピオ

ナートなど）と混合することができる。

      【００８３】

  本発明の化合物または調節剤はまた、小さな単層小胞、大きな単層小胞および

多層小胞などのリポソーム送達システムの形態で投与することができる。リポソ

ームは、コレステロール、ステアリルアミンまたはホスファチジルコリンなどの

様々なリン脂質から作製することができる。

      【００８４】

  本発明の化合物はまた、化合物分子がカップリングされる個々のキャリアとし

てモノクローナル抗体を使用することによって送達することができる。本発明の

化合物または調節剤はまた、標的化可能な薬物キャリアとして可溶性ポリマーと

カップリングすることができる。そのようなポリマーには、ポリビニルピロリド

ン、ピランコポリマー、ポリヒドロキシプロピルメチルアミドフェノール、ポリ

ヒドロキシエチルアスパルトアミドフェノール、またはパルミトイル残基で置換

されたポリエチレンオキシドポリリシンが含まれ得る。さらに、本発明の化合物

または調節剤は、薬物の制御された放出を達成することにおいて有用な一群の生

分解性ポリマー（例えば、ポリ乳酸、ポリεカプロラクトン、ポリヒドロキシ酪

酸、ポリオルトエステル、ポリアセタール、ポリジヒドロピラン、ポリシアノア

クリラート、およびヒドロゲルの架橋型または両親媒性のブロックコポリマー）

にカップリングすることができる。

      【００８５】

  経口投与される場合、本発明の化合物または調節剤は、カプセル剤、錠剤また

はボーラス形態で投与することができ、あるいは動物飼料に混合することができ

る。カプセル剤、錠剤およびボーラス剤は、デンプン、タルク、ステアリン酸マ

グネシウムまたはリン酸二カルシウムなどの適切なキャリアビヒクルと組み合わ

せられた有効成分から構成される。これらのユニット投薬形態物は、均一な混合

物が得られるように、有効成分を、微粉化された好適な不活性成分（希釈剤、充

填剤、崩壊剤および／または結合剤を含む）と十分に混合することによって調製

される。不活性成分は、本発明の化合物または調節剤と反応せず、そして処置さ



(37) 特表２００３－５３２３７５

れている動物に対して非毒性である成分である。好適な不活性成分には、デンプ

ン、ラクトース、タルク、ステアリン酸マグネシウム、植物性ゴムおよび植物オ

イルなどが含まれる。これらの配合物は、処置される動物種のサイズおよびタイ

プならびに感染のタイプおよび重篤度などの数多くの要因に依存して、広範囲に

変化し得る量の有効成分および不活性成分を含有することができる。有効成分は

また、化合物を食物と単に混合することによって、または化合物を飼料の表面に

加えることによって、飼料に対する添加物として投与することができる。あるい

は、有効成分は不活性なキャリアと混合することができ、そして得られた組成物

は飼料と混合することができるか、または動物に直接与えることができる。好適

な不活性キャリアには、トウモロコシ粉、柑橘果実粉、発酵残渣、ダイズグリッ

ト、乾燥穀粒などが含まれる。有効成分は、最終的な組成物に０．００１重量％

～５重量％の有効成分が含有されるように、摩砕、攪拌、粉砕または回転混合に

よってこれらの不活性キャリアと十分に混合される。

      【００８６】

  あるいは、本発明の化合物または調節剤は、不活性な液体キャリアに溶解され

た有効成分からなる配合物を注射することによって非経口的に投与することがで

きる。注射は、筋肉内、胃内、気管内または皮下のいずれかであり得る。注射用

配合物は、適切な不活性液体キャリアと混合された有効成分からなる。受容可能

な液体キャリアには、ピーナッツオイル、綿実油、ゴマ油などの植物オイル、な

らびにソルケタール（ｓｏｌｋｅｔａｌ）、グリセロールホルマールなどの有機

溶媒が含まれる。代わりのものとして、水性の非経口用配合物もまた使用するこ

とができる。植物オイルは好ましい液体キャリアである。配合物は、最終的な配

合物に０．００５重量％～１０重量％の有効成分が含有されるように、有効成分

を液体キャリアに溶解または懸濁することによって調製される。

      【００８７】

  本発明の化合物または調節剤の局所的適用は、本発明の化合物または調節剤を

含有する液体の水剤またはシャンプーを水性の溶液または懸濁物として使用する

ことによって可能である。これらの配合物は、一般には、ベントナイトなどの懸

濁剤を含有し、そして通常的には泡立ち防止剤をも含有する。０．００５重量％
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～１０重量％の有効成分を含有する配合物が受容可能である。好ましい配合物は

、０．０１重量％～５重量％の本発明の化合物または調節剤を含有する配合物で

ある。

      【００８８】

  プロテアーゼは、洗濯用洗剤、食品加工、繊維加工およびスキンケア用製品を

含む様々な商業目的のために非天然の環境で使用されている。洗濯用洗剤におい

て、プロテアーゼは、溶解性が良くない有機化合物を、より容易に洗剤および水

に溶解し得るより溶解しやすい形態に分解するために用いられている。この能力

において、プロテアーゼは「汚れ除去剤」として作用している。食品加工の例に

は、食肉を柔らかくすることおよびチーズ製造が含まれる。プロテアーゼは、例

えば、繊維の収縮を防止するために、ウールを処理する繊維加工において使用さ

れている。プロテアーゼは、落屑速度の平衡異常のために積み重なる皮膚表面の

鱗屑を除くためにスキンケア用製品に含められることがある。これらの適用のい

くつかにおいて汎用されるプロテアーゼは、それらの酵素を工業的に製造するた

めに容易に増殖させられる原核生物細胞または真核生物細胞に由来する。例えば

、使用される一般的な種は、米国特許第５，２１７，８７８号に記載されている

ようなバチルス属である。あるいは、米国特許第５，２７８，０６２号には、洗

濯用洗剤組成物において使用される、真菌トリチラキウム・アルブムから単離さ

れたセリンプロテアーゼが記載されている。残念なことに、いくつかのプロテア

ーゼは、過敏症のヒトにおいてアレルギー反応をプロテアーゼが引き起こし得る

ことによって、または非天然の環境で使用されたときにおける低下した効力によ

って、その使用が制限されている。非ヒト起源に由来するプロテアーゼタンパク

質は過敏症のヒトにおいて免疫応答をより誘導しやすいことが予想される。これ

らの制限のために、過敏症のヒトに対する免疫原性がほとんどなく、かつ／また

非天然の環境では効率的なタンパク質分解活性を提供する代わりのプロテアーゼ

が求められている。組換え技術の出現により、工業的製造に好適な宿主において

任意の種のタンパク質を発現させることが可能になっている。

      【００８９】

  本発明の別の局面は、プロテアーゼＴおよび受容可能なキャリアを含む組成物
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に関する。本発明の組成物は、プロテアーゼ成分を必要とする任意の様々な組成

物であり得る。特に好ましいものは、例えば、使用または製造により、ヒトと接

触し得る組成物である。本発明のプロテアーゼＴの使用は、既知のプロテアーゼ

（特に、非ヒト起源のプロテアーゼ）を含有する類似した組成物で使用者および

／または取扱者がそうでない場合に経験する免疫原性応答を低下させるか、また

はそのような応答を除去すると考えられる。好ましい組成物は、スキンケア用組

成物および洗濯用洗剤組成物である。

      【００９０】

  本明細書中において、「受容可能なキャリア」には、化粧品的に受容可能なキ

ャリア、薬学的に受容可能なキャリア、および洗浄用組成物における使用に受け

入れられ得るキャリアが含まれるが、これらに限定されない。

      【００９１】

  スキンケア用組成物

  本発明のスキンケア用組成物は、好ましくは、プロテアーゼＴに加えて、化粧

品的に受容可能なキャリアまたは薬学的に受容可能なキャリアを含む。

      【００９２】

  本明細書中において、「化粧品的に受容可能なキャリア」は、過度な毒性、不

適合性、不安定性、刺激、アレルギー応答などを伴うことなくヒトおよび下等動

物の皮膚との接触状態での使用に好適であり、そして妥当な受益性／危険性割合

に対応する１つまたは２つ以上の適合し得る固体または液体の充填剤、希釈剤ま

たはカプセル化物質を意味する。

      【００９３】

  本明細書中において、「薬学的に受容可能な」は、過度な毒性、不適合性、不

安定性、刺激、アレルギー応答などを伴うことなくヒトおよび下等動物の組織と

の接触状態での使用に好適であり、そして妥当な受益性／危険性割合に対応する

１つまたは２つ以上の適合し得る薬物、医薬品または不活性な成分を意味する。

薬学的に受容可能なキャリアは、当然のことではあるが、処置されている哺乳動

物への投与に関してそれらが好適であるために十分に高純度であり、かつ十分に

低い毒性でなければならない。
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      【００９４】

  本明細書中において、「適合し得る」は、化粧品組成物または薬学的組成物の

成分が、通常的な使用状況のもとで組成物の化粧品効力または薬学的効力を実質

的に低下させる相互作用が存在しないような様式で、プロテアーゼＴと、そして

相互に混合され得ることを意味する。

      【００９５】

  好ましくは、本発明のスキンケア用組成物は局所用組成物である。すなわち、

本発明のスキンケア用組成物は、組成物を皮膚に直接塗るか、または広げること

によって局所的に適用される。好ましくは、そのような組成物は、化粧品的また

は薬学的に受容可能な局所用キャリアを含む。

      【００９６】

  本発明の局所用組成物は非常に様々な製品タイプにすることができる。これら

には、ローション、クリーム、ビーチオイル、ゲル、スティック、スプレー、軟

膏、ペースト、ムースおよび化粧品；シャンプーおよびコンディショナーなどの

毛髪ケア用組成物（例えば、ふけを処置／防止するためのもの）；ならびに個人

用の洗浄用組成物が含まれるが、これらに限定されない。これらの製品タイプは

、溶液、エマルション、ゲルおよび固体（これらに限定されない）を含むいくつ

かのキャリアシステムを含むことができる。

      【００９７】

  好ましくは、キャリアは、化粧品的または薬学的に受容可能な水性溶媒または

有機溶媒である。水が好ましい溶媒である。好適な有機溶媒の例には、プロピレ

ングリコール、ポリエチレングリコール（２００～６００）、ポリプロピレング

リコール（４２５～２０２５）、プロピレングリコール－１４ブチルエーテル、

グリセロール、１，２，４－ブタントリオール、ソルビトールエステル、１，２

，６－ヘキサントリオール、エタノール、イソプロパノール、ブタンジオールお

よびそれらの混合物が含まれる。本発明において有用なそのような溶液は、好ま

しくは、約０．００１％～約２５％のプロテアーゼＴ（より好ましくは約０．１

％～約１０％、より好ましくは約０．５％～約５％）と、好ましくは約５０％～

約９９．９９％の受容可能な水性溶媒または有機溶媒（より好ましくは約９０％
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～約９９％）を含有する。

      【００９８】

  本発明のスキンケア用組成物は、局所用組成物において従来的に使用されてい

る非常に様々なさらなる油溶性物質および／または水溶性物質を、それらのこの

分野で確立されたレベルでさらに含むことができる。そのようなさらなる成分に

は、増粘剤、顔料、香料、湿潤剤、タンパク質およびポリペプチド、保存剤、鎮

静剤、浸透増強剤、コラーゲン、ヒアルロン酸、エラスチン、加水分解物、サク

ラソウ油、ホホバ油、上皮増殖因子、ダイズサポニン、ムコ多糖、ビタミンＡお

よびその誘導体、ビタミンＢ２、ビオチン、パントテン酸、ビタミンＤならびに

それらの混合物が含まれるが、これらに限定されない。

      【００９９】

  洗浄用組成物

  本発明の洗浄用組成物は、好ましくは、プロテアーゼＴに加えて、界面活性剤

を含む。本発明の洗浄用組成物は、ハード型表面洗浄用組成物、食器洗浄用組成

物および洗濯洗剤用組成物（これらに限定されない）を含む非常に様々な形態で

あり得る。

      【０１００】

  好ましい洗浄用組成物は洗濯洗剤用組成物である。そのような洗濯洗剤用組成

物には、顆粒状組成物、液状組成物および棒状組成物が含まれるが、これらに限

定されない。好ましくは、洗浄用組成物はビルダーをさらに含む。

      【０１０１】

  本発明の洗浄用組成物は、「洗浄有効量」をもたらすのに十分なレベルでプロ

テアーゼＴを含有する。用語「洗浄有効量」は、繊維製品、食器およびその他な

どの基材に対する洗浄作用、汚れ除去作用、土壌除去作用、漂白作用、脱色作用

または鮮やかさを改善する作用をもたらし得る任意の量を示す。現在の市販調製

物に対する実用的な面で、典型的な量は、１グラムの洗剤組成物あたりの重量比

で約５ｍｇまでの活性酵素であり、典型的には０．０１ｍｇ～３ｍｇの活性酵素

である。すなわち、洗濯用洗剤組成物は、本明細書中では、典型的には、０．０

０１重量％～５重量％（好ましくは０．０１重量％～３重量％、より好ましくは
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０．０１重量％～１重量％）の原料プロテアーゼＴ調製物を含む。本明細書中に

おいて、「原料プロテアーゼＴ調製物」は、プロテアーゼＴが洗濯用洗剤組成物

へのその添加前において含有されている調製物または組成物を示す。好ましくは

、プロテアーゼＴは、１ｇの原料プロテアーゼＴ調製物について０．００５～０

．１アンソンユニット（ＡＵ）の活性が得られるのに十分なレベルでそのような

原料プロテアーゼＴ調製物に存在する。自動食器洗浄などにおけるいくつかの洗

剤の場合、非触媒作用的な活性物の総量を最小限にし、それにより染み形成／膜

形成または他の最終結果を改善するために、原料プロテアーゼＴ調製物の活性プ

ロテアーゼＴ含有量を大きくすることは望ましいと考えられる。活性レベルを大

きくすることはまた、高濃度の洗剤配合物では望ましいことであり得る。

      【０１０２】

  好ましくは、液状組成物（これに限定されない）を含む本発明の洗濯用洗剤組

成物は、約０．００１重量％～約１０重量％（好ましくは約０．００５重量％～

約８重量％、最も好ましくは約０．０１重量％～約６重量％）の酵素安定化シス

テムを含むことができる。酵素安定化システムは、プロテアーゼＴ、または組成

物に含ませることができる任意の他のさらなる洗浄性酵素と適合し得る任意の安

定化システムであり得る。そのようなシステムは、他の配合活性体によって固有

的に提供され得るか、あるいは例えば、配合者または洗剤用酵素の製造者によっ

て別々に添加され得る。そのような安定化システムは、例えば、カルシウムイオ

ン、ホウ酸、プロピレングリコール、短鎖カルボン酸、ホウ素（ｂｏｒｏｎｉｃ

）酸およびそれらの混合物を含むことができ、そして洗剤組成物のタイプおよび

物理的形態に依存して種々の安定化問題を解決するために設計される。

      【０１０３】

  本発明の洗剤組成物はまた洗浄性界面活性剤を含む。好ましくは、洗剤組成物

は、少なくとも約０．０１％の洗浄性界面活性剤を含み、より好ましくは少なく

とも約０．１％の洗浄性界面活性剤を含み、より好ましくは少なくとも約１％の

洗浄性界面活性剤を含み、さらにより好ましくは約１％～約５５％の洗浄性界面

活性剤を含む。

      【０１０４】
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  好ましい洗浄性界面活性剤は、カチオン性、アニオン性、非イオン性、両性、

双性イオン性およびそれらの混合物であり、本明細書中下記においてさらに記載

される。洗剤組成物において有用な洗浄性界面活性剤の非限定的な例には、従来

のＣ１１～Ｃ１８アルキルベンゼンスルホン酸塩（「ＬＡＳ」）、第一級、分枝

鎖状およびランダムなＣ１０～Ｃ２０アルキル硫酸塩（「ＡＳ」）、式ＣＨ３（

ＣＨ２）ｘ（ＣＨＯＳＯ３－Ｍ＋）ＣＨ３および式ＣＨ３（ＣＨ２）ｙ（ＣＨＯ

ＳＯ３－Ｍ＋）ＣＨ２ＣＨ３（式中、ｘおよび（ｙ＋１）は少なくとも約７（好

ましくは、少なくとも約９）の整数であり、Ｍは水溶性カチオン（特に、ナトリ

ウム）である）のＣ１０～Ｃ１８第二級（２，３）アルキル硫酸塩、オレイル硫

酸塩などの不飽和硫酸塩、Ｃ１０～Ｃ１８アルキルアルコキシ硫酸塩（「ＡＥｘ

Ｓ」、特に、ＥＯ１～７エトキシ硫酸塩）、Ｃ１０～Ｃ１８アルキルアルコキシ

カルボン酸塩（特に、ＥＯ１～５エトキシカルボン酸）、Ｃ１０～Ｃ１８グリセ

ロールエーテル、Ｃ１０～Ｃ１８アルキルポリグリコシドおよびその対応する硫

酸化ポリグリコシド、ならびにＣ１２～Ｃ１８α－スルホン化脂肪酸エステルが

含まれる。所望する場合には、従来の非イオン性界面活性剤および両性界面活性

剤、例えば、いわゆる狭域アルキルエトキシラートおよびＣ６～Ｃ１２アルキル

フェノールアルコキシラート（特に、エトキシラートおよび混合型エトキシ／プ

ロポキシ）を含むＣ１２～Ｃ１８アルキルエトキシラート（「ＡＥ」）、Ｃ１２

～Ｃ１８ベタインおよびスルホベタイン（「スルタイン」）、Ｃ１０～Ｃ１８ア

ミンオキシドなどもまた、すべての組成物に含ませることができる。Ｃ１０～Ｃ

１８Ｎ－アルキルポリヒドロキシ脂肪酸アミドもまた使用することができる。典

型的な例には、Ｃ１２～Ｃ１８Ｎ－メチルグルカミドが含まれる。国際特許出願

公開ＷＯ９，２０６，１５４を参照のこと。糖に由来する他の界面活性剤には、

Ｃ１０～Ｃ１８Ｎ－（３－メトキシプロピル）グルカミドなどのＮ－アルコキシ

ポリヒドロキシ脂肪酸アミドが含まれる。Ｎ－プロピル～Ｎ－ヘキシルＣ１２～

Ｃ１８グルカミドを、泡立ち性が低いために使用することができる。Ｃ１０～Ｃ

２０の従来の石けんもまた使用することができる。大きな泡立ち性が所望される

場合には、分枝鎖のＣ１０～Ｃ１６石けんを使用することができる。アニオン性

界面活性剤および非イオン性界面活性剤の混合物は特に有用である。他の従来の
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有用な界面活性剤が標準的な教本に記載されている。

      【０１０５】

  洗剤ビルダーもまた、ミネラル硬度を抑制することを助けるために洗濯用洗剤

組成物に含まれる。無機ビルダーを、有機ビルダーと同様に使用することができ

る。ビルダーは、典型的には、粒子状の汚れを除去することを助けるために衣類

洗濯用組成物において作用される。

      【０１０６】

  ビルダーのレベルは、組成物の最終的な使用およびその所望される物理的形態

に依存して広範囲に変化させることができる。存在する場合には、組成物は、典

型的には、少なくとも約１％のビルダーを含む。液体の配合物は、典型的には、

約５重量％～約５０重量％（より典型的には約５重量～約３０重量％）の洗剤ビ

ルダーを含む。顆粒状配合物は、典型的には、約１０重量％～約８０重量％（よ

り典型的には約１５重量～約５０重量％）の洗剤ビルダーを含む。しかし、ビル

ダーのそれらよりも少ないレベルまたはそれらよりも多いレベルが除外されるこ

とを意味していない。

      【０１０７】

  無機洗剤ビルダーまたはＰ含有洗剤ビルダーには、ポリリン酸塩（トリポリリ

ン酸塩、ピロリン酸塩およびガラス状ポリメタリン酸塩によって例示される）、

ホスホン酸塩、フィチン酸、ケイ酸塩、炭酸塩（重炭酸塩およびセスキ炭酸塩を

含む）、硫酸塩およびアルミケイ酸塩のアルカリ金属塩、アンモニウム塩および

アルカノールアンモニウム塩が含まれるが、これらに限定されない。しかし、非

リンビルダーが一部の地域では要求される。重要なことに、本明細書中の組成物

は、（リン酸塩と比較して）クエン酸塩などのいわゆる「弱い」ビルダーの存在

下でさえも、あるいはゼオライトまたは層状ケイ酸塩ビルダーとともに存在し得

るいわゆる「アンダービルト（ｕｎｄｅｒｂｕｉｌｔ）」状況でさえも驚くほど

十分に機能する。

      【０１０８】

  ケイ酸塩ビルダーの例は、アルカリ金属ケイ酸塩であり、特に、ＳｉＯ２：Ｎ

ａ２Ｏ比が１．６：１～３．２：１の範囲にあるアルカリ金属ケイ酸塩および層
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状ケイ酸塩（米国特許第４，６６４，８３９号（Ｈ．Ｐ．Ｒｉｅｃｋに対して１

９８７年５月１２日発行）に記載される層状ケイ酸ナトリウムなど）である。Ｎ

ａＳＫＳ－６は、ヘキスト社によって販売されている結晶性層状ケイ酸塩の商標

である（これは本明細書中では「ＳＫＳ－６」と一般に略記される）。ゼオライ

トビルダーとは異なり、ＮａＳＫＳ－６ケイ酸塩ビルダーはアルミニウムを含有

していない。ＮａＳＫＳ－６は、層状ケイ酸塩のδ－Ｎａ２ＳｉＯ５の形態学的

形態を有する。これは、ドイツ国特許ＤＥ－Ａ－３，４１７，６４９および同Ｄ

Ｅ－Ａ－３，７４２，０４３に記載される方法などの方法によって調製すること

ができる。ＳＫＳ－６は、本明細書中における使用に非常に好ましい層状ケイ酸

塩であるが、他のそのような層状ケイ酸塩、例えば、一般式ＮａＭＳｉｘＯ２ｘ

＋１ｙＨ２Ｏ（式中、Ｍはナトリウムまたは水素であり、ｘは１．９～４の数（

好ましくは２）であり、ｙは０～２０の数（好ましくは０）である）を有する層

状ケイ酸塩などを本明細書中において使用することができる。ヘキスト社から得

られる様々な他の層状ケイ酸塩には、α型、β型およびγ型としてのＮａＳＫＳ

－５、ＮａＳＫＳ－７およびＮａＳＫＳ－１１が含まれる。上記に記されている

ように、δ－Ｎａ２ＳｉＯ５（ＳＫＳ－６型）は本明細書中における使用に最も

好ましい。例えば、ケイ酸マグネシウムなどの他のケイ酸塩もまた有用であり得

る。ケイ酸マグネシウムは、顆粒状配合物における巻縮剤として、酸素漂白剤に

対する安定化剤として、そして泡立ち抑制システムの成分として役に立ち得る。

      【０１０９】

  炭酸塩ビルダーの例は、ドイツ国特許出願第２，３２１，００１号（１９７３

年１１月１５日公開）に開示されているようなアルカリ土類金属炭酸塩およびア

ルカリ金属炭酸塩である。

      【０１１０】

  アルミノケイ酸塩ビルダーは本発明においては有用である。アルミノケイ酸塩

ビルダーは、ごく最近に上市されたヘビーデューティー顆粒状洗剤組成物におい

ては非常に重要であり、そしてまた液状の洗剤配合物における重要なビルダー成

分であり得る。アルミノケイ酸塩ビルダーには、下記の実験式を有するものが含

まれる：
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Ｍｚ（ｚＡｌＯ２）ｙ・ｘＨ２Ｏ

式中、ｚおよびｙは少なくとも６の整数であり、ｚ対ｙのモル比は１．０～約０

．５の範囲内にあり、ｘは約１５～約２６４の整数である。

      【０１１１】

  有用なアルミノケイ酸塩イオン交換物質が市販されている。このようなアルミ

ノケイ酸塩は、構造が結晶性または非晶質であり得るし、天然に存在するアルミ

ノケイ酸塩である得るか、または合成的に得ることができる。アルミノケイ酸塩

イオン交換物質を製造するための方法が米国特許第３，９８５，６６９号（Ｋｒ

ｕｍｍｅｌ他、１９７６年１０月１２日発行）に開示されている。本明細書中に

おいて有用な好ましい合成された結晶性アルミノケイ酸塩イオン交換物質は、ゼ

オライトＡ、ゼオライトＰ（ｂ）、ゼオライトＭＡＰおよびゼオライトＸの名称

で得ることができる。特に好ましい実施形態において、結晶性のアルミノケイ酸

塩イオン交換物質は下記の式を有する：

Ｎａ１２［（ＡｌＯ２）１２（ＳｉＯ２）１２］・ｘＨ２Ｏ

式中、ｘは約２０～約３０であり、特に約２７である。この物質は、ゼオライト

Ａとして知られている。脱水されたゼオライト（ｚ＝０～１０）もまた本明細書

中で使用することができる。好ましくは、アルミノケイ酸塩は、直径が約０．１

ミクロン～１０ミクロンである粒子サイズを有する。

      【０１１２】

  本発明の目的のために好適な有機の洗剤ビルダーには、非常に様々なポリカル

ボン酸塩化合物（これに限定されない）が含まれる。本明細書中で使用されてい

る「ポリカルボン酸塩」は、多数のカルボキシラート基（好ましくは、少なくと

も３つのカルボキシラート基）を有する化合物を示す。ポリカルボン酸塩ビルダ

ーは、一般には、酸の形態で組成物に加えることができるが、中和された塩の形

態で加えることもできる。塩の形態で用いられる場合、ナトリウム、カリウムお

よびリチウムなどのアルカリ金属、またはアルカノールアンモニウム塩が好まし

い。

      【０１１３】

  ポリカルボン酸塩ビルダーには、様々な種類の有用な物質が含まれる。１つの
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重要な種類のポリカルボン酸塩ビルダーには、米国特許第３，１２８，２８７号

（Ｂｅｒｇ、１９６４年４月７日発行）および米国特許第３，６３５，８３０号

（Ｌａｍｂｅｒｔｉ他、１９７２年１月１８日発行）に開示されているようなオ

キシ二コハク酸塩を含むエーテルポリカルボン酸塩が含まれる。米国特許第４，

６６３，０７１号（Ｂｕｓｈ他、１９８７年５月５日発行）の「ＴＭＳＦＴＤＳ

」ビルダーもまた参照のこと。好適なエーテルポリカルボン酸塩にはまた、米国

特許第３，９２３，６７９号（Ｒａｐｋｏ、１９７５年１２月２日発行）；米国

特許第３，８３５，１６３号（Ｒａｐｋｏ、１９７４年９月１０日発行）；米国

特許第４，１５８，６３５号（Ｃｒｕｔｃｈｆｉｅｌｄ他、１９７９年６月１９

日発行）；米国特許第４，１２０，８７４号（Ｃｒｕｔｃｈｆｉｅｌｄ他、１９

７８年１０月１７日発行）；および米国特許第４，１０２，９０３号（Ｃｒｕｔ

ｃｈｆｉｅｌｄ他、１９７８年７月２５日発行）に記載されている化合物などの

環状化合物（特に、脂環化合物）が含まれる。

      【０１１４】

  他の有用な洗浄性ビルダーには、エーテルヒドロキシポリカルボン酸塩、無水

マレイン酸とエチレンメチルエーテルまたはビニルメチルエーテルとの共重合体

、１，３，５－トリヒドロキシベンゼン－２，４，６－トリスルホン酸、および

カルボキシメチルオキシコハク酸、ポリ酢酸（エチレンジアミン四酢酸およびニ

トリロ三酢酸など）の様々なアルカリ金属塩、アンモニウム塩および置換アンモ

ニウム塩、ならびにメリト酸、コハク酸、オキシ二コハク酸、ポリマレイン酸、

ベンゼン－１，３，５－トリカルボン酸、カルボキシメチルオキシコハク酸など

のポリカルボン酸塩およびそれらの可溶性塩が含まれ、クエン酸塩ビルダー、例

えば、クエン酸およびその可溶性塩（特に、ナトリウム塩）は、それらが再利用

可能な資源から得ることができ、そして生分解性を有するために、強力液体洗剤

配合物に対して特に重要なポリカルボン酸塩ビルダーである。クエン酸塩はまた

、顆粒状組成物において、特にゼオライトおよび／または層状ケイ酸塩ビルダー

と組み合せて使用することができる。オキシ二コハク酸塩もまた、そのような組

成物および組合せ物において特に有用である。

      【０１１５】
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  本発明の洗剤組成物では、米国特許第４，５６６，９８４号（Ｂｕｓｈ、１９

８６年１月２８日発行）に開示される３，３－ジカルボキシ－４－オキサ－１，

６－ヘキサン二酸塩およびその関連化合物もまた好適である。有用なコハク酸ビ

ルダーには、Ｃ５～Ｃ２０アルキルコハク酸およびＣ５～Ｃ２０アルケニルコハ

ク酸およびそれらの塩が含まれる。このタイプの特に好ましい化合物はドデセニ

ルコハク酸である。コハク酸塩ビルダーの具体的な例には、ラウリルコハク酸塩

、ミリスチルコハク酸塩、パルミチルコハク酸塩、２－ドデセニルコハク酸塩（

好ましい）、２－ペンタデセニルコハク酸塩などが含まれる。ラウリルコハク酸

塩はこの群の好ましいビルダーであり、欧州特許出願２００，２６３（Ｂａｒｒ

ａｔ他、１９８６年１１月５日公開）に記載されている。

      【０１１６】

  他の好適なポリカルボン酸塩が、米国特許第４，１４４，２２６号（Ｃｒｕｔ

ｃｈｆｉｅｌｄ他、１９７９年３月１３日発行）および米国特許第３，３０８，

０６７号（Ｄｉｅｈｌ、１９６７年３月７日発行）に開示されている。米国特許

第３，７２３，３２２号（Ｄｉｅｈｌ、１９７３年３月２７日発行）もまた参照

のこと。

      【０１１７】

  脂肪酸（例えば、Ｃ１２～Ｃ１８モノカルボン酸）もまた、さらなるビルダー

活性を得るために、単独で、あるいは前記ビルダー（特に、クエン酸塩および／

またはコハク酸塩ビルダー）と組み合わせて組成物に配合することができる。脂

肪酸のそのような使用は、配合者によって考慮に入れられるはずである泡立ちを

一般に減少させる。

      【０１１８】

  リン系ビルダーが、特に手洗い操作のために使用される棒状洗剤の配合におい

て使用され得る状況では、よく知られているトリポリリン酸ナトリウム塩、ピロ

リン酸ナトリウムおよびオルトリン酸ナトリウムなどの様々なアルカリ金属リン

酸塩を使用することができる。ホスホン酸塩ビルダー、例えば、エタン－１－ヒ

ドロキシ－１，１－二ホスホン酸塩および他の知られているホスホン酸塩（例え

ば、米国特許第３，１５９，５８１号（Ｄｉｅｈｌ、１９６４年１２月１日発行
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）；米国特許第３，２１３，０３０号（Ｄｉｅｈｌ、１９６５年１０月１９日発

行）；米国特許第３，４００，１４８号（Ｑｕｉｍｂｙ、１９６８年９月３日発

行）；米国特許第３，４２２，０２１号（Ｒｏｙ、１９６９年１月１４日発行）

；および米国特許第３，４２２，１３７号（Ｑｕｉｍｂｙ、１９６９年１月４日

発行）を参照のこと）もまた使用することができる。

      【０１１９】

  本発明の洗濯用洗剤組成物において使用され得るさらなる成分には、アルコキ

シル化ポリカルボン酸塩（例えば、さらなる油脂汚れ除去性能をもたらす）、漂

白剤、漂白活性剤、漂白触媒、光沢剤、キレート化剤、粘土土壌除去剤／再付着

防止剤、色移り阻害剤、さらなる酵素（リパーゼ、アミラーゼ、ヒドロラーゼお

よび他のプロテアーゼを含む）、衣類柔軟剤、ポリマー汚れ剥離剤、ポリマー分

散剤および泡立ち抑制剤が含まれるが、これらに限定されない。

      【０１２０】

  本明細書中の組成物は、洗浄性能を助けるか、または高めるために、洗浄され

る基材を処理するために、あるいは洗剤組成物の審美性を変えるために、１つま

たは２つ以上の他の洗剤添加物または他の物質をさらに含むことができる（例え

ば、芳香剤、着色剤、色素など）。

      【０１２１】

  本明細書中の洗剤組成物は、アルコキシル化ポリカルボン酸塩、漂白用化合物

、光沢剤、キレート化剤、粘土土壌除去剤／再付着防止剤、色移り阻害剤、酵素

、酵素安定化システム、衣類柔軟剤、ポリマー汚れ剥離剤、ポリマー分散剤およ

び泡立ち抑制剤を含む他の知られている洗剤用洗浄成分をさらに含むことができ

る。洗剤組成物はまた、キャリア、ヒドロトロピー剤、処理補助剤、色素または

顔料、液状配合物の場合には溶媒、棒状組成物の場合には固体充填剤を含むこと

ができる。

      【０１２２】

  皮膚の剥落を処置または防止する方法

  本発明の別の局面は、皮膚の剥落を処置または防止する方法に関する。この方

法は、プロテアーゼＴを含む組成物の安全かつ効果的な量を局所的に適用するこ



(50) 特表２００３－５３２３７５

とを含む。

      【０１２３】

  本明細書中において、「安全かつ効果的な量」は、妥当な医学的判断の範囲内

において、処置される状態の著しい好転をもたらすために十分に大きく、しかし

（妥当な受益性／危険性割合で）重大な副作用を避けるために十分に低いプロテ

アーゼＴの量を意味する。プロテアーゼＴの安全かつ効果的な量は、処置されて

いる特定の状態、処置されている被験者の年齢および身体的状態、状態の重篤度

、処置の継続時間、同時治療の性質、ならびに同様の要因により変化する。

      【０１２４】

  本発明の方法において使用される好適な組成物には、（例えば、皮膚の剥落に

よって生じるふけを処置／防止する）毛髪ケア用組成物を含む上記に記載される

スキンケア用組成物が含まれる。

      【０１２５】

  下記の実施例は本発明を例示するが、本発明は実施例により限定されない。

      【０１２６】

  実施例１

  プラスミド操作：

  すべての分子生物学的方法は、以前に記載された方法（Ｍａｎｉａｔｉｓ他（

１９８９）、１～１６２６）に従った。別途示されない限り、オリゴヌクレオチ

ドをＲａｎｓｏｍ  Ｈｉｌｌ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｒａｎｓｏｍ  Ｈｉｌ

ｌ、ＣＡ）から購入し、すべての制限エンドヌクレアーゼおよび他のＤＮＡ修飾

酵素をＮｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ（Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）から

購入した。プロテアーゼＴの発現構築物を、下記に記載されているように、構成

的なアクチンプロモーターを特徴とするショウジョウバエ誘導発現ベクターｐＲ

Ｍ６４において作製した。使用したショウジョウバエ発現ベクターは市販の発現

ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）と類似している

。すべての構築物操作を、Ａｌｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ３７７蛍光配列

決定装置（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を使用

して色素ターミネーターサイクル配列決定によって確認した。
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      【０１２７】

  プロテアーゼＴｃＤＮＡの獲得

  ライブラリーを、部分食道切除術、近位胃切除術および局所的リンパ節生検の

時に５３歳の白人男性から摘出された食道組織から単離された２マイクログラム

のポリＡＲＮＡを使用して構築した。ｃＤＮＡ合成を、ＮｏｔＩ－オリゴ（ｄＴ

）プライマーを使用して開始した。その後、二本鎖ｃＤＮＡを平滑末端化して、

ＥｃｏＲＩアダプターに連結し、そしてＮｏｔＩ消化およびサイズ選択を行い、

改変されたプラスミドクローニングベクターのＮｏｔＩ部位およびＥｃｏＲＩ部

位にクローン化した。全長のプロテアーゼＴｃＤＮＡに対応するクローンは、８

７３ヌクレオチドのオープンリーディングフレーム（停止コドンを含む、図１）

を含有し、他のＳ１セリンプロテアーゼの対する相同性を有した。このクローン

はまた、ＡＡＴＡＡＡモチーフ残基がポリＡ部分の２２ヌクレオチド上流に存在

するので完全な３’非翻訳領域を含有すると考えられる。プロテアーゼＴｃＤＮ

Ａを用いたＧｅｎｂａｎｋデータベースの相同性検索により、これは新規なｃＤ

ＮＡであるが、染色体１６ｐ１３．３にマッピングされるヒトコスミドクローン

（４００Ｄ１、Ｇｅｎｂａｎｋアクセション番号ＡＣ００４０３６）との同一性

を有することが示された。これにより、プロテアーゼＴ遺伝子の位置が示される

。推定されるオープンリーディングフレームは、２９０アミノ酸のプレプロプロ

テアーゼＴタンパク質をコードし（図１）、約３２Ｋｄの推定される分子量（Ｍ

ｒ）および他のセリンプロテアーゼに対する強い相同性を有する。触媒作用の三

つ組残基であるＨ、ＤおよびＳが、それぞれ、７５位、１２４位および２２９位

に存在する。チモーゲン活性化配列は、他のＳ１セリンプロテアーゼのチモーゲ

ン活性化配列と類似しており、これにより、２５６アミノ酸の成熟タンパク質が

予測される。２３アミノ酸のシグナルペプチドが統計的方法（Ｖｏｎ  Ｈｅｉｊ

ｎｅ（１９８６）、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１４：４６８３～９

０）によって予測される。これにより、１２アミノ酸のプレ配列ペプチドが示さ

れる。推定されるプロテアーゼＴのアミノ酸配列とＳ１セリンプロテアーゼファ

ミリーの他のメンバーとのアラインメントの系統樹が図２に示される。これは、

ＭｅｇＡｌｉｇｎ３．１．７プログラム（ＤＮＡＳＴＡＲ  Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉ
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ｓｏｎ、ＷＩ）を使用して決定された。

      【０１２８】

  実施例２

  プロテアーゼＴのｍＲＮＡの組織分布

  本発明者らは高感度なＰＣＲプロファイリング技術を用いて、プロテアーゼＴ

のｍＲＮＡの組織分布を同定した。この適用のために、ヒトｃＤＮＡライブラリ

ーをＣｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）から得た。プロファイリン

グ分析用のＰＣＲプライマーは下記の通りであった：

配列番号２：ＰｒｏｔＴＰＣＲＴＰ－Ｕ  ５’－ＧＣＣＡＧＧＣＣＴＧＡＧＧＡ

ＣＡＴＧＡＧ－３’

配列番号３：ＰｒｏｔＴＰＣＲＴＰ－Ｌ  ５’－ＴＧＣＧＣＴＧＧＡＴＧＣＴＧ

ＡＣＴＴＧＣ  －３’

  ５０μｇのＰＣＲ反応物には、それぞれの試験されるｃＤＮＡライブラリーに

由来する１μｌの希釈されたファージ保存液（約１０８～１０１０ｐｆｕ／ｍｌ

）が使用された。反応物は、最初に９４℃で５分間変性され、そして９４℃で２

０秒間；５６℃で２０秒間；その後の７２℃で３０秒間の３５サイクルに供され

、その後、７２℃で１０分間の伸長に供された。下記配列：

配列番号４：ＰｒｏｔＴＰＣＲＴＰ－ＰＰ  ５’－ＣＣＡＧＧＡＴＧＣＴＧＡＡ

ＣＣＧＡＡＴＧＧＴＧＧＧＣＧＧＧＣＡＧＧＡＣＡＣＧＣＡ－３

のネステッドプライマーを、γ－３２Ｐ－ＡＴＰおよびＴ４ポリヌクレオチドキ

ナーゼ（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｅｒｇ、Ｍ

Ｄ）を使用して放射能標識し、取り込まれなかった標識を、ＱＩＡｑｕｉｃｋヌ

クレオチド除去カラム（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を使用して反

応後に除いた。３２Ｐで末端標識されたネステッドプライマープローブ（１Ｘ１

０５ｃｐｍ）をＰＣＲ反応後の各サンプルの１０μｌと一緒にした。ＰＣＲ産物

－プローブ混合物を９４℃で５分間変性して、６０℃で１５分間のハイブリダイ

ゼーションを行い、４℃に冷却した。アニーリング処理したサンプル（１０μｌ

）を６％Ｔｒｉｓ－ホウ酸塩－ＥＤＴＡ非変性ポリアクリルアミドゲル（Ｎｏｖ

ｅｘ）で電気泳動し、乾燥してオートラジオグラフィーによって感光させた。β
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－アクチンＰＣＲプライマーおよび標識されたネステッドプライマープローブを

用いて、図３において使用されたｃＤＮＡライブラリーのＰＣＲプロファイリン

グにより、β－アクチンのＰＣＲ産物が試験されたすべてのサンプルにおいて生

じた。

      【０１２９】

  図３に示されているように、プロテアーゼＴのｍＲＮＡの分布は、特定の組織

および細胞タイプに非常に限定されている。プロテアーゼＴの転写物を発現する

ことが見出された組織タイプは、胎盤、胃、精巣、網膜、繊維芽細胞、脊髄、お

よび脳のいくつかの領域である。プロテアーゼＴのｍＲＮＡはまた、白血球およ

びジャーカット（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－１５２）Ｔ細胞株においても見出される。

      【０１３０】

  実施例３

  活性なプロテアーゼＴを発現させるための構築物の作製

  Ｓ１セリンプロテアーゼファミリーのメンバーは、非常に多くの場合、不活性

なチモーゲン前駆体として合成され、そしてタンパク質分解的に活性になるため

には限定的なタンパク質分解を必要とするので、本発明者らは、異種のセリンプ

ロテアーゼｃＤＮＡを発現して、その一般的な活性化を可能にするチモーゲン活

性化構築物を開発した。この構築物は、以前に記載されている（Ｉｓｈｉｉ他（

１９９３）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：９７８０～６）ように、分泌お

よび抗体検出のためにそれぞれ、ウシプレプロラクチンシグナル配列がＭｏＡｂ

Ｍ２抗ＦＬＡＧ抗体エピトープと読み枠が一致して融合していることを特徴とす

る。重要なことに、この構築物はまた、ヒトトリプシノーゲンＩに由来するエン

テロキナーゼ切断部位（ＥＫ）を、シグナルペプチドと読み枠が一致して、その

下流に含む。Ｃ端において、停止コドンの前には、ニッケル樹脂におけるアフィ

ニティー精製のために、６個のヒスチジン（６ＸＨＩＳ）コドンをコードするさ

らなる配列がそれぞれ存在する。特徴的なＸｂａＩ制限酵素部位が、６ＸＨＩＳ

アフィニティー標識配列のすぐ上流で、上記に記載されたＰＦＥＫプレプロ配列

の下流にあり、この部位は、異種のセリンプロテアーゼｃＤＮＡの触媒作用ドメ

インの読み枠を合わせた挿入点である（図４）。上記に記載されたチモーゲン活
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性化ベクターを改変されたショウジョウバエ発現プラスミドにクローン化して、

ＰＦＥＫ－６ＸＨＩＳ－ＴＡＧ６４を作製した。

      【０１３１】

  全長型プロテアーゼＴｃＤＮＡの精製されたプラスミドＤＮＡを、Ａｄｖａｎ

ｔａｇｅ－ＧＣｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  

Ａｌｔｏ、ＣＡ）を製造者の説明書に従って使用する１００μｌの調製的なＰＣ

Ｒ反応におけるテンプレートとして使用した。使用したプライマー：

  配列番号５：ＰｒｏｔＸｂａ－Ｕ  ５’－ＡＧＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＡＧＧＧ

ＣＧＡＧＴＧＧＣＣＣＴＧＧＣ－３’

  配列番号６：ＰｒｏｔＸｂａ－Ｌ  ５’－ＧＧＧＧＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＴＧ

ＧＣＣＧＣＣＣＡＡＣＣＴＣＧ－３’

は、ＸｂａＩで切断可能な末端を含有し、そしてプロテアーゼＴの触媒作用ドメ

インに隣接させて、プロテアーゼＴのＸｂａＩ触媒作用カセットを作製するため

に設計された。調製的なＰＣＲ反応を、９４℃で３０秒間；６３℃で３０秒間；

および６８℃で１．５分間の１８サイクルで行った。

      【０１３２】

  調製的なＰＣＲ産物を、フェノール／ＣＨＣｌ３（１：１）で１回、そしてＣ

ＨＣｌ３で抽出し、その後、グリコーゲン（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈ

ｅｉｍ  Ｃｏｒｐ．、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）およびキャリアを用い

てＥｔＯＨ沈殿した。沈殿したペレットを７０％ＥｔＯＨで洗浄し、真空乾燥し

て、８０ｕｌのＨ２Ｏ、１０ｕｌの１０Ｘ制限緩衝液（Ｎｏ．２）および１ｕｌ

の１００ｘＢＳＡ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ

、ＭＡ）に再懸濁した。産物を２００ユニットのＸｂａＩ制限酵素（Ｎｅｗ  Ｅ

ｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）を用いて３７℃で３時

間消化した。ＸｂａＩ消化産物を、フェノール／ＣＨＣｌ３（１：１）で１回、

そしてＣＨＣｌ３で抽出し、ＥｔＯＨ沈殿して、７０％ＥｔＯＨで洗浄し、真空

乾燥した。混入しているテンプレートプラスミドＤＮＡから精製するために、産

物を、ＴＡＥ緩衝液（４０ｍＭのＴｒｉｓ－酢酸塩、１ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ８

．３）中の１．０％低融点アガロース（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、
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Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｅｒｇ、ＭＤ）ゲルにより電気泳動して、ゲルから切り出し

た。切り出された産物の一部を、その後、ＸｂａＩ消化、脱リン酸化およびゲル

精製された上記のチモーゲン活性化ベクターとのゲル内連結のために使用した。

構築物ＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳ－ＴＡＧ６４を生じさせるために

正しい向きで挿入されたプロテアーゼＴＸｂａカセットを含有するクローンを、

ＮＨ２端のＰＦＥＫプレプロ配列およびＣ端の６ＸＨＩＳアフィニティー標識に

対する正しい翻訳位置が維持されていることを確保するために配列分析によって

確認した。

      【０１３３】

  実施例４

  組換えプロテアーゼＴの発現

  ＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳ構築物を含む組換えバキュロウイ

ルスを、製造者の説明書に従って、細菌の形質転換、選択、増殖、精製およびＰ

ＣＲ確認により調製した。培養されたＳｆ９昆虫細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－１７

１１）を精製されたバクミドＤＮＡでトランスフェクションし、そして数日後、

組換えＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳバキュロウイルスを含有する

調整培地を使用して、新しいＳｆ９細胞に感染させた。感染細胞を２４℃～２７

℃で４８時間インキュベーションし、そして調整培地を使用して、ＰＦＥＫ－プ

ロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳチモーゲンを精製した。

      【０１３４】

  実施例５

  組換えプロテアーゼＴの精製および活性化

  感染Ｓｆ９細胞から得られた調整培地を使用して、分泌された組換えＰＦＥＫ

－プロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳチモーゲンを精製した。培地を、Ｃｅｎｔｒ

ｉｐｒｅｐ濃縮器（Ａｍｉｃｏｎ  Ｉｎｃ．、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）を使用し

て５倍～１０倍に濃縮した。１５０μｌの５０％Ｎｉ－ＮＴＡスラリー（Ｑｉａ

ｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を５ｍｌ～１０ｍｌの濃縮された培地に加え

、４℃で６０分間振とうすることによって混合した。チモーゲンが結合した樹脂

を１．５ｍｌの洗浄緩衝液（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、３０
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０ｍＭのＮａＣｌおよび１５ｍＭのイミダゾール）で３回洗浄し、その後、ｄｓ

Ｈ２Ｏによる１．５ｍｌの洗浄を行った。エンテロキナーゼによる切断を、２０

ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５０ｍＭのＮａＣｌおよび２．０ｍＭ

のＣａＣｌ２を含む緩衝液中で穏やかに振とうしながら、１５０ｕｌの容量でエ

ンテロキナーゼ（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ；またはＳ

ｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）をチモーゲン結合Ｎｉ－ＮＴＡビーズに加

えることによって室温で一晩行った。その後、樹脂を１．５ｍｌの洗浄緩衝液で

２回洗浄した。活性化されたプロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳを溶出緩衝液（２

０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）、２５０ｍＭのＮａＣｌおよび２５０

ｍＭのイミダゾール）により溶出させた。溶出したタンパク質濃度を、標準品と

してウシ血清アルブミンを使用してＭｉｃｒｏＢＣＡキット（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒ

ｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって測定した。活性化されたプロテアーゼＴ－ＨＡ

６ＸＨＩＳのアミド分解活性を、表１および図６に示される合成基質からのパラ

－ニトロアニリン（ｐＮＡ）の放出によってモニターした。これらの研究におい

て使用された発色性基質はすべて市販品であった（Ｂａｃｈｅｍ  Ｃａｌｉｆｏ

ｒｎｉａ  Ｉｎｃ．、Ｔｏｒｒａｎｃｅ、ＰＡ；Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｄｉａｇｎ

ｏｓｔｉｃａ  Ｉｎｃ．、Ｇｒｅｅｎｗｉｃｈ、ＣＴ；Ｋａｂｉ  Ｐｈａｒｍａ

ｃｉａ  Ｈｅｐａｒ  Ｉｎｃ．、Ｆｒａｎｋｌｉｎ、ＯＨ）。アッセイ混合物は

、５００ｕＭの発色性基質、ならびに１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８

）、２５ｍＭのＮａＣｌおよび２５ｍＭのイミダゾールを含有した。ｐＮＡの放

出を、４０５ｎｍ吸収フィルターを用いてマイクロプレートリーダー（Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ、ＣＡ）において３７℃で

１２０分間にわたって測定した。初期反応速度（Ｖｍａｘ、ｍＯＤ／分）を、Ｓ

ｏｆｔｍａｘ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ、

ＣＡ）を使用して吸光度対時間のプロットから求めた。活性化されたプロテアー

ゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳの様々な基質に対する比活性（ｎｍｏｌ生成ｐＮＡ／分／

μｇタンパク質）を表１に示す。測定可能な発色性アミド分解活性は、精製され

た非活性化型プロテアーゼＴ－ＨＡ６ＸＨＩＳチモーゲンでは検出されなかった

。
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      【０１３５】

    【表１】

      【０１３６】

  組換えプロテアーゼＴの電気泳動およびウエスタンブロッティング検出

  精製されたＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳチモーゲンまたは活性化さ

れたプロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳのサンプルを還元剤ジチオスレイトール（ＤＴ

Ｔ）の存在下で変性して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ＢｉｏＲａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ

、ＣＡ）によって分析し、クーマシーブリリアントブルーで染色した。ウエスタ

ンブロッティングのために、ゲルをＨｙｂｏｎｄＥＣＬメンブラン（Ａｍｅｒｓ

ｈａｍ、Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ  Ｈｅｉｇｈｔｓ、ＩＬ）に電気転写した。トラン

スフェクションされたショウジョウバエ細胞から精製されたＦＬＡＧ標識のＰＦ

ＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳチモーゲンが抗ＦｌａｇＭ２抗体（Ｂａｂｃ

ｏ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、ＣＡ）により検出された。二次抗体は、ヤギ抗マウスＩ

ｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合Ｆ（ａｂ’）２フラグメント

（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ  Ｃｏｒｐ．、Ｉｎｄｉａｎａｐｏ

ｌｉｓ、ＩＮ）であり、ＥＣＬキット（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ

  Ｈｅｉｇｈｔｓ、ＩＬ）によって検出された。

      【０１３７】

  精製された組換えプロテアーゼＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳチモー

ゲンおよび活性化されたプロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳのポリアクリルアミドゲル

分析およびウエスタンブロット分析は、図４の活性化構築物を使用してその発現
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後に行われる。クーマシブリリアントブルーで染色される新規なセリンプロテア

ーゼＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳのサンプルを含むポリアクリルアミ

ドゲルが示される（Ａ）。相対的な分子量はタンパク質標準品（Ｍ）の位置によ

って示される。示されたレーンにおいて、精製されたチモーゲンは、チモーゲン

をその活性形態に切断して活性化するために使用されたＥＫによる未処理（－）

または消化（＋）のいずれかであった。抗ＦＬＡＧＭｏＡｂＭ２でプローブされ

た、Ａにおけるゲルのウエスタンブロットもまた示される（Ｂ）。これは、発現

し、精製されたチモーゲンが定量的に切断されて、プロセシングされた活性型プ

ロテアーゼが生じたことを明らかにしている。ＦＬＡＧエピトープはＥＫプロ配

列のすぐ上流に位置している（図４）ので、ＥＫによる切断により、小さすぎて

ポリアクリルアミドゲルに保持され得ない、従って＋ＥＫレーンで検出されない

ＦＬＡＧ含有ポリペプチドが生じる。

      【０１３８】

  実施例６

  プロテアーゼＴの活性アッセイ

  活性化されたセリンプロテアーゼのアミド分解活性は、市販されている合成基

質（Ｂａｃｈｅｍ  Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ  Ｉｎｃ．、Ｔｏｒｒａｎｃｅ、ＰＡ

；Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ  Ｉｎｃ．、Ｇｒｅｅｎｗｉｃｈ

、ＣＴ；Ｋａｂｉ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｈｅｐａｒ  Ｉｎｃ．、Ｆｒａｎｋｌ

ｉｎ、ＯＨ）からのパラ－ニトロフェノール（ｐＮＡ）の放出によってモニター

される。アッセイ混合物は、５００ｕＭの発色性基質、ならびに１０ｍＭのＴｒ

ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）、２５ｍＭのＮａＣｌおよび２５ｍＭのイミダゾー

ルを含有する。ｐＮＡの放出は、４０５ｎｍ吸収フィルターを用いてマイクロプ

レートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ

、ＣＡ）において３７℃で１２０分間にわたって測定される。初期反応速度（Ｖ

ｍａｘ、ｍＯＤ／分）が、Ｓｏｆｔｍａｘ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅ

ｓ、Ｍｅｎｌｏ  Ｐａｒｋ、ＣＡ）を使用して吸光度対時間のプロットから求め

られる。本発明のセリンプロテアーゼを調節する化合物が、タンパク質分解活性

の促進、またはより一般的にはタンパク質分解活性の阻害についてスクリーニン
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グすることによって同定される。本発明の場合、発色活性が吸光度の増加によっ

てモニターされるが、上記に記載されているように、タンパク質分解活性を測定

する蛍光アッセイまたは他の方法（ＦＲＥＴなど）を用いることができる。化合

物は、ＤＭＦ、ＤＭＳＯ、メタノールなどの適切な溶媒に溶解され、通常の場合

には１００ｕＭを越えない濃度の範囲に水で希釈され、典型的には、プロテアー

ゼの１０００倍の濃度（これに限定されない）で試験される。その後、化合物は

、反応混合物に加える前にタンパク質保存溶液と混合される。あるいは、タンパ

ク質および化合物溶液は独立して反応混合物に加えることができる。この場合、

化合物は、プロテアーゼタンパク質の添加前または添加直後のいずれかで加えら

れる。

      【０１３９】

  参考文献

      【０１４０】

    【表２】
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  活性化された組換えプロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳの比活性（ｎｍｏｌ生成ｐＮ

Ａ／分／ｕｇタンパク質）が、分析された様々な基質について測定されて示され

る。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  新規なプロテアーゼＴのｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）およびア

ミノ酸配列（配列番号７）を示す。

    【図２】

  他のＳ１セリンプロテアーゼに対するプロテアーゼＴのアミノ酸配列の系統樹

を示す。

    【図３】

  ＰＣＲに基づく組織分布は、プロテアーゼＴのｍＲＮＡが限定されていること
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を示している。ゲルのオートラジオグラムが、遊離プローブ（Ｆ．Ｐ．）から電

気泳動後に分離される標識されたネスティドプローブのハイブリダイゼーション

によって検出される、プロテアーゼＴに特異的なＰＣＲ産物の位置とともに示さ

れている。分析された組織および細胞株のｃＤＮＡライブラリーは示されている

通りである。

    【図４】

  チモーゲン活性化構築物におけるプロテアーゼＴ触媒作用ドメインのヌクレオ

チド配列（配列番号８）およびアミノ鎖配列（配列番号９）を示す。

    【図５】

  組換えプロテアーゼのＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳのポリアクリル

アミドゲル分析およびウエスタンブロット分析。クーマシーブリリアントブルー

で染色された新規なセリンプロテアーゼＰＦＥＫ－プロテアーゼＴ－６ＸＨＩＳ

サンプルを含むポリアクリルアミドゲルが示される（左側の１、２）。相対的な

分子量がタンパク質標準品（Ｍ）の位置によって示される。示されたレーンにお

いて、精製されたチモーゲンは、チモーゲンをその活性型形態に切断して活性化

するために使用されたＥＫによる未処理（－）または消化（＋）のいずれかであ

った。抗ＦＬＡＧＭｏＡｂのＭ２でプローブされたゲルのウエスタンブロットも

また示される（右側の１、２）。これにより、発現し、精製されたチモーゲンが

定量的に切断され、プロセシングされた活性型プロテアーゼが生じていることが

明らかにされる。ＦＬＡＧエピトープはＥＫプロ配列のすぐ上流に存在するので

、ＥＫによる切断により、小さすぎてポリアクリルアミドゲルに保持され得ない

、従って＋ＥＫレーンにおいて検出されないＦＬＡＧ含有ポリペプチドが生じて

いる。

    【図６】

  活性化構築物から発現、精製および活性化された組換えプロテアーゼＴ－６Ｘ

ＨＩＳの機能的なアミド分解活性を、発色性基質を使用して測定した。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】



(82) 特表２００３－５３２３７５

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

在这里，我们描述了一种编码新型丝氨酸蛋白酶的cDNA的分子生物学鉴定，我们将其称为蛋白酶T。 推导的氨基酸序列编码290个
氨基酸的前蛋白形式，并且其与其他特征明​​确的丝氨酸蛋白酶的比对表明，蛋白酶T是S1丝氨酸蛋白酶家族的成员。 发明人发现，
蛋白酶T mRNA在胃，睾丸，视网膜，成纤维细胞，脊髓和脑的几个区域中表达。 蛋白酶T mRNA也存在于白细胞和Jurkat
（ATCC TIB-152）T细胞系中。 因此，该蛋白酶可能与胃，睾丸，视网膜，皮肤病，神经系统/神经变性和/或免疫系统疾病有关。 
蛋白酶T基因位于胰蛋白酶基因座附近的人类染色体16p13.1。 对本发明人生产的具有酶活性的蛋白酶T进行进一步的生化研究，以
鉴定生理底物和特异性调节剂。
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