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(54)【発明の名称】 ＩＬ－１７相同的ポリペプチドとその治療上の用途

(57)【要約】
本発明は、新規ポリペプチド及びこれらペプチドをコー
ドする核酸分子を対象としている。また、ここにおいて
提供されるのは、これら核酸配列を含んでなるベクター
及び宿主細胞、異種ポリペプチド配列に融合した本発明
のポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチド分子、
本発明のポリペプチドと結合する抗体、並びに本発明の
ポリペプチドを製造する方法である。
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【特許請求の範囲】

  【請求項１】  （ａ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ４（配列番号：４）

、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）、Ｆｉｇ１２（配列番

号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６（配列番号：１６）又

はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド

配列；

（ｂ）その結合シグナルポリペプチドを欠くＦｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ

４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）、

Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６（

配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列；

（ｃ）その結合するシグナルポリペプチドを有するＦｉｇ２（配列番号：２）、

Ｆｉｇ４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：

８）、Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ

１６（配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチド

の細胞外ドメインをコードするヌクレオチド配列；或いは

（ｄ）それに結合するシグナルポリペプチドを欠いているＦｉｇ２（配列番号：

２）、Ｆｉｇ４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列

番号：８）、Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、

Ｆｉｇ１６（配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペ

プチドの細胞外ドメインをコードするヌクレオチド配列に対して、少なくとも８

０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。

  【請求項２】  Ｆｉｇ１（配列番号：１）、Ｆｉｇ３（配列番号：３）、Ｆｉ

ｇ５（配列番号：５）、Ｆｉｇ７（配列番号：７）、Ｆｉｇ１１（配列番号：１

１）、Ｆｉｇ１３（配列番号：１３）、Ｆｉｇ１５（配列番号：１５）、及びＦ

ｉｇ１７（配列番号：１７）に示すヌクレオチド配列から成る群より選択される

ヌクレオチド配列に対して、少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離さ

れた核酸。

  【請求項３】  Ｆｉｇ１（配列番号：１）、Ｆｉｇ３（配列番号：３）、Ｆｉ
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ｇ５（配列番号：５）、Ｆｉｇ７（配列番号：７）、Ｆｉｇ１１（配列番号：１

１）、Ｆｉｇ１３（配列番号：１３）、Ｆｉｇ１５（配列番号：１５）、及びＦ

ｉｇ１７（配列番号：１７）に示すヌクレオチド配列の全長コード化配列から成

る群より選択されたヌクレオチド配列に対して、少なくとも８０％の核酸配列同

一性を有する単離された核酸。

  【請求項４】  ＡＴＣＣ登録番号２０９８６６、２０３５５２、ＰＴＡ-１１

８５、ＰＴＡ-２１０８、ＰＴＡ-２０２、ＰＴＡ-１５３５、ＰＴＡ-１０８２又

はＰＴＡ-２５９１で寄託したｃＤＮＡの全長コード化配列に対して、少なくと

も８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。

  【請求項５】  請求項１の核酸を含んでなるベクター。

  【請求項６】  ベクターで形質転換された宿主細胞によって認識されるコント

ロール配列に作用可能に結合している請求項５のベクター。

  【請求項７】  請求項５のベクターを含んでなる宿主細胞。

  【請求項８】  前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌、酵母細胞又はバキュロウイル

ス感染昆虫細胞である、請求項７の宿主細胞。

  【請求項９】  ＰＲＯポリペプチドの発現、細胞培養から前記ポリペプチドの

回収することに適した条件下で、請求項７の宿主細胞を培養することを含んでな

る、ＰＲＯポリペプチドを製造する方法。

  【請求項１０】  （ａ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ４（配列番号：４

）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）、Ｆｉｇ１２（配列

番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６（配列番号：１６）

又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドのアミノ酸配列；

（ｂ）その結合するシグナルペプチドを欠くＦｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ

４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）、

Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６（

配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドのアミ

ノ酸配列；

（ｃ）その結合するシグナルペプチドを有するＦｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉ

ｇ４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）



(4) 特表２００３－５２７１０４

、Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６

（配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドの細

胞外ドメインのアミノ酸配列；或いは

（ｄ）その結合するシグナルペプチドを欠くＦｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ

４（配列番号：４）、Ｆｉｇ６（配列番号：６）、Ｆｉｇ８（配列番号：８）、

Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）、Ｆｉｇ１６（

配列番号：１６）又はＦｉｇ１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドの細胞

外ドメインのアミノ酸配列に対して、少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を

有する単離されたポリペプチド。

  【請求項１１】  ＡＴＣＣ登録番号２０９８６６、２０３５５２、ＰＴＡ-１

１８５、ＰＴＡ-２１０８、ＰＴＡ-２０２、ＰＴＡ-１５３５、ＰＴＡ-１０８２

又はＰＴＡ-２５９１で寄託したｃＤＮＡの全長コード化配列によってコードさ

れるアミノ酸配列に対して、少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単

離されたポリペプチド。

  【請求項１２】  異種アミノ酸配列と融合した請求項１０に記載のポリペプチ

ドを含んでなるキメラ分子。

  【請求項１３】  前記異種アミノ酸配列がエピトープタッグ又はイムノグロブ

リンのＦｃ領域である、請求項１２のキメラ分子。

  【請求項１４】  請求項１０に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。

  【請求項１５】  前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体又は一本鎖抗体

である、請求項１４の抗体。

  【請求項１６】  （ａ）請求項１０のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチド

のアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）担体と

の組み合わせによって、前記ポリペプチドと特異的に結合する抗体を含んでなる

組成物。

  【請求項１７】  前記担体が製薬的に許容可能な担体である、請求項１６の組

成物。

  【請求項１８】  哺乳動物の免疫関連疾患の治療に有用な請求項１６の組成物

。
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  【請求項１９】  （ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）が（i）哺乳動物のＴリ

ンパ球の増殖を増大させること，（ii）哺乳動物のＴリンパ球の増殖を阻害する

こと、（iii）哺乳動物の組織への炎症細胞の浸潤を減少させることが可能であ

る、請求項１６の組成物。

  【請求項２０】  治療的有効量の（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）を含んで

なる、請求項１６の組成物。

  【請求項２１】  容器；

前記容器上のラベル；並びに

（ａ）請求項１０のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ

）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）容器に包含され、前記容器

上のラベルが組成物が免疫関連疾患の治療に用いることが可能であることを示す

、前記ポリペプチドと特異的に結合する抗体を含む組成物を含んでなる製造品。

  【請求項２２】  （ａ）請求項１０のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチド

のアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポ

リペプチドと特異的に結合する抗体の治療的有効量を哺乳動物へ投与することを

含んでなる、哺乳動物の免疫関連疾患を治療する方法。

  【請求項２３】  免疫関連疾患が、全身性エリテマトーデス、慢性関節リュウ

マチ、変形性関節症、若年性慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症、特発性炎

症誘発性筋疾患、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自己

免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少症、甲状腺炎、真性糖尿病、免疫性腎

臓疾患、中枢及び抹消神経系の脱髄性疾患、特発性脱髄性多発神経障害、Guilla

in-Barre症候群、慢性炎症脱髄性多発神経障害、肝胆道疾患、感染性又は自己免

疫慢性活性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、肉芽腫性肝炎、硬化性胆管炎、炎症誘発

性腸疾患、グルテン感受性腸疾患、フィップル疾患、自己免疫性又は免疫媒介性

皮膚疾患、水泡性皮膚疾患、多形滲出性紅斑、接触皮膚炎、乾癬、アレルギー性

疾患、喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物過敏症、蕁麻疹、肺の

免疫学的疾患、好酸球性肺炎、特発性肺線維症、高感受性間質性肺炎、移植関連

疾患、移植片拒絶又は移植片対宿主疾患である請求項２２の方法。

  【請求項２４】  ＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ１０２７２、ＰＲ
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Ｏ２１１７５、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２００４０、ＰＲＯ

９８７７又はＰＲＯ２００２６ポリペプチドを含有すると思われる試料より前記

ポリペプチドの存在を測定する方法であって、前記試料を抗-ＰＲＯ１０３１、

抗-ＰＲＯ１１２２、抗-ＰＲＯ１０２７２、抗-ＰＲＯ２１１７５、抗-２０１１

０、抗-５８０１、抗-ＰＲＯ２００４０、抗-ＰＲＯ９８７７又は抗-ＰＲＯ２０

０２６抗体へ曝露することを含んでなる前記方法。

  【請求項２５】  哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法であって、コントロ

ール試料に比べて試験試料におけるＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ１

０２７２、ＰＲＯ２１１７５、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２０

０４０、ＰＲＯ９８７７又はＰＲＯ２００２６ポリペプチドをコードする遺伝子

のより高い又はより低いレベルの発現が、試験組織細胞が得られた哺乳動物にお

ける免疫関連疾患の存在を示す（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料

、並びに（ｂ）同じ細胞型の既知の正常細胞のコントロール試料から前記ポリペ

プチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含んでなる前記方法。

  【請求項２６】  哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法であって、抗体と試

験試料中のポリペプチドの間の複合体の形成が、試験組織細胞が得られた哺乳動

物における免疫関連疾患の存在を示す、（ａ）抗-ＰＲＯ１０３１、抗-ＰＲＯ１

１２２、抗-ＰＲＯ１０２７２、抗-ＰＲＯ２１１７５、抗-ＰＲＯ２０１１０、

抗-ＰＲＯ５８０１、抗-ＰＲＯ２００４０、抗-ＰＲＯ９８７７又は抗-ＰＲＯ２

００２６抗体を前記哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料と接触させ、及び

（ｂ）前記抗体と前記試験試料中の前記ポリペプチドの間の複合体の形成を検出

することを含んでなる前記方法。

  【請求項２７】  ＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ１０２７２、ＰＲ

Ｏ２１１７５、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２００４０、ＰＲＯ

９８７７又はＰＲＯ２００２６ポリペプチドの活性を阻害する化合物を同定する

方法であって、通常は前記ポリペプチドへ応答する細胞を（ａ）前記ポリペプチ

ド、及び（ｂ）候補化合物と接触させ、そして前記細胞の（ａ）への応答性の欠

乏を測定することを含んでなる前記方法。

  【請求項２８】  ＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ１０２７２、ＰＲ
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Ｏ２１１７５、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２００４０、ＰＲＯ

９８７７又はＰＲＯ２００２６ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を阻害す

る化合物を同定する方法であって、通常は前記ポリペプチドを発現する細胞を候

補化合物と接触させ、並びに前記遺伝子の発現の欠乏を測定する前記方法。

  【請求項２９】  前記候補化合物がアンチセンス核酸である、請求項２８の方

法。

  【請求項３０】  ＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ１０２７２、ＰＲ

Ｏ２１１７５、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２００４０、ＰＲＯ

９８７７又はＰＲＯ２００２６ポリペプチドの活性を模倣する化合物を同定する

方法であって、通常は前記ポリペプチドへ応答する細胞を候補化合物と接触させ

、前記細胞による前記候補化合物への応答性を測定することを含んでなる前記方

法。

  【請求項３１】  Ｔリンパ球の増殖を刺激する方法であって、Ｔリンパ球の増

殖が刺激される、（ａ）ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチド又は

（ｂ）（ａ）のアゴニストの有効量とＴリンパ球を接触させることを含んでなる

前記方法。

  【請求項３２】  Ｔリンパ球の増殖を阻害する方法であって、Ｔリンパ球の増

殖が阻害される、ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドのアンタゴ

ニストの有効量とＴリンパ球を接触させることを含んでなる前記方法。

  【請求項３３】  炎症細胞の哺乳動物の組織への浸潤を高める方法であって、

前記浸潤が高まる、（ａ）ＰＲＯ１０３１ポリペプチド又は（ｂ）（ａ）のアゴ

ニストの有効量を前記哺乳動物へ投与することを含んでなる前記方法。

  【請求項３４】  炎症細胞の哺乳動物の組織への浸潤を減少させる方法であっ

て、前記浸潤が減少する、（ａ）ＰＲＯ１０３１ポリペプチドの有効量を前記哺

乳動物へ投与することを含んでなる前記方法。

  【請求項３５】  前記炎症細胞が単核細胞、好酸球又は多形核好中球（ＰＭＮ

）である、請求項３３から３４のいずれか一つの方法。

  【請求項３６】  ＰＲＯ１０３１ポリペプチド又はそのアゴニストによって誘

導される血管新生が阻害される、抗-ＰＲＯ１０３１抗体の治療的有効量を哺乳
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動物へ投与することを含んでなる、前記哺乳動物の前記血管新生を阻害する方法

。

  【請求項３７】  ＰＲＯ１０３１ポリペプチド又はそのアゴニストによって誘

導される血管新生が刺激される、前記ポリペプチドの治療的有効量を哺乳動物へ

投与することを含んでなる、前記哺乳動物の前記血管新生を刺激する方法。

  【請求項３８】  ＰＲＯ１０３１ポリペプチド又はそのアゴニストによって誘

導される血管新生が阻害される、前記ポリペプチドのアンタゴニストの治療的有

効量を哺乳動物へ投与することを含んでなる、前記哺乳動物の前記血管新生を阻

害する方法。

  【請求項３９】  ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペプチド、アゴニス

ト、又はそのアンタゴニストの治療的有効量を変性軟骨性疾患で苦しむ哺乳動物

へ投与することを含んでなる、哺乳動物の変性軟骨性疾患を治療する方法。

  【請求項４０】  （ａ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すアミノ酸配列を含ん

でなるＰＲＯ１０３１ポリペプチド、（ｂ）Ｆｉｇ４（配列番号：４）に示すア

ミノ酸配列を含んでなるＰＲＯ１１２２ポリペプチド、或いは製薬的に許容可能

な担体との混合物である（ａ）又は（ｂ）のアゴニスト又はアンタゴニストを含

んでなる組成物；前記組成物を含有する容器；並びに前記容器に添付したラベル

、或いは変性軟骨性疾患の治療における前記組成物の用途に言及する前記容器に

包含される添付文書を含んでなるキット。

  【請求項４１】  Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドを含有すると思わ

れる試料を、ここでＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドと接触せしめて、

前記試料中におけるＡ／Ｄ、Ｂ／Ｄ、Ｃ／Ｅ、又はＣ／Ｆポリペプチドコンジュ

ゲートの形成を測定することを含んでなる、前記試料からＡ、Ｂ、又はＣと命名

されたポリペプチドを検出する方法であって、前記コンジュゲートの形成が前記

試料中におけるＡ、Ｂ、又はＣポリペプチドの存在を示し、ＡがＰＲＯ１０３１

ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリ

ペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプ

チド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（

また、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また，こ
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こでＩＬ-１７Ｒと命名）、及びＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（また、こ

こでＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項４２】  前記試料が前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドを発現すると思

われる細胞を含む、請求項４１に記載の方法。

  【請求項４３】  前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドが検出可能なラベルで標識

されている、請求項４１に記載の方法。

  【請求項４４】  前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドが固体支持体に付着してい

る、請求項４１に記載の方法。

  【請求項４５】  Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドを含有すると思わ

れる試料をここでＡ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドと接触せしめて、前

記試料中におけるＡ／Ｄ、Ｂ／Ｄ、Ｃ／Ｅ、又はＣ／Ｆポリペプチドコンジュゲ

ートの形成を測定することを含んでなる、前記試料からＤ、Ｅ、又はＦと命名さ

れたポリペプチドを検出する方法であって、前記コンジュゲートの形成が前記試

料中におけるＤ、Ｅ、又はＦポリペプチドの存在を示し、ＡがＰＲＯ１０３１ポ

リペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリペ

プチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプチ

ド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（ま

た、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また，ここ

でＩＬ-１７Ｒと命名）、及びＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（また、ここ

でＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項４６】  前記試料が前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドを発現すると思

われる細胞を含む、請求項４５に記載の方法。

  【請求項４７】  前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドが検出可能なラベルで標識

されている、請求項４５に記載の方法。

  【請求項４８】  前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドが固体支持体に付着してい

る、請求項４５に記載の方法。

  【請求項４９】  Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドを発現する細胞を

生物活性分子と結合しているＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドと接触せ

しめ、そして前記Ａ、Ｂ、又はＣ及び前記Ｄ、Ｅ、Ｆポリペプチドが互いに結合
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するようにせしめ、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合せしめるこ

とを含んでなる、前記生物活性分子を前記細胞と結合させる方法であって、Ａが

ＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ

１０２７２ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０

１１０ポリペプチド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１

ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプ

チド（また，ここでＩＬ-１７Ｒと命名）、そしてＦがＰＲＯ２００４０ポリペ

プチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項５０】  前記生物活性分子がトキシン、放射線標識又は抗体である、

請求項４９に記載の方法。

  【請求項５１】  前記生物活性分子が前記細胞の死を引き起こす、請求項４９

に記載の方法。

  【請求項５２】  Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドを発現する細胞を

生物活性分子と結合しているＡ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドと接触せ

しめ、そして前記Ａ、Ｂ、又はＣ及び前記Ｄ、Ｅ、Ｆポリペプチドが互いに結合

するようにせしめ、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合せしめるこ

とを含んでなる、前記生物活性分子を前記細胞と結合させる方法であって、Ａが

ＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ

１０２７２ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０

１１０ポリペプチド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１

ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプ

チド（また、ここでＩＬ-１７Ｒと命名）、そしてＦがＰＲＯ２００４０ポリペ

プチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項５３】  前記生物活性分子がトキシン、放射線標識又は抗体である、

請求項５２に記載の方法。

  【請求項５４】  前記生物活性分子が前記細胞の死を引き起こす、請求項５２

に記載の方法。

  【請求項５５】  Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドを発現する細胞を

Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチド又は抗-Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチド
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抗体と接触せしめ、それによって前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチド又は抗-Ａ、

抗-Ｂ、又は抗-Ｃポリペプチド抗体が前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドと結合し

、それによって前記細胞の少なくとも１つの生物活性分子を調節することを含ん

でなり、前記細胞の少なくとも１つの生物活性分子を調節する方法であって、Ａ

がＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲ

Ｏ１０２７２ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２

０１１０ポリペプチド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０

１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペ

プチド（また、ここでＩＬ-１７Ｒと命名）、そしてＦがＰＲＯ２００４０ポリ

ペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項５６】  前記細胞が死滅している、請求項５５に記載の方法。

  【請求項５７】  Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドを発現する細胞を

Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチド又は抗-Ｄ、抗-Ｅ、又は抗-Ｆポリペ

プチド抗体と接触せしめ、それによって前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチド又は抗

-Ｄ、抗-Ｅ、又は抗-Ｆポリペプチド抗体が前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドと

結合し、それによって前記細胞の少なくとも１つの生物活性分子を調節すること

を含んでなり、前記細胞の少なくとも１つの生物活性分子を調節する方法であっ

て、ＡがＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｂと命名）、Ｂ

がＰＲＯ１０２７２ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰ

ＲＯ２０１１０ポリペプチド（また，ここでＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ

５８０１ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１

ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７Ｒと命名）、そしてＦがＰＲＯ２００４

０ポリペプチド（また、ここでＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である前記方法。

  【請求項５８】  前記細胞が死滅している、請求項５７に記載の方法。

  【請求項５９】  哺乳動物における腫瘍の存在を検出する方法であって、コン

トロール試料と比べて試験試料中での表７に示す任意のＰＲＯポリペプチドのよ

り高いレベルの発現が前記哺乳動物における腫瘍の存在を示す、（ａ）前記哺乳

動物から取り出した細胞の試験試料、並びに（ｂ）同じ細胞型の正常細胞のコン

トロール試料での前記ＰＲＯポリペプチドの発現のレベルを比較することを含ん
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でなる前記方法。

  【請求項６０】  前記腫瘍が肺腫瘍、結腸腫瘍、又は乳房腫瘍である、請求項

５９の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（発明の分野）

  本発明は、概して、ここで「ＰＲＯ」ポリペプチドと命名したインターロイキ

ン-１７及びインターロイキン-１７レセプタータンパク質に対して配列同一性を

有する新規なポリペプチドの組み換え法による生産、並びに新規なＤＮＡの同定

と単離に関する。

      【０００２】

  細胞外タンパク質は、多細胞生物の形成、分化及び維持において重要な役割を

担っている。多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、遊走、分化又は他の細胞と

の相互作用は、典型的には、他の細胞及び／又は直接の環境から受け取る情報に

支配される。この情報は、しばしば分泌ポリペプチド(例えば、分裂促進因子、

生存因子、細胞障害性因子、分化因子、神経ペプチド、及びホルモン)により伝

達され、これが、次に多様な細胞レセプター又は膜結合タンパク質により受け取

られ解釈される。これらの分泌ポリペプチド又はシグナル分子は、通常は細胞分

泌経路を通過して、細胞外環境におけるその作用部位に到達する。

  分泌タンパク質は、製薬、診断、バイオセンサー及びバイオリアクターを含む

、様々な産業上の利用性を有している。血栓溶解剤、インターフェロン、インタ

ーロイキン、エリスロポエチン、コロニー刺激因子、及び種々の他のサイトカイ

ンのような、現在入手可能な大抵のタンパク質薬物は分泌タンパク質である。こ

れらのレセプターは、膜タンパク質であり、治療又は診断用薬としての可能性を

も有している。

      【０００３】

  膜結合タンパク質及びレセプターは、多細胞生物の形成、分化及び維持におい

て重要な役割を担っている。多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、遊走、分化

又は他の細胞との相互作用は、典型的には他の細胞及び／又は直接の環境から受

け取られる情報に支配される。この情報は、しばしば分泌ポリペプチド(例えば

、分裂促進因子、生存因子、細胞障害性因子、分化因子、神経ペプチド、及びホ

ルモン)により伝達され、これが次に多様な細胞レセプター又は膜結合タンパク
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質により受け取られ解釈される。このような膜結合タンパク質及び細胞レセプタ

ーは、これらに限定されるものではないが、サイトカインレセプター、レセプタ

ーキナーゼ、レセプターホスファターゼ、細胞-細胞間相互作用に関与するレセ

プター、及びセレクチン及びインテグリンのような細胞接着分子を含む。例えば

、細胞の増殖及び分化を調節するシグナルの伝達は、様々な細胞タンパク質のリ

ン酸化により部分的に調節される。そのプロセスを触媒する酵素であるプロテイ

ンチロシンキナーゼはまた成長因子レセプターとしても作用する。例えば、繊維

芽細胞増殖因子及び神経成長因子レセプターが含まれる。

  膜結合タンパク質及びレセプター分子は、製薬及び診断薬を含む、様々な産業

上の利用性を有している。例えば、レセプターイムノアドヘシンはレセプター-

リガンド間相互作用を阻止する治療薬として使用することができる。膜結合タン

パク質はまた、関連するレセプター／リガンド間相互作用の可能性のあるペプチ

ド又は小分子インヒビターをスクリーニングするために使用することもできる。

      【０００４】

  新規な天然の分泌及び膜結合レセプタータンパク質を同定するための努力が産

業界と学術界の両方によってなされている。多くの努力が新規な分泌及び膜結合

レセプタータンパク質に対するコード化配列を同定するために哺乳動物の組換え

ＤＮＡライブラリをスクリーニングすることに注がれている。スクリーニング方

法及び技術の例は文献に記載されている[例えば、Kleinら, Proc.Natl.Acad.Sci

., 93:7108-7113 (1996)；米国特許5,536,637を参照されたい]。

  この点から、本発明は、免疫媒介及び炎症疾患に関連することが示されている

インターロイキン-１７（ＩＬ-１７）のレセプター及び新規分泌ポリペプチドに

関する。免疫関連及び炎症疾患は、完全な複合現象の症状又は結果であり、これ

らの殆どは複合的に関連した生物学的経路であり、正常な生理機能において、発

作又は損傷へ応答すること、発作又は損傷からの回復を開始すること、並びに外

来生物に対する先天性及び後天性の防御を増すことにおいて絶対不可欠である。

疾患や病理現象は、これら正常な生理学的経路が付加的発作や損傷を、応答の強

度と直接に関連しているものとして、異常な制御又は過度の刺激の結果として、

自己への反応として、又はこれらの組み合わせの何れかとして生じせしめる場合
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に起こる。

  これら疾患の起源には、殆どにおいて多段階経路及び複数の異なった生物学的

系／経路が関与しているが、これらの一つ又は複数の経路の重要なポイントでの

介入は、改善的又は治療的効果をもたらすことができる。治療的介入は、有害な

プロセス／経路の拮抗作用又は有益なプロセス／経路の刺激の何れかによって生

じることができる。

      【０００５】

  多くの免疫関連疾患は知られていて、広く研究されてきた。このような疾患に

は、免疫媒介炎症疾患（例えば、リウマチ様関節炎、免疫媒介腎疾患、肝胆道疾

患、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、乾癬、及び喘息）、非免疫媒介炎症疾患、感染症

、免疫不全症、腫瘍症などが含まれる。

  Ｔリンパ球（Ｔ細胞）は、哺乳動物の免疫応答の重要な構成物である。Ｔ細胞

は、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）領域中の遺伝子によってコードされて

いる自己分子と結合する抗原を認識する。該抗原は、ＭＨＣ分子とともに抗原提

示細胞、ウイルス感染細胞、癌細胞、移植片などの表面に表示されうる。Ｔ細胞

系は、宿主哺乳動物の健康へ脅威を与えるこれら改変細胞を除去する。Ｔ細胞に

は、ヘルパーＴ細胞と細胞傷害性Ｔ細胞（キラーＴ細胞）が含まれる。ヘルパー

Ｔ細胞は、抗原表示細胞上の抗原-ＭＨＣ複合体の認識の後に大々的に増殖する

。また、ヘルパーＴ細胞は、種々のサイトカイン、すなわちＢ細胞、細胞傷害性

Ｔ細胞及び免疫応答に関与する種々の他の細胞の活性化において中心的な役割を

担うリンフォカインを分泌する。

  体液性及び細胞性免疫応答の双方における中心的現象は、ヘルパーＴ細胞の活

性化とクローン性増殖である。ヘルパーＴ細胞活性化は、抗原表示細胞の表面に

おけるＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）-ＣＤ３複合体と抗原-ＭＨＣの相互作用によ

ってはじまる。該相互作用は、生成ヘルパーＴ細胞が細胞周期（Ｇ０からＧ１へ

の移行）へ入ること、並びにＩＬ-２及び時にはＩＬ-４のための高親和性レセプ

ターの発現が生じることを含む、生化学現象のカスケードを媒介する。活性化Ｔ

細胞は、記憶細胞（免疫記憶細胞,メモリー細胞）又はエフェクター細胞へ増殖

及び分化する周期を通して発達する。



(16) 特表２００３－５２７１０４

      【０００６】

  ＴＣＲを通して媒介されるシグナルに加えて、Ｔ細胞の活性化には、抗原提示

細胞によって、或いは抗原提示細胞上の膜結合分子とＴ細胞の相互作用を通して

のサイトカイン放出によって誘導される付加的な共刺激が含まれる。サイトカイ

ンＩＬ-１及びＩＬ-６が、共刺激のシグナルを示すことが示されている。また、

抗原提示細胞の表面に発現するＢ７分子とＴ細胞表面に発現するＣＤ２８及びＣ

ＴＬ-４分子の間の相互作用は、Ｔ細胞活性化に作用する。活性化Ｔ細胞は、か

なりの量のＩＣＡＭ-１、インテグリン、ＶＬＡ-４、ＬＦＡ-１、ＣＤ５６等の

細胞接着分子を発現する。

  リンパ球混合培養又は混合リンパ球培養反応（ＭＬＲ）におけるＴ細胞増殖は

、免疫系を刺激する化合物の能力の定着した指標である。多くの免疫応答では、

炎症細胞は損傷又は感染の部分へ浸潤する。この遊走細胞は、感染組織の組織学

的検査によって判定することができる好中球、好酸球、単球又はリンパ球性の細

胞でありうる。Current Protocols in Immunology, John E. Coliganら編，1994

, John Wiley & Sons, Inc.

      【０００７】

  免疫関連疾患は、免疫応答を抑制することで治療することができる。免疫刺激

活性を有する分子を阻害する中和抗体を用いることは、免疫媒介及び炎症疾患の

治療において有益である。免疫応答を阻害する分子は、免疫応答を阻害するのに

利用することが可能であり（直接に、或いは抗体アゴニストの利用を経由するタ

ンパク質）、それ故に免疫関連疾患を改善する。

  インターロイキン-１７（ＩＬ-１７）は、Ｔリンパ指向性ヘルペスウイルスサ

イミリによってコードされているタンパク質の細胞類似物として同定されている

［Rouvierら, J. Immunol., 150(12): 5445-5466(19993)；Yanoら, J. Immunol.

, 122(12): 5483-5486(1995)及びYanoら, Immunity, 3(6): 811-821(1995)を参

照］。後のキャラクタリゼーションでは、このタンパク質が、末梢組織での広範

にわたる炎症誘発性の応答を誘導する有力ななサイトカインであることが示され

ている。ＩＬ-１７は、ＣＤ４＋活性化記憶Ｔ細胞によってのみ合成及び分泌さ

れる約３２ｋＤａのホモ二量体のサイトカインである（Fossiezら., Int. Rev. 



(17) 特表２００３－５２７１０４

Immunol., 16: 541-551[1998]にて概説）。

      【０００８】

  限定された組織分布にもかかわらず、ＩＬ-１７は種々の型の細胞に対してple

tropicな生物活性を示す。ＩＬ-１７は、多くのサイトカインの生産を刺激する

ことが見出されている。それは、繊維芽細胞、ケラチノサイト、上皮及び内皮細

胞のような接着細胞によってＩＬ-６、ＩＬ-８、プロスタグランジンＥ２、ＭＣ

Ｐ-１及びＧ-ＣＳＦの分泌を誘導する。また、ＩＬ-１７は、ＩＣＡＭ-１の表層

での発現、Ｔ細胞の増殖、並びにＣＤ３４＋ヒト前駆体の好中球への成長及び分

化を誘導する能力がある。ＩＬ-１７は、骨代謝にも関係しており、リウマチ様

関節炎及び骨移植片のルースニングなどの活性化Ｔ細胞及びＴＮＦ-α生成の存

在によって特徴付けられる病理学的症状において重要な役割を担うことが示唆さ

れている（Van Bezooijenら., J. Bone Miner. Res., 14: 1513-1521[1999]）。

リウマチ様関節炎患者に由来する滑膜組織の活性化Ｔ細胞が、正常な個人又は変

形関節炎患者に由来する滑膜組織の活性化Ｔ細胞よりもより多量のＩＬ-１７を

分泌することが見出された（Chabaudら., Arthritis Rheum., 42: 963-970[1999

]）。このことは、この炎症誘発性のサイトカインが、リウマチ様関節炎の滑膜

炎症へ活発に貢献することを示唆している。その炎症誘発性の作用を別にして、

さらに他の機構によって、ＩＬ-１７はリウマチ様関節炎の病理の一因となって

いると思われる。例えば、ＩＬ-１７が、骨芽細胞において破骨細胞分化因子（

ＯＤＦ）ｍＲＮＡの発現を誘導することが示されている（Kotakeら., J. Clin. 

Invest., 103: 1345-1352[1999]）。ＯＤＦは、骨吸収に関与している細胞であ

る、破骨細胞への前駆細胞の分化を刺激する。リウマチ様関節炎患者の滑膜にお

いて、ＩＬ-１７のレベルが顕著に増加することから、ＩＬ-１７の誘導による破

骨細胞の形成が、リウマチ様関節炎における骨吸収で重要な役割を担うと思われ

る。また、ＩＬ-１７は、多発性硬化症のような特定の他の自己免疫疾患におい

て重要な役割を担うものと考えられている（Matuseviciusら., Mult. Scler., 5

: 101-104[1999]）。ＩＬ-１７が更に、細胞内シグナル伝達によって、ヒトマク

ロファージにおけるＣａ２＋流入及び［ｃＡＭＰ］ｉの減少を刺激することが示

されている（Jovanovicら., J. Immunol., 160: 3513[1998]）。ＩＬ-１７で処
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理された繊維芽細胞は、ＮＦ-κＢの活性化を誘導し［Yanoら., Immunity, 3: 8

11(1995), Jovanovicら., 上掲］、一方では、ＩＬ-１７で処理されたマクロフ

ァージはＮＦ-κＢ及びマイトジェン活性化タンパク質キナーゼを活性化する（S

halom-Barekら., J. Biol. Chem., 273: 27467[1998]）。

      【０００９】

  さらには、ＩＬ-１７は、また、骨及び軟骨の成長に関わる哺乳類のサイトカ

イン様因子７との配列類似性を共有する。ＩＬ-１７ポリペプチドが配列類似性

を共有する他のタンパク質には、ヒト胎児由来インターロイキン関連因子（ＥＤ

ＩＲＦ）及びインターロイキン-２０がある。

  ＩＬ-１７の幅広い作用と呼応し、ＩＬ-１７に対する細胞表面レセプターが多

くの組織及び細胞型において広く発現していることが見出されている（Yanoら.,

 Cytokine, 9: 794[1997]）。ヒトＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-Ｒ）（８６６ア

ミノ酸）のアミノ酸配列から、一本鎖の膜貫通ドメイン並びに５２５アミノ酸長

の細胞内ドメインを有するタンパク質を予測できるが、このレセプター配列は独

特であり、サイトカイン／成長因子レセプターファミリーのどのレセプターに対

しても類似していない。ＩＬ-１７そのものが他の既知のタンパク質との類似性

を欠くことと相まって、このことは、ＩＬ-１７及びそのレセプターが、シグナ

ルタンパク質及びレセプターの新規なファミリーの一部であろうことを示す。こ

れまでの研究では、Ｔ細胞とＩＬ-１７レセプターポリペプチドの可溶性型を接

触させることが、ＰＨＡ、コンカナバリンＡ及び抗-ＴＣＲモノクローナル抗体

によって誘導されるＴ細胞増殖及びＩＬ-２生成を阻害することを示しており、

ＩＬ-１７活性が、それに対する独特な細胞表面レセプターへの結合を通して媒

介されることが示されている（Yanoら., J. Immunol., 155: 5483-5486[1995]）

。よって、既知のサイトカインレセプター、特にＩＬ-１７レセプターに対して

相同性を有する新規ポリペプチドを同定してキャラクタリゼーションすることに

多大な関心が寄せられている。

      【００１０】

  最近、我々は、ＩＬ-１７に明らかに関連するＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃと

称する二つの新しいタンパク質を同定し、ＩＬ-１７様分子のファミリーが存在
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することを明らかにした（Liら., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 97(2): 773-

778[2000]）。興味あることに、これらがＩＬ-１７レセプターに対するリガンド

とは思われず、このことは、これら因子に対する同族のレセプターとして作用す

る他の分子が存在することを示唆している。ＩＬ-１７がリウマチ様関節炎、免

疫媒介腎疾患、肝胆道疾患、炎症性腸疾患、乾癬、喘息、多発性硬化症、アテロ

ーム性動脈硬化症、腫瘍成長の促進、又は変形性関節疾患を含む、免疫機能に関

連する数々の重要な病状の一因となり得ることが明らかになるにつれて、このフ

ァミリーの分子に対する関心は増している。ＩＬ-１７に関連する分子の潜在力

が、免疫機能のコントロールにおける重要な役割を占めると仮定すると、このフ

ァミリーの他のメンバー、並びに特定の標的細胞集団を通してこれら分子の作用

を方向づけるレセプターを同定することは興味あることである。この関点から、

本発明は、ＩＬ-１７に対してアミノ酸配列が類似している新規なポリペプチド

（「ＰＲＯ」ポリペプチドとここでは命名）のクローニング及びキャラクタリゼ

ーション、その活性変異体、並びに新規ＩＬ-１７タンパク質リガンドと相互作

用することが示されている新規インターロイキンレセプター分子について記載す

る。

      【００１１】

（発明の概要）

Ａ．実施態様

  本発明は、ヒトを含む、哺乳動物における免疫関連疾患の診断及び治療にとっ

て有用な組成物及び方法に関する。本発明は、哺乳動物の免疫応答を刺激又は阻

害するタンパク質（アゴニスト及びアンタゴニスト抗体）の同定に基づいている

。免疫関連疾患は、免疫応答を抑制又は高めることによって治療することができ

る。免疫応答を高める分子は、抗原に対する免疫応答を刺激又は増強する。免疫

応答の向上が有益である場合には、免疫応答を刺激する分子は治療的に用いるこ

とができる。あるいは、免疫応答の緩和が有益である場合には（例えば炎症）、

抗原に対する免疫応答を和らげる又は減じる免疫応答を抑制する分子（例えば中

和抗体）を治療的に用いることができる。従って、本発明のＰＲＯポリペプチド

、並びにそのアゴニスト及びアンタゴニストもまた、免疫関連及び炎症疾患の治
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療ののための医薬及び薬剤を調製するために有用である。特別な側面では、その

ような医薬及び薬剤は、製薬的に許容可能な担体を有するＰＲＯポリペプチド、

アゴニスト又はそのアンタゴニストの治療的有効量を含む。好ましくは、混合物

は無菌である。

  更なる実施態様では、本発明では、ＰＲＯポリペプチドと候補化合物を接触さ

せ、前記ＰＲＯポリペプチドによって媒介される生物活性をモニタリングするこ

とを含む、ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はＰＲＯポリペプチドに対するア

ンタゴニストを同定する方法に関する。好ましくは、ＰＲＯポリペプチドは、天

然配列ＰＲＯポリペプチドである。特別な側面では、ＰＲＯアゴニスト又はアン

タゴニストは、抗-ＰＲＯ抗体である。

      【００１２】

  その他の側面では、本発明は、ＰＲＯポリペプチド、或いは担体又は賦形剤と

の混合物中のポリペプチドと結合するアゴニスト又はアンタゴニスト抗体を含ん

でなる組成物に関する。一側面では、組成物が免疫刺激分子を含む場合には、（

ａ）それを必要とする哺乳動物の組織への炎症細胞の浸潤を高めること、（ｂ）

それを必要とする哺乳動物での免疫応答を刺激又は高めること、（ｃ）抗原に対

する応答において、それを必要とする哺乳動物でのＴリンパ球の増殖を増加させ

ること、（ｅ）血管透過性を増加させることのために、この組成物は有用である

。更なる側面では、この組成物が免疫阻害分子を含む場合には、（ａ）それを必

要とする哺乳動物の組織への炎症細胞の浸潤を低下させること、（ｂ）それを必

要とする哺乳動物での免疫応答を阻害又は減じること、（ｃ）Ｔリンパ球の活性

を低下させること、或いは（ｄ）抗原対する応答において、それを必要とする哺

乳動物でのＴリンパ球の増殖を低下させることのために、この組成物は有用であ

る。その他の側面では、この組成物は更に活性成分を含み、それは、例えば、更

なる抗体、或いは細胞毒性又は化学療法剤であってもよい。好ましくは、この組

成物は無菌である。

      【００１３】

  その他の実施態様では、本発明は、治療を必要とする哺乳動物における免疫関

連疾患を治療する方法に関する。この方法は、ＰＲＯポリペプチド、そのアゴニ
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スト、又はそれに対するアンタゴニストの治療的有効量を哺乳動物へ投与するこ

とを含んでなる。好ましい側面では、免疫関連疾患は、全身性エリテマトーデス

、リウマチ様関節炎、変形関節炎、若年型慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化

症、特発性炎症性筋疾患、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシ

ス、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少症、糖尿病、免疫媒介腎疾患

、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患例えば多発性硬化症、特発性脱髄多発神経障害

又はギラン・バレー症候群、及び慢性炎症性脱髄性多発神経障害、肝胆道疾患例

えば感染性、自己免疫性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変 、肉芽腫性肝炎

、及び硬化性胆管炎、炎症性腸疾患、グルテン過敏性腸疾患、及びウィップル病

、 水疱性皮膚病を含む自己免疫性又は免疫媒介皮膚疾患、多形滲出性紅斑及び

接触性皮膚炎、乾癬 、アレルギー性疾患例えば喘息、アレルギー性鼻炎、アト

ピー性皮膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患例えば好酸球性肺炎、特発

性肺線維症及び過敏性肺炎、拒絶反応及び移植片対宿主病を含む移植関連疾患か

ら成る群から選択される。

      【００１４】

  その他の実施態様では、本発明は、上記又は下記に記載のポリペプチドの何れ

かに特異的に結合する抗体を提供する。随意的には、この抗体はモノクローナル

抗体、ヒト化抗体、抗体断片又は一本鎖抗体である。一側面では、本発明は、Ｐ

ＲＯポリペプチドと結合する単離された抗体に関する。その他の側面では、抗体

はＰＲＯポリペプチド（アゴニスト抗体）の活性を模倣するか、或いは逆に抗体

はＰＲＯポリペプチド（アンタゴニスト抗体）の活性を阻害又は中和する。その

他の側面では、この抗体はモノクローナル抗体であり、それは好ましくは非ヒト

の相補性決定領域（ＣＤＲ）及びヒトフレームワーク領域（ＦＲ）残基を有する

。抗体はラベル化されてもよいし、固体支持体へ固定されてもよい。更なる側面

では、抗体は抗体断片、モノクローナル抗体、一本鎖抗体、又は抗-イディオタ

イプ抗体である。

  更なるその他の実施態様では、本発明は、製薬的に許容可能な担体との混合物

である抗-ＰＲＯ抗体を含んでなる組成物を提供する。一側面では、この組成物

は治療的に有効量の抗体を含む。好ましくは、この組成物は無菌である。この組
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成物は、液体である製薬的製剤の形で投与され、それは貯蔵安定性を完遂できる

ように保存されてもよい。あるいは、この抗体は、モノクローナル抗体、抗体断

片、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。

      【００１５】

  またさらなる実施態様において、本発明は：

(ａ)ＰＲＯポリペプチド又はアゴニスト、アンタゴニスト、或いはその前記ポリ

ペプチドと特異的に結合する抗体；

(ｂ)前記組成物を収容する容器；並びに

(ｃ)前記容器に添付されるラベル、又は免疫関連疾患の治療における前記ＰＲＯ

ポリペプチド又はアゴニスト又はそのアンタゴニストの使用を記した前記製薬品

に含まれる包装挿入物を含んでなる製造品に関する。この組成物は、ＰＲＯポリ

ペプチド、或いはアゴニスト又はそのアンタゴニストの治療的有効量を含みうる

。

  その他の実施態様では、本発明は、（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試

験試料、並びに（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料から

ＰＲＯポリペプチドをコードする遺伝子の発現のレベルを検出することを含んで

なる、哺乳動物における免疫関連疾患を診断する方法に関する。この方法では、

コントロール試料と比較して試験試料でのより高い又は低い発現レベルが、試験

組織細胞が得られた哺乳動物における免疫関連疾患の存在を示す。

      【００１６】

  その他の実施態様では、本発明は、試験試料において、（ａ）哺乳動物から得

られた組織細胞の試験試料と抗-ＰＲＯ抗体を接触せしめ、並びに（ｂ）この抗

体とＰＲＯポリペプチド間の複合体の形成を検出することを含んでなる、哺乳動

物における免疫疾患を診断する方法に関する。この方法では、前記複合体の形成

が、前記疾患の存在の有無を示す。検出は定性的又は定量的であってもよく、同

じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料における複合体の形成のモニ

ターリングと比較して行われる。試験試料における多量の形成された複合体は、

試験組織細胞が得られた哺乳動物における免疫疾患の存在の有無を示す。抗体は

、好ましくは検出可能なラベルを有する。複合体の形成は、例えば、光学顕微鏡
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、フローサイトメトリー、蛍光定量法、或いは当該分野で知られている他の技術

によってモニターすることができる。試験試料は、通常は、免疫系に欠損又は異

常を有する個人から得られる。その他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペ

プチドを含有すると思われる細胞の試験試料を抗-ＰＲＯ抗体へ曝露し、前記抗

体の前記細胞試料への結合を測定することを含んでなる、試料中のＰＲＯポリペ

プチドの存在を測定する方法を示す。特別な側面では、この試料はＰＲＯポリペ

プチドを含有すると思われる細胞を含み、抗体は細胞へ結合する。この抗体は、

好ましくは検出可能にラベルされていて並びに／又は固体支持体へ結合している

。

      【００１７】

  その他の実施態様では、本発明は、抗-ＰＲＯ抗体並びに適切な包装体に含ま

れる担体を含んでなる、免疫関連疾患診断用キットに関する。このキットは、好

ましくは、ＰＲＯポリペプチドを検出するために抗体を用いるための指示書を含

む。好ましくは、この担体は製薬的に許容可能である。

  その他の実施態様では、本発明は、適切な包装体に含まれる抗-ＰＲＯ抗体を

含有する診断用キットに関する。このキットは、好ましくは、この抗体をＰＲＯ

ポリペプチドを検出するために用いるための指示書を含む。

  その他の実施態様では、本発明は、哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料

におけるＰＲＯポリペプチドの存在有無を検出することを含む、哺乳動物におけ

る免疫関連疾患を診断する方法を示し、その方法では、前記試験試料におけるＰ

ＲＯポリペプチドの存否を検出することが、前記哺乳動物における免疫関連疾患

の存在を示す。

  その他の実施態様では、本発明は：

（ａ）通常は、ＰＲＯポリペプチドによって誘導される細胞応答の誘導のために

適した条件下でスクリーニングされる試験化合物と細胞を接触させること；並び

に

（ｂ）前記細胞応答が有効アゴニストである前記試験化合物の徴候である場合に

、試験化合物が有効アゴニストであるかどうかを確定するために、前記細胞応答

の誘導を測定することを含んでなる、ＰＲＯポリペプチドのアゴニストを同定す
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る方法に関する。

      【００１８】

その他の実施態様では、本発明は、候補化合物とＰＲＯポリペプチドの相互作用

を可能にする条件下及び十分な時間に渡ってこの二つの成分を接触させること、

並びにＰＲＯポリペプチドの活性が阻害されるかどうかを測定することを含んで

なる、ＰＲＯポリペプチドの活性を阻害することが可能な化合物を同定する方法

に関する。特別な側面では、候補化合物又はＰＲＯポリペプチドのいずれかが固

体支持体上に固定されている。その他の側面では、非固定化成分は検出可能なラ

ベルを有する。好ましい側面では、この方法は：

（ａ）通常は、ＰＲＯポリペプチドによって誘導される細胞応答の誘導のために

適した条件下でスクリーニングされる試験化合物と細胞を接触させること；並び

に

（ｂ）試験化合物が有効アンタゴニストであるかどうかを確定するために、前記

細胞応答の誘導を測定する段階を含む。

  その他の実施態様では、本発明は、細胞と試験化合物を接触せしめて、ＰＲＯ

ポリペプチドの発現が阻害されるかどうかを確定することを方法が含む場合に、

通常はポリペプチドを発現する細胞において、ＰＲＯポリペプチドの発現を阻害

する化合物を同定する方法を示す。好ましい側面では、この方法は：

（ａ）ＰＲＯポリペプチドの発現を可能にする条件下でスクリーニングされる試

験化合物と細胞を接触させること；並びに（ｂ）前記ポリペプチドの発現の阻害

を測定する段階を含む。

      【００１９】

  更にその他の実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トのいずれかをコードする核酸分子を哺乳動物へ投与することを含んでなる、免

疫関連疾患を患っている哺乳動物においてこの疾患を治療する方法に関する。こ

の方法では、アゴニスト及びアンタゴニストが抗-ＰＲＯポリペプチドであって

もよい。好ましい実施態様では、この哺乳動物はヒトである。その他の好ましい

実施態様では、この核酸はエキソビボ（生体外）遺伝子治療を経由して投与され
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る。更なる好ましい実施態様では、この核酸は、ベクター、より好ましくはアデ

ノウイルス、アデノ関連ウイルス、レンチウイルス又はレトロウイルスベクター

である。

  更にその他の側面では、本発明は、プロモーター、（ａ）ＰＲＯポリペプチド

、（ｂ）ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのア

ンタゴニストをコードする核酸、並びにポリペプチドの細胞分泌のためのシグナ

ル配列で必須として構成されるウイルスベクターを含んでなる組み換えウイルス

粒子を提供する。この方法では、ウイルスベクターがウイルス構造タンパク質に

関連する。好ましくは、シグナル配列は哺乳動物、例えば天然ＰＲＯポリペプチ

ドからのものである。

      【００２０】

  より更なる実施態様では、本発明は、レトロウイルス構造タンパク質を発現す

る核酸作成物を含んでなるエキソビボ産生細胞に関する。そしてプロモーター、

（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ

）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストをコードする核酸、並びにポリペプチド

の細胞分泌のためのシグナル配列で必須として構成されるレトロウイルスベクタ

ーをも含み、この方法では、前記産生細胞は、組み換えレトロウイルス粒子を生

産するように、構造タンパク質と関連するレトロウイルスベクターを包み込んで

いる。

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物の組織への脈管構造からの炎

症性細胞の浸潤を高める方法を提供する。この方法では、哺乳動物における脈管

構造からの炎症性細胞の浸潤が高まる。

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物の組織への脈管構造からの炎

症性細胞の浸潤を減少させる方法を提供する。この方法では、哺乳動物における

脈管構造からの炎症性細胞の浸潤が減少する。
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      【００２１】

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性を

増加させる方法を提供する。この方法では、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性

が増加する。

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性を

減少させる方法を提供する。この方法では、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性

が減少する。  

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖を

増加させる方法を提供する。この方法では、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖

が増加する。

      【００２２】

  より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲ

Ｏポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニスト

を哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖を

減少させる方法を提供する。この方法では、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖

が減少する。

  より更なる実施態様では、本発明は、Ｔ細胞をＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１０

２７２ポリペプチド又はそのアゴニストと接触させることを含んでなる、Ｔ細胞

の増殖を刺激する方法を提供する。この方法では、Ｔ細胞の増殖が刺激される。

  より更なる実施態様では、本発明は、Ｔリンパ球をＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ

１０２７２ポリペプチドのアンタゴニストと接触させることを含んでなる、Ｔリ

ンパ球の増殖を減じる方法を提供する。この方法では、Ｔ細胞の増殖が減少する

。
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  より更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０３１ポリペプチド又はそのア

ゴニストの有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物の組織への炎症性細胞

の浸潤を高める方法を提供する。この方法では、浸潤が高まる。

      【００２３】

  より更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０３１ポリペプチドのアゴニス

トの有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物の組織への炎症性細胞の浸潤

を減じる方法を提供する。この方法では、浸潤が減少する。

  更にその他の実施態様では、本発明は、哺乳動物への抗-ＰＲＯ１０３１抗体

の治療的有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物においてＰＲＯ１０３１

ポリペプチド又はそのアゴニストによって誘導される血管新生を阻害する方法を

提供する。好ましくは、この哺乳動物はヒトであり、そしてより好ましくは、こ

の哺乳動物は腫瘍又は網膜疾患を有する。

  更にその他の実施態様では、本発明は、哺乳動物へのＰＲＯ１０３１ポリペプ

チド又はそのアゴニストの治療的有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物

においてＰＲＯ１０３１ポリペプチドによって誘導される血管新生を刺激する方

法を提供する。好ましくは、この哺乳動物はヒトであり、そしてより好ましくは

、血管新生は組織再生又は創傷治癒を促進し得る。

  その他の実施態様では、本発明は、哺乳動物へＰＲＯ１０３１ポリペプチドの

アゴニストの有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物における血管新生を

阻害する方法を提供する。この方法では、前記血管新生は阻害される。

      【００２４】

  より更なる実施態様では、ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペプチド又

はそのアゴニスト又はアンタゴニスト（例えば、抗-ＰＲＯ１０３１又は抗-ＰＲ

Ｏ１１２２）に対して応答性のある症状の治療に有用である薬剤の調製のための

、ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペプチド、或いは前文に記載のそのア

ゴニスト又はアンタゴニスト、或いは抗-ＰＲＯ１０３１又は抗-ＰＲＯ１１２２

抗体の利用に関する。特定の側面では、退行性軟骨性疾患を治療するための方法

における、ＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペプチド、或いはそのアゴニ

スト又はアンタゴニストの利用に関する。
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  より更なる実施態様では、本発明は、退行性軟骨性疾患を患う哺乳動物へＰＲ

Ｏ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペプチド、アゴニスト、又はそのアンタゴニ

ストの治療的有効量を投与することを含んでなる、前記哺乳動物における前記疾

患を治療する方法に関連する。

      【００２５】

  より更なる実施態様では、本発明は、退行性軟骨性疾患の治療において、製薬

的に許容可能な担体との混合物であるＰＲＯ１０３１又はＰＲＯ１１２２ポリペ

プチド、或いはそのアゴニスト又はアンタゴニスト、前記組成物を含有する容器

、並びに前記組成物の利用に言及する前記容器に添付されたラベルを含んでなる

、キットに関連する。

  更なる実施態様では、本発明は、Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドを含有すると思

われる試料からＡ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチドを検出する方法であっ

て、前記試料をここでＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドと接触させ、前

記試料中でのＡ／Ｄ、Ｂ／Ｄ、Ｃ／Ｅ又はＣ／Ｆポリペプチドコンジュゲートの

形成を測定する前記方法に関連する。この方法では、前記コンジュゲートの形成

が前記試料中でのＡ、Ｂ、Ｃポリペプチドの存在を示し、そしてＡがＰＲＯ１０

３１ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７

２ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０

ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリ

ペプチド（また、ここではＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチ

ド（また、ここではＩＬ-１７Ｒと命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペ

プチド（また、ここではＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側

面では、前記試料は、前記Ａ、Ｂ又はＣポリペプチドを発現すると思われる細胞

を含む。

      【００２６】

  この実施態様のその他の側面では、Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドは検出可能な

ラベルで標識されており、Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドは固体支持体へ結合して

いる。

  更なる実施態様では、本発明は、Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドを含有すると思
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われる試料からＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドを検出する方法であっ

て、前記試料をここでＡ、Ｂ，又はＣと命名されたポリペプチドと接触させ、前

記試料中でのＡ／Ｄ、Ｂ／Ｄ、Ｃ／Ｅ又はＣ／Ｆポリペプチドコンジュゲートの

形成を測定する前記方法に関連する。この方法では、前記コンジュゲートの形成

が前記試料中でのＡ、Ｂ、Ｃポリペプチドの存在を示し、そしてＡがＰＲＯ１０

３１ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７

２ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０

ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリ

ペプチド（また、ここではＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチ

ド（また、ここではＩＬ-１７Ｒと命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペ

プチド（また、ここではＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側

面では、前記試料は、前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドを発現すると思われる細

胞を含む。この実施態様のその他の側面では、前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチド

は検出可能なラベルで標識され、前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチドは固体支持体

へ結合している。

      【００２７】

  より更なる実施態様では、本発明は、Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチ

ドを発現する細胞と生物活性分子を結合させる方法であって、前記細胞と生物活

性分子と結合しているＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチド接触させて、前

記Ａ、Ｂ、又はＣと前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドが互いに結合することを可

能にし、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合させることを含んでな

る前記方法に関連する。この方法では、ＡがＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また

、ここではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリペプチド（また、

ここではＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプチド（また、こ

こではＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（また、ここで

はＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また、ここではＩＬ-

１７Ｒと命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（また、ここではＩ

Ｌ-１７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側面では、前記生物活性分子

は、トキシン、放射能標識又は抗体である。この実施態様のその他の側面では、
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前記生物活性分子は、前記細胞の死を生じせしめる。

      【００２８】

  更なる実施態様では、本発明は、Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチドを

発現する細胞と生物活性分子を結合させる方法であって、前記細胞をＡ、Ｂ、又

はＣと命名された生物活性分子と結合しているポリペプチド接触させて、前記Ａ

、Ｂ、又はＣと前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチドが互いに結合することを可能に

し、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合させることを含んでなる前

記方法に関する。この方法では、ＡがＰＲＯ１０３１ポリペプチド（また、ここ

ではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリペプチド（また、ここで

はＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプチド（また、ここでは

ＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（また、ここではＩＬ-

１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１７Ｒ

と命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（また、ここではＩＬ-１

７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側面では、前記生物活性分子は、ト

キシン、放射能標識又は抗体である。この実施態様のその他の側面では、前記生

物活性分子は、前記細胞の死を生じせしめる。

      【００２９】

  更にその他の実施態様では、本発明は、Ａ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプ

チドを発現する細胞の少なくとも一つの生物活性を調節する方法であって、前記

細胞をＤ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプチド或いは抗-Ａ、抗-Ｂ、又は抗-

Ｃポリペプチド抗体と接触させ、それによって前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペプチド

或いは抗-Ａ、抗-Ｂ、又は抗-Ｃポリペプチド抗体が前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペ

プチドと結合し、それによって前記細胞の少なくとも一つの生物活性を調節する

ことを含んでなる前記方法に関する。この方法では、ＡがＰＲＯ１０３１ポリペ

プチド（また、ここではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリペプ

チド（また、ここではＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプチ

ド（また、ここではＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（

また、ここではＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また、

ここではＩＬ-１７Ｒと命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（ま
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た、ここではＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側面では、前

記細胞は死滅せしめられる。

      【００３０】

  更にその他の実施態様では、本発明は、Ｄ、Ｅ、又はＦと命名されたポリペプ

チドを発現する細胞の少なくとも一つの生物活性を調節する方法であって、前記

細胞をＡ、Ｂ、又はＣと命名されたポリペプチド或いは抗-Ｄ、抗-Ｅ、又は抗-

Ｆポリペプチド抗体と接触させ、それによって前記Ａ、Ｂ、又はＣポリペプチド

或いは抗-Ｄ、抗-Ｅ、又は抗-Ｆポリペプチド抗体が前記Ｄ、Ｅ、又はＦポリペ

プチドと結合し、それによって前記細胞の少なくとも一つの生物活性を調節する

ことを含んでなる前記方法に関する。この方法では、ＡがＰＲＯ１０３１ポリペ

プチド（また、ここではＩＬ-１７Ｂと命名）、ＢがＰＲＯ１０２７２ポリペプ

チド（また、ここではＩＬ-１７Ｅと命名）、ＣがＰＲＯ２０１１０ポリペプチ

ド（また、ここではＩＬ-１７Ｆと命名）、ＤがＰＲＯ５８０１ポリペプチド（

また、ここではＩＬ-１７ＲＨ１と命名）、ＥがＰＲＯ１ポリペプチド（また、

ここではＩＬ-１７Ｒと命名）、並びにＦがＰＲＯ２００４０ポリペプチド（ま

た、ここではＩＬ-１７ＲＨ２と命名）である。この実施態様の一側面では、前

記細胞は死滅せしめられる。

      【００３１】

Ｂ．更なる実施態様

  本発明の他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸

配列を含んでなる単離された核酸分子を提供する。

  一側面では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示された全長アミノ酸配

列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示された

膜貫通タンパク質の細胞外ドメインでシグナルペプチドを有する又は有しないも

の、或いはここに開示された全長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断

片を有するＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、或いは（ｂ）（ａ）の

ＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少

なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同

一性、あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８
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４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるい

は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配

列同一性、あるいは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも

約８９％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あ

るいは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核

酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あるいは少なく

とも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性

、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％

の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、あるいは少

なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含んでなる

単離された核酸分子を含む。

      【００３２】

  一側面では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示された全長ＰＲＯポリ

ペプチドｃＤＮＡのコード化配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くＰ

ＲＯポリペプチドのコード化配列、ここに開示された膜貫通タンパク質の細胞外

ドメインのコード化配列でシグナルペプチドを有する又は有しないもの、或いは

ここに開示された全長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断片のコード

化配列を含んでなるＤＮＡ分子、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体に対し

て、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％の核酸

配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、あるいは少なくと

も約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、

あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％の

核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは少な

くとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一

性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１

％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは

少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列

同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約

９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、ある
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いは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９９％の核酸

配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子を含

む。

      【００３３】

  更なる側面では、本発明は、本発明は、（ａ）ここに開示したＡＴＣＣへ寄託

されているヒトタンパク質ｃＤＮＡのいずれかによってコードされているのと同

じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子

の補体に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約

８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、さら

にあるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約

８４％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性

、さらにあるいは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なく

とも約８７％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約８８％の核酸配列

同一性、さらにあるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、さらにあるいは

少なくとも約９０％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約９１％の核

酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、さらにあ

るいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約９４

％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、さ

らにあるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも

約９７％の核酸配列同一性、さらにあるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一

性、さらにあるいは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列

を含んでなる単離された核酸分子に関する。

      【００３４】

  本発明のその他の側面は、膜貫通ドメイン欠損又は膜貫通ドメイン不活性化の

いずれかである、或いはそのようなコード化ヌクレオチド配列に対して相補的で

あるＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離された

核酸分子を提供する。そのようなポリペプチドの膜貫通ドメインは、ここに開示

されている。従って、ここに開示されたＰＲＯポリペプチドの可溶性細胞外ドメ

インが考察されている。
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      【００３５】

  他の実施態様は、ＰＲＯポリペプチドコード化配列の断片、又はその補体に関

し、それらは、例えば、場合によっては抗-ＰＲＯ抗体に対する結合部位を含む

ポリペプチドをコードするＰＲＯポリペプチドのコード化断片のハイブリダイゼ

ーションプローブとして、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとして

の用途が見いだされ得る。このような核酸断片は、通常は少なくとも約２０ヌク

レオチド長、あるいは少なくとも約３０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約

４０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約５０ヌクレオチド長、あるいは少な

くとも約６０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約７０ヌクレオチド長、ある

いは少なくとも約８０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９０ヌクレオチド

長、あるいは少なくとも約１００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１１０

ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、あるいは少なく

とも約１３０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１４０ヌクレオチド長、あ

るいは少なくとも約１５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１６０ヌクレ

オチド長、あるいは少なくとも約１７０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約

１８０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１９０ヌクレオチド長、あるいは

少なくとも約２００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２５０ヌクレオチド

長、あるいは少なくとも約３００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約３５０

ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４００ヌクレオチド長、あるいは少なく

とも約４５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約５００ヌクレオチド長、あ

るいは少なくとも約６００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約７００ヌクレ

オチド長、あるいは少なくとも約８００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約

９００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１０００ヌクレオチド長であり、

ここで「約」という語の内容は参照する長さのプラス又はマイナス１０％のヌク

レオチド配列長を指すことを意味する。ＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチ

ド配列の新規な断片は、多くの良く知られた配列アラインメントプログラムの任

意のものを用いてＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチド配列と他の公知のヌ

クレオチド配列とを整列させ、いずれのＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチ

ド配列断片が新規であるかを決定することにより、日常的な手法で同定してもよ
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い。このようなＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の全ては、ここで

考慮される。また、これらのヌクレオチド分子断片、好ましくは抗-ＰＲＯ抗体

に対する結合部位を含むＰＲＯポリペプチド断片によってコードされるＰＲＯポ

リペプチド断片も考慮される。

      【００３６】

  他の実施態様では、本発明は、上記で特定された単離された核酸配列の何れか

によってコードされる単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。

  或る側面では、本発明は、ここに開示した全長アミノ酸配列、ここに開示した

シグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示したシグナルペプチドを有す

るか又は有しない膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、或いはここに開示した全

長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断片を有するＰＲＯポリペプチド

に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいはは少なくとも約

８１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約

８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約

８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約

９０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約

９３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約

９６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一

性、あるいは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、あるいは少な

くとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含んでなる、単離

されたＰＲＯポリペプチドに関する。

      【００３７】

  さらなる態様では、本発明は、ここに開示したＡＴＣＣに寄託されているヒト

タンパク質ｃＤＮＡのいずれかによってコードされるアミノ酸配列に対して、少
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なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ

酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少

なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％

のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含んでなる単離されたＰＲＯポリ

ペプチドに関する。

      【００３８】

  さらなる態様では、本発明は、ここに開示した全長アミノ酸配列、ここに開示

したシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示したシグナルペプチドを

有する又は有しない膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、或いはここに開示した

全長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断片を有するＰＲＯポリペプチ

ドと比較し、少なくとも約８０％ポジティブ、あるいは少なくとも約８１％ポジ

ティブ、あるいは少なくとも約８２％ポジティブ、あるいは少なくとも約８３％

ポジティブ、あるいは少なくとも約８４％ポジティブ、あるいは少なくとも約８

５％ポジティブ、あるいは少なくとも約８６％ポジティブ、あるいは少なくとも

約８７％ポジティブ、あるいは少なくとも約８８％ポジティブ、あるいは少なく

とも約８９％ポジティブ、あるいは少なくとも約９０％ポジティブ、あるいは少

なくとも約９１％ポジティブ、あるいは少なくとも約９２％ポジティブ、あるい

は少なくとも約９３％ポジティブ、あるいは少なくとも約９４％ポジティブ、あ

るいは少なくとも約９５％ポジティブ、あるいは少なくとも約９６％ポジティブ
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、あるいは少なくとも約９７％ポジティブ、あるいは少なくとも約９８％ポジテ

ィブ、そして、あるいは少なくとも約９９％ポジティブのスコアとされるアミノ

酸配列を含んでなる単離されたＰＲＯポリペプチドに関する。

      【００３９】

  特別な実施態様では、本発明は、Ｎ-末端シグナル配列及び／又は開始メチオ

ニンを有しない、上記したようなアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に

よってコードされる単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。それらを製造す

る方法もここに記載され、それらの方法は、適したなコード化核酸分子を含むベ

クターを含んでなる宿主細胞をＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で培養

し、培養培地からＰＲＯポリペプチドを回収することを含む。

  本発明の他の態様は、膜貫通ドメインの欠失した或いは膜貫通ドメインが不活

性化している単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。それらを製造する方法

もここに記載され、それらの方法は、適したコード化核酸分子を含むベクターを

含んでなる宿主細胞をＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、培養

培地からＰＲＯポリペプチドを回収することを含む。

  さらに他の実施態様では、本発明は、ここで定義される天然ＰＲＯポリペプチ

ドのアゴニスト及びアンタゴニストに関する。特別な実施態様では、アゴニスト

又はアンタゴニストは抗-ＰＲＯ抗体或いは小分子である。

      【００４０】

  さらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はアン

タゴニストを同定する方法に関し、それは、ＰＲＯポリペプチドを候補分子と接

触させ、前記ＰＲＯポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニターす

ることを含む。好ましくは、ＰＲＯポリペプチドは天然ＰＲＯポリペプチドであ

る。

  またさらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチド、或いはここに記

載したＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗-ＰＲＯ抗

体を、担体と組み合わせて含んでなる組成物に関する。場合によっては、担体は

製薬的に許容される担体である。

  本発明のその他の実施態様は、ＰＲＯポリペプチド、又は上記したようなその
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アゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗-ＰＲＯ抗体を、ＰＲＯポリペプチド、

そのアゴニスト又はアンタゴニスト又は抗-ＰＲＯ抗体に対して反応する症状の

治療において有用な医薬の調製のために用いることに関する。

      【００４１】

  本発明のさらなる実施態様では、本発明は、ここに記載するポリペプチドの任

意いずれかをコードするＤＮＡを含んでなるベクターを提供する。また、そのよ

うなベクターのいずれかを含む宿主細胞が提供される。例として、宿主細胞はＣ

ＨＯ細胞、大腸菌、又はバキュウロウイルス感染昆虫細胞でもよい。ここに記載

した任意のポリペプチドの製造方法がさらに提供され、それは、宿主細胞を所望

のポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培地から所望のポリペプチ

ドを回収することを含む。

  他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した

、ここに記載した任意のポリペプチドを含んでなるキメラ分子を提供する。その

ようなキメラ分子の例は、エピトープタグ配列或いは免疫グロブリンのＦｃ領域

に融合したここに記載の任意のポリペプチドを含む。

  他の実施態様では、本発明は、任意の上記又は下記のポリペプチドと特異的に

結合する抗体を提供する。場合によっては、この抗体はモノクローナル抗体、ヒ

ト化抗体、抗体断片又は一本鎖抗体である。

  さらに他の実施態様では、本発明は、ゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列又

はアンチセンスプローブを単離するために有用なオリゴヌクレオチドプローブを

提供し、それらのプローブは上記又は下記のヌクレオチド配列の任意のものから

誘導され得る。

      【００４２】

（好ましい実施態様の詳細な説明）

Ｉ．定義

  ここで使用される際の「ＰＲＯポリペプチド」及び「ＰＲＯ」という用語は、

直後に数値符号がある場合に種々のポリペプチドを指し、完全な符号（例えば、

ＰＲＯ／番号）は、ここに記載する特定のポリペプチド配列を意味する。「数字

」がここで使用される実際の数値符号である、ここで使用される「ＰＲＯ／番号
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ポリペプチド」及び「ＰＲＯ／番号」という用語は、天然配列ポリペプチド及び

変異体（ここで更に詳細に定義する）を含む。ここで記載されているＰＲＯポリ

ペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離してもよ

く、組換え又は合成方法によって調製してもよい。「ＰＲＯポリペプチド」とい

う用語は、ここで開示されている各個々のＰＲＯ／番号ポリペプチドに指す。「

ＰＲＯポリペプチド」を指すこの明細書中の全ての開示は、各ポリペプチドを個

別にも組み合わせとしても言及する。例えば、調製の、精製の、誘導の、抗体の

形成、投与の、含有する組成物、疾患の治療、などの記述は、本発明の各ポリペ

プチドに個別に関係する。また、「ＰＲＯポリペプチド」という用語は、ここに

開示されているＰＲＯ／番号ポリペプチドの変異体を含む。

      【００４３】

  「天然配列ＰＲＯポリペプチド」は、天然由来の対応するＰＲＯポリペプチド

と同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような天然配列

ＰＲＯポリペプチドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段

により生産することもできる。「天然配列ＰＲＯポリペプチド」という用語には

、特に、特定のＰＲＯポリペプチドの自然に生じる切断又は分泌形態(例えば、

細胞外ドメイン配列)、自然に生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシング

された形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝子変異体が含まれる

。本発明の種々の実施態様において、ここに開示されている天然配列ＰＲＯポリ

ペプチドは、関連する図に示されている全長アミノ酸配列を含有する成熟又は全

長天然配列ポリペプチドである。開始及び終止コドンは、太い書体及び下線で図

中に示さている。しかし、関連する図に開示されているＰＲＯポリペプチドがメ

チオニン残基で開始すると図のアミノ酸位置１において示されている一方で、図

のアミノ酸位置１より上流又は下流のいずれかに位置する他のメチオニン残基が

、ＰＲＯポリペプチドの開始アミノ酸残基として用いられることが考えられるし

可能である。

      【００４４】

  ＰＲＯポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質

ドメインを実質的に有しないＰＲＯポリペプチドの形態を意味する。通常、ＰＲ
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ＯポリペプチドＥＣＤは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満

、好ましくはそのようなドメインを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯ

ポリペプチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのそ

の型を同定するために当該分野において日常的に使用される基準に従い同定され

ることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり得るが、最

初に同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えない可能性が

高い。従って、ＰＲＯポリペプチド細胞外ドメインは、場合によっては、実施例

又明細書おいてに同定された膜貫通ドメインのいずれかの末端から約５を越えな

いアミノ酸を含みうるし、付着のシグナルペプチドを有する又は有しないそのよ

うなポリペプチド及びそれらをコードする核酸は、本発明において考慮される。

      【００４５】

  ここに開示する種々のＰＲＯポリペプチドの「シグナルペプチド」の適切な位

置は、本明細書と添付の図面に示される。しかし、注記するように、シグナルペ

プチドのＣ-末端境界は変化しうるが、ここで最初に定義したようにシグナルペ

プチドＣ-末端境界のいずれかの側で約５アミノ酸未満である可能性が最も高く

、シグナルペプチドのＣ-末端境界は、そのような型のアミノ酸配列成分を同定

するのに日常的に使用される基準に従って同定しうる（例えば、Nielsenら, Pro

t. Eng. 10: 1-6 (1997)及びvon Heinjeら, Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 

(1986)）。さらに、幾つかの場合には、分泌ポリペプチドからのシグナルペプチ

ドの切断は完全に均一ではなく、１つ以上の分泌種をもたらすことも認められる

。シグナルペプチドがここに定義されるシグナルペプチドのＣ-末端境界の何れ

かの側の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペプチド、及びそれ

らをコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。

      【００４６】

  「ＰＲＯポリペプチド変異体」とは、上記又は下記に定義されるように、ここ

に開示される全長天然配列ＰＲＯポリペプチド、ここに開示されたシグナルペプ

チドを欠く全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、シグナルペプチド有無のここ

に開示されたＰＲＯの細胞外ドメイン又はここに開示された全長ＰＲＯポリペプ

チドの他の断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する活性ＰＲ
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Ｏポリペプチドを意味する。このようなＰＲＯポリペプチド変異体には、例えば

、全長天然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端において一つ又は複数のアミノ酸残基

が付加、もしくは欠失されたＰＲＯポリペプチドが含まれる。通常、ＰＲＯポリ

ペプチド変異体は、ここに開示される全長天然アミノ酸配列、ここに開示された

シグナルペプチドを欠く全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、シグナルペプチ

ドを有する又は有しないここに開示されたＰＲＯの細胞外ドメイン又はここに開

示された全長ＰＲＯポリペプチドの特に同定された他の断片と、少なくとも約８

０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８

３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８

６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８

９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９

２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９

５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性

、あるいは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９

８％のアミノ酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配

列同一性を有している。通常は、ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、少なくとも約１

０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２０アミノ酸長、あるいは少なくとも約３

０アミノ酸長、あるいは少なくとも約４０アミノ酸長、あるいは少なくとも約５

０アミノ酸長、あるいは少なくとも約６０アミノ酸長、あるいは少なくとも約７

０アミノ酸長、あるいは少なくとも約８０アミノ酸長、あるいは少なくとも約９

０アミノ酸長、あるいは少なくとも約１００アミノ酸長、あるいは少なくとも約

１５０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２００アミノ酸長、あるいは少なくと

も約３００アミノ酸長、又はそれ以上である。

      【００４７】
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  ここに定義されるＰＲＯポリペプチドに対してここで同定されている「パーセ

ント(％)アミノ酸配列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一

性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一

部と考えないとした、ＰＲＯポリペプチドのアミノ酸残基と同一である候補配列

中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一

性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の

方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエアのような

公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である

。当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成

するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための

適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの目的のためには、

％アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが下記

の表１に提供されている配列比較プログラムALIGN-2を使用することによって得

られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムはジェネンテク社によって作

成され、下記の表１に示したソースコードは米国著作権事務所, ワシントンD.C.

, 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号TXU510087の下で

登録されている。ALIGN-2はジェネンテク社、サウス サン フランシスコ, カリ

フォルニアから好適に入手可能であり、下記の表１に提供されたソースコードか

らコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIX（登録商標）オペレーテ

ィングシステム、好ましくはデジタルUNIX（登録商標） V4.0Dでの使用のために

コンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ALIGN-2プログラムによって

設定され変動しない。

      【００４８】

  アミノ酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列

Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性

（あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミ

ノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）

は次のように計算される：

  分率Ｘ／Ｙの１００倍
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ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＡ及びＢのアラインメン

トによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全

アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる

場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列

同一性とは異なることは理解されるであろう。この方法を用いた％アミノ酸配列

同一性の計算の例として、「ＰＲＯ」が対象となる仮説的ＰＲＯポリペプチドの

アミノ酸配列を表し、「比較タンパク質」が対象となる「比較」タンパク質が比

較されているアミノ酸配列を表し、そして「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」の各々が異

なった仮説的アミノ酸残基を表し、表２及び３は、「比較タンパク質」と称され

るアミノ酸配列の「ＰＲＯ」と称されるアミノ酸配列に対する％アミノ酸配列同

一性の計算方法を示す。

      【００４９】

  特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性値は上記のように

ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％

アミノ酸配列同一性値は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Altschulら, Me

thods in Enzymology 266: 460-480(1996)）を用いて決定してもよい。さらに、

殆どのWU-BLAST-2検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない

、即ち調節可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１

、オーバーラップフラクション＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びス

コアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST2が用いられた場合には、、％アミ

ノ酸配列同一性値は、（ａ）天然ＰＲＯポリペプチドから誘導された配列を有す

る対象とするＰＲＯポリペプチドのアミノ酸配列と、対象とする比較アミノ酸配

列（即ち、対象とするＰＲＯポリペプチドが比較されるＰＲＯポリペプチド変異

体であってもよい配列）との間の、WU-BLAST-2によって決定した一致する同一ア

ミノ酸残基の数を、（ｂ）対象とするＰＲＯポリペプチドの残基の総数で除した

商によって決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少なくとも８０％の

アミノ酸配列同一性を持つ又は持っているアミノ酸配列Ａを含んでなるポリペプ

チド」という表現では、アミノ酸配列Ａが対象である比較アミノ酸配列であり、

アミノ酸配列Ｂが対象であるＰＲＯポリペプチドのアミノ酸配列である。
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      【００５０】

  また、％アミノ酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschul

ら, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCB

I-BLAST2配列比較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロー

ドでき、又は別な方法で米国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得る

ことができる。NCBI-BLAST2は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パ

ラメータの全ては初期値に設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て、予測され

る発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチ

パスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２５、及びス

コアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。

      【００５１】

  アミノ酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いれれる状況では、与えられたアミノ酸

配列Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同

一性（あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％

アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともでき

る）は次のように計算される：

    分率Ｘ／Ｙの１００倍

ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＡ及びＢのアライン

メントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢ

の全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異

なる場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸

配列同一性とは異なることは理解されるであろう。

      【００５２】

  「ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ変異体核酸配列」とは、下記

に定義されるように、活性ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸分子であり、こ

こに開示する全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペ

プチドを欠いた全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、シグナルペプチドを有す

る又は有しないここに開示するＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここ

に開示する全長ＰＲＯポリペプチド配列の他の任意の断片をコードする核酸配列
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と少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくはあるいは少なくとも約８１

％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、あるいは

少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列

同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約

８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、ある

いは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸

配列同一性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくと

も約９１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、

あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の

核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、あるいは少な

くとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の核酸配列同一

性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、あるいは少なくと

も約９９％の核酸配列同一性を有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を

含まない。

      【００５３】

  通常は、ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０ヌクレオチド長

、あるいは少なくとも約６０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９０ヌクレ

オチド長、あるいは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約

１５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、あるいは

少なくとも約２１０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２４０ヌクレオチド

長、あるいは少なくとも約２７０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約３００

ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４５０ヌクレオチド長、あるいは少なく

とも約６００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９００ヌクレオチド長、又

はそれ以上である。

      【００５４】

  ここで同定されるＰＲＯコード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列

同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要な

らば間隙を導入し、ＰＲＯ配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレ

オチドのパーセントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目
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的のためのアラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばBLAS

T、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能な

コンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。ここでの目的

のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソース

コードが下記の表１に提供されている配列比較プログラALIGN-2を使用すること

によって得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムはジェネンテク社

によって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国著作権事務所,ワシ

ントン D.C.，20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号TXU5

10087の下で登録されている。ALIGN-2はジェネンテク社、サウス サン フランシ

スコ, カリフォルニアから好適に入手可能であり、下記の表１に提供されたソー

スコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIX（登録商標）

オペレーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX（登録商標） V4.0Dでの使

用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ALIGN-2プログラ

ムによって設定され変動しない。

      【００５５】

  核酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与

えられた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与え

られたアミノ酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ

又は含む与えられた核酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：

  分率Ｗ／Ｚの１００倍

ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＣ及びＤのアラインメン

トによって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸

残基数である。核酸配列Ｃの長さがアミノ酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤ

に対する％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なること

は理解されるであろう。この方法を用いた％核酸配列同一性の計算の例として、

「ＰＲＯ－ＤＮＡ」が対象となる仮説的ＰＲＯコード化核酸配列を表し、「比較

ＤＮＡ」が対象となる「ＰＲＯ－ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸配列を

表し、そして「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」の各々が異なった仮説的アミノ酸残基を

表し、表４及び５が「比較ＤＮＡ」と称される核酸配列の「ＰＲＯ－ＤＮＡ」と
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称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示す。

      【００５６】

  特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直上のパラグラ

フに示したようにALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。

しかしながら、％核酸配列同一性値は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Al

tschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を用いて決定しても

よい。さらに、殆どのWU-BLAST-2検索パラメータは初期値に設定される。初期値

に設定されない、即ち調節可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラ

ップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）

＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST-2が用いられた場合

、％核酸配列同一性値は、（ａ）天然配列ＰＲＯポリペプチドコード化核酸から

誘導された配列を有する対象とするＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸

配列と、対象とする比較核酸配列（即ち、対象とするＰＲＯポリペプチドコード

化核酸分子が比較されるＰＲＯポリペプチド変異体であってもよい配列）との間

の、WU-BLAST-2によって決定した一致する同一核酸残基の数を、（ｂ）対象とす

るＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子のヌクレオチドの総数で除した商によっ

て決定される。例えば、「核酸配列Ｂに対して少なくとも８０％の核酸配列同一

性を持つ又は持っている核酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では

、核酸配列Ａが対象とする比較核酸配列であり、核酸配列Ｂが対象とするＰＲＯ

ポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列である。

      【００５７】

  また、％核酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschulら, N

ucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLA

ST2配列比較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき

、又は別な方法で米国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることが

できる。NCBI-BLAST2は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パラメー

タの全ては初期値に設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生

＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチパスの

定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２５、及びスコアリ
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ングマトリクス＝BLOSUM62を含む。

      【００５８】

  核酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの

、与えられた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、

与えられた核酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ

又は含む与えられた核酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：

  分率Ｗ／Ｚの１００倍

ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＣ及びＤのアライン

メントによって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全

核酸残基数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤ

に対する％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なること

は理解されるであろう。

      【００５９】

  他の実施態様では、ＰＲＯ変異体ポリペプチドヌクレオチドは、活性ＰＲＯポ

リペプチドをコードし、好ましくは緊縮性ハイブリダイゼーション及び洗浄条件

下で、ここに開示する全長ＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に

ハイブリダイゼーションする核酸分子である。ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、Ｐ

ＲＯ変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであってもよい。

  「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために

使用するときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収され

たポリペプチドを意味する。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの

診断又は治療への使用を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び

他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様におい

て、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシークエネーターを使用することに

より、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに充分な

ほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還

元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離

されたポリペプチドには、ＰＲＯポリペプチドの自然環境の少なくとも１つの成

分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含まれる。しか
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しながら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により

調製される。

      【００６０】

  「単離された」ＰＲＯポリペプチドコード化核酸は、同定され、ＰＲＯポリペ

プチドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの汚染核酸

分子から分離された核酸分子である。単離されたＰＲＯポリペプチドコード化核

酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離

されたＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子は、天然の細胞中に存在するＰＲＯ

ポリペプチドコード化核酸分子とは区別される。しかし、単離されたＰＲＯポリ

ペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なった

染色体位置にあるＰＲＯポリペプチドを通常発現する細胞に含まれるＰＲＯポリ

ペプチド核酸分子を含む。

  「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合

したコード配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好

適なコントロール配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及び

リボソーム結合部位を含む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化

シグナル及びエンハンサーを利用することが知られている。

      【００６１】

  核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」てい

る。例えば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に

参画するプレタンパク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡ

に作用可能に結合している；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影

響を及ぼすならば、コード配列に作用可能に結合している；又はリボソーム結合

部位は、もしそれが翻訳を容易にするような位置にあるなら、コード配列と作用

可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合している」とは、結合したＤ

ＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接していて読みフェーズに

あることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要はない

。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位

が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプター
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あるいはリンカーが使用される。

  「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗-Ｐ

ＲＯポリペプチドモノクローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和

抗体を含む)、多エピトープ特異性を持つ抗-ＰＲＯ抗体組成物、一本鎖抗-ＰＲ

Ｏ抗体、及び抗-ＰＲＯ抗体の断片を包含している（下記参照）。ここで使用さ

れる「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわ

ち、構成する個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じる可能性のある突然変異

を除いて同一である集団から得られる抗体を称する。

      【００６２】

  ハイブリダイゼーション反応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され

、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。

一般に、プローブが長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プ

ローブが短くなると温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相

補的鎖がその融点に近いがそれより低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡ

の再アニールする能力に依存する。プローブとハイブリダイゼーション可能な配

列との間の所望の相同性の程度が高くなると、使用できる相対温度が高くなる。

その結果、より高い相対温度は、反応条件をより緊縮性にするが、低い温度は緊

縮性を低下させる。さらに、緊縮性は塩濃度に逆比例する。ハイブリダイゼーシ

ョン反応の緊縮性の更なる詳細及び説明は、Ausubelら, Current Protocols in 

Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。

      【００６３】

  ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、（１）洗浄の

ために低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナ

トリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナト

リウムを用いるもの；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性

剤、例えば、４２℃において５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清

アルブミン／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭ

のｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム

、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いるもの；（３）４２℃における５０％ホル
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ムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリ

ウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナ

トリウム、５ｘデンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、

０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳ

ＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中の洗浄及び５５℃での５０％ホ

ルムアミド、次いで５５℃におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高緊

縮性洗浄を用いるものによって同定される。

      【００６４】

  「中程度の緊縮性条件」は、Sambrookら, Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように同

定され、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件（例え

ば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の緊縮性条件は、２

０％ホルムアミド、５ｘSSC（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナ

トリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハード液、１

０％デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶

液中の３７℃での終夜インキュベーション、次いで１ｘＳＳＣ中３７－５０℃で

のフィルターの洗浄といった条件である。当業者であれば、プローブ長などの因

子に適合させる必要に応じて、どのようにして温度、イオン強度等を調節するか

を認識する。

  「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチ

ド」に融合したＰＲＯポリペプチド、又はそれらのドメイン配列を含んでなるキ

メラポリペプチドを指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピト

ープ、又は幾つかの他の試薬によって同定できるエピトープを提供するに十分な

数の残基を有しているが、その長さは対象とするＰＲＯポリペプチドの活性を阻

害しないよう充分に短い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、抗体が他の

エピトープと実質的に交差反応をしないようにかなり独特である。適切なタグポ

リペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～約５０のア

ミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０の残基)を有する。

      【００６５】
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  ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アド

ヘシン」）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子

を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗

原認識及び結合部位以外である（即ち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブ

リン定常ドメイン配列との融合物を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部

分は、典型的には少なくともレセプター又はリガンドの結合部位を含む隣接アミ

ノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、Ｉｇ

Ｇ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ（ＩｇＡ-１及

びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロブリン

から得ることができる。

      【００６６】

  「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然

ＰＲＯポリペプチドの生物学的活性を阻止、阻害、又は中和する任意の分子を指

す。同様に「アゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した

天然ＰＲＯポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を指す。好適なア

ゴニスト又はアンタゴニスト分子は特に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又

は抗体断片、天然ＰＲＯポリペプチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド

、有機小分子、などを含む。ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニス

トの同定方法は、ＰＲＯポリペプチドを候補アンタゴニスト又はアゴニストと接

触させ、ＰＲＯポリペプチドに通常は関連している一つ又は複数の生物学的活性

の変化を測定することを含んでもよい。

      【００６７】

  「治療」とは、治癒的処置、予防的療法及び防止的療法の両方を意味し、患者

は標的とする病理学的状態又はしっかんを防止又は低下（減少）させられる。治

療が必要なものとは、既に疾患に罹っているもの、並びに疾患に罹りやすいもの

又は疾患が防止されているものを含む。

  「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式での薬剤を投与し、初期

の治療効果（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与と

は、中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処
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理である。

  治療の対象のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、動物園、ス

ポーツ、又はペット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ウサ

ギなどを含む哺乳類に分類される任意の動物を意味する。好ましくは、哺乳動物

はヒトである。

  一つ又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意

の順序での連続した投与を含む。

      【００６８】

  ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定

化剤を含み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に

対して非毒性である。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液である

ことが多い。生理学的に許容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び

他の有機酸塩のバッファー；アスコルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１

０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチン、又

は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドン；アミノ酸、

例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリシン；グルコー

ス、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；Ｅ

ＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又は祖ルビトール等の糖アルコール；ナト

リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、TWEEN

（商品名)、ポリエチレングリコール（PEG）、及びPLURONICS(商品名)を含む。

      【００６９】

  「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可

変領域を含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ

断片；ダイアボディ(diabodies)；直鎖状抗体（Zapataら, Protein Eng. 8(10):

 1057-1062 [1995]）；一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異

性抗体を含む。

  抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片

を生成し、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力

を反映して「Ｆｃ」断片と命名される。ペプシン処理はＦ（ａｂ’）２断片を生
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じ、それは２つの抗原結合部位を持ち、抗原を交差結合することができる。

  「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この

領域は、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体から

なる。この配置において各ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬに

量体の表面に抗原結合部位を決定する。正しくは、６つのＣＤＲが抗体に対する

抗原結合特異性を与える。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異

的な３つのＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低

い親和性であるが、抗原を認識し結合する能力を持つ。

      【００７０】

  またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ

１）も含む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一つ又は複数のシステインを

含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていること

によりＦａｂ’断片と相違する。ここで、Ｆａｂ’-ＳＨは、定常ドメインのシ

ステイン残基が遊離のチオール基を持つＦａｂ’を表す。Ｆ（ａｂ’）２抗体断

片は、最初はＦａｂ’断片の対として生成され、それらの間にヒンジシステイン

を有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている。

  任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常

ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らか

に異なる型の一方に分類される。

  それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列によって、免疫グロブリンは異な

るクラスに分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ

、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソ

タイプ）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びIｇＡ

２に分類される。

      【００７１】

  「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含

む抗体断片を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ま

しくは、Ｆｖポリペプチドは、ｓＦｖが抗原結合とって望ましい構造の形成を可

能にする、ＶＨ及びＶＬドメイン間のポリペプチドリンカーを更に含む。ｓＦｖ
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の概説については、The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, R

osenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)のPluc

kthunを参照のこと。

  用語「ダイアボディ(diabodies)」は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体

断片を指し、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイ

ン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイ

ン間に対形成するには短すぎるリンカーを用いることにより、ドメインは強制的

に他の鎖の相補的ドメインと対形成して二つの抗原結合部位を生成する。ダイア

ボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；及びHollinge

rら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記載さ

れている。

      【００７２】

  「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収

されたものである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への

使用を妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タン

パク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリー

法で測定した場合９５％を越える抗体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで

、(２)スピニングカップシークエネーターを使用することにより、少なくとも１

５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、(

３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あるいは還元条

件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体には、

抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換え細胞内のイン

サイツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも

１つの精製工程により調製される。

  「特異的に結合する」抗体、又は特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド

上のエピトープへ特異的な抗体とは、他のポリペプチド又はポリペプチドエピト

ープとは実質的に結合せずに、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上の

エピトープへ結合するものである。

      【００７３】
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  「標識」なる語は、ここで用いられる場合、「標識」抗体が生成されるように

、抗体に直接又は間接的に抱合している検出可能な化合物又は組成物を意味する

。標識は、それ自身検出可能でもよく（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又

は酵素標識の場合、検出可能な基質化合物又は組成物の化学変換を触媒してもよ

い。

  「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクス

を意味する。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば

、孔制御ガラス）、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリス

チレン、ポリビニルアルコール及びシリコーンから形成されたものを含む。或る

種の実施態様では、内容に応じて、固相はアッセイプレートのウェルを構成する

ことができ；その他では精製カラム（例えばアフィニティクロマトグラフィーカ

ラム）とすることもできる。また、この用語は、米国特許第４，２７５，１４９

号に記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。

  「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる

小型の小胞であり、哺乳動物への薬物（ＰＲＯポリペプチド又はその抗体など）

の輸送に有用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する

二層形式に配列させる。

  「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される

。

  ここで開示されたポリペプチドの「有効量」、或いはそのアゴニスト又はアン

タゴニストとは、特別に言及された目的を実行するために十分な量のことである

。「有効量」とは、言及された目的に関連して、経験的及び常套的方法によって

決定することができる。

      【００７４】

  ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるＰ

ＲＯポリペプチドの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＰＲＯポリペプ

チドの形態を意味し、その中で、「生物学的」活性とは、天然又は天然発生ＰＲ

Ｏポリペプチドが保持する抗原性エピトープに対する抗体の生産を誘発する能力

以外の、天然又は天然発生ＰＲＯポリペプチドによって引き起こされる生物機能
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（阻害又は刺激）を意味し、「免疫」活性とは、天然又は天然発生ＰＲＯポリペ

プチドが保持する抗原性エピトープに対する抗体の生産を誘発する能力を意味す

る。好ましい生物活性には、ＮＦ-κＢの活性化を誘導すること、並びに炎症誘

発性ケモカインＩＬ-８の生産の刺激が含まれる。その他の好ましい生物活性に

は、末梢血単核細胞又はＣＤ４＋の刺激が含まれる。その他の生物活性には、例

えば、ＴＨＰ１細胞からのＴＮＦ-αの放出が含まれる。代替活性は、関節軟骨

からのＩＬ-１ａ誘導によるＮＯ（一酸化窒素）生成の減少である。その他の活

性には、関節軟骨でのマトリックス合成の増大が含まれる。あるいは、その他の

活性には、マトリックス合成の阻害と並んで関節軟骨マトリックスの破壊の促進

が含まれる。その他の好ましい生物活性には、炎症性腸疾患の軽度から重度の段

階の間、又は発作中のインターロイキン-１７シグナル伝達経路のレベルを調節

することが含まれる。

      【００７５】

  「免疫学的」活性とは、単に、天然又は天然発生ＰＲＯポリペプチドによって

保持されている抗原性エピトープに対する抗体の生成を誘導する能力を意味する

。

  「変性軟骨性疾患」は主に軟骨マトリックスの破壊によって特徴づけられる多

くの疾患を記述している。更なる症状には、一酸化窒素の生成及びプロテオグリ

カン分解の上昇が含まれる。この定義に包含される疾患の例には、例えば関節炎

（例えば、変形性関節炎、関節リウマチ、乾癬性関節炎）が含まれる。

  「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫系の構成成分が哺乳動物の病

的状態を引き起こし、媒介し、或いは寄与する疾患を意味する。また、免疫反応

の刺激又は処置が、疾患の進行に対して改善的な効果を有するような疾患をも含

む。この用語には、免疫媒介炎症誘発性疾患、非免疫媒介炎症誘発性疾患、感染

性疾患、免疫不全性疾患、腫瘍形成等が含まれる。

  「Ｔ細胞媒介疾患」という用語は、Ｔ細胞が哺乳動物の病的状態を直接、又は

間接に媒介する、或いは寄与する疾患を意味する。Ｔ細胞媒介疾患は、細胞媒介

効果、リンホカイン媒介効果等、そして例えば、Ｔ細胞によって分泌されたリン

ホカインによってＢ細胞が刺激された場合に、Ｂ細胞と関連している効果にさえ
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も関連している。

      【００７６】

  そのうちの免疫又はＴ細胞媒介であり、本発明によって治療することが可能な

免疫関連及び炎症性疾患の例には、全身性エリテマトーデス、リウマチ様関節炎

、若年型慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症（強皮症）、特発性炎症性筋疾

患（皮膚筋炎、多発性筋炎）、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイド

ーシス、自己免疫性溶血性貧血（免疫性汎血球減少症、発作性夜間ヘモグロビン

尿症）、自己免疫性血小板減少症（溶血性血小板減少性紫斑病、免疫媒介血小板

減少症）、甲状腺炎（バセドウ病、橋本甲状腺炎、若年型リンパ球性甲状腺炎、

萎縮性甲状腺炎）、糖尿病、免疫媒介腎疾患（糸球体腎炎、尿細管間質性腎炎）

、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患例えば多発性硬化症、特発性脱髄多発神経障害

又はギラン・バレー症候群、及び慢性炎症性脱髄性多発神経障害、肝胆道疾患例

えば感染性肝炎（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ型肝炎、及び他の非肝親和性ウイルス）、

自己免疫性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆

管炎、炎症性腸疾患（潰瘍性大腸炎：クローン病）、グルテン過敏性腸疾患、及

びウィップル病、水疱性皮膚病を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、多形滲出

性紅斑及び接触性皮膚炎、乾癬 、アレルギー性疾患例えば喘息、アレルギー性

鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患例えば好酸球性

肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、拒絶反応及び移植片対宿主病を含む移植

関連疾患が含まれる。感染症疾患には、ウイルス性疾患、例えばＡＩＤＳ（ＨＩ

Ｖ感染）、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ及びＥ型肝炎、ヘルペス等、細菌感染症、真菌感染症

、原虫感染症及び寄生虫症が含まれる。

      【００７７】

  「有効量」とは、特に定まった目的を達成することを引き起こすＰＲＯポリペ

プチド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量である。更には、「

治療的有効量」とは、定まった治療的有効量を達成するために効果的なＰＲＯポ

リペプチド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量である。また、

この量は実験的に確定してもよい。

  ここで用いられる「細胞傷害性剤」は、細胞の機能を阻害又は抑制し、及び／
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又は細胞破壊を起こす物質を意味する。この用語は、放射性同位元素（例えば、

Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６）、化学治療薬、及び細菌、真菌、

植物又は動物由来の酵素活性毒素又はその断片を意味する。

      【００７８】

  「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、ア

ドリアマイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５-フルオロウラシル、シト

シンアラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルフ

ァン、タキソイド類、例えばパクリタキセル(タキソール, Bristol-Myers Squib

b Oncology,  Princeton, NJ)及びドセタキセル(docetaxel)(タキソテール(Taxo

tere), Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France)、トキソテール、メトトレキセ

ート、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポ

シド、イホスファミド、マイトマイシンＣ、ミトキサントロン、ビンクリスチン

、ビノレルビン(vinorelbine)、カルボプラチン、テニポシド(teniposide)、ダ

ウノマイシン、カルミノマイシン(carminomycin)、アミノプテリン、ダクチノマ

イシン、マイトマイシン、エスペラミシン(esperamicins)(米国特許第４，６７

５，１８７号参照)、メルファラン、及び他の関連したナイトロジェンマスター

ドが含まれる。またこの定義には、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害す

るように働くホルモン剤、例えばタモキシフェン及びオナプリストーン(onapris

tone)も含まれる。

      【００７９】

  ここで使用される場合の「成長阻害剤」とは、インビトロ又はインビボのいず

れかにおいて、特にここで同定された任意の遺伝子を過剰発現する細胞の成長を

阻害する化合物又は組成物を指すものである。よって、成長阻害剤とは、Ｓ期に

おけるそのような遺伝子の過剰発現細胞のパーセンテージを有意に低減させるも

のである。成長阻害剤の例には、細胞分裂周期の進行をブロックする薬剤(Ｓ期

以外の場所において)、例えばＧ１停止及びＭ期停止を誘発する薬剤が含まれる

。伝統的なＭ期ブロッカーには、ビンカ(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、

タキソール、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソルビシン、エピルビシン

、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンが含まれる。Ｇ１を停止さ
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せるこれらの薬剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレド

ニソン、ダカーバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５

-フルオロウラシル、及びａｒａ-ＣがＳ期停止へ波及する。更なる情報は、Mura

kamiらにより「細胞分裂周期の調節、オンコジーン、及び抗新生物薬(Cell cycl

e regulation, oncogene, and antineoplastic drugs)」と題された、癌の分子

的基礎(The Molecular Basis of Cancer)、Mendelsohn及びIsrael編、第１章(WB

 Saunders；Philadelphia, 1995)、特に１３頁に見出すことができる。  

      【００８０】

  「サイトカイン」という用語は、一つの細胞集団から放出されるタンパク質で

あって、他の細胞に対して細胞間メディエータとして作用するものの包括的な用

語である。このようなサイトカインの例としては、リンフォカイン、モノカイン

、及び伝統的なポリペプチドホルモンを挙げることができる。サイトカインには

、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、

及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インスリン；プロイン

スリン；リラクシン；プロリラクシン；卵胞刺激ホルモン(ＦＳＨ)のような糖タ

ンパク質ホルモン、副甲状腺刺激ホルモン(ＴＳＨ)、及び黄体形成ホルモン(Ｌ

Ｈ)；肝臓成長因子；繊維芽細胞成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫

瘍壊死因子-α及び-β；ミュラー阻害物質；マウス性腺刺激ホルモン関連ペプチ

ド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因子；インテグリン；トロンボポエ

チン(ＴＰＯ)；ＮＧＦ－β等の神経成長因子；血小板成長因子；ＴＧＦ-αある

いはＴＧＦ-βのような形質転換成長因子(ＴＧＦ)；インスリン様成長因子-I及

び-II；エリスロポイエチン(ＥＰＯ)；オステオインダクティブ因子；インター

フェロン-α、-β、及び-γのようなインターフェロン；マクロファージＣＳＦ(

Ｍ-ＣＳＦ)のようなコロニー刺激因子(ＣＳＦ)；顆粒球マクロファージＣＳＦ(

ＧＭ－ＣＳＦ)及び顆粒球ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；ＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、

ＩＬ-３、 ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、 ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１

１、ＩＬ-１２、又はＩＬ-１７等のインターロイキン(ＩＬ)；腫瘍壊死因子、例

えばＴＮＦ-α又はＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキットリガンド(ＫＬ)を含む他の

ポリペプチド因子が含まれる。ここで使用される場合、サイトカインなる用語は
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天然源由来あるいは組換え細胞培養由来のタンパク質及び天然配列サイトカイン

の生物的に活性な等価物を含む。

      【００８１】

      【００８２】
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      【００８３】
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      【００８４】
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      【００８５】
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      【００８６】



(66) 特表２００３－５２７１０４

      【００８７】
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      【００８８】
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      【００８９】
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      【００９０】
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      【００９１】
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      【００９２】
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      【００９３】
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      【００９４】
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      【００９５】
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      【００９６】
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      【００９７】
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      【００９８】

      【００９９】
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      【０１００】

      【０１０１】
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      【０１０２】

ＩＩ．本発明の組成物及び方法

  Ａ．全長ＰＲＯポリペプチド

  本発明は、本出願でＰＲＯポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードする

新規に同定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細

に説明するように、種々のＰＲＯポリペプチドをコードするｃＤＮＡが同定され

単離された。別々の発現ラウンドで生成されたタンパク質には異なるＰＲＯ番号

が与えられるが、ＵＮＱ番号は全ての与えられたＤＮＡ及びコード化タンパク質

に独特であり、変わることはないことを記しておく。しかしながら、単純化のた

めに、本明細書において、ここに開示した全長天然核酸分子にコードされるタン

パク質並びに上記のＰＲＯの定義に含まれるさらなる天然相同体及び変異体は、

それらの起源又は調製形式に関わらず、「ＰＲＯ／番号」で呼称する。

  下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託さ

れている。これらのクローンの正確なヌクレオチド配列は、この分野で日常的な

方法を用いて寄託されたクローンを配列決定することにより容易に決定すること

ができる。予測されるアミノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用い

て決定できる。ここに記載したＰＲＯポリペプチド及びコード化核酸について、

本出願人は、現時点で入手可能な配列情報と最も良く一致するリーディングフレ

ームであると考えられるものを同定した。

      【０１０３】

  Ｂ．ＰＲＯポリペプチド変異体

  ここに記載した全長天然配列ＰＲＯポリペプチドに加えて、ＰＲＯ変異体も調

製できると考えられる。ＰＲＯ変異体は、ＰＲＯポリペプチドＤＮＡに適当なヌ

クレオチド変化を導入することにより、あるいは所望のＰＲＯポリペプチドを合

成することにより調製できる。当業者は、グリコシル化部位の数又は位置の変化

あるいは膜固着特性の変化などのアミノ酸変化がＰＲＯポリペプチドの翻訳後プ

ロセスを変えうることを理解するであろう。

  天然全長配列ＰＲＯ又はここに記載したＰＲＯポリペプチドの種々のドメイン

における変異は、例えば、米国特許第５，３６４，９３４号に記載されている保
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存的及び非保存的変異についての任意の技術及び指針を用いてなすことができる

。変異は、結果として天然配列ＰＲＯと比較してＰＲＯポリペプチドのアミノ酸

配列が変化するＰＲＯポリペプチドをコードする一つ又は複数のコドンの置換、

欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変異は少なくとも１つのアミノ酸

のＰＲＯポリペプチドの一つ又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置

換である。いずれのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、

置換又は欠失されるかの指針は、ＰＲＯポリペプチドの配列を相同性の知られた

タンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされるアミノ酸配列変

化を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、１つのアミノ酸の類

似した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンの

セリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる。挿入及び

欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許容

される変異は、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、

得られた変異体を下記の実施例に記載するインビトロアッセイの任意のもので活

性について試験することにより決定される。

      【０１０４】

  ＰＲＯポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、例えば、全

長天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又

は内部残基を欠いていてもよい。或る種の断片は、ＰＲＯポリペプチドの所望の

生物学的活性に必須ではないアミノ酸残基を欠いている。

  ＰＲＯ断片は、多くの従来技術の任意のものによって調製してよい。所望のペ

プチド断片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のア

ミノ酸残基によって決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素

でタンパク質を処理することにより、あるいは適当な制限酵素でＤＮＡを消化し

て所望の断片を単離することによるＰＲＯ断片の生成を含む。さらに他の好適な

技術は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、所望のポリペプチド断片をコ

ードするＤＮＡ断片を単離し増幅することを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を決

定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで用いられる。

好ましくは、ＰＲＯポリペプチド断片は、ここに開示した天然ＰＲＯポリペプチ
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ドと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。

  特別の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換を先頭にして表

６に示す。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的

置換と名前を付けた又は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より置換

的な変化が導入され生成物がスクリーニングされる。

      【０１０５】

      【０１０６】

  ポリペプチドの機能及び免疫学的同一性の置換的修飾は、（ａ）置換領域のポ

リペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の電荷又は

疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異

なる置換基を選択することにより達成される。天然発生残基は共通の側鎖特性に

基づいてグループに分けることができる：

（１）疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;

（２）中性の親水性：cys, ser, thr;
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（３）酸性：asp, glu;

（４）塩基性：asn, gln, his, lys, arg;

（５）鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び

（６）芳香族：trp, tyr, phe。

      【０１０７】

  非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを

必要とするであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、好

ましくは残された（非保存）部位に導入されうる。

  変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキ

ャンニング、及びＰＣＲ突然変異誘発［Carterら, Nucl. Acids Res., 13: 4331

 (1986); Zollerら, Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異

誘発［Wellsら, Gene, 34: 315 (1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wellsら, 

Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 (1986)］等のこの分野で知ら

れた方法を用いてなすことができ、又は他の知られた技術をクローニングしたＤ

ＮＡに実施してＰＲＯ変異体ＤＮＡを作成することもできる。

      【０１０８】

  また、隣接配列に沿って一つ又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニン

グアミノ酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較

的小さく、中性のアミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン

、セリン、及びシステインを含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除

し変異体の主鎖構造を変化させにくいので、この群の中で典型的に好ましいスキ

ャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWells, Science, 244: 1081-1085 (

1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸であるため典型的には好ま

しい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られることが多い［

Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman &amp; Co., N.Y.); Chothia, J. Mol

. Biol., 150:1(1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、

アイソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。

      【０１０９】

  Ｃ．ＰＲＯの修飾
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  ＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合

的修飾の１つの型は、ＰＲＯポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ＰＲＯ

ポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化

試薬と反応させることである。二官能性試薬での誘導体化が、例えばＰＲＯを水

不溶性支持体マトリクスあるいは抗-ＰＲＯ抗体の精製方法又はその逆で用いる

ための表面に架橋させるのに有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１

，１-ビス（ジアゾアセチル）-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒ

ドロキシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸とのエステル、

３，３’-ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジスクシンイミ

ジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-

オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチ

オ］プロピオイミダート等の試薬を含む。

      【０１１０】

  他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル

及びアスパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、

セリル又はトレオニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、

及びヒスチジン側鎖のα-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Stru

cture and Molecular Properties, W.H. Freeman &amp;amp; Co., San Francisc

o, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び任意のＣ末端カルボキ

シル基のアミド化を含む。

  本発明の範囲内に含まれるＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、

ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パ

ターンの変更」とは、ここで意図されるのは、天然配列ＰＲＯに見られる一つ又

は複数の炭水化物部分の欠失（存在するグリコシル化部位の除去又は化学的及び

／又は酵素的手段によるグリコシル化の削除のいずれかによる）、及び／又は天

然配列ＰＲＯに存在しない一つ又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。

さらに、この文節は、存在する種々の炭水化物部分の性質及び特性の変化を含む

、天然タンパク質のグリコシル化における定性的変化を含む。

      【０１１１】
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  ＰＲＯポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の変更を伴っ

てもよい。この変更は、例えば、一つ又は複数のセリン又はトレオニン残基の天

然配列ＰＲＯ（Ｏ-結合グリコシル化部位）への付加、又は置換によってなされ

てもよい。ＰＲＯアミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特

に、ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡを予め選択された塩基において変異

させ、所望のアミノ酸に翻訳されるコドンを生成させることを通して変更されて

もよい。

  ＰＲＯポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシ

ドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技

術分野において、例えば、１９８７年９月１１日に発行されたＷＯ８７／０５３

３０、及びAplin及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)

に記載されている。

      【０１１２】

  ＰＲＯポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に

、あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコド

ンの変異的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この

分野で知られており、例えば、Hakimuddinら, Arch. Biochem. Biophys., 259:5

2 (1987)により、及びEdgeら, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)により記載さ

れている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakuraら, Meth.

 Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、種々のエンド及びエキソグ

リコシダーゼを用いることにより達成される。

  本発明のＰＲＯの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯポリぺプチドの、種々の

非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリ

コール、又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第４，６４０，８３５

号；第４，４９６，６８９号；第４，３０１，１４４号；第４，６７０，４１７

号；第４，７９１，１９２号又は第４，１７９，３３７号に記載された方法での

結合を含む。

  また、本発明のＰＲＯポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配

列に融合したＰＲＯポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法で修飾しても
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よい。

      【０１１３】

  一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できる

エピトープを提供するタグポリペプチドとＰＲＯポリペプチドとの融合を含む。

エピトープタグは、一般的にはＰＲＯポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末

端に位置する。このようなＰＲＯポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、

タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エピトー

プタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マト

リクスを用いたアフィニティ精製によってＰＲＯポリペプチドを容易に精製でき

るようにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く

知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ-his）又はポリ－ヒスチジ

ン－グリシン（poly-his-gly）タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２

ＣＡ５［Fieldら, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそ

れに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evanら, 

Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616(1985)］；及び単純ヘルペスウ

イルス糖タンパク質Ｄ（gD）タグ及びその抗体［Paborskyら, Protein Engineer

ing, 3(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチ

ド［Hoppら, BioTechnology, 6:1204-1210(1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド

［Martinら, Science, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプ

チド［Skinnerら, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝

子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuthら, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 87:6393-6397(1990)］を含む。

      【０１１４】

  それに換わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯの免疫グロブリン又は免疫グ

ロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態（「イム

ノアドヘシン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦ

ｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可

変領域に換えてＰＲＯポリペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は不活性化

）形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１
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分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域

を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、１９９５年６月２７日発行の

米国特許第５，４２８，１３０号を参照のこと。

  より更なる実施態様では、本発明のＰＲＯポリペプチドは、ロイシンジッパー

に融合したＰＲＯポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法でも修飾しても

よい。種々のロイシンジッパーポリペプチドがこの分野で記載されている。例え

ば、Landschulz等, Science, 240: 1759 (1988); WO 94/10308; Hoppe等, FEBS 

Letters, 344: 1991 (1994); Maniatis等, Nature, 341: 24 (1989)を参照。Ｐ

ＲＯ３６４ポリペプチドに融合したロイシンジッパーの使用は、溶液中の可溶性

ＰＲＯポリペプチドの二量体化又は三量体化を助けると考えられる。当業者は、

ロイシンジッパーがＰＲＯ分子のＮ-又はＣ-末端のいずれかに融合することを認

めるであろう。

      【０１１５】

  Ｄ．ＰＲＯの調製

  以下の説明は、主として、ＰＲＯ核酸を含むベクターで形質転換又はトランス

フェクションされた細胞を培養することによりＰＲＯを生産する方法に関する。

もちろん、当該分野においてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯを調製す

ることができると考えられる。例えば、ＰＲＯ配列、又はその一部は、固相技術

を用いた直接ペプチド合成によって生産してもよい［例えば、Stewartら, Solid

-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォ

ルニア(1969)；Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。

手動技術又は自動によるインビトロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は

、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド合成機（フォスター  シテ

ィー, カリフォルニア）を用いて、製造者の指示により実施してもよい。ＰＲＯ

の種々の部分は、別々に化学的に合成され、化学的又は酵素的方法を用いて結合

させて全長ＰＲＯを生産してもよい。

      【０１１６】

    １．ＰＲＯをコードするＤＮＡの単離

  ＰＲＯをコードするＤＮＡは、ＰＲＯｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能
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なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから得

ることができる。従って、ヒトＰＲＯＤＮＡは、実施例に記載されるように、ヒ

トの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができる。また

ＰＲＯ-コード化遺伝子は、ゲノムライブラリから又は公知の合成方法（例えば

、自動化核酸合成）により得ることもできる。

  ライブラリは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタン

パク質を同定するために設計されたプローブ(ＰＲＯに対する抗体又は少なくと

も約２０－８０塩基のオリゴヌクレオチド等)によってスクリーニングできる。

選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、

例えばSambrookら, Molecular Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されている標準的な手順を使用

して実施することができる。所望のＰＲＯポリペプチドをコードする遺伝子を単

離する他の方法はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrookら,上掲；Dieffenba

chら, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Pres

s, 1995)］。

      【０１１７】

  下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している

。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性

が最小化されるよう充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、ス

クリーニングされるライブラリ内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出

可能であるように標識されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野にお

いて良く知られており、３２Ｐ標識されたＡＴＰのような放射線標識、ビオチン

化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度の厳密性及び高度の厳密性を含む

ハイブリダイゼーション条件は、上掲のSambrookら，に示されている。

  このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、Genban

kら，の公共データベース又は個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可

能とされている周知の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の

決定された領域内又は全長に渡っての（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの

）配列同一性は、当該分野で知られた、及びここに記載した方法を用いて決定す
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ることができる。

  タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ

酸配列を使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生

成中間体及び先駆物質を検出する上掲のSambrookら，に記述されているような従

来のプライマー伸展法を使用して選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをス

クリーニングすることによって得られる。

      【０１１８】

    ２．宿主細胞の選択及び形質転換

  宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ生産のための発現又はクローニングベクタ

ーでトランスフェクション又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体

を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性され

た常套的栄養培地で培養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度

の実験をすることなく当業者が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を

最大にするための原理、プロトコール、及び実用技術は、Mammalian Cell Biote

chnology: a Practical Approach, M.Butler編 (IRL Press, 1991)及びSambrook

ら, 上掲に見出すことができる。

      【０１１９】

  原核生物細胞トランスフェクション及び真核生物細胞トランスフェクションの

方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰＯ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレー

ションは当業者に知られている。用いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対し

て適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。前掲のSambrookら，に記載

された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレーションが、

一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファシエン

スによる感染が、Shawら, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２９日公開の

ＷＯ８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に

用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びva

n der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好ましい

。哺乳動物細胞の宿主系形質転換の一般的な態様は米国特許第４，３９９，２１

６号に記載されている。酵母菌中への形質転換は、典型的には、Van Solingenら
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, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiaoら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:38

29 (1979)の方法に従って実施される。しかしながら、ＤＮＡを細胞中に導入す

る他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレクトロポレーション、

無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン等を用いる

細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換す

るための種々の技術については、Keownら, Methods in Enzymology, 185:527-53

7 (1990)及び Mansourら, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。

      【０１２０】

  ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な

宿主細胞は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物

は、限定するものではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物

体、例えば大腸菌のような腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能

であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）；大腸菌

Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）；大腸菌株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３

２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３，６３５）である。他の好ましい原核動物

宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. coli、エンテロバクター、エルビニア(Erwini

a)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例えば、

ネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチアマルセサンス(Serratia marcesca

ns) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. subtilis)及

びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、１９８９年４月

１２日発行のＤＤ２６６，７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミス４

１Ｐ）、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌

科を含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮ

Ａ生産発行のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主

である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例え

ば、株Ｗ３１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードする遺伝子における遺伝

子変異をするように修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝

子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐ

ｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｒｔ３
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  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  （ａｒｇＦ－ｌａｃ）１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｋａ

ｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ  ５５，２４４）；完全な

遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  (ａｌｇＦ-ｌａｃ)１６９  

ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｒｂｓ７  ｉｌｖＧ  ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０

株３７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸

菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発行  米国特許第４，９４６

，７８３号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有する大腸菌株を含む。ある

いは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ反

応が好ましい。

      【０１２１】

  原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯポリペプ

チドコード化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカ

ロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他

に、シゾサッカロミセス・プロンブ(Schizosaccharomyces prombe)（Beach及びN

urse, Nature, 290: 140 [1981]; １９８５年５月２日発行のＥＰ１３９，３８

３）；クルベロミセス宿主(Kluveromyces hosts)（米国特許第４，９４３，５２

９号; Fleerら, Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)）、例えばクルベロミセス

ラクチス(K. lactis)（MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourtら, J. Bacteri

ol.154(2): 737-742 [1983]）、クルベロミセス・フラギリス(K. fragilis)（Ａ

ＴＣＣ  １２，４２４）、クルベロミセス・ブルガリクス(K. bulgaricus)（Ａ

ＴＣＣ  １６，０４５）、クルベロミセス・ウィケラミイ(K. wickeramii)（Ａ

ＴＣＣ ２４,１７８）、クルベロミセスワルチイ(K. waltii)（ＡＴＣＣ  ５６

，５００）、クルベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophilarum)（ＡＴＣＣ

  ３６，９０６； Van den Bergら, Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、クルベ

ロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクルベロミセス・マルキシ

アナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)（ＥＰ  ４０２，２２６）；ピチ

ア・パストリス(Pichia pastoris)（ＥＰ  １８３，０７０； Sreekrishnaら, J

. Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデル・マレーシ

ア(Trichoderma reesia)（ＥＰ  ２４４，２３４）；アカパンカビ（Caseら, Pr
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oc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]）；シュワニオマイセス(Sch

wanniomyces)、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリス(Schwanniomyces oc

cidentalis)（１９９０年１０月３１日発行のＥＰ３９４，５３８）；及び糸状

真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladi

um)（１９９１年１月１０日発行のＷＯ９１／００３５７）；及びアスペルギル

ス宿主、例えばアスペルギルス・ニダランス（Ballanceら, Biochem. Biophys. 

Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburnら, Gene, 26: 205-221 [1983]; 

Yeltonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及びアスペル

ギルス・ニガー（Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。

ここで好ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母は、

これらに限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeck

era)、ピチア(Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロド

トルラ(Rhodotorula)からなる属から選択されたメタノールで成長可能な酵母を

含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、C. Anthony, The Bioc

hemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載されている。

      【０１２２】

  グリコシル化ＰＲＯの発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物から誘導される。

無脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ９等

の昆虫細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、チ

ャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な例は、

ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７，ＡＴＣＣ ＣＲ

Ｌ １６５１);ヒト胚腎臓株（293又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化

された293細胞、Grahamら, J. Gen Virol., 36:59 (1977)）;チャイニーズハム

スター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞（TM4, Mather, Biol. Reprod., 2

3:243-251 (1980)）ヒト肺細胞 (Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ ７５); ヒト肝細

胞 (Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ  ８０６５); 及びマウス乳房腫瘍細胞 （ＭＭＴ ０６０

５６２，ＡＴＣＣ  ＣＣＬ５１)を含む。適切な宿主細胞の選択は、この分野の

技術常識内にある。
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      【０１２３】

    ３．複製可能なベクターの選択及び使用

  ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は

、クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入さ

れる。様々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミ

ド、コスミド、ウイルス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な

核酸配列が、種々の手法によってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの

分野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベ

クター成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが、一つ又は複

数のシグナル配列、複製開始点、一つ又は複数のマーカー遺伝子、エンハンサー

エレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の一つ又は

複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーショ

ン技術を用いる。

      【０１２４】

  ＰＲＯポリペプチドは直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、

シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的

切断部位を有する他のポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチド

としても生産される。一般に、シグナル配列はベクターの成分であるか、ベクタ

ーに挿入されるＰＲＯ-コード化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えば

アルカリフォスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロ

トキシンIIリーダーの群から選択された原核生物シグナル配列であってよい。酵

母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルターゼリーダー、アルファ

因子リーダー(サッカロミセス(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(Kluyver

omyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５，０１０，１８２号に記載

されている)、又は酸ホスファターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス（C.alb

icans)グルコアミラーゼリーダー(１９９０年４月４日発行のＥＰ３６２１７９)

、又は１９９０年１１月１５日に公開されたＷＯ９０／１３６４６に記載されて

いるシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配

列は、同一あるいは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウ
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イルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。

      【０１２５】

  発現及びクローニングベクターは、共に一つ又は複数の選択された宿主細胞に

おいてベクターの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細

菌、酵母及びウイルスに対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由

来する複製開始点は大部分のグラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始

点は酵母に適しており、様々なウイルス開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノ

ウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞におけるクローニングベクターに

有用である。

  発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される

選択遺伝子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、

メトトレキセートあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素

に耐性を与え、(b)栄養要求性欠陥を補い、又は(c)複合培地から得られない重要

な栄養素、例えば桿菌のＤ-アラニンラセマーゼをコードしている遺伝子を供給

するタンパク質をコードする。

      【０１２６】

  哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナ

ーゼのようにＰＲＯ-コード化核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定する

ことのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Ur

laubらにより Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されている

ようにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である

。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔ

ｒｐ１遺伝子である［Stinchcombら, Nature, 282：39(1979)；Kingsmanら, Gen

e, 7：141(1979)；Tschemperら, Gene, 10：157(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、

例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１のようなトリプトファン

内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを提供する［

Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。

  発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯ-コード化核酸配列に作用可

能に結合し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細
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胞により認識される好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用

に好適なプロモーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang

ら, Nature, 275:615 (1978)； Goeddelら, Nature, 281:544 (1979)］、アルカ

リフォスファターゼ、トリプトファン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic 

Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］、及びハイブリッドプロモーター、例

えばｔａｃプロモーター［deBoer ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 

(1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータもまたＰＲＯポリペプチドをコー

ドするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(S.D.)配列を有する。

      【０１２７】

  酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリ

セラートキナーゼ［Hitzeman ら, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の

糖分解酵素［Hess ら, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochem

istry, 17：4900(1987)］、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸

デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフ

ルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメラーゼ、３-ホスホグリセレート

ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコー

スイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。

  他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効

果を有する誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチ

トクロムＣ、酸フォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオ

ネイン、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及び

ガラクトースの利用を支配する酵素のプロモーター領域がある。酵母菌での発現

に好適に用いられるベクターとプロモータはＥＰ ７３，６５７に更に記載され

ている。

      【０１２８】

  哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯポリペプチド転写は、例え

ば、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開のＵ

Ｋ２，２１１，５０４)、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭

腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型
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肝炎ウィルス及びサルウィルス４０(ＳＶ４０)のようなウィルスのゲノムから得

られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモータ

ー又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロ

モーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御

される。

  より高等の真核生物による所望のＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡの転

写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エ

ンハンサーは、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその

転写を増強するＤＮＡのシス作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエン

ハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フ

ェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィル

ス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側の

ＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロ

モーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノ

ウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯコード化配列の５’

又は３’位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーター

から５’位に位置している。

      【０１２９】

  また、真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多

細胞生物由来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮ

Ａの安定化に必要な配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤ

ＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これ

らの領域は、ＰＲＯポリペプチドをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデ

ニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含む。

  組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯポリペプチドの合成に適応化するのに適切

な他の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gethingら, Nature, 293:620-625 (1981

); Manteiら, Nature, 281:40-46 (1979)；ＥＰ１１７，０６０；及びＥＰ１１

７，０５８に記載されている。

      【０１３０】



(96) 特表２００３－５２７１０４

    ４．遺伝子増幅／発現の検出

  遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識

されたプローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写

を定量化するノーザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:52

01-5205 (1980)］、ドットブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダ

イゼーション法によって、直接的に試料中で測定することができる。あるいは、

ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-

タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができる抗体を用いること

もできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで二本

鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でその二本鎖に

結合した抗体の存在を検出することができる。

  あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な

方法、例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のア

ッセイによって、測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又

はアッセイに有用な抗体は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意

の哺乳動物で調製することができる。簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯポリペ

プチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチド

に対して、又はＰＲＯ ＤＮＡに融合し特異的抗体エピトープをコードする外因

性配列に対して調製され得る。

      【０１３１】

    ５．ポリペプチドの精製

  ＰＲＯポリペプチドの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することが

できる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)又は

酵素的切断を用いて膜から引き離すことができる。ＰＲＯポリペプチドの発現に

用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解

剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することができる。

  ＰＲＯポリペプチドを、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製するこ

とが望ましい。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち

、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチ
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オン交換樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシ

ング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５

を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような汚染物を除くプロテインＡセファロースカラ

ム；及びＰＲＯポリペプチドのエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化

カラムである。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Methodes in Enzymolog

y, 182(1990)；Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Spr

inger-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製方法を用い

ることができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生

産される特定のＰＲＯの性質に依存する。

      【０１３２】

  Ｅ．ＰＲＯの用途

  ＰＲＯをコードする核酸配列（又はそれらの補体）は、ハイブリダイゼーショ

ンプローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び遺伝子マ

ッピングにおいて、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡの生成において種々の用

途を有している。また、ＰＲＯ核酸も、ここに記載される組換え技術によるＰＲ

Ｏポリペプチドの調製に有用である。

  全長天然配列ＰＲＯ遺伝子又はその一部は、全長ＰＲＯｃＤＮＡの単離又はこ

こに開示したＰＲＯ配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他の遺伝子（例え

ば、ＰＲＯの天然発生変異体又は他の種からのＰＲＯをコードするもの）の単離

のためのｃＤＮＡライブラリ用のハイブリダイゼーションプローブとして使用で

きる。場合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。ハイブリ

ダイゼーションプローブは、少なくとも部分的に全長天然ヌクレオチド配列の新

規な領域から誘導してもよく、それらの領域は、過度の実験をすることなく、天

然配列ＰＲＯのプロモーター、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノム配

列から誘導され得る。例えば、スクリーニング法は、ＰＲＯポリペプチド遺伝子

のコード化領域を周知のＤＮＡ配列を用いて単離して約４０塩基の選択されたプ

ローブを合成することを含む。ハイブリダイゼーションプローブは、３２Ｐ又は

３５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビディン／ビオチン結合系を介してプロ

ーブに結合したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々の標識で標識さ
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れうる。本発明のＰＲＯポリペプチド遺伝子に相補的な配列を有する標識された

プローブは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡのライブラリーをスクリ

ーニングし、そのライブラリーの何れのメンバーがプローブにハイブッド形成す

るかを決定するのに使用できる。ハイブリダイゼーション技術は、以下の実施例

において更に詳細に記載する。

      【０１３３】  

  本出願で開示する任意のＥＳＴはプローブと同様に、ここに記載した方法で用

いることができる。

  ＰＲＯ核酸の他の有用な断片は、標的ＰＲＯ ｍＲＮＡ（センス）又はＰＲＯ 

ＤＮＡ（アンチセンス）配列に結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮＡの

いずれか）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを含む、アンチセ

ンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、本発明によると、ＰＲＯ ＤＮＡのコー

ド化領域の断片を含む。このような断片は、一般的には少なくとも約１４ヌクレ

オチド、好ましくは約１４から３０ヌクレオチドを含む。与えられたタンパク質

をコードするｃＤＮＡ配列に基づく、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ

ドを制御する可能性は、例えば、Stein及びCohen（Cancer Res. 48: 2659: 1988

）及び van der Krolら,（BioTechniques 6: 958, 1988）に記載されている。

      【０１３４】

  アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖

の形成をもたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の期外停止を含

む幾つかの方法の一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止す

る。よって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＰＲＯタンパク質の発現を阻

止するのに用いられる。アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、修飾糖

－ホスホジエステル骨格（又は他の糖結合、ＷＯ９１／０６６２９に記載のもの

等）を有するオリゴヌクレオチドをさらに含み、そのような糖結合は内因性ヌク

レアーゼ耐性である。そのような耐性糖結合を持つオリゴヌクレオチドは、イン

ビボで安定であるが（即ち、酵素分解に耐えうるが）、標的ヌクレオチド配列に

結合できる配列特異性は保持している。

  センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、ＷＯ９０／１００４
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８に記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核

酸配列への親和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合し

たオリゴヌクレオチドを含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤、アルキル

化剤又は金属作体をセンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、ア

ンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的ヌクレオチド配列への結合特異

性を改変してもよい。

      【０１３５】

  アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介Ｄ

ＮＡトランスフェクション、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方

法により、又はエプスタイン-バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いる

ことにより、標的核酸配列を含む細胞に導入される。好ましい方法では、アンチ

センス又はセンスオリゴヌクレオチドは、適切なレトロウイルスベクターに挿入

される。標的核酸配列を含む細胞は、インビボ又はエキソビボで組換えレトロウ

イルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルスベクターは、これらに限ら

れないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導されるもの、Ｎ２（Ｍ-Ｍ

ｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５Ｂ及びＤＣ

Ｔ５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（ＷＯ９０／１３６４１参照）を含む

。

  また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＷＯ９１／０４７５３

に記載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的配列を

含む細胞に導入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが

、細胞表面レセプター、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプター

に結合する他のリガンドを含む。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は

、リガンド結合分子がその対応する分子又はレセプターに結合する、あるいはセ

ンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド又はその複合体の細胞への侵入を阻止

する能力を実質的に阻害しない。

      【０１３６】

  あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＷＯ９０／１０４

４８に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核
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酸配列を含む細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチ

ド－脂質複合体は、好ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。

  アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は一般に少なくとも約５塩基長、約１０塩

基長、約１５塩基長、約２０塩基長、約２５塩基長、約３０塩基長、約３５塩基

長、約４０塩基長、約４５塩基長、約５０塩基長、約５５塩基長、約６０塩基長

、約６５塩基長、約７０塩基長、約７５塩基長、約８０塩基長、約８５塩基長、

約９０塩基長、約９５塩基長、約１００塩基長、あるいはそれ以上である。

  また、プローブは、ＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したＰＲＯコード化配列

の同定のための配列のプールを作成することができる。

  また、ＰＲＯをコードするヌクレオチド配列は、そのＰＲＯをコードする遺伝

子のマッピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブ

リダイゼーションプローブの作成にも用いることができる。ここに提供されるヌ

クレオチド配列は、インサイツハイブリダイゼーション、既知の染色体マーカー

に対する結合分析、及びライブラリーでのハイブリダイゼーションスクリーニン

グ等の周知の技術を用いて、染色体及び染色体の特定領域にマッピングすること

ができる。

      【０１３７】

  ＰＲＯのコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする場

合（例えば、ＰＲＯがレセプターである場合）、ＰＲＯは、そのリガンドを同定

するアッセイに用いることができる。このような方法により、レセプター／リガ

ンド結合性相互作用の阻害剤を同定することができる。このような結合性相互作

用に含まれるタンパク質も、ペプチド又は小分子阻害剤又は結合性相互作用のア

ゴニストのスクリーニングに用いることができる。また、レセプターＰＲＯは関

連するリガンドの単離にも使用できる。スクリーニングアッセイは、天然ＰＲＯ

又はＰＲＯのレセプターの生物学的活性に似たリード化合物の発見のために設計

される。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリーの高スルー

プットスクリーニングにも用いられ、小分子候補薬剤の同定に特に適したものと

する。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。アッセイは、この

分野で良く特徴付けられているされているタンパク質－タンパク質結合アッセイ
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、生物学的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む

種々の型式で実施される。

      【０１３８】

  また、ＰＲＯ又はその任意の修飾型をコードする核酸は、トランスジェニック

動物又は「ノックアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき、これらは

治療的に有用な試薬の開発やスクリーニングに有用である。トランスジェニック

動物(例えばマウス又はラット)とは、出生前、例えば胚段階で、その動物又はそ

の動物の祖先に導入された導入遺伝子を含む細胞を有する動物である。導入遺伝

子とは、トランスジェニック動物が発生する細胞のゲノムに組み込まれたＤＮＡ

である。一実施形態では、ＰＲＯをコードするｃＤＮＡは、ＰＲＯをコードする

ＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェニック動物を作製するために使用する

ゲノム配列及び確立された技術に基づいて、ＰＲＯをコードするゲノムＤＮＡを

クローン化するために使用することができる。トランスジェニック動物、特にマ

ウス又はラット等の特定の動物を産生する方法は、当該分野において常套的にな

っており、例えば米国特許第４，７３６，８６６号や第４，８７０，００９号に

記述されている。典型的には、特定の細胞を組織特異的エンハンサーでのＰＲＯ

導入遺伝子の導入の標的にする。胚段階で動物の生殖系列に導入されたＰＲＯコ

ード化導入遺伝子のコピーを含むトランスジェニック動物はＰＲＯをコードする

ＤＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用できる。このような動物は、例

えばその過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらすと思われる試薬の

テスター動物として使用できる。本発明のこの態様においては、動物を試薬で治

療し、導入遺伝子を有する未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ

、病理学的状態に対する治療上の処置の可能性が示される。

      【０１３９】

  あるいは、ＰＲＯの非ヒト相同体は、動物の胚性細胞に導入されたＰＲＯをコ

ードする変更ゲノムＤＮＡと、ＰＲＯをコードする内在性遺伝子との間の相同的

組換えによって、ＰＲＯをコードする欠陥又は変更遺伝子を有するＰＲＯ「ノッ

クアウト」動物を作成するために使用できる。例えば、ＰＲＯをコードするｃＤ

ＮＡは、確立された技術に従い、ＰＲＯをコードするゲノムＤＮＡのクローニン
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グに使用できる。ＰＲＯをコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり、組み込

みをモニターするために使用する選択可能なマーカーをコードする遺伝子等の他

の遺伝子で置換することができる。典型的には、ベクターは無変化のフランキン

グＤＮＡ(５’と３’末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同的組換えベ

クターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503(1987)を参照のこと］。ベ

クターは胚性幹細胞に(例えばエレクトロポレーションによって)導入し、導入さ

れたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞が選択された［例えば、

Liら, Cell, 69:915(1992)参照］。選択された細胞は次に動物(例えばマウス又

はラット)の胚盤胞内に注入されて集合キメラを形成する［例えば、Bradley, Te

ratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Rob

ertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照のこと］。その後、キメラ

性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウト」動物を

作り出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術に

より同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを

含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＰＲＯポリペプチド

の欠乏によるある種の病理的状態及びその病理的状態の進行に対する防御能力に

よって特徴付けられる。  

      【０１４０】

  また、ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸は遺伝子治療にも使用できる。遺

伝子治療用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的有効量の遺

伝子産物のインビボ合成を達成するために遺伝子が導入される。「遺伝子治療」

とは、１回の処理により継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と、治療的に

有効なＤＮＡ又はｍＲＮＡの１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療薬の投与の

両方を含む。アンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡは、ある種の遺伝子のインビボ発現

を阻止する治療薬として用いることができる。短いアンチセンスオリゴヌクレオ

チドを、細胞膜による制限された取り込みに起因する低い細胞内濃度にもかかわ

らず、それが阻害剤として作用する細胞中に移入できることは既に示されている

（Zamecnikら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]）。オリゴ

ヌクレオチドは、それらの負に荷電したリン酸ジエステル基を非荷電基で置換す
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ることによって取り込みを促進するように修飾してもよい。

      【０１４１】

  生存可能な細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術

は、核酸が培養細胞にインビトロで、あるいは意図する宿主の細胞においてイン

ビボで移入されるかに応じて変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入す

るのに適した方法は、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェ

クション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈殿法などを

含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技術は、ウイルス（典型的にはレトロウ

イルス）ベクターでのトランスフェクション及びウイルス被覆タンパク質-リポ

ソーム媒介トランスフェクションである（Dzauら, Trends  in Biotechnology 1

1, 205-210(1993)）。幾つかの状況では、核酸供給源を、細胞表面膜タンパク質

又は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターに対するリガンド等の標

的細胞を標的化する薬剤とともに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場

合、エンドサイトーシスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、

例えば、特定の細胞型向性のキャプシドタンパク質又はその断片、サイクルにお

いて内部移行を受けるタンパク質に対する抗体、細胞内局在化を標的とし細胞内

半減期を向上させるタンパク質が、標的化及び／又は取り込みの促進のために用

いられる。レセプター媒介エンドサイトーシスは、例えば、Wuら, J. Biol. Che

m. 262, 4429-4432 (1987); 及びWagnerら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3

410-3414 (1990)によって記述されている。遺伝子作成及び遺伝子治療のプロト

コールの概説については、Andersonら, Science 256, 808-813 (1992)を参照の

こと。

      【０１４２】

  ここに記載したＰＲＯポリペプチドをタンパク質電気泳動目的の分子量マーカ

ーとして用いてもよく、単離された核酸配列を、これらのマーカーを組み換え発

現に用いてもよい。

  ここに記載したＰＲＯポリペプチド又はその断片をコードする核酸分子は、染

色体の同定に有用である。この点において、実際の配列に基づく染色体マーキン

グ試薬は殆ど利用可能ではないため、新規な染色体マーカーの同定の必要である
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。本発明の各ＰＲＯ核酸分子は染色体マーカーとして使用できる。

  また、本発明のＰＲＯポリペプチド及び核酸分子は組織タイピングに使用でき

、本発明のＰＲＯポリペプチドは、好ましくは同じ型の正常組織に比較して疾患

性組織において、一方の組織で他方に比較して異なる発現をする。ＰＲＯ核酸分

子には、ＰＣＲ、ノーザン分析、サザン分析及びウェスタン分析のプローブ生成

のための用途が見出されるであろう。

      【０１４３】

  ここに記載したＰＲＯポリペプチドは治療薬として用いてもよい。本発明のＰ

ＲＯポリペプチドは、製薬的に有用な組成物を調製するのに知られた方法に従っ

て製剤され、これにより、このＰＲＯ生成物は製薬的に許容される担体媒体と混

合される。治療用製剤は、凍結乾燥された製剤又は水性溶液の形態で、任意的な

製薬上許容可能なキャリア、賦形剤又は安定剤と、所望の精製度を有する活性成

分とを混合することにより(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th editi

on, A. Osol, Ed., [1980])、調製され保管される。許容される担体、賦形剤又

は安定剤は、用いる投与量及び濃度ではレシピエントに対して無毒性であり、リ

ン酸、クエン酸及び他の有機酸等の緩衝液；アスコルビン酸を含む抗酸化剤；低

分子量(残基数１０個未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グ

ロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性重合体；グリシン、

グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、

マンノース又はデキストリン等の単糖類、二糖類又は他の炭水化物、EDTA等のキ

レート剤、マンニトール又はソルビトール等の糖類、ナトリウム等の塩形成対イ

オン；及び／又はTWEEN(商品名)、PLURONICS(商品名)又はポリエチレングリコー

ル(PEG)等の非イオン性界面活性剤を含む。

      【０１４４】

  インビボ投与に使用される製剤は滅菌されていなくてはならない。これは、凍

結乾燥及び再構成の前又は後に、滅菌フィルター膜を通す濾過により容易に達成

される。

  ここで、本発明の製薬組成物は一般に、無菌のアクセスポートを具備する容器

、例えば、皮下注射針で貫通可能なストッパーを持つ静脈内バッグ又はバイアル
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内に配される。

  投与経路は周知の方法、例えば、静脈内、腹膜内、脳内、筋肉内、眼内、動脈

内又は病巣内経路での注射又は注入、局所投与、又は徐放系による。

  本発明の製薬組成物の用量及び望ましい薬物濃度は、意図する特定の用途に応

じて変化する。適切な用量又は投与経路の決定は、通常の内科医の技量の範囲内

である。動物実験は、ヒト治療のための有効量の決定についての信頼できるガイ

ダンスを提供する。有効量の種間スケーリングは、Toxicokinetics and New Dru

g Development, Yacobiら, 編, Pergamon Press, New York 1989, pp. 42-96のM

ordenti, J. 及びChappell, W. 「The use of interspecies scaling in toxico

kinetics」に記載された原理に従って実施できる。

      【０１４５】

  ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストのインビボ投与が

用いられる場合、正常な投与量は、投与経路に応じて、哺乳動物の体重当たり１

日に約１０ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましくは約１μｇ／ｋｇ／

日から１０ｍｇ／ｋｇ／日である。特定の用量及び輸送方法の指針は文献に与え

られている；例えば、米国特許第４，６５７，７６０号、第５，２０６，３４４

号、又は第５，２２５，２１２号参照。異なる製剤が異なる治療用化合物及び異

なる疾患に有効であること、例えば一つの器官又は組織を標的とする投与には、

他の器官又は組織とは異なる方式で輸送することが必要であることが予想される

。

      【０１４６】

  ＰＲＯポリペプチドの投与を必要とする任意の疾患又は疾病の治療に適した放

出特性を持つ製剤でＰＲＯポリペプチドの持続放出が望まれる場合、ＰＲＯポリ

ペプチドのマイクロカプセル化が考えられる。持続放出のための組換えタンパク

質のマイクロカプセル化は、ヒト成長ホルモン（rhGH）、インターフェロン-（r

hIFN-）、インターロイキン-２、及びMN rgp120で成功裏に実施されている。Joh

nsonら, Nat. Med., 2: 795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-12

23 (1993); Horaら, Bio/Technology, 8: 755-758 (1990); Cleland, 「Design 

and Production of Single Immunization Vaccines Using Polyactide Polyglyc
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olide Microsphere Systems」Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Appr

oach, Powell 及び Newman編, (Plenum Press: New York, 1995), p.439-462; 

ＷＯ９７／０３６９２，ＷＯ９６／４００７２，ＷＯ９６／０７３９９；及び米

国特許第５，５６４，０１０号。

  これらのタンパク質の持続放出製剤は、ポリ-乳酸-コグリコール酸（ＰＬＧＡ

）ポリマーを用い、その生体適合性及び広範囲の生分解特性に基づいて開発され

た。ＰＬＧＡの分解生成物である乳酸及びグリコール酸は、ヒト身体内で即座に

クリアされる。さらに、このポリマーの分解性は、分子量及び組成に依存して数

ヶ月から数年まで調節できる。Lewis, 「Controlled release of bioactive age

nts from lactide/glycolide polymer」: M. Chasin及び R. Langer (編), Biod

egradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marcel Dekker: New York, 19

90), pp. 1-41。

      【０１４７】

  本発明は、ＰＲＯポリペプチドに類似する（アゴニスト）又はＰＲＯポリペプ

チドの効果を阻害する（アンタゴニスト）ものを同定するための化合物のスクリ

ーニング方法も包含する。アンタゴニスト候補薬のスクリーニングアッセイは、

ここに同定した遺伝子にコードされるＰＲＯポリペプチドと結合又は複合体形成

する化合物、又は他にコード化ポリペプチドの他の細胞性タンパク質との相互作

用を阻害する化合物を同定するために設計される。このようなスクリーニングア

ッセイは、それを特に小分子候補薬の同定に適したものにする、化学的ライブラ

リの高スループットスクリーニングに適用可能なアッセイを含む。

  該アッセイは、タンパク質－タンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニン

グアッセイ、イムノアッセイ、及び細胞ベースのアッセイで、この分野で知られ

たものを含む種々の方式で実施される。

  アンタゴニストについての全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定さ

れた核酸にコードされるＰＲＯポリペプチドと、これら２つの成分が相互作用す

るのに十分な条件下及び時間で接触させることを必要とすることにおいて共通す

る。

      【０１４８】
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  結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離され

るか、又は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された

遺伝子にコードされるＰＲＯポリペプチド又は候補薬が、共有又は非共有結合に

より固相、例えばミクロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般

的に固体表面をＰＲＯポリペプチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成さ

れる。あるいは、固定化されるＰＲＯポリペプチドに特異的な固定化抗体、例え

ばモノクローナル抗体を、それを固体表面に固着させるために用いることができ

る。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出可能な標

識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反応

が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄によって除去し、固体表面に固着した

複合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表

面に固定化された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定

化成分が標識を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に

特異的に結合する標識抗体によって検出できる。

      【０１４９】

  候補化合物が相互作用するがここに同定した遺伝子にコードされる特定のＰＲ

Ｏポリペプチに結合しない場合、そのポリペプチドとの相互作用は、タンパク質

-タンパク質相互作用を検出するために良く知られている方法によってアッセイ

することができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又は

クロマトグラフィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タ

ンパク質-タンパク質相互作用は、Chevray及びNathans［Proc.Natl. Acad. Sci.

 USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示されているように、Fields及び共同研究者

ら［Fiels及びSong, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chienら, Proc.Nat

l. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記載された酵母ベースの遺伝子系

を用いることによってモニターすることができる。酵母ＧＡＬ４などの多くの転

写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮ

Ａ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。前出

の文献に記載された酵母発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる）は

、この特性の長所を利用し、並びに２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方
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では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では候補と

なる活性化タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリ

ポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現は、タンパク質

-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用する

ポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する色素生産性物質

で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク質間のタン

パク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット（MATCHMAKER(商品名

)）は、Clontechから商業的に入手可能である。また、この系は、特定のタンパ

ク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこれら相互作

用にとって重要なアミノ酸残基の特定へ拡大適用することができる。

      【０１５０】

  ここで同定されたＰＲＯポリペプチドをコードする遺伝子と細胞内又は細胞外

成分との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常、反応混合

物は、遺伝子産物と細胞外又は細胞内成分を、これら２つの生成物の相互作用及

び結合が可能な条件下及び時間に渡って含むように調製される。候補化合物が結

合を阻害する能力を試験するために、反応は試験化合物の不存在及び存在下で実

施される。さらに、プラシーボを第３の反応混合物に添加してポジティブコトロ

ールを提供してもよい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は細胞外成分

との結合（複合体形成）は上記のようにモニターされる。試験化合物を含有する

反応混合物ではなく、コントロール反応における複合体の形成は、試験化合物が

試験化合物とその結合パートナーとの相互作用を阻害することを示す。

      【０１５１】

  アンタゴニストをアッセイするためには、特定の活性についてスクリーニング

される化合物とともにＰＲＯポリペプチドを細胞へ添加してもよく、ＰＲＯポリ

ペプチド存在下における対象活性を阻害する化合物の能力は、化合物がＰＲＯポ

リペプチドのアンタゴニストであることを示す。あるいは、ＰＲＯポリペプチド

と膜結合ＰＲＯポリペプチドレセプター又は組換えレセプターを有する潜在的ア

ンタゴニストを競合的阻害アッセイに適した条件下で結合させることによって、

アンタゴニストを検出してもよい。放射活性などでＰＲＯポリペプチドを標識す
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ることが可能であり、潜在的アンタゴニストの有効性を判断するためにレセプタ

ーに結合したＰＲＯポリペプチドの数を利用することができる。レセプターをコ

ードする遺伝子は、当業者に知られた多くの方法、例えばリガンドパンニング及

びFACSソートによって同定できる。Coliganら, Current Protocols in Immun., 

1(2): 第５章(1991)。好ましくは、発現クローニングが用いられ、ポリアデニル

化ＲＮＡがＰＲＯポリペプチドに反応性の細胞から調製され、このＲＮＡから生

成されたｃＤＮＡライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞又はＰＲＯポリペ

プチド反応性でない他の細胞のトランスフェクションに使用される。スライドガ

ラスで成長させたトランスフェクション細胞を、標識したＰＲＯポリペプチドで

暴露する。このＰＲＯポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的タンパク質キナ

ーゼの認識部位の封入を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュベーシ

ョンの後、スライドにオートラジオグラフィ分析を施す。ポジティブプールを同

定し、相互作用サブプール化及び再スクリーニング工程を用いてサブプールを調

製して再トランスフェクションし、最終的に推定レセプターをコードする単一の

クローンを生成する。

      【０１５２】

  レセプター同定の代替的方法として、標識化ＰＲＯポリペプチドをレセプター

分子を発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることができる。架橋

材料をＰＡＧＥで溶解させ、Ｘ線フィルムへ暴露する。レセプターを含む標識複

合体を励起し、ペプチド断片へ分解し、タンパク質マイクロ配列決定を施すこと

ができる。マイクロ配列決定から得たアミノ酸配列は、推定レセプターをコード

する遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラリをスクリーニングする縮重オリゴヌク

レオチドプローブの一組の設計に用いられる。

  アンタゴニストの他の検定では、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調

製物を、候補化合物の存在下で標識ＰＲＯポリペプチドとともにインキュベート

する。次いで、この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定する。

  潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＰＲＯポリペプ

チドとの融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが、ポリペプ

チド-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗
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体、及びこれらの抗体又は断片のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト抗体及び抗

体断片を含む抗体を含んでいる。あるいは、潜在的アンタゴニストは、密接に関

連したタンパク質、例えば、レセプターを認識するが効果を与えず、従ってＰＲ

Ｏポリペプチドの作用を競合的に阻害するＰＲＯポリペプチドの変異形態であっ

てもよい。

      【０１５３】

  他の潜在的なＰＲＯポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス技術を用い

て調製されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ作成物であり、例えば、アンチセン

スＲＮＡ又はＤＮＡは、標的ｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてタンパク質

翻訳を妨害することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。アン

チセンス技術は、トリプルへリックス形成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡを

通して遺伝子発現を制御するのに使用でき、それらの方法はともに、ポリペプチ

ドヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例えば、ここでの成熟Ｐ

ＲＯポリペプチドをコードするポリペプチドヌクレオチド配列の５’コード化部

分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドの設計

に使用される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領域に相

補的であるように設計され（トリプルへリックス－Leeら, Nucl, Acid Res., 6:

 3073 (1979); Cooneyら, Science, 241: 456 (1988); Dervanら, Science, 251

: 1360 (1991)参照）、それによりＰＲＯポリペプチドの転写及び生成を防止す

る。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドはインビボでｍＲＮＡにハイブリダ

イゼーションしてｍＲＮＡ分子のＰＲＯポリペプチドへの翻訳を阻止する（アン

チセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleotides as An

tisense Inhibitors of Gene Expression (SRS Press: Boca Raton, FL, 1988)

）。上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセンスＲＮＡ又はＤ

ＮＡをインビボで発現させて、ＰＲＯポリペプチドの生産を阻害することもでき

る。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌ

クレオチド配列の－１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボ

ヌクレオチドが好ましい。

      【０１５４】
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  潜在的アンタゴニストは、ＰＲＯポリペプチドの活性部位、レセプター結合部

位、又は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＰＲＯポリペプチ

ドの正常な生物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子の例は、これらに限ら

れないが、小型ペプチド又はペプチド様分子、好ましくは可溶性ペプチド、及び

合成非ペプチド有機又は無機化合物を含む。

  リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リ

ボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、次いで

ヌクレオチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザ

イム切断部位は、既知の技術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Cur

rent Biology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公報、番号ＷＯ９７／３３５５１（

１９９７年９月１８日公開）を参照。

      【０１５５】

  転写阻害に用いられるトリプルヘリックス形成における核酸分子は一本鎖でデ

オキシヌクレオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フー

グスチン塩基対則を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計され、

それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸

展を必要とする。さらなる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号ＷＯ９７／３３５

５１、上掲を参照。

  これらの小分子は、上記で検討したスクリーニングアッセイの一つ又は複数の

任意のものにより及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技

術により同定できる。

  また、ここで開示されている分子の診断的及び治療的利用は、下記に開示及び

記載のポジティブ機能アッセイヒットに基づいている。

      【０１５６】

  Ｆ．組織分布

  本発明のＰＲＯを発現する組織の位置は、、種々のヒト組織でのｍＲＮＡ発現

の測定により確認できる。そのような遺伝子の位置は、ＰＲＯポリペプチドの活

性の刺激及び阻害によって最も影響を受けやすい組織に関する情報を提供する。

また、特定の組織中の遺伝子の位置は、下記において論じる活性遮断アッセイの



(112) 特表２００３－５２７１０４

ための試料組織を提供する。

  上記したように、種々の組織における遺伝子増幅又は遺伝子発現は、ｍＲＮＡ

の転写の定量化のための従来のサザンブロット、ノーザンブロット（Thomas, Pr

oc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 [1980]）、ドットブロット（ＤＮＡ

分析）、又はインサイツハイブリダイゼーションによって、ここに提供する配列

に基づき、適切な標識プローブを用いて測定できる。あるいは、ＤＮＡ二重鎖、

ＲＮＡ二重鎖、及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二重鎖又はＤＮＡ-タンパク質二

重鎖を含む特定の二重鎖を認識する抗体を用いてもよい。

  あるいは、種々の組織における遺伝子発現は、遺伝子産物を直接定量化するた

めの、組織断片及び細胞培地又は体液の免疫組織学的染色などの免疫的方法によ

っても測定できる。免疫組織学的染色又は試料液のアッセイに有用な抗体は、モ

ノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の動物から調製される。都合良

く、抗体は、ＰＲＯポリペプチドの天然配列に対して、又は本発明のポリペプチ

ドをコードするＤＮＡ配列に基づく合成ペプチドに対して、或いはＰＲＯポリペ

プチドをコードし、特異的抗体エピトープをコードするＤＮＡと融合した外来配

列に対して調製してもよい。下記に、抗体を生成するための一般的な技術、並び

にノーザンブロット及びインサイツハイブリダイゼーションのプロトコールを提

供する。

      【０１５７】

  Ｇ．抗体結合の研究

  本発明のＰＲＯポリペプチドの活性は、組織細胞に対するＰＲＯポリペプチド

の効果を阻害する抗-ＰＲＯ抗体の能力が試験される抗体結合の研究によって更

に確認できる。例示的な抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、二

重特異性、及びへテロコンジュゲート抗体を含み、その調製は以下に記載する。

  抗体結合の研究は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サンドウィッチアッセ

イ、及び免疫沈降アッセイなどの既知のアッセイ法で実施してよい。Zola, Mono

clonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 

1987)。

  競合的結合アッセイは、標識標準物の、限られた量の抗体との結合について試
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験分析物と競合する能力による。試験試料中の（腫瘍細胞で増幅された遺伝子に

コードされる）標的タンパク質の量は、抗体に結合し始める標準物の量に逆比例

する。結合し始める標準物の量の測定を促進するために、抗体は好ましくは競合

の前又は後に固定化し、抗体に結合した標準品及び分析物が未結合で残っている

標準物及び分析物から容易に分離できるようにする。

      【０１５８】

  サンドウィッチアッセイは２つの抗体の使用を含み、各々が検出すべきタンパ

ク質の異なる免疫原部分、又はエピトープに結合できる。サンドウィッチアッセ

イにおいて試験試料分析物は固体支持体上に固定化された第１の抗体に結合し、

その後第２の抗体が分析物に結合し、よって不溶性の３成分複合体が形成される

。例えば米国特許第４，３７６，１１０号参照。第２の抗体は検出可能部分で標

識され（直接サンドウィッチアッセイ）、あるいは検出可能部分で標識された抗

-免疫グロブリン抗体を用いて測定してもよい（間接サンドウィッチアッセイ）

。例えば、サンドウィッチアッセイの一形態はＥＬＩＳＡアッセイであり、この

場合の検出可能部分は酵素である。

  免疫組織学のためには、腫瘍試料は新鮮でも凍結したものでもよく、パラフィ

ンに包埋して、例えばホルマリン等の保存剤で固定してもよい。

      【０１５９】

  Ｈ．細胞ベースアッセイ

  細胞ベースアッセイ及び免疫関連疾患の動物モデルを、ここで同定された遺伝

子とポリペプチド、並びに免疫関連疾患の発達と病原性との関係をさらに理解す

るのに用いることができる。

  異なる方法では、ここに記載されたｃＤＮＡを特定の免疫関連疾患に関与する

ことが知られているある細胞型の細胞へトランスフェクションし、これらのｃＤ

ＮＡの免疫機能を刺激又は阻害する能力を分析する。適当な細胞は所望の遺伝子

でトランスフェクションし、そして免疫機能をモニターすることができる。この

ようなトランスフェクション株化細胞は、例えばＴ細胞の増殖又は炎症性細胞の

浸潤を調節する免疫機能を阻害又は刺激するポリ－又はモノクローナル抗体又は

抗体組成物の能力を試験するのに用いることができる。ここに同定した遺伝子の
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コード化配列でトランスフェクションした細胞は、さらに、免疫関連疾患の治療

の候補薬の同定に用いることができる。

  さらには、安定な株化細胞が好ましいが、トランスジェニック動物から誘導さ

れた一次培地を（下記のような）、ここでの細胞ベースアッセイに使用すること

ができる。トランスジェニック動物から連続株化細胞を誘導する技術は、この分

野で良く知られている（Smallら, Mol. Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]参照）

。

      【０１６０】

  一つの適切な細胞ベースアッセイは、混合リンパ球反応(ＭＬＲ)である。Curr

ent Protocols in Immunology, unit3.12；J E Coligan, A M Kruisbeek, D H M

arglies, E M Shevach, W Strober編, 国立衛生研究所, John Wiley & Sons, In

c。このアッセイでは、活性Ｔ細胞の増殖を刺激又は阻害する試験化合物の能力

が評価される。レスポンダーＴ細胞の懸濁液を同種刺激細胞と培養し、Ｔ細胞の

増殖をトリチウム化チミジンの取り込みによって測定する。このアッセイは、Ｔ

細胞反応性の一般的な測定法である。活性化によって、Ｔ細胞の大多数がＩＬ-

２へ応答し、ＩＬ-２を生産することから、このアッセイでの応答性の相違の一

部は、応答細胞によるＩＬ-２生産の違いを反映する。ＭＬＲの結果は、標準的

なリンフォカイン（ＩＬ-２）検出アッセイによって確かめられる。Current Pro

tocols in Immunology, 上掲, ３．１５，６．３。

      【０１６１】

  ＭＬＲアッセイにおける増殖性のＴ細胞応答は、アッセイされた分子の直接的

な分裂促進特性又は外来性の抗原誘導活性化に起因する。本発明のポリペプチド

のＴ細胞刺激性活性の更なる確認は、同時刺激アッセイによって得ることができ

る。Ｔ細胞活性化には、Ｔ細胞レセプター（ＴＣＲ）を通して媒介される抗原特

異性シグナルと二番目のリガンド結合による相互作用を通して媒介される同時刺

激シグナル、例えばＢ７（ＣＤ８０，ＣＤ８６）／ＣＤ２８結合相互作用が必要

される。ＣＤ２８架橋は、活性化Ｔ細胞によるリンフォカインの分泌を増加させ

る。Ｔ細胞活性化は、ネガティブ又はポジティブ効果のあるリガンド結合を通し

て、ネガティブ及びポジティブコントロールの両方を有する。ＣＤ２８及びＣＴ
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ＬＡ-４はＢ７と結合するＩｇスーパーファミリーの関連する糖タンパク質であ

る。Ｂ７へのＣＤ２８の結合には、Ｔ細胞活性化のポジティブ同時刺激効果があ

る；逆を言えば、Ｂ７へのＣＴＬＡ-４の結合には、ネガティブなＴ細胞非活性

化効果がある。Chambers, C.A.及びAllison, J.P., Curr. Opin. Immunol.(1997

) 9:396；Schwartz, R.H., Cell(1992) 71: 1065；Linsey, P.S.及びLedbetter,

 J.A., Annu. Rev. Immunol.(1993) 11:191；June, C.H.ら., Immunol. Today(1

994) 15:321；Jenkins, M.K., Immunity(1994) 1:405。同時刺激アッセイでは、

Ｔ細胞同時刺激性又は阻害活性について本発明のＰＲＯポリペプチドをアッセイ

する。

      【０１６２】

  本発明の他の化合物と並んで、Ｔ細胞増殖の刺激剤（同時刺激剤）及びアゴニ

スト、例えばアゴニスト抗体あり、その上にＭＬＲ及び同時刺激アッセイによっ

て確定されたように、ＰＲＯポリペプチドは、例えば、弱く、最適状態には及ば

ない、或いは不十分な免疫機能として特徴付けられる免疫関連疾患の治療に有用

である。これらの疾患は、Ｔ細胞（並びにＴ細胞媒介免疫）の増殖及び活性化を

刺激すること、並びに刺激ＰＲＯポリペプチドのような刺激性化合物の投与を通

して哺乳動物の免疫応答を高めることによって治療される。この刺激ポリペプチ

ドは、例えば、ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト抗体でもよい。

  本発明におけるような刺激化合物の直接的用途は、初期Ｔ細胞上に発現するリ

ガンド（４-１ＢＢＬ）と結合し、Ｔ細胞活性化と成長の信号を伝達する、腫瘍

壊死因子レセプターファミリーのメンバーである４-１ＢＢ糖タンパク質をとも

なう実験において確かめられている。Alderson, M.E.ら., J. Immunol. 24:2219

(1994) 。

      【０１６３】

  アゴニスト刺激性化合物の用途も実験的に確かめられている。アゴニスト抗-

４-１ＢＢ抗体による治療での４-１ＢＢの活性化は、腫瘍の根絶を促進する。He

llstrom, I.及びHellstrom, K.E., Crit. Rev. Immunol. (1998) 18:1。下記に

より詳しく記載されている免疫吸着剤療法による腫瘍の治療は、本発明の刺激性

化合物の用途のもう一つの例である。ＭＬＲアッセイにおいて阻害することが見
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出されているＰＲＯの活性と拮抗する、或いはそれを遮断することによって、免

疫刺激又は促進効果も達成することができる。化合物の阻害活性を打ち消すこと

は、正味の刺激性効果を生み出す。適切なアンタゴニスト／遮断化合物は、阻害

性タンパク質を認識してそれと結合するそれの抗体又は断片であり、このタンパ

ク質のレセプターとの効果的な相互作用を遮断して、レセプターを通してのシグ

ナル伝達を阻害する。恐らくはＣＴＬＡ-４の結合による阻害シグナルを除くこ

とによってＴ細胞の増殖を促進する抗-ＣＴＬＡ-４抗体を用いる実験において、

この効果は確認されている。Walunas, T.L.ら, Immunity(1994) 1:405。

  あるいは、免疫刺激又は増強効果は、また、血管透過性を高める特性を有する

ＰＲＯポリペプチドの投与によって達成することができる。高まった血管透過性

は、免疫細胞（例えば、単球、好酸球、ＰＭＮ）の局所的な浸潤によって和らげ

ることが可能な疾患に対して有益である。

      【０１６４】

  一方では、Ｔ細胞増殖／活性化、リンフォカイン分泌、及び／又は血管透過性

の直接的阻害剤である本発明の他の化合物と同様にＰＲＯポリペプチドは、免疫

応答を抑制へ直接に用いることができる。これらの化合物は、免疫応答の程度を

減じること、並びに異常に活発な、並外れに最適な、又は自己免疫性の応答によ

って特徴付けられる免疫関連疾患を治療するのに有用である。本発明のこの化合

物の用途は、レセプターＢ７へのＣＴＬＡ-４の結合がＴ細胞を不活性化させる

上記に記載の実験によって確認されている。本発明の直接的阻害性化合物は、類

似の方法で機能する。血管透過性を抑制する化合物の用途は、炎症を減じること

が期待できる。そのような用途は、過度の炎症に関連する症状を治療するのに有

益である。

  あるいは、例えば、本発明の刺激ＰＲＯポリペプチドと結合し、これら分子の

刺激効果を遮断する抗体は、正味の阻害性効果を生成し、Ｔ細胞増殖／活性化及

び／又はリンフォカイン分泌を阻害することによってＴ細胞性免疫応答を抑制す

ることに用いることができる。このポリペプチドの刺激効果を遮断することは、

哺乳動物の免疫応答を抑制する。この用途は、抗-ＩＬ２抗体を用いる実験にお

いて確認されている。これらの実験では、抗体はＩＬ２と結合し、ＩＬ２のその
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レセプターとの結合を遮断することでＴ細胞阻害効果を達成する。

      【０１６５】

  Ｉ．動物モデル

  細胞ベースインビトロアッセイの結果は、インビトロ動物モデル及びＴ細胞機

能向けのアッセイを用いてさらに確かめることができる。免疫関連疾患の発達及

び病理におけるここで同定される遺伝子の役割を更に理解するために、そして抗

体、及び小分子アゴニストを含む天然ポリペプチドの他のアゴニストを含む候補

治療薬の有効性を試験するために、種々の良く知られた動物モデルが使用できる

。このようなモデルのインビボの性質によって、特にヒト患者における反応を予

測できる。免疫関連疾患の動物モデルは、非組換え及び組換え（トランスジェニ

ック）動物の両方を含む。非組換え動物モデルは、例えば、齧歯類、例えばマウ

スモデルを含む。このようなモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部

静脈注射、脾臓移植、腹膜内移植、腎被膜下移植などにより、細胞を導入するこ

とによって作成される。

      【０１６６】

  移植片対宿主疾患は、免疫担当細胞が免疫抑制又は寛容（トレランス）な患者

に移植された際に起こる。ドナー細胞が宿主抗原を認識し、これへ応答する。こ

の応答には、生命を脅かす重篤な炎症から下痢及び体重減少の穏やかな場合にま

で変化し得る。移植片対宿主疾患モデルは、ＭＨＣ抗原及び微量の移植抗原に対

するＴ細胞の反応性を評価する手段を提供する。好適な手法は、上記のCurrent 

Protocols in Immunology unit 4.3に詳しく記載されている。

  皮膚移植片拒絶の動物モデルは、Ｔ細胞がインビボ組織破壊を媒介する能力を

試験する手段であり、移植片拒絶におけるそれらの役割の基準である。最も普通

で許容されるモデルは、マウスの尾の皮膚移植である。繰り返し実験により、皮

膚同種移植片拒絶はＴ細胞、ヘルパーＴ細胞尾キラー効果Ｔ細胞に媒介され、抗

体ではないことが示された。Auchincloss, H. Jr.及びSachs, D.H., Fundamenta

l Immunology, 2版, W.E. Paul編, Raven Press, NY, 1989, 889-992。好適な手

法は、上記のCurrent Protocols in Immunology, unit 4.4に詳細に記載されて

いる。本発明の化合物の試験に使用できる他の移植片拒絶モデルは、Tanabe, M.
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ら, Transplantation (1994) 58: 23及びTinubu, S.A.ら, J. Immunol. (1994) 

4330-4338に記載されている同種心臓移植モデルである。

      【０１６７】

  遅延型過敏症の動物モデルは、同様に細胞媒介免疫機能のアッセイ法を提供す

る。詳細な型の過敏症反応は、抗原負荷後時間が経過するまでピークに達しない

炎症を特徴とするＴ細胞媒介免疫反応である。これらの反応はまた、組織特異的

自己免疫疾患、例えば多発性硬化症（ＭＳ）及び実験的自己免疫性脳脊髄炎（Ｅ

ＡＥ、ＭＳのモデル）を起こす。好適な手法は、上記のCurrent Protocols in I

mmunology, unit 4.5に詳細に記載されている。

  ＥＡＥは、Ｔ細胞及び単核球炎症、及びその結果生じた中枢神経系の軸索の脱

髄によって特徴付けられるＴ細胞性自己免疫疾患である。ＥＡＥは、一般的には

、ヒトのＭＳの関連する動物モデルであると考えられる。Bolton, C., Multiple

 Sclerosis(1995) 1: 143。急性及び再発性軽減モデルの両方が開発されている

。Current Protocols in Immunology, unit 15.1及び15.2に記載のプロトコール

を用いて、本発明の化合物は、免疫性脱髄疾患に対するＴ細胞刺激性又は阻害性

活性について試験することができる。Duncan, I.D.ら, Molec. Med. Today(1997

) 554-561に記載されている、オリゴデンドログリア又はシュワン細胞が中枢神

経系へ移植されるミエリン疾患のモデルも参照のこと。

      【０１６８】

  接触過敏症は、細胞性免疫機能の単純な遅延型過敏症インビボアッセイである

。この手法では、遅延型過敏症反応を引き起こす外来性ハプテンへの皮膚被爆が

測定そして定量化される。接触過敏症には、誘発期が後に続く初期感作期が含ま

れる。この誘発期は、Ｔリンパ球が以前に接触した抗原と遭遇する際に起こる。

腫れと炎症が起こり、それをヒトアレルギー性接触皮膚炎の優れたモデルにする

。好適な手法は、Current Protocols in Immunology, Eds. J. E. Cologan, A. 

M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach及びW. Strober, John Wiley &

 Sons, Inc., 1994, unit 4.2に詳しく記載されている。Grabbe, S. 及びSchwar

z, T, Immun. Today 19(1): 37-44(1998)も参照のこと。

  関節炎の動物モデルはコラーゲン誘発関節炎である。このモデルは、ヒトの自
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己免疫性慢性関節リウマチと臨床的、組織学的及び免疫学的特徴を共有し、ヒト

の自己免疫性関節炎の許容されるモデルである。マウス及びラットモデルは、滑

膜炎、軟骨及び肋軟骨下骨の浸食を特徴とする。本発明の化合物は、上記のCurr

ent Protocols in Immunology, unit 15.5に記載されているプロトコールを用い

て、自己免疫性関節炎に対する活性について試験できる。また、Issekutz, A.C.

ら, Immunology 88: 569 (1996)に記載されているＣＤ１８及びＶＬＡ-４インテ

グリンに対するモノクローナル抗体を用いたモデルも参照のこと。

      【０１６９】

  喘息のモデルは記載され、そこでは抗原誘発気道過剰反応性、肺性好酸球増加

症及び炎症が、動物をオボアルブミンで感作し、次いで動物にエアロゾルで運ば

れる同じタンパク質を負荷することにより誘発される。幾つかの動物モデル（モ

ルモット、ラット、非ヒト霊長類）は、エアロゾル抗原で負荷した際にヒトのア

トピー性喘息に似た徴候を示す。マウスモデルは、ヒト喘息の多くの特徴を持つ

。本発明の化合物の喘息治療における活性及び有効性を試験するための好適な方

法は、Wolyniec, W.W.ら, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.,  18: 777(1998) 

及びその引用文献に記載されている。

  さらに、本発明の化合物は、乾癬様疾患の動物モデルでも試験できる。証拠は

、乾癬についてのＴ細胞病原を示唆している。本発明の化合物は、Schon, M.P.

ら, Nat. Med. (1997)3: 183によって記載された、マウスが乾癬に類似する組織

病原学的皮膚疾患を示すscid/scidマウスモデルでも試験できる。他の好適なモ

デルは、Nickoloff, B.J.ら, Am . J. Pathol. (1995) 146: 580に記載されたよ

うに調製されるヒト皮膚／ｓｃｉｄマウスキメラである。

      【０１７０】

  組換え（トランスジェニック）動物モデルは、ここに同定された遺伝子のコー

ド部分を、トランスジェニック動物作成のための標準的技術を用いて、対象とす

る動物のゲノムに導入することにより加工できる。トランスジェニック操作の標

的として提供できる動物は、限定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモ

ット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及び非-ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及

びサルを含む。これらの動物に導入遺伝子を導入するのにこの分野で知られた技
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術は、全核マイクロインジェクション（Hoppe及びWanger, 米国特許第4,873,191

号）；胚系列へのレトロウイルス媒介遺伝子転移（例えば、Van der Puttenら, 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]）；胚性肝細胞での遺伝子標

的化（Thompsonら, Cell 56, 313-321 [1989]）；胚のエレクトロポレーション

（Lo, Mol. Cel. Biol. 3, 1803-1814 [1983]）；精子媒介遺伝子転移（Lavitra

noら, Cell 57, 717-73 [1989]）を含む。概説としては、例えば、米国特許第４

，７３６，８６６号を参照のこと。

  本発明の目的のために、トランスジェニック動物は、その一部にのみ導入遺伝

子を有するもの（「モザイク動物」）を含む。導入遺伝子は、単一の導入遺伝子

として、又はコンカテマー、例えば頭部と頭部又は頭部と尾部の直列型として組

み込まれる。特定の細胞型への導入遺伝子の選択的導入も、例えば、Laskoら, P

roc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6232-636 (1992)の技術に従って可能である。

      【０１７１】

  トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によってモ

ニターできる。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザンブロット分析又は

ＰＣＲ増幅が用いられる。次いで、ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブ

リダイゼーション、ノーザンブロット分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学などの技

術を用いて分析できる。

  例えば免疫細胞の特定の細胞への浸潤を確定するための組織学的検査によって

、免疫疾患病理の兆候に関してこの動物を更に調べてもよい。本発明の化合物に

よるＴ細胞増殖の刺激又は阻害の程度を確定するために、この化合物で処理した

トランスジェニック動物で遮断実験をも行うことができる。これらの実験では、

上記に記載のようにして調製した本発明のポリペプチドと結合する遮断抗体が動

物へ投与され、そして免疫機能への影響が測定される。

      【０１７２】

  あるいは、「ノックアウト」動物は、ここで同定されたポリペプチドをコード

する内在性の遺伝子と、動物の胚性細胞へ導入されたそのポリペプチドをコード

する改変ゲノムＤＮＡとの間の相同組み換えの結果として、ここで同定されたポ

リペプチドをコードする欠陥又は改変遺伝子を有するものとして構築することが
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できる。例えば、ある特定ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立されてい

る技術によって、そのポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに

利用できる。ある特定のポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡの一部は、その

他の遺伝子、例えば組み込みをモニターするために利用できる選択可能なマーカ

ーをコードする遺伝子によって置き換え又は除去できる。概して、ベクターは無

変化のフランキングＤＮＡ(５'と３'末端の両方)を数キロベース含む［例えば、

相同的組換えベクターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503(1987)を参

照のこと］。ベクターを胚性幹細胞へ(例えば電気穿孔法等によって)導入し、導

入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞を選択する［例えば

、Liほか, Cell, 69:915(1992)参照］。選択された細胞は次に動物(例えばマウ

ス又はラット)の胚盤胞内に注入され、集合キメラを形成する［例えば、Bradley

, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J.

 Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照］。その後、キメラ性

胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウト」動物をつ

くり出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術に

より同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを

含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、例えば腫瘍の発達を

含む、ポリペプチドが不在であることによるある種の病理的状態及びその病理的

状態の発達に対する防御能力によって特徴付けられる。

      【０１７３】

  Ｊ．免疫アジュバンド療法

  一実施態様では、本発明の免疫刺激化合物を腫瘍（癌）治療のための免疫アジ

ュバンド療法に利用することができる。Ｔ細胞がヒト腫瘍の特異的抗原を認識す

ることは、現在は立証されている。ＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ及びＧＡＧＥファミリー

の遺伝子によってコードされている腫瘍抗原の一群は、すべての成人の正常組織

では沈黙しているが、腫瘍、例えばメラノーマ、肺癌、頭頸部腫瘍、及び膀胱癌

においてかなりの量が発現している。DeSmet. C.ら., Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 93: 7149(1996)。インビトロとインビボの双方において、Ｔ細胞の同時刺

激によって腫瘍の退行と抗腫瘍応答が誘導されることが示されている。Melero, 
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I.ら., Nature Medicine, 3: 682(1997)；Kwon, E.D.ら., Proc. Natl. Acad. S

ci. USA, 94: 8099(1997)；Lynch, D.H.ら., Nature Medicine, 3:625(1997)；F

inn, O.J.及びLotze, M.T., J. Immunol., 21:114(1998)。本発明の刺激性化合

物は、アジュバンドとして、Ｔ細胞増殖／活性化及び腫瘍抗原への抗腫瘍応答を

刺激するために、単独又は成長制御剤、細胞傷害性剤又は化学療法剤とともに投

与することができる。既知の投与処方によって、成長制御、細胞傷害性、又は化

学療法剤を従来量で投与してもよい。本発明の化合物による免疫刺激活性によっ

て、成長制御、細胞傷害性、又は化学療法剤の減量が可能となり、それによって

患者の毒性が潜在的に低下する。

      【０１７４】

  Ｋ．候補薬ためのスクリーニングアッセイ

  候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定された遺伝子によってコード

されているポリペプチド、或いはその生物活性断片と結合又は複合化する化合物

、或いはそうでなければコードされているポリペプチドと他の細胞性タンパク質

の相互作用を妨害する化合物を同定するように設計されている。このようなスク

リーニングアッセイは、化学的ライブラリの高スループットスクリーニングに従

うアッセイを含み、特に、小分子候補薬の同定に適している。考えられる小分子

には、ペプチド、好ましくは可溶性ペプチド、（ポリ）ペプチド-免疫グロブリ

ン融合物を含む合成有機又は無機化合物を含み、そして特に限定することなく、

ヒト抗体及び抗体断片と並んで、ポリ-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、

一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びそのような抗体又は断片のキメラ又

はヒト化異形を含む抗体を含む。このアッセイは、この分野で良く特徴付けられ

ているタンパク質－タンパク質結合アッセイ、生物学的スクリーニングアッセイ

、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々の型式で実施される。すべての

アッセイは、候補薬とここで同定された核酸によってコードされているポリペプ

チドの相互作用を可能にする条件下及び十分な時間に渡って、これら二つの分子

を接触させることを必要とするという点で共通である。

      【０１７５】

  結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離され
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るか、或いは反応混合物中で検出することができる。特別な実施態様では、ここ

に同定された遺伝子にコードされるポリペプチド又は候補薬が、共有又は非共有

結合により固相、例えばマイクロタイタープレートに固定化される。非共有結合

は、一般的に固体表面をポリペプチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成

される。あるいは、固定化すべきペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノク

ローナル抗体を、そのペプチドを固体表面に固着させるために用いることができ

る。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出可能な標

識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反応

が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複

合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面

に固定化された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化

成分が標識を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特

異的に結合する標識抗体によって検出できる。

      【０１７６】

  候補化合物が相互作用するが特定のタンパク質に結合しない場合、そのレセプ

ターとの相互作用は、タンパク質－タンパク質相互作用を検出するために良く知

られた方法によってアッセイすることができる。そのようなアッセイは、架橋、

同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラフィカラムを通す同時精製などの伝統

的な手法を含む。さらに、タンパク質－タンパク質相互作用は、Fields及び共同

研究者等［Fiels及びSong, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chienら,Pro

c.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記載された酵母菌ベースの

遺伝子系を用いることにより、Chevray及びNathans［Proc.Natl. Acad. Sci. US

A 89, 5789-5793 (1991)］に開示されているようにモニターすることができる。

酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラー

ドメインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化

ドメインとして機能する。以前の文献に記載された酵母菌発現系（一般に「２-

ハイブリッド系」と呼ばれる）は、この特性の長所を利用して、２つのハイブリ

ッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメイ

ンに融合し、他方では、候補となる活性化タンパク質が活性化ドメインに融合し
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ている。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの

制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再

構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシ

ダーゼに対する色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２

つの特定なタンパク質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完

全なキット（MATCHMAKER(商品名)）は、Clontechから商業的に入手可能である。

この系は、特定のタンパク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピン

グ、並びにこの相互作用にとって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することが

できる。

      【０１７７】

  ここで同定された遺伝子の相互作用を妨害する化合物と、試験が可能な他の細

胞内又は細胞外成分を見出すために、二つの産物の相互作用と結合を可能にする

条件と時間の下で、遺伝子の生産物、並びに細胞内又は細胞外成分を含有するよ

うに、反応混合物は、通常は調製される。試験化合物の結合を阻害する能力を試

験するためには、反応を試験化合物が存在する場合と存在しない場合で実施する

。さらに、第３の反応混合物へプラシーボを添加してポジティブコントロールと

してもよい。コントロール反応において複合体の形成があり、試験化合物を含有

しない反応混合物では複合体の形成がないことは、試験化合物が、試験化合物と

その反応パートナーとの相互作用を妨害することを示す。

      【０１７８】

  Ｌ．免疫関連疾患治療のための組成物及び方法

  免疫関連疾患の治療に有用な組成物は、限定されないが、タンパク質、抗体、

小有機分子、ペプチド、ホスホペプチド、アンチセンス及びリボザイム分子、三

重螺旋分子などを含み、免疫機能、例えばＴ細胞増殖／活性化、リンフォカイン

放出、又は免疫細胞浸潤を阻害又は刺激する。

  例えば、アンチセンスＲＮＡ及びＲＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリダイ

ゼーションしてタンパク質翻訳を防止することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止

する。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子

ヌクレオチド配列の－１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリ



(125) 特表２００３－５２７１０４

ボヌクレオチドが好ましい。

      【０１７９】

  リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リ

ボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、次いで

ヌクレオチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザ

イム切断部位は、既知の技術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Cur

rent Biology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公報、番号WO ９７／３３５５１（1

997年9月18日発行）を参照。

  転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌク

レオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩

基対則を介する三重螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の

一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。さら

なる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号ＷＯ ９７／３３５５１， 上掲を参照。

  これらの分子は上記のスクリーニングアッセイの任意のもの又は任意の組み合

わせにより、又は当業者に知られた他のスクリーニング技術により同定できる。

      【０１８０】

  Ｍ．抗-ＰＲＯ抗体

  本発明は、さらに抗-ＰＲＯ抗体を提供するものである。抗体の例としては、

ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロコンジュゲー

ト抗体が含まれる。

      【０１８１】

    １．ポリクローナル抗体

  抗-ＰＲＯ抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体の調製方法

は当業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫

剤、及び所望するのであればアジュバントを、一つ又は複数回注射することで発

生させることができる。典型的には、免疫剤及び／又はアジュバントを複数回皮

下又は腹腔内注射により、哺乳動物に注射する。免疫剤は、ＰＲＯポリペプチド

又はその融合タンパク質を含みうる。免疫剤を免疫化された哺乳動物において免

疫原性が知られているタンパク質に抱合させるのが有用である。このような免疫
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原タンパク質の例は、これらに限られないが、キーホールリンペットヘモシアニ

ン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆トリプシンインヒビターが

含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完全アジュバント及

びMPL-TDMアジュバント(モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリノミコ

ラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業者により選択

されるであろう。

      【０１８２】

    ２．モノクローナル抗体

  あるいは、抗-ＰＲＯ抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクロー

ナル抗体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているよ

うなハイブリドーマ法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ

法では、マウス、ハムスター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫剤により

免疫化することで、免疫剤に特異的に結合する抗体を生成するか或いは生成可能

なリンパ球を誘発する。あるいは、リンパ球をインビトロで免疫化することもで

きる。

      【０１８３】

  免疫剤は、典型的には対象とするＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパク質

を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬｓ

」)が使用され、あるいは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又

はリンパ節細胞が使用される。次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合

剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成す

る［Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Pre

ss, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通常は、形質転換した哺乳動物

細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、ラット又

はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、

未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切

な培地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホ

リボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠いていると、ハイブ

リドーマの培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを
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含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。

      【０１８４】

  好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による

安定した高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性

である。より好ましい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカ

リフォルニア州サンディエゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやメ

リーランド州ロックビルのアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションより

入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を生成するためのヒト骨髄腫及びマウ

ス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も開示されている［Kozbor, J. Immunol., 133:3001

 (1984)、Brodeurら, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applic

ations, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。

  次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯに対するモノクロ

ーナル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって

生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセ

イ(ＲＩＡ)や酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合検定法によっ

て測定する。このような技術及びアッセイは、当該分野において公知である。モ

ノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson及びPollard, Anal. Biochem.,

 107:220 (1980)によるスキャッチャード解析法によって測定することができる

。

      【０１８５】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブ

クローニングし、標準的な方法で成長させることができる［Goding, 上掲］。こ

の目的のための適当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲ

ＰＭＩ－１６４０倍地が含まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物に

おいてインビボで腹水として成長させることもできる。

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ

－セファロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳

動法、透析法又はアフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン

精製方法によって培養培地又は腹水液から単離又は精製される。
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      【０１８６】

  また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４，８１６

，５６７号に記載された方法により作成することができる。本発明のモノクロー

ナル抗体をコードするＤＮＡは、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の

重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプロ

ーブを使用して)、容易に単離し配列決定することができる。本発明のハイブリ

ドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離されたら

、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これが宿主細胞、例えばサルＣ

ＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グロブリン

タンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内にトランスフェクションされ、組換え宿

主細胞内でモノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例

えば相同マウス配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換

することにより［米国特許第４，８１６，５６７号；Morrisonら, 上掲］、又は

免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部

又は全部を共有結合することにより修飾することができる。このような非免疫グ

ロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき、あるいは本

発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価抗体

を生成する。

      【０１８７】

  抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく

知られてる。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現

を含む。重鎖は一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切

断される。あるいは、関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか

欠失させて架橋を防止する。

  一価抗体の調製には、同じくインビトロ法が適している。抗体の消化による、

その断片、特にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術

を使用して達成が可能である。

      【０１８８】

    ３．ヒト及びヒト化抗体



(129) 特表２００３－５２７１０４

  本発明の抗-ＰＲＯ抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例

えばマウス)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あ

るいはその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２あるいは抗体

の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列

を含むものである。ヒト化抗体はレシピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基

が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力を有する

非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(

レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレー

ムワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗

体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列に

も見出されない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいは

ほとんど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるい

はほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである

、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト

化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロ

ブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる［Jonesら, Nature, 321:522-5

25 (1986); Riechmannら, Nature, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr. Op

 Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。

      【０１８９】

  非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト

化抗体には非ヒト由来の１つ又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒ

トアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「

移入」残基と称される。ヒト化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒ

ト抗体の該当する配列を置換することによりウィンター(Winter)及び共同研究者

［Jonesら, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmannら, Nature, 332:323-327 

(1988)；Verhoeyenら, Science, 239:1534-1536 (1988)］の方法に従って、齧歯

類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換することにより実施さ

れる。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実質

的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国特許
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第４，８１６，５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかの

ＣＤＲ残基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位か

らの残基によって置換されたヒト抗体である。

      【０１９０】

  また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリ［Hoogenboom及びWinter, J. Mol

. Biol., 227:381(1991)；Marksら, J. Mol. Biol., 222:381 (1991)］を含むこ

の分野で知られた種々の方法を用いて作成することもできる。また、Coleら及び

Boernerらの方法も、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用することができる［C

oleら, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985

)及びBoernerら, J. Immunol., 147(1)：86-95(1991) ］。同様に、ヒト抗体は

ヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫グロブリ

ン遺伝子は部分的又は完全に不活性化されたマウスに導入することにより産生す

ることができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリーを含

むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体の生

産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第５，５４５，８０７号；

同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２

６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，６６１，０１６号、及び次の科学文

献：Marksら, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonbergら, Nature 368 85

6-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwildら, Nature Bi

otechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (

1996); Lonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に記載さ

れている。

      【０１９１】

  また、抗体は、上記に記載のような既知の選択及び／又は突然変異誘発法を利

用して親和的に成熟している。好ましい親和性成熟抗体は、５倍、より好ましく

は１０倍、さらにより好ましくは２０又は３０倍も成熟抗体の調製の元である出

発抗体（一般的には、マウス、ヒト化又はヒト）より高い親和性を有する。

      【０１９２】

    ４．二重特異性抗体
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  二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有する

モノクローナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合

においては、結合特異性の一方はＰＲＯに対してであり、他方は任意の他の抗原

、好ましくは細胞表面タンパク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに

対してである。

  二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的に

は、二重特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免

疫グロブリン重鎖／軽鎖対の同時発現に基づく［Milstein及びCuello, Nature, 

305:537-539 (1983)］。免疫グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため

、これらハイブリドーマ(クアドローマ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合

物を生成し、その内の一種のみが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の

精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によって通常達成される。同様

の手順が１９９３年５月１３日公開のＷＯ９３／０８８２９、及びTrauneckerら

, EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に開示されている。

      【０１９３】

  所望の結合特異性(抗体－抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを免疫グロ

ブリン定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部

、ＣＨ２及びＣＨ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのもの

である。少なくとも一つの融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常

領域(ＣＨ１)が存在することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコードする

ＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入

し、適当な宿主生物に同時トランスフェクションする。二重特異性抗体を作成す

るための更なる詳細については、例えばSureshら, Methods in Enzymology, 121

:210(1986)を参照されたい。

      【０１９４】

  ＷＯ９６／２７０１１に記載された他の方法によれば、一対の抗体分子間の界

面を操作して組換え細胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にすること

ができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む

。この方法では、第１抗体分子の界面からの１つ又は複数の小さいアミノ酸側鎖
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がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置き換えられる。大き

な側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖

を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第２の抗

体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのような不要の他の最終産

物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。

      【０１９５】

  二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ(ａｂ’)２二重特異性

抗体）として調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文

献に記載されている。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製するこ

とができる。Brennanら,  Science, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分

解性に切断してＦ(ａｂ’)２断片を産生する手順を記述している。これらの断片

は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元して近接ジチオール

を安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生されたＦａｂ’断片は

ついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ’-ＴＮＢ

誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ’-チオー

ルに再転換し、他のＦａｂ’-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗

体を形成する。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使

用することができる。

  大腸菌からＦａｂ’フラグメントを直接回収でき、これは化学的に結合して二

重特異性抗体を形成することができる。Shalabyら, J. Exp. Med., 175:217-225

 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ’)２分子の製造を記述し

ている。各Ｆａｂ’フラグメントは大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定

方向化学共役を受けて二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二

重特異性抗体は、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細

胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解

活性の誘因となる。

      【０１９６】

  また、組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々

な方法が記述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用し
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て生産されている。Kostelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ

及びＪｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つ

の異なった抗体のＦａｂ’部分に結合させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で

還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して抗体ヘテロダイマーを形成する。

この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用することができる。Hollin

gerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により記述された「ダ

イアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供した。

断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリン

カーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。

従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨド

メインと強制的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(

ｓＦｖ)ダイマーの使用により二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報

告されている。Gruberら, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。

  二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することがで

きる。Tuttら J.Immunol. 147:60(1991)。

      【０１９７】

  例示的な二重特異性抗体は、ここに与えられたＰＲＯポリペプチドの２つの異

なるエピトープに結合しうる。あるいは、抗-ＰＲＯポリペプチドのアームは、

特定のＰＲＯポリペプチド発現細胞に細胞防御メカニズムを集中させるように、

Ｔ細胞レセプター分子(例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７)等の白血球

上のトリガー分子又はＦｃγＲI(ＣＤ６４)、ＦｃγＲII(ＣＤ３２)及びＦｃγ

ＲIII(ＣＤ１６)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプターに結合するアー

ムと結合しうる。また、二重特異性抗体は特定のＰＲＯポリペプチドを発現する

細胞に細胞毒性薬を局在化させるためにも使用されうる。これらの抗体はＰＲＯ

結合アーム及び細胞毒性薬又は放射性キレート化剤、例えばEOTUBE、DPTA、DOTA

、又はTETAと結合するアームを有する。興味の対象となる他の二重特異性抗体は

ＰＲＯポリペプチドに結合し、そしてさらに組織因子（ＴＦ）に結合する。

      【０１９８】

    ５．ヘテロコンジュゲート抗体
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  ヘテロコンジュゲート抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロコンジュゲート

抗体は、２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系

細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせるため［米国特許第４，６７６，

９８０号］及びＨＩＶ感染の治療のために［ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／

２００３７３；ＥＰ０３０８９］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連し

たものを含む合成タンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調

製することができると考えられる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか

又はチオエーテル結合を形成することにより、免疫毒素を作成することができる

。この目的に対して好適な試薬の例には、イミノチオレート及びメチル-４-メル

カプトブチリミデート、及び例えば米国特許第４，６７６７，９８０号に開示さ

れたものが含まれる。

      【０１９９】

    ６．エフェクター機能の加工

  本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌治療における抗体

の有効性を向上させることが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導

入し、それにより、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよ

い。そのようにして生成された同種二量体抗体は、向上した内部移行能力及び／

又は増加した補体媒介細胞殺傷及び抗体－依存性細胞性細胞毒性（ADCC）を有す

る可能性がある。Caronら, J. Exp. Med. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, B

. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。また、向上した抗腫瘍活性を持つ

同種二量体抗体は、Wolffら, Cancer research 53: 2560-2565 (1993)に記載さ

れている異種二官能性架橋を用いて調製することができる。あるいは、抗体は、

２つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能力

を向上させることもできる。Stevensonら, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-23

0 (1989)参照。

      【０２００】

  ７．免疫コンジュゲート

  また、本発明は、化学治療薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来

の酵素活性毒素、又はその断片）などの細胞毒性薬、あるいは放射性同位体（即
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ち、放射性コンジュゲート）と抱合している抗体を含む免疫複合体に関する。

  このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬を上に記載した。用いること

のできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非

結合活性断片、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデ

クシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleuri

tes fordii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメ

リカーナ(Phytolaca americana)タンパク質（PAPI、PAPII、及びPAP-S）、モモ

ルディカ・チャランチア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(curcin

)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sapaonaria oficinalis)

インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシ

ン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及び

トリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート抗体の生成には

、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３

１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。

      【０２０１】

  抗体及び細胞毒性薬の複合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、

例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート（SP

DP）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルア

ジピミデートHCL等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等）、ア

ルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジドベン

ゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジアゾニ

ウムベンゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート（トリエン２，６-

ジイソシアネート等）、及びビス-活性フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-２，

４-ジニトロベンゼン等）を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vit

ettaら, Science 238: 1098 (1987)に記載されているように調製することができ

る。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレント

リアミン五酢酸（MX-DTPA）は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキ

レート剤の例である。ＷＯ９４／１１０２６参照。

  他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター
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」（ストレプトアビジン等）に抱合されてもよく、抗体-レセプター複合体は患

者に投与され、次いで清澄化剤を用いて未結合複合体を循環から除去し、次に細

胞毒性薬（例えば、放射性ヌクレオチド等）に抱合された「リガンド」（アビジ

ン等）を投与する。

      【０２０２】

    ８．免疫リポソーム

  また、ここに開示する抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗体を

含むリポソームは、Epsteinら, Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985)

；Hwangら, Proc. natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及び米国特許第４

，４８５，０４５号及び第４，５４４，５４５号に記載されたような、この分野

で知られた方法で調製される。向上した循環時間を持つリポソームは、米国特許

第５，０１３，５５６号に開示されている。

  特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ

-誘導ホスファチジルエタノールアミン（PEG-PE）を含む脂質組成物での逆相蒸

発法によって生成される。リポソームは、所定サイズのフィルターを通して押し

出され、所望の径を有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ’断

片は、Martinら, J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載されているように

、ジスルフィド交換反応を介してリポソームに抱合され得る。化学治療薬（ドキ

ソルビシン等）は、場合によってはリポソーム内に包含される。Gabizonら, J. 

National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。

      【０２０３】

    ９．抗-ＰＲＯ抗体の用途

  本発明の抗-ＰＲＯ抗体は様々な有用性を有している。例えば、抗-ＰＲＯ抗体

は、ＰＲＯの診断アッセイ、例えばその特定細胞、組織、又は血清での発現の検

出に用いられる。競合的結合アッセイ、直接又は間接サンドウィッチアッセイ及

び不均一又は均一相で行われる免疫沈降アッセイ［Zola, Monoclonal Antibodie

s: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987) pp. 147-158］等のこの

分野で知られた種々の診断アッセイ技術が使用される。診断アッセイで用いられ

る抗体は、検出可能な部位で標識される。検出可能な部位は、直接又は間接に、
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検出可能なシグナルを発生しなければならない。例えば、検出可能な部位は、３

Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ又は１２５Ｉ等の放射性同位体、フルオレセインイ

ソチオシアネート、ローダミン又はルシフェリン等の蛍光又は化学発光化合物、

あるいはアルカリホスファターゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ又はセイヨウワサ

ビペルオキシダーゼ等の酵素であってよい。抗体に検出可能な部位を抱合させる

ためにこの分野で知られた任意の方法が用いられ、それにはHunterら, Nature 1

44:945 (1962)；Davidら, Biochemistry, 13: 1014 (1974)；Painら, J. Immuno

l. Meth., 40:219 (1981)；及びNygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407

 (1982)に記載された方法が含まれる。

      【０２０４】

  また、抗-ＰＲＯ抗体は、組換え細胞培養又は天然供給源からのＰＲＯのアフ

ィニティー精製にも有用である。この方法においては、ＰＲＯに対する抗体を、

当該分野でよく知られている方法を使用して、セファデックス樹脂や濾紙のよう

な適当な支持体に固定化する。次に、固定化された抗体を精製するＰＲＯを含む

試料と接触させた後、固定化された抗体に結合したＰＲＯ以外の試料中の物質を

実質的に全て除去する適当な溶媒で支持体を洗浄する。最後に、ＰＲＯを抗体か

ら脱離させる他の適当な溶媒で支持体を洗浄する。

  以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を

決して限定することを意図するものではない。

  本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに

取り込む。

      【０２０５】

  Ｎ．製薬的組成物

  本発明の活性ＰＲＯ分子（例えば、ＰＲＯポリペプチド、抗-ＰＲＯ抗体、及

び／又は各変異体）並びに上記に開示したスクリーニングアッセイで同定された

他の分子は、免疫関連疾患の治療のために、製薬組成物の形態で投与することが

できる。活性ＰＲＯ分子の治療製剤、好ましくは本発明のポリペプチド又は抗体

は、所望される程度の純度を持つ活性成分を、凍結乾燥製剤又は水性溶液の形態

で、最適な製薬上許容される担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより調
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製され保存される（Remington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol,

 A. Ed. [1980]）。許容される担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる用量

及び濃度で受容者に非毒性であり、リン酸、クエン酸、及び他の有機酸などの緩

衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防腐剤（オクタデシル

ジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロライド；ベン

ズアルコニウムクロライド；ベンズエトニウムクロライド；フェノール；ブチル

又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；

カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-

クレゾールなど）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清アルブミン

、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親

水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン

、又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む

単糖類、二糖類、及び他の炭水化物、ＥＤＴＡ等のキレート剤、スクロース、マ

ンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；ナトリウムなどの塩形成

対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体）及び／又はトゥイーン(TW

EEN)（商品名）、プルロニクス(PLURONICS)（商品名）、及びポリエチレングリ

コール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。

      【０２０６】

  本発明のスクリーニングアッセイによって同定された化合物は、当該分野にお

いて良く知られた技術を用いて、類似の方法で製剤化することができる。

  また、リポフェクション又はリポソームをＰＲＯ分子を細胞に導入するために

利用することができる。抗体断片が用いられる場合には、標的タンパク質の結合

ドメインに特異的に結合する最小阻害断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域

配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持するペプチド分子を

設計することができる。このようなペプチドは、化学的に合成でき及び／又は組

換えＤＮＡ技術によって生成できる。例えば、Marascoら, Proc. Natl. Acad. S

ci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。

      【０２０７】

  ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に一つ以上の活性化合物
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、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あ

るいは、又はそれに加えて、組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン又は成長阻害

剤を含んでもよい。これらの分子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み

合わせで存在する。

  また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により

調製されたマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼ

ラチン-マイクロカプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中

、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマ

ルション、ナノ粒子及びナノカプセル）中、又はマイクロエマルション中に包括

されていてもよい。これらの技術は、Remington's Pharmaceutical Science 16t

h edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されている。

  インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過

膜を通した濾過により容易に達成される。

      【０２０８】

  徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体

疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、

例えばフィルム、又はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は

、ポリエステルヒドロゲル（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレー

ト)又はポリ(ビニルアルコール））、ポリアクチド（米国特許第３，７７３，９

１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγ-エチル-Ｌ-グルタメート、非分解性エチレン

-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(商品名)（乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュ

ープロリドの注射可能な小球）などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポ

リ-(Ｄ)-（-）-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-

グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出することができるが

、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセル化

された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることに

より変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の

変化をもたらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫

することができる。例えば、凝集機構がチオ－ジスルフィド交換を通した分子間
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Ｓ-Ｓ結合形成であると発見された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、

酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的

ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成されうる。

      【０２０９】

    Ｏ．治療方法

  本発明のポリペプチド、抗体及び他の活性化合物は、例えば、組織への炎症性

細胞の浸潤、Ｔ細胞増殖の刺激、Ｔ細胞増殖の阻害、増加又は減少した血管透過

性又はその阻害によって特徴付けられるものを含む、Ｔ細胞媒介疾患のような種

々の免疫関連疾患及び症状を治療するのに利用することが可能であると考えられ

ている。

      【０２１０】

  本発明のポリペプチド、抗体及び他の化合物によって治療される例示的症状又

は疾患には、限定されないが、全身性エリテマトーデス、慢性関節リュウマチ、

若年性慢性関節炎、変形性関節症、脊椎関節症、全身性硬化症（強皮症）、特発

性炎症誘発性筋疾患（皮膚筋炎、多発性筋炎）、シェーグレン症候群、全身性血

管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血（免疫性汎血球減少症、発作性

夜間血色素尿）、自己免疫性血小板減少症（特発的血小板減少性紫斑病、免疫媒

介血小板減少症）、甲状腺炎（グレーブ疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ

性甲状腺炎、萎縮性甲状腺炎）、真性糖尿病、免疫性腎臓疾患（糸状体腎炎、尿

細管間質性腎炎）、特発性脱髄性多発神経障害、Guillain-Barre症候群、及び慢

性炎症誘発性脱髄性多発神経障害のような中枢及び抹消神経系の脱髄性疾患、感

染性肝炎（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ型肝炎及び他の非肝炎性ウィルス）のような肝胆

道疾患、自己免疫性慢性活性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、肉芽腫性肝炎、及び硬

化性胆管炎、炎症誘発性腸疾患（潰瘍性大腸炎、クローン疾患）のような炎症誘

発性及び線維性肺疾患、グルテン感受性腸疾患、及びフィップル疾患、水泡性皮

膚疾患を含む自己免疫性又は免疫媒介性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触皮膚炎、

乾癬、喘息のようなアレルギー性疾患、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、

食物過敏症及びジンマシン、好酸球性肺炎のような肺の免疫学的疾患、特発性肺

線維症及び高感受性間質性肺炎、移植片拒絶及び移植片対宿主の疾患を含む、移



(141) 特表２００３－５２７１０４

植関連疾患が含まれる。

      【０２１１】

  全身性エリテマトーデスでは、疾患の中心媒介物は自己タンパク質／組織に対

する自己反応性抗体の生成、及び引き続き起こる免疫媒介炎症である。抗体は、

直接又は間接的のいずれかによって組織傷害を媒介する。Ｔリンパ球が直接に組

織傷害へ関与していることは示されていないが、Ｔリンパ球は自己反応性抗体の

発生において必須である。従って、疾患の発生はＴリンパ球へ依存する。腎臓、

肺、筋骨格系、粘膜皮膚、眼、中枢神経系、心臓血管系、胃腸管、骨髄及び血液

を含む多臓器及び系が、臨床的に病気で冒される。

      【０２１２】

  慢性関節リュウマチ(ＲＡ)は、主に複数の関節の滑膜に係る慢性全身性自己免

疫疾患であり、結果として関節軟骨に傷害が生じる。病原はＴリンパ球依存であ

り、リウマチ因子、自己ＩｇＧに指向する自己抗体の生成を付随し、結果として

関節体液及び血液において高レベルに達する免疫複合体が形成される。関節にお

けるこれらの複合体は、滑膜へのリンパ球及び単球の顕著な浸潤と、続いての顕

著な滑膜変化を誘発しうる；多数の好中球の添加により同様の細胞で浸潤される

ならば関節空間／体液でもである。影響を受けている組織は、多くの場合対称的

なパターンで主に関節である。しかしながら、２つの主な形態の関節外疾患も生

じる。一方の形態は進行中の進行性関節疾患及び肺線維症の局部的障害、血管炎

、及び皮膚潰瘍を伴う関節外障害の発達である。関節外疾患の第２の形態はいわ

ゆるフェルティー症候群であり、ＲＡ疾患経路の末期、時々は関節疾患が鎮静し

た後に生じ、好中球減少、血小板減少及び脾肥大の存在に関与する。これは、梗

塞、皮膚潰瘍及び壊疽の形成を伴う多数の器官及び血管炎に付随する。多くの場

合、患者では、発病している関節上にある皮下組織にリウマチ様小結節が発達し

；小結節は、混合炎症細胞浸潤に包囲された壊死性中心を有する。ＲＡで生じる

可能性のある他の徴候には：心外膜炎、胸膜炎、冠動脈炎、肺線維症を伴う間質

性肺炎、乾性角結膜炎、及びリウマチ様小結節が含まれる。

      【０２１３】

  若年性慢性関節炎は、多くの場合１６才以下で発症する慢性特発性炎症疾患で
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ある。その表現型はＲＡといくつかの類似点があり；リウマチ因子がポジティブ

である患者の中には若年性リウマチ様関節炎に分類されるものもいる。この疾患

は主な３つのカテゴリー：小関節(pauciarticular)、多関節(polyarticular)及

び全身性ものに亜分類される。関節炎は重度で局所的な破壊が生じ、関節強直症

及び遅延成長に至るおそれもある。他の徴候には慢性前ブドウ膜炎及び全身性ア

ミロイド症が含まれる。

      【０２１４】

  脊椎関節症は、一般的にＨＬＡ-Ｂ２７遺伝子生成物の発現に関連した、いく

つかの共通した臨床的特徴を有する疾患のグループである。疾患には：強直症、

脊椎炎(sponylitis)、ライター症候群(反応性関節炎)、炎症性大腸疾患に関連し

た関節炎、乾癬に関連した脊椎炎、若年発生脊椎関節症及び未分化脊椎関節症が

含まれる。区別する特徴には、脊椎炎を伴うか伴わない仙腸関節炎；ＨＬＡ-Ｂ

２７(血清学的には、クラスＩ ＭＨＣのＨＬＡ-Ｂ座位にある定義された対立遺

伝子)を伴う炎症非対称性関節炎；眼の炎症、及び他のリウマチ疾患に関連した

自己抗体の不在が含まれる。疾患の誘導における鍵として関わるほとんどの細胞

はＣＤ８＋Ｔリンパ球であり、クラスＩ ＭＨＣ分子により付与される抗原を標

的としている細胞である。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩ分子により発現し

た外来ペプチドであるかのように、クラスＩ ＭＨＣ対立遺伝子ＨＬＡ-Ｂ２７と

反応する。ＨＬＡ-２７のエピトープが細菌性又は他の微生物の抗原エピトープ

を模倣し、よってＣＤ８＋細胞の反応が誘発されると仮定されている。

      【０２１５】

  全身性硬化症(強皮症)は病因がよく知られていない。疾患の特徴は皮膚の硬化

であり；これは活性化炎症プロセスにより誘発される。強皮症は局部的又は全身

的であり：血管障害が一般的で、微小血管系における内皮細胞傷害は全身性硬化

症の発達における初期の重要な事象であり；血管傷害は免疫媒介されうる。免疫

学的基準では、皮膚障害における単核細胞浸潤の存在、多くの患者において抗細

胞核抗体の存在を意味する。多くの場合、ＩＣＡＭ-１は皮膚障害における線維

芽細胞の細胞表面をアップレギュレーションし、これらの細胞と相互作用するＴ

細胞が疾患の病因における役割を担っていることが示唆される。関連する他の器
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官には：胃腸管：萎縮症及び線維症があり、結果として異常なぜん動／運動性と

なっている平滑筋：腎臓：小弓形及び小葉間動脈に影響を及ぼし、結果として腎

皮質の血流が低下し、タンパク尿、高窒素血尿及び高血圧になる同心性内皮下内

膜増殖：骨格筋：萎縮、間質性線維症：炎症：肺：間質性肺炎及び間質性線維症

：及び心臓：収縮バンド壊死、瘢痕／線維症が含まれる。

      【０２１６】

  皮膚筋炎、多発性筋炎及び他のものを含む特発性炎症ミオパシーは病因がよく

知られていない慢性筋肉炎症疾患であり、筋肉の弱化に至る。筋肉損傷／炎症は

多くの場合対称的で進行性である。自己抗体は多くの形態と関連している。これ

らの筋炎特異的自己抗体は、タンパク質合成に係る成分、タンパク質及びＲＮＡ

に対して産生されてその機能を阻害する。

  シェーグレン症候群は、免疫媒介炎症、続く涙腺及び唾液腺の機能破壊による

ものである。この疾患は炎症結合組織疾患を伴うか又は伴わない。この疾患は、

双方ともが小ＲＮＡ-タンパク質複合体であるＲｏ及びＬａ抗原に対する抗体産

出に関連している。障害により、結果として乾性角結膜炎、bilary硬変を含む他

の徴候又は会合を伴う口内乾燥、末梢又は感覚ニューロパシー、及び明白な紫斑

病に至る。

      【０２１７】

  全身性血管炎症症は主な障害が炎症で、続いて血管にダメージを受け、結果と

して影響を受けた脈管により供給される組織に虚血／壊死／変性が生じ、最終的

な末端器官ではいくつかのケースで機能障害になるといった疾患である。また、

第２の障害として血管炎(vasculitides)、又は他の免疫炎症媒介疾患、例えばリ

ウマチ様関節炎、全身性硬化症等、特に免疫複合体の形成に関連した疾患等の続

発症が生じるおそれがある。主な全身性血管炎症症グループの疾患には：全身壊

死性血管炎：多動脈炎結節(polyarteritis nodosa)、アレルギー性脈管炎、及び

肉芽腫症、多脈管炎：ヴェゲナー肉芽腫症；リンパ腫様肉芽腫症：及び巨細胞動

脈炎が含まれる。種々の血管炎には：粘膜皮膚リンパ節症候群(ＭＬＮＳ又は川

崎病)、単離したＣＮＳ血管炎、ベヘット(Behet's)病、閉塞性血栓性血管炎(バ

ージャー病)及び皮膚壊死性細静脈炎(venulitis)が含まれる。列挙した血管炎の
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ほとんどの種類の病原メカニズムは、主に脈管壁に免疫グロブリン複合体が付着

し、続いてＡＤＣＣ、補体活性又は双方を介して炎症反応が誘発されることによ

ると考えられている。

      【０２１８】

  サルコイドーシスは、体内のほとんど任意の組織中に類上皮細胞肉芽腫が存在

し、肺ではほとんど一般的に包含されることにより特徴付けられる、病因がよく

知られていない病状である。病原には疾患部位に活性マクロファージ及びリンパ

球が残留していることに関連しており、続いてこれらの細胞種より放出される局

部的又は全身的活性物質の放出の結果として慢性続発症が生じる。

  自己免疫性溶血性貧血、免疫再生不良性貧血、発作性夜間血色素尿を含む自己

免疫性溶血性貧血は、赤血球細胞(いくつかのケースにおいては、血小板を含む

他の血液細胞)表面で発現する抗原と反応する抗体が産出される結果によるもの

であり、補体媒介溶解及び／又はＡＤＣＣ／Ｆｃ-レセプター-媒介メカニズムを

介して、その抗体被覆細胞の除去に反映される。

  他の臨床的セッティング(setting)における血小板減少性紫斑病及び免疫仲介

血小板減少を含む自己免疫性血小板減少では、抗体又は補体が血小板に接合し、

続いて補体溶解、ＡＤＣＣ又はＦｃ-レセプター-媒介メカニズムによる除去の結

果として生じる。

      【０２１９】

  グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺炎、萎縮性甲状

腺炎を含む甲状腺炎は、甲状腺内に多くの場合特異的に存在するタンパク質と反

応する抗体の産出を伴う、甲状腺抗原に対する自己免疫反応の結果によるもので

ある。実験用モデルには：内在的モデルラット(ＢＵＦ及びＢＢラット)及びチキ

ン(肥満チキン種)；誘導性モデル：チログロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原(

甲状腺ペルオキシダーゼ)を用いた動物の免疫化が含まれる。

  Ｉ型真性糖尿病又はインシュリン依存性糖尿病は膵臓小島β細胞の自己免疫破

壊であり；この破壊は自己抗体及び自己反応性Ｔ細胞により媒介される。また、

インシュリン又はインシュリン様レセプターに対する抗体は、インシュリン-非-

反応性の表現型を産出することができる。  
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      【０２２０】

  糸球体腎炎及び尿細管間質性腎炎を含む免疫仲介腎疾患は、腎抗原に対する自

己反応性抗体又はＴ細胞が産出される結果により直接的に、又は他の非腎抗原に

対して反応する、腎臓における抗体及び／又は免疫複合体の沈着の結果により間

接的に、腎組織に抗体又はＴ細胞媒介傷害が生じることによるものである。よっ

て、免疫複合体の形成の結果生じる他の免疫媒介疾患により、間接的続発症等の

免疫媒介腎疾患が誘発される。直接的及び間接的免疫メカニズムの双方により、

結果として腎組織における障害発達が産出／誘発されるといった炎症反応が生じ

、器官機能が損なわれ、いくつかのケースでは腎臓機能不全が進行する。体液及

び細胞免疫メカニズムに双方が障害の病原に関与している。

      【０２２１】

  多発性硬化症のような中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱髄性多発神経

障害、又はギラン-バレー症候群；及び慢性炎症脱髄性多発神経障害は、自己免

疫基準であり、神経脱髄が生じて、オリゴデンドロサイト又はミエリンに直接的

に起因するダメージの結果によるものと考えられている。ＭＳにおいて、疾患の

誘発及び進行はＴリンパ球に依存すると示唆される証拠がある。多発性硬化症は

、Ｔリンパ球依存性であり、再発性弛緩経路又は慢性進行経路のいずれかを有す

る脱髄疾患である。病因はよく知られていないが、ウイルス感染、遺伝的素因、

環境及び自己免疫性の全てが寄与している。障害はＴ細胞媒介小膠細胞の優先的

湿潤、及びマクロファージの浸潤を含み；ＣＤ４＋Ｔリンパ球は障害において優

先的な細胞型であった。オリゴデンドロサイトの細胞死及び続く脱髄のメカニズ

ムはよく知られていないが、Ｔリンパ球の駆動によると思われる。

      【０２２２】

  好球性肺炎；特発性肺線維症及び過敏性肺炎のような炎症及び線維症の肺疾患

には、調節されない免疫炎症反応が関連している。反応を阻害することは治療的

に有益なことである。

  水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮

膚疾患は自己抗体により媒介され、Ｔリンパ球に依存して発生する。

  乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患である。障害はＴリンパ球、マクロファージ及
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び抗原プロセシング細胞及びある種の好中球の浸潤が含まれる。

  喘息；アレルギー性鼻炎；アトピー性皮膚炎；食物過敏症及び蕁麻疹等を含む

アレルギー性疾患はＴ細胞依存性である。この疾患は炎症により誘発されるＴリ

ンパ球、及びＩｇＥ媒介炎症、又は双方の組合せにより主に媒介される。

  拒絶反応及び移植片対宿主疾患(ＧＶＨＤ)を含む移植関連疾患は、Ｔリンパ球

依存性であり；Ｔリンパ球の機能を阻害することで改善される。

      【０２２３】

  免疫及び／又は炎症反応への介在が有益である他の疾患には、限定するもので

はないがウイルス感染(限定するものではないがＡＩＤＳ、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、

Ｄ型及びＥ型肝炎、ヘルペス)、細菌感染、真菌感染、原生動物感染及び寄生虫

感染(ＭＬＲを刺激する分子(又は誘導体／アゴニスト)を治療に利用し、感染要

因に対する免疫反応性を増強することができる)、ＭＬＲを刺激する(分子／誘導

体／アゴニスト)を治療に利用し、受け継ぎ、獲得し、感染誘発された(例えばＨ

ＩＶ感染)又は医原性(例えば化学療法)免疫欠損疾患の病状に対する免疫反応を

増強することができる免疫欠損疾患、及び異常増殖が含まれる。

      【０２２４】

  幾つかのヒト癌患者において、腫瘍性細胞上の抗原に対する抗体及び／又はＴ

リンパ球が発生することが示されている。また、免疫応答の増加によって、その

特定の腫瘍の拒絶又は退行を引き起こすことができることが、腫瘍形成の動物モ

デルにおいて示されている。ＭＬＲにおけるＴリンパ球の応答を高める分子（又

はアゴニストの方法で同じレセプターへ影響を与える小分子アゴニスト又は抗体

）を、癌治療へ治療的に用いることができる。また、ＭＬＲにおいてリンパ球の

応答を阻害する分子は、腫瘍形成の間に、インビボにおいて腫瘍に対する免疫応

答を抑制する；このような分子は、腫瘍性細胞そのものによって発現されるか、

或いは他の細胞の腫瘍がその発現を誘導できる。このような分子の拮抗効果（抗

体、小分子又は他の手段の何れかとともに）は、免疫性腫瘍拒絶反応を高める。

      【０２２５】

  その上に、炎症誘発性特性を有する分子の阻害作用は、再潅流傷害；発作；心

筋梗塞；アテローム性動脈硬化症；急性肺障害；出血性ショック；火傷；敗血症
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／敗血性ショック；急性腎尿細管壊死；子宮内膜症；変形性関節疾患及び膵炎に

とって治療的に有益である。本発明の化合物、例えばポリペプチド又は抗体は、

哺乳動物、好ましくはヒトに、周知の方法、例えば、ボーラスとして又は所定時

間に渡る連続注入による静脈内投与、筋肉内、腹膜内、脳脊髄内、皮下、関節間

、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入（鼻腔内、肺内の）経路などにより投与

される。ポリペプチド及び抗体の静脈内又は吸入投与が好ましい。免疫アジュバ

ンド療法では、抗癌剤の投与のような他の治療的養生法を本発明のタンパク質、

抗体又は化合物の投与と組み合わせてもよい。また、本発明の免疫アジュバンド

で治療される患者は、抗癌剤（化学療法剤）又は放射線治療を受けてもよい。こ

のような化学治療剤の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示に従って使

用されるか、熟練した実務者により経験的に決定される。そのような化学治療に

対する調製法及び用量スケジュールはまたChemotherapy Service M.C. Perry編,

 Williams &amp;  Wilkins, Baltimore, MD (1992)にも記載されている。化学治

療剤は、免疫アジュバンドの投与に先立って、又は続いて投与してもよく、ある

いはそれらと同時に投与してもよい。その上に、抗-エストロゲン化合物、例え

ばタモキシフェン等の抗エストロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗-プロ

ゲステロン（EP 616812参照）を、これらの分子について知られた用量で与えて

もよい。また、他の免疫疾患関連又は腫瘍関連抗原に対する抗体、例えばＣＤ２

０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１８、ＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、

又は血管内皮因子（ＶＥＧＦ）に結合する抗体を投与することも好ましい。ある

いは、又はその上に、ここで開示される同じ又は二つ以上の異なる抗原と結合す

る二つ以上の抗体を、患者へ同時投与してもよい。時折、患者にサイトカインを

投与することも有利である。好ましい実施態様では、本発明のポリペプチドを、

成長阻害剤と同時投与する。例えば、まず最初に成長阻害剤を投与し、続いて本

発明のポリペプチドを投与する。しかしながら、同時投与、又は最初に投与する

ことも考えられる。成長阻害剤についての適切な用量は、現在用いられている量

であり、成長阻害剤と本発明のポリペプチドとの組み合わせ（相乗）効果により

減少させてもよい。免疫関連疾患の治療又は感度の縮小のためには、本発明の化

合物の適切な用量は、上記に定義したような治療される疾患の型、疾患の重篤さ
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及び経過、防止又は治療目的で薬剤が投与されるか否か、従前の治療、患者の臨

床履歴及び薬剤に対する反応、及び主治医の裁量に依存する。薬剤は、患者に一

回又は一連の治療に渡って適切に投与される。

      【０２２６】

  例えば、１又はそれ以上の別々の投与あるいは連続注入のどちらでも、例えば

、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、

０．１－２０ｍｇ／ｋｇ）のポリペプチド又は抗体が、患者に投与するための最

初の候補用量である。典型的な１日の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／

ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上であろう。数日以上に渡る繰り返し投与

のためには、状態に応じて、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続けら

れる。しかしながら、他の用量計画が有用であることもある。従来の技術及びア

ッセイによって、この治療の進行は容易にモニターされる。

      【０２２７】

  Ｐ．製造品

  本発明のその他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質を含

む製造品が提供される。この製造品は容器とラベルとを含んでなる。好適な容器

は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ、及び試験管を含む。容器は、ガラス又

はプラスチックなどの材料から形成されてよい。容器は、状態を診断し治療する

のに有効な組成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容器は

皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであ

ってよい）。組成物中の活性剤は本発明のポリペプチド又は抗体である。容器上

又は添付されるラベルは、組成物が選択した状態の診断又は治療のために使用さ

れることを示す。製造品はさらに、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロ

ース溶液などの製薬的に許容される緩衝液を含む第２の容器を具備してもよい。

さらに、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用上の指示を

付けたパッケージ挿入物を含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を

含んでもよい。

      【０２２８】

  Ｑ．免疫関連疾患の診断及び予後
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  細胞表層タンパク質、例えばある免疫関連疾患において過剰発現するタンパク

質は、候補薬や疾患療法にとって優れた標的である。免疫関連疾患で増幅した遺

伝子によってコードされている分泌タンパク質に加えて、これと同じタンパク質

には、これら疾患の診断及び予後において更なる用途があることが見出されてい

る。例えば、多発性硬化症、リュウマチ関節炎、又はその他の免疫関連疾患にお

いて増幅した遺伝子のタンパク質生産物に対する抗体は、診断上に又は予後兆候

として利用できる。

  例えば、抗体断片を含む抗体は、増幅又は過剰発現した遺伝子（「マーカー遺

伝子産物」）によってコードされたタンパク質の発現の定性的又は定量的検出に

用いることができる。抗体は、好ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、

結合は光学顕微鏡、フローサイトメトリー、蛍光定量法、又はこの分野で知られ

た他の技術によってモニターできる。過剰発現している遺伝子が細胞表層タンパ

ク質をコードする場合には、これらの技術は特に適している。このような結合ア

ッセイは、上記に記載のように原則的に実施される。

      【０２２９】

  マーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、例えば、免疫蛍光又

は免疫電子顕微鏡によって実施できる。この目的のために、組織学的試料を患者

から取り出し、好ましくは生物学的試料に抗体を被せることにより、標識抗体を

それに適用する。また、この手法によって、試験される組織におけるマーカー遺

伝子産物の分布の決定を可能にする。当業者には、インサイツ検出のために広範

な組織学的方法が容易に利用できることは明らかであろう。

      【０２３０】

  以下の実施例は例示目的のためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲

を決して限定することを意図するものではない。

  本明細書で引用した全ての特許及び参考文献は、その全体を出典明示によりこ

こに取り入れる。

      【０２３１】

（実施例）

  実施例で言及されている全ての他の市販試薬は、特に示さない限りは製造者の
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使用説明に従い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体

を通して特定されている細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレ

クション、マナッサス、バージニアである。

      【０２３２】

実施例１：ヒトＰＲＯ１０３１をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  Swiss-Prot公的データベースの約９５０の公知の分泌タンパク質の細胞外ドメ

イン(ＥＣＤ)配列(存在すれば、分泌シグナル配列を含む)を、発現配列タグ(Ｅ

ＳＴ)データベースの検索に使用した。ＥＳＴデータベースは、公的データベー

ス(例えば、GenBank、Merck/Wash U.)及び独自に開発したＥＳＴデータベース(L

IFESEQ（登録商標）、Incyte Pharmaceuticals、Palo Alto, CA)を含んだ。検索

は、コンピュータプログラムＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ２(Altschulら, Methods

 in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用いて、ＥＳＴ配列の６フレーム翻訳

に対するＥＣＤタンパク質配列の比較として実施した。公知のタンパク質をコー

ドせず、７０のＢｌａｓｔスコア(９０の場合もある)又はそれ以上となった比較

を、プログラム「phrap」(Phil Green, University of Washington, Seattle, W

ashington)でクラスター化し、コンセンサスＤＮＡ配列へ組み立てた。

  phrapを用いて、他の同定されたＥＳＴ配列に関連する初期仮想配列断片(コン

センサスアセンブリ)を構築した。上記にて検討したＥＳＴ配列のソースを用い

て、可能な限りこのコンセンサス配列を伸張するために、初期コンセンサスＤＮ

Ａ配列をＢＬＡＳＴ及びphrapの繰り返しサイクルを用いて伸長した。このコン

センサスアセンブリの結果をＤＮＡ４７３３２と称する。

      【０２３３】

  コンセンサスアセンブリを含有する一つの配列である、Ｗ７４５５８(クロー

ン３４４６４９)をさらに調査した。配列はＩＭＡＧＥconsortiumから得られた

もので、これを分析した。Lennonら, Genomics 33：151(1996)。ＤＮＡ配列は、

ＰＲＯ１０３１の全長ＤＮＡ配列［ここで、ＤＮＡ５９２９４-１３８１と命名

される］(配列番号：１)及びＰＲＯ１０３１の誘導タンパク質配列(ＵＮＱ５１

６)(配列番号：２)を与えた。

  ＤＮＡ５９２９４-１３８１の全核酸配列をＦｉｇ１(配列番号：１)に示す。
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クローンＤＮＡ５９２９４-１３８１は、単一のオープンリーディングフレーム

を含み、ヌクレオチド位置４２-４４に見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌ

クレオチド位置５８２-５８４の停止コドンで終端する(Ｆｉｇ１)(配列番号：１

)。予測されるポリペプチド前駆体は１８０アミノ酸長である(Ｆｉｇ２)(配列番

号：２)。Ｆｉｇ２(配列番号：２)に示した全長ＰＲＯ１０３１(ＵＮＱ５１６)

タンパク質は、約２０，４３７の見かけ分子量及び約９．５８のｐＩを有する。

クローンＤＮＡ５９２４９-１３８１はＡＴＣＣに寄託され、寄託番号２０９８

６６が付与されている。ここで提供された配列にいくつかの配列化における不規

則性又は誤りがある場合、寄託されたクローンはＤＮＡ５９６２４－１３８１(

配列番号：１)として正しい配列を含むと理解される。更に、ここで提供された

配列は既知の配列決定法の結果である。

  全長ＰＲＯ１０３１ポリペプチドのアミノ酸配列(ＵＮＱ５１６)(配列番号：

２)の分析は、それがここでＩＬ-１７Ｂと命名された、新規なインターロイキン

-１７相同体であることを示唆している。

  配列番号：２のアミノ酸配列の更なる分析により、推定シグナルペプチドは配

列番号：２のおよそアミノ酸１-２０であることが明らかである。Ｎ-グリコシル

化部位は配列番号：２のおよそアミノ酸７５-７８である。ＩＬ-１７と配列同一

性を有する領域はおよそアミノ酸９６-１８０である。対応するヌクレオチドは

、ここに提供した配列から日常的に決定できる。

      【０２３４】

実施例２：ヒトＰＲＯ１１２２をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  発現配列タグ(ＥＣＤ)ＤＮＡデータベース(LIFESEQ（登録商標）、Incyte Pha

rmaceuticals、Palo Alto, CA)を検索し、ＥＳＴを同定した。ＥＳＴはＤＮＡ４

９６６５とも称されるＩｎｃｙｔｅ１３４７５２３であった。ＤＮＡ４９６６５

に基づいて、１)ＰＣＲにより興味ある配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定す

るため、及び２)ＰＲＯ１１２２の全長コード化配列のクローンを単離するプロ

ーブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。[例えば、Sambroo

k等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor

 Laboratory Press, 1989)；Dieffenbach等, PCR Primer：A Laboratory Manual
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(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)]。

  正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般に２０から３０ヌクレオチドの範囲

であり、約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設計されること

が多い。プローブ配列は典型的には４０－５５ｂｐ長である。或る場合には、コ

ンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいとき付加的オリゴヌクレオチド

が合成される。全長クローンについて幾つかのライブラリをスクリーニングする

ために、ライブラリからのＤＮＡをAusubel等, Current Protocols in Molecula

r Biologyのように、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によってスクリーニン

グした。ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー

対の一方を用いた興味ある遺伝子をコードするクローンの単離に使用した。

      【０２３５】

  ＰＣＲプライマー(正方向、逆方向及びハイブリダイゼーション)を合成した：

正方向ＰＣＲプライマー  5'-ATCCACAGAAGCTGGCCTTCGCCG-3'(配列番号：１９)

逆方向ＰＣＲプライマー  5'-GGGACGTGGATGAACTCGGTGTGG-3'(配列番号：２０)

ハイブリダイゼーションプローブ：

5'-TATCCACAGAAGCTGGCCTTCGCCGAGTGCCTGTGCAGAG-3'(配列番号：２１)

  全長クローンの供給源について幾つかのライブラリをスクリーニングするため

に、ライブラリからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増幅し

てスクリーニングした。次いで、ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌク

レオチド及びＰＣＲプライマー対の一方を用いてＰＲＯ１１２２遺伝子をコード

するクローンを単離するために使用した。

      【０２３６】

  ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児肺組織から単離した。

ｃＤＮＡクローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、Invitrogen, San Dieg

o, CAからのもの等の市販試薬を用いて標準的な方法により作成した。ｃＤＮＡ

をＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、平滑末端(blunt)でＳａｌＩヘ

ミリン酸化アダプターに結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよその

サイズ分類し、適当なクローニングベクター(ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ

５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Holmes等, Science,
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 253: 1278-1280 (1991)参照)に、独特のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、

所定の方向でクローニングした。

  上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列決定により、ＰＲＯ１１２２の全

長ＤＮＡ配列［ここで、ＤＮＡ６２３７７-１３８１-１)と命名される］(配列番

号：３)及び誘導タンパク質ＰＲＯ１１２２配列(ＵＮＱ５１６)(配列番号：４)

が得られた。

      【０２３７】

  ＤＮＡ６２３７７-１３８１-１(配列番号：３)の全ヌクレオチド配列をＦｉｇ

３(配列番号：３)に示す。クローンＤＮＡ６２３７７-１３８１-１(配列番号：

３)は、単一のオープンリーディングフレームを含み、配列番号：３(Ｆｉｇ３)

のヌクレオチド位置５０－５２に見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオ

チド位置６４１－６４３の停止コドンで終端する。予測されるポリペプチド前駆

体は１９７アミノ酸長である(Ｆｉｇ４)(配列番号：４)。Ｆｉｇ４に示した全長

ＰＲＯ１１２２タンパク質(ＵＮＱ５６１)(配列番号：４)は、約２１７６５の見

積もり分子量及び約８．５３のｐＩを有する。クローンＤＮＡ６２３７７-１３

８１-１は１９９８年１２月２２日にＡＴＣＣに寄託され、寄託番号２０３５５

２が付与されている。ここで提供された配列にいくつかの配列化における不規則

性又は誤りがある場合、正しい配列は寄託された配列である。さらにここで提供

された全ての配列は公知の配列化技術の結果によるものである。

  単離された全長ＰＲＯ１１２２(ＵＮＱ５６１)のアミノ酸配列の分析は、それ

がＩＬ-１７と類似性を有することを示唆し、よってＰＲＯ１１２２(ＵＮＱ５６

１)が新規なサイトカインとなりうるし、ここでＩＬ-１７Ｃと命名されることが

示されている。またＦｉｇ４(配列番号：４)には、ＩＬ-１７と配列同一性を有

する領域、ロイシンジッパーパターン、シグナルペプチドのおよその位置が示さ

れている。

      【０２３８】

実施例３：ヒトＰＲＯ１０２７２をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の公知の分泌タンパク質の細胞外

ドメイン(ＥＣＤ)配列(存在すれば、分泌シグナル配列を含む)を、GenBankのゲ
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ノムＤＮＡ配列を検索するために使用した。検索は、コンピュータプログラムＢ

ＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ２(Altschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480 

(1996))を用いて、ＥＳＴ配列の６フレーム翻訳に対するＥＣＤタンパク質配列

の比較として実施した。公知のタンパク質をコードせず、７０のＢｌａｓｔスコ

ア(９０の場合もある)又はそれ以上を持つ比較は、プログラム「phrap」(Phil G

reen, University of Washington, Seattle, Washington)でクラスター化し、コ

ンセンサスＤＮＡ配列へ組み立てた。

  コンセンサスＤＮＡ配列を、上記に記載したようにphrapを用いて他のＥＳＴ

配列に関連して組み立てた。このコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ１４６６４

６と命名する。幾つかのケースでは、このコンセンサス配列は中間コンセンサス

ＤＮＡ配列から誘導され、それは、上記において検討したＥＳＴ配列のソースを

用いて中間コンセンサス配列が可能な限り伸張するように、BLAST及びphrapの繰

り返しサイクルを用いて伸長させたものである。

      【０２３９】

  ＤＮＡ１４６６４６コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲによって対象で

ある配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、並びに２）ＰＲＯ１０２７

２の全長コード化配列のクローンを単離するプローブとして使用するために、オ

リゴヌクレオチドを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に２

０～３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰＣ

Ｒ産物を与えるように設計される。プローブ配列は、典型的には４０－５５ｂｐ

長である。幾つかの場合には、コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大き

な場合には更なるオリゴヌクレオチドを合成した。全長クローンに関して幾つか

のライブラリをスクリーニングするために、ライブラリからのＤＮＡを、上掲の

Ausubel等, Current Protocols in Molecular BiologyのようにＰＣＲプライマ

ー対でのＰＣＲ増幅によってスクリーニングした。次いでポジティブライブラリ

を、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー対の一方を用いて興味ある遺伝

子をコードするクローンを単離することに使用した。

      【０２４０】

  ＰＣＲプライマーの対（正方向及び逆方向）を合成した：
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正方向ＰＣＲプライマー：

  5'-GTTGCATTCTTGGCAATGGTCATGGGA-3'(配列番号：２２)

逆方向ＰＣＲプライマー：

  5'-GGTCCATGTGGGAGCCTGTCTGTA-3'(配列番号：２３)

さらに、次のヌクレオチド配列を持つ合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー

ションプローブをコンセンサスＤＮＡ１４６６４６配列から構築した：

ハイブリダイゼーションプローブ：

  5'-CAGCAGCTCCTCAGAGGTGTCCTGCCCTTTGCTGGGGCAGCAGCT-3'

                                            (配列番号：２４)

      【０２４１】

  ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮＡをヒト精巣組織から単離した。ｃ

ＤＮＡクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブラリーは、Invitrogen, 

San Diego, CA からのもの等の市販試薬を用いて標準的方法によって形成した。

ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ＳａｌＩヘミリン酸

化アダプターへ平滑末端で結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそ

のサイズ分割をし、決められた方向で適当なクローニングベクター（ｐＲＫＢ又

はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部位を持たないｐＲＫ５Ｄの前駆体であ

る；Holmes等, Science, 253:1278-1280 (1991)）に独特のＸｈｏｌ及びＮｏｔ

Ｉ部位においてクローン化した。

  上記のように単離されたクローンのＤＮＡ配列は、全長ＰＲＯ１０２７２ポリ

ペプチドについての全長ＤＮＡ配列（ＤＮＡ１４７５３１-２８２１と命名する

［Ｆｉｇ５、配列番号：５］）、並びにそのＰＲＯ１０２７２ポリペプチドの誘

導タンパク質配列を与えた。

      【０２４２】

  上記で同定された全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームリー

ディングフレームを含み、ヌクレオチド位置２５９－２６１に見かけの翻訳開始

部位、並びにヌクレオチド位置７９０－７９２の停止シグナルを有していた（Ｆ

ｉｇ５；配列番号：５）。予測されるポリペプチド前駆体は１７７アミノ酸長で

あり、約２０，３３０ダルトンの計算上の分子量と約８．７８の見積もりｐＩを
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有する。Ｆｉｇ６（配列番号：６）に示した全長ＰＲＯ１０２７２配列の分析は

、Ｆｉｇ６に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在を明らかにし、

これら重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにおよそのも

のである。クローンＤＮＡ１４７５３１－２８２１は２０００年１月１１日にＡ

ＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１１８５が付与されている。

      【０２４３】

  単離された全長ＰＲＯ１０２７２のアミノ酸配列の分析は、それがＩＬ-１７

及びその種々の相同体との類似性を有していることを示唆し、それ故にＰＲＯ１

０２７２が新規サイトカインである可能性があり、ここでＩＬ-１７Ｅと命名さ

れることを示す。具体的には、Ｆｉｇ６（配列番号：６）に示した全長配列のＡ

ＬＩＧＮ-２配列アライメント分析を用いた、Dayhoffデーターベース（version 

35.45 SwissProt35）の分析は、ＰＲＯ１０２７２アミノ酸配列と次のDayhoff配

列の間の配列同一性を明らかにした：P_Y22197, P_W85620, AF18469_1, P_Y4176

2, P_Y28235, P_W97350, P_Y22198, P_Y28236, P_W28514, P_W13651。

      【０２４４】

実施例４：ヒトＰＲＯ２１１７５をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  Merk/Washington Universityの発現配列タッグ（ＥＳＴ）ＤＮＡデーターベー

スを検索し、インターロイキン-１７に対して相同性を示したＥＳＴを同定した

。

  種々の組織の５０の異なるヒトｃＤＮＡライブラリのプールをクローニングに

用いた。ヒトＰＲＯ２１１７５をコードするｃＤＮＡクローンを単離するために

用いたｃＤＮＡライブラリを、Invitrogen, San Diego, CAのもの等の市販試薬

を用いる標準的な方法によって構築した。ｃＤＮＡをＮｏｔＩ部位を含むオリゴ

ｄＴでプライムし、平滑末端(blunt)でＳａｌＩヘミリン酸化アダプターに結合

させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサイズ分類し、適当なクロー

ニングベクター(ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まな

いｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Holmes等, Science, 253: 1278-1280 (1991)参照

)の独特のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向にクローニングした

。
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      【０２４５】

  次いで、１）ＰＣＲによって対象である配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定

するため、並びに２）ＰＲＯ２１１７５の全長コード化配列のクローンを単離す

るプローブとして使用するために、上記に記載のＥＳＴ配列に基づくオリゴヌク

レオチドプローブを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは、一般的に

２０～３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰ

ＣＲ産物を与えるように設計される。プローブ配列は、典型的には４０－５５ｂ

ｐ長である。全長クローンに関して幾つかのライブラリをスクリーニングするた

めに、ライブラリからのＤＮＡを、上掲のAusubel等, Current Protocols in Mo

lecular BiologyのようにＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によってスクリ

ーニングした。次いで、ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド

及びプライマー対の一方を用いて興味ある遺伝子をコードするクローンを単離す

ることに使用した。

      【０２４６】

  用いたオリゴヌクレオチドプローブは次の通りである：

正方向プライマー  5'-GCTCAGTGCCTTCCACCACACGC-3'（配列番号：２５）

逆方向プライマー  5'-CTGCGTCCTTCTCCGGCTCGG-3'（配列番号：２６） 

ハイブリダイゼーションプローブ  

5'-CGTTCCGTCTACACCGAGGCCTACGTCACCATCCCCGTGGGCTGC-3'

                                                  （配列番号：２７）

      【０２４７】

  上記で同定された全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームリー

ディングフレームを含み、ヌクレオチド位置１－３に見かけの翻訳開始部位、並

びにヌクレオチド位置６０７－６０９の停止シグナルを有していた（Ｆｉｇ７；

配列番号：７）。予測されるポリペプチド前駆体は２０２アミノ酸長であり、約

２１，８７９ダルトンの計算上の分子量と約９．３の見積もりｐＩを有する。Ｆ

ｉｇ８（配列番号：８）に示した全長ＰＲＯ２１１７５配列の分析は、Ｆｉｇ８

に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在を明らかにし、これら重要

なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにおよそのものである。
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クロモソームマッピングによって、ＰＲＯ２１１７５コード化核酸がヒトの１３

ｑ１１に位置することが明らかになった。クローンＤＮＡ１７３８９４－２９４

７は２０００年６月２０日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－２

１０８が付与されている。

      【０２４８】

  単離された全長ＰＲＯ２１１７５のアミノ酸配列の分析は、それがＩＬ-１７

との類似性を有していることを示唆し、それ故にＰＲＯ２１１７５が新規サイト

カインである可能性があり、ここでＩＬ-１７Ｄと命名されることを示す。具体

的には、Ｆｉｇ８（配列番号：８）に示した全長配列のＡＬＩＧＮ-２配列アラ

イメント分析を用いた、Dayhoffデーターベース（version 35.45 SwissProt35）

の分析は、ＰＲＯ２１１７５アミノ酸配列と次のDayhoff配列の間の配列同一性

を明らかにした：AF152099_1。

      【０２４９】

実施例５：ヒトＰＲＯ５８０１をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の公知の分泌タンパク質の細胞外

ドメイン(ＥＣＤ)配列(存在すれば、分泌シグナル配列を含む)を、ＥＳＴデータ

ーベースを検索するために使用した。このＥＳＴデーターベースには、（１）公

的ＥＳＴデーターベース（例えば、GenBank）並びに（２）独自開発のＥＳＴデ

ーターベース（LIFESEQ（登録商標）、Incyte Pharamaceuticals, Palo Alto, C

A）が含まれた。検索は、コンピュータプログラムＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ２(

Altschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用いて、ＥＳＴ配

列の６フレーム翻訳に対するＥＣＤタンパク質配列の比較として実施した。公知

のタンパク質をコードせず、７０のＢｌａｓｔスコア(９０の場合もある)又はそ

れ以上を持つ比較は、プログラム「phrap」(Phil Green, University of Washin

gton, Seattle, Washington)でクラスター化し、コンセンサスＤＮＡ配列へ組み

立てた。

  コンセンサスＤＮＡ配列を、上記に記載したようにphrapを用いて他のＥＳＴ

配列に関連して組み立てた。このコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ１０５８５

０と命名する。幾つかのケースでは、このコンセンサス配列は中間コンセンサス
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ＤＮＡ配列から誘導され、それは、上記において検討したＥＳＴ配列のソースを

用いて中間コンセンサス配列が可能な限り伸張するように、ＢＬＡＳＴ及びphra

pの繰り返しサイクルを用いて伸長させたものである。

      【０２５０】

  ＤＮＡ１０５８５０コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲによって対象で

ある配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、並びに２）ＰＲＯ５８０１

の全長コード化配列のクローンを単離するプローブとして使用するために、オリ

ゴヌクレオチドを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に２０

～３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ

産物を与えるように設計される。プローブ配列は、典型的には４０－５５ｂｐ長

である。幾つかの場合には、コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きな

場合には更なるオリゴヌクレオチドを合成した。全長クローンに関して幾つかの

ライブラリをスクリーニングするために、ライブラリからのＤＮＡを、上掲のAu

subel等, Current Protocols in Molecular BiologyのようにＰＣＲプライマー

対でのＰＣＲ増幅によってスクリーニングした。次いでポジティブライブラリを

、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー対の一方を用いて興味ある遺伝子

をコードするクローンを単離することに使用した。

      【０２５１】

  ＰＣＲプライマーの対（正方向及び逆方向）を合成した：

正方向ＰＣＲプライマー１：

    5'-ACTCCATATTTTCCTACTTGTGGCA-3'  (配列番号：２８)

正方向ＰＣＲプライマー２：

    5'-CCCAAAGTGACCTAAGAAC-3'（配列番号：２９）

逆方向ＰＣＲプライマー：

  5'-TCACTGAATTTCTTCAAAACCATTGCA-3'  (配列番号：３０)

さらに、次のヌクレオチド配列を持つ合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー

ションプローブをコンセンサスＤＮＡ１０５８５０配列から構築した：

ハイブリダイゼーションプローブ：

  5'-TGTGGCAGCGACTGCATCCGACATAAAGGAACAGTTGTGCTCTGCCCACA-3'
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                                                  (配列番号：３１)

      【０２５２】

  ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮＡをヒト胎児肝臓組織から単離した

。ｃＤＮＡクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブラリーは、Invitrog

en, San Diego, CA からのもの等の市販試薬を用いて標準的方法によって形成し

た。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ＳａｌＩヘミリ

ン酸化アダプターへ平滑末端で結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でお

よそのサイズ分割をし、決められた方向で適当なクローニングベクター（ｐＲＫ

Ｂ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部位を持たないｐＲＫ５Ｄの前駆体

である；Holmes等, Science, 253:1278-1280 (1991)）に独特のＸｈｏｌ及びＮ

ｏｔＩ部位においてクローン化した。

  上記のように単離されたクローンのＤＮＡ配列は、全長ＰＲＯ５８０１ポリペ

プチドについての全長ＤＮＡ配列（ＤＮＡ１１５２９１-２６８１と命名する［

Ｆｉｇ１１、配列番号：１１］）、並びにそのＰＲＯ５８０１ポリペプチドの誘

導タンパク質配列を与えた。

      【０２５３】

  上記で同定された全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームリー

ディングフレームを含み、ヌクレオチド位置７－９に見かけの翻訳開始部位、並

びにヌクレオチド位置１５１３－１５１５の停止シグナルを有していた（Ｆｉｇ

１２；配列番号：１２）。予測されるポリペプチド前駆体は５０２アミノ酸長で

あり、約５５，８８４ダルトンの計算上の分子量と約８．５２の見積もりｐＩを

有する。Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）に示した全長ＰＲＯ５８０１配列の分析

は、Ｆｉｇ１２に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在を明らかに

し、これら重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにおよそ

のものである。クローンＤＮＡ１１５２９１－２６８１は１９９９年６月８日に

ＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－２０２が付与されている。

      【０２５４】

  Dayhoff データーベースの分析は、ＰＲＯ５８０１がＩＬ-１７レセプターと

配列同一性を有し、そして更にＰＲＯ５８０１は、本出願の実施例２２に記載さ
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れているように、ここでＩＬ-１７ＲＨ１と命名されていることを示ている。具

体的には、Ｆｉｇ１２（配列番号：１２）に示した全長配列のＡＬＩＧＮ-２配

列アライメント分析を用いた、Dayhoffデーターベース（version 35.45 SwissPr

ot35）の分析は、ＰＲＯ５８０１アミノ酸配列と次のDayhoff配列の間の配列同

一性を明らかにした：HSU58917_1, P_W92409, P_W61271, P_W04184, P_W92408, 

GEN13979, MMU31993_1及びYSO2_CAEEL。

      【０２５５】

実施例６：ヒトＰＲＯ２００４０をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  発現配列タッグ（ＥＳＴ）ＤＮＡデーターベース（Merk/Washington Universi

ty）を検索し、インターロイキン-１７に対して相同性を示したＥＳＴを同定し

た。

  種々の組織の５０の異なるヒトｃＤＮＡライブラリのプールをクローニングに

用いた。ヒトＰＲＯ２００４０をコードするｃＤＮＡクローンを単離するために

用いたｃＤＮＡライブラリを、Invitrogen, San Diego, CAのもの等の市販試薬

を用いる標準的な方法によって構築した。ｃＤＮＡをＮｏｔＩ部位を含むオリゴ

ｄＴでプライムし、平滑末端(blunt)でＳａｌＩヘミリン酸化アダプターに結合

させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサイズ分類し、適当なクロー

ニングベクター(ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まな

いｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Holmes等, Science, 253: 1278-1280 (1991)参照

)の独特のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向にクローニングした

。

      【０２５６】

  次いで、１）ＰＣＲによって対象である配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定

するため、並びに２）ＰＲＯ２００４０の全長コード化配列のクローンを単離す

るプローブとして使用するために、上記に記載のＥＳＴ配列に基づくオリゴヌク

レオチドプローブを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは、一般的に

２０～３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰ

ＣＲ産物を与えるように設計される。プローブ配列は、典型的には４０－５５ｂ

ｐ長である。全長クローンに関して幾つかのライブラリをスクリーニングするた
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めに、ライブラリからのＤＮＡを、上掲のAusubel等, Current Protocols in Mo

lecular BiologyのようにＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によってスクリ

ーニングした。次いで、ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド

及びプライマー対の一方を用いて興味ある遺伝子をコードするクローンを単離す

ることに使用した。

      【０２５７】

  用いたオリゴヌクレオチドプローブは次の通りである：

正方向プライマー  5'-CCGACTTCTTGCAGGGCCGG-3'（配列番号：３２）

逆方向プライマー  5'-GCAGCACGCAGCTGAGCGAG-3'（配列番号：３３） 

ハイブリダイゼーションプローブ  

5'-AGCGAGTGGCTACAGGATGGGGTGTCCGGGCCC-3'（配列番号：３４）

  上記で同定された全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームリー

ディングフレームを含み、ヌクレオチド位置２３３－２３５に見かけの翻訳開始

部位、並びにヌクレオチド位置２３４８－２３５０の停止シグナルを有していた

（Ｆｉｇ１３；配列番号：１３）。予測されるポリペプチド前駆体は７０５アミ

ノ酸長であり、約７６，８９８ダルトンの計算上の分子量と約６．０８の見積も

りｐＩを有する。Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）に示した全長ＰＲＯ２００４０

配列の分析は、Ｆｉｇ１４に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在

を明らかにし、これら重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のよ

うにおよそのものである。クローンＤＮＡ１６４６２５－２８９０は２０００年

３月２１日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１５３５が付与さ

れている。

      【０２５８】

  Dayhoff データーベースの分析は、ＰＲＯ２００４０がＩＬ-１７レセプター

と配列同一性を有し、そして更にＰＲＯ２００４０は、本出願の実施例２０に記

載されているように、ここでＩＬ-１７ＲＨ２と命名されていることを示ている

。具体的には、Ｆｉｇ１４（配列番号：１４）に示した全長配列のＡＬＩＧＮ-

２配列アライメント分析を用いた、Dayhoffデーターベース（version 35.45 Swi

ssProt35）の分析は、ＰＲＯ２００４０アミノ酸配列と次のDayhoff配列の間の
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配列同一性を明らかにした：HSU58917_1。

      【０２５９】

実施例７：ヒトＰＲＯ９８７７をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  ＤＮＡ１１９５０２－２７８９を、公的（例えば、GenBank）及び／又は私的

（LIFESEQ(登録商標), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA）データ

ベースからのＥＳＴｓ並びにクラスター化及び組み立てられたＥＳＴ断片へジェ

ネンテク，インク（South San Francisco, CA）によって開発された独自の配列

発見アルゴリズムを適用することによって同定した。シグナル配列アルゴリズム

は、考慮している配列又は配列断片の５'-末端の第１の、場合によっては第２の

メチオニンコドン（ＡＴＧ）を取り囲むＤＮＡヌクレオチドの文字に基づく分泌

シグナルスコアを計算する。第１のＡＴＧに続くヌクレオチドは、停止コドンを

持たない少なくとも３５の不明瞭でないアミノ酸をコードしなければならない。

第１のＡＴＧが必要なアミノ酸を有する場合、第２のものは試験しない。何れも

要件を満たさない場合、候補配列にスコアをつけない。ＥＳＴ配列が真正のシグ

ナル配列を含むか否かを決定するために、ＡＴＧコドンを取り囲むＤＮＡ及び対

応するアミノ酸配列を、分泌シグナルに関連することが知られた７つのセンサー

（評価パラメータ）の組を用いてスコアをつけた。

      【０２６０】

  上記に記載したシグナル配列アルゴリズムの使用は、ここでＣＬＵ４２９９３

と命名されたLIFESEQ（登録商標）（Incyte Pharmaceuticals、Palo Alto, CA）

データーベースからのＥＳＴ配列の同定を可能にした。次いでこのＥＳＴクラス

ター配列を、公的データベース（例えば、GenBank）及び独自に開発したＥＳＴ 

ＤＮＡデータベース（LIFESEQ（登録商標）、Incyte Pharmaceuticals、Palo Al

to, CA）を含む種々の発現配列タグ（ＥＳＴ）データベースと比較して、存在す

る相同性を同定した。相同体検索は、コンピュータプログラムＢＬＡＳＴ又はＢ

ＬＡＳＴ２（Altschul及びGish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)

）を用いて実施した。公知のタンパク質をコードせず、７０のＢＬＡＳＴスコア

（９０の場合もある）又はそれ以上を持つ比較物は、プログラム「phrap」（Phi

l Green, University of Washington, Seattle, Washington）で集団化してコン
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センサスＤＮＡ配列を構築した。そこから得られたコンセンサス配列を、ここで

ＤＮＡＦＲＯＭと命名する。

  ＤＮＡＦＲＯＭコンセンサス配列とLIFESEQ（登録商標）データーベースIncyt

e Pharmaceuticals、Palo Alto, CAのＥＳＴクローン番号７００５３６に含まれ

るＥＳＴ配列との間の観察された配列相同性に鑑みて、クローン番号７００５３

６を購入し、ｃＤＮＡ挿入物を得て配列決定した。この挿入物は全長タンパク質

をコードすることがわかった。このｃＤＮＡ挿入物の配列をＦｉｇ１５に示し、

ここでＤＮＡ１１９５０２－２７８９と命名する。

      【０２６１】

  クローンＤＮＡ１１９５０２－２７８９は単一のオープンリーディングフレー

ムリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置１０６－１０８に見かけの翻

訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位置２１０７－２１０９の停止コドンで

終端する（Ｆｉｇ１５；配列番号：１５）。予測されるポリペプチド前駆体は６

６７アミノ酸長である（Ｆｉｇ１６）。Ｆｉｇ１６に示す全長ＰＲＯ９８７７タ

ンパク質は、約７４，８１０ダルトンの見積もられた分子量及び約９．５５のｐ

Ｉを有する。Ｆｉｇ１６（配列番号：１６）に示した全長ＰＲＯ９８７７配列の

分析は、Ｆｉｇ１６に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在を明ら

かにし、これら重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにお

よそのものである。クローンＤＮＡ１１９５０２－２７８９は１９９９年１２月

２２日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１０８２が付与されて

いる。

      【０２６２】

  Dayhoff データーベースの分析は、ＰＲＯ９８７７がＩＬ-１７レセプターと

配列同一性を有し、そして更にＰＲＯ９８７７はがここでＩＬ-１７ＲＨ３と命

名されていることを示ている。具体的には、Ｆｉｇ１６（配列番号：１６）に示

した全長配列のＡＬＩＧＮ-２配列アライメント分析を用いたDayhoffデーターベ

ース（version 35.45 SwissProt35）の分析は、ＰＲＯ９８７７アミノ酸配列と

次のDayhoff配列の間の配列同一性を明らかにした：P_W61272, HSU58917, P_W04

185, P_W92409, GEN13979, P_W04184, P_W92408, MMU31993_1, P_W61271, 及びA
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F090114_1。

      【０２６３】

実施例８：ヒトＰＲＯ２００２６をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の公知の分泌タンパク質の細胞外

ドメイン(ＥＣＤ)配列(存在すれば、分泌シグナル配列を含む)を、ＥＳＴデータ

ーベースを検索するために使用した。このＥＳＴデーターベースには、独自開発

のＥＳＴデーターベース（LIFESEQ（登録商標）、Incyte Pharamaceuticals, Pa

lo Alto, CA）が含まれた。検索は、コンピュータプログラムＢＬＡＳＴ又はＢ

ＬＡＳＴ２(Altschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用い

て、ＥＳＴ配列の６フレーム翻訳に対するＥＣＤタンパク質配列の比較として実

施した。公知のタンパク質をコードせず、７０のＢｌａｓｔスコア(９０の場合

もある)又はそれ以上を持つ比較は、プログラム「phrap」(Phil Green, Univers

ity of Washington, Seattle, Washington)でクラスター化し、コンセンサスＤ

ＮＡ配列へ組み立てた。

  コンセンサスＤＮＡ配列を、上記に記載したようにphrapを用いて他のＥＳＴ

配列に関連して組み立てた。このコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ１４９８７

０と命名する。幾つかのケースでは、このコンセンサス配列は中間コンセンサス

ＤＮＡ配列から誘導され、それは、上記において検討したＥＳＴ配列のソースを

用いて中間コンセンサス配列が可能な限り伸張するように、ＢＬＡＳＴ及びphra

pの繰り返しサイクルを用いて伸長させたものである。

      【０２６４】

  ＤＮＡ１４９８７０コンセンサス配列に基づいて、フリップクローニングを実

施した。１）ＰＣＲによって対象である配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定す

るため、並びに２）ＰＲＯ５８０１の全長コード化配列のクローンを単離するプ

ローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。正方向及び逆方

向ＰＣＲプライマーは一般的に２０～３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば

約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設計される。プローブ配

列は、典型的には４０－５５ｂｐ長である。幾つかの場合には、コンセンサス配

列が約１－１．５ｋｂｐより大きな場合には更なるオリゴヌクレオチドを合成し
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た。全長クローンに関して幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ラ

イブラリからのＤＮＡを、per Schankeら., Bio Techniques, 16: 414-416(1994

)のように、ＰＣＲプライマー対でプリップＰＣＲ増幅によってスクリーニング

した。次いで、ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド及びプラ

イマー対の一つを用いて対象である遺伝子をコードするクローンを単離するため

に用いた。

      【０２６５】

  ＰＣＲプライマーの対（正方向及び逆方向）を合成した：

正方向ＰＣＲプライマー：

    5'-CGTTGTTTGTCAGTGGAGAGCAGGG-3'  (配列番号：３５)

逆方向ＰＣＲプライマー：

    5'-CAGGAACACCTGAGGCAGAAGCG-3'  (配列番号：３６)

さらに、次のヌクレオチド配列を持つ合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー

ションプローブをコンセンサスＤＮＡ１４９８７０配列から構築した：

ハイブリダイゼーションプローブ：

  5'-CTATCTCCCTGCCAGGAGGCCGGAGTGGGGGAGGTCAGAC-3'

                                                  (配列番号：３７)

      【０２６６】

  ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮＡをヒト組織から単離した。ｃＤＮ

Ａクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブラリーは、Invitrogen, San 

Diego, CA からのもの等の市販試薬を用いて標準的方法によって形成した。ｃＤ

ＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ＳａｌＩヘミリン酸化ア

ダプターへ平滑末端で結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサ

イズ分割をし、決められた方向で適当なクローニングベクター（ｐＲＫＢ又はｐ

ＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部位を持たないｐＲＫ５Ｄの前駆体である；

Holmes等, Science, 253:1278-1280 (1991)）に独特のＸｈｏｌ及びＮｏｔＩ部

位においてクローン化した。

  上記のように単離されたクローンのＤＮＡ配列は、全長ＰＲＯ２００２６ポリ

ペプチドについての全長ＤＮＡ配列（ＤＮＡ１５４０９５－２９９８と命名する
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［Ｆｉｇ１７、配列番号：１７］）、並びにそのＰＲＯ２００２６ポリペプチド

の誘導タンパク質配列を与えた。

      【０２６７】

  上記で同定された全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームリー

ディングフレームを含み、ヌクレオチド位置７０－７２に見かけの翻訳開始部位

、並びにヌクレオチド位置２２５４－２２５６の停止シグナルを有していた（Ｆ

ｉｇ１７；配列番号：１７）。予測されるポリペプチド前駆体は７２８アミノ酸

長であり、約８１，３１０ダルトンの計算上の分子量と約６．８４の見積もりｐ

Ｉを有する。Ｆｉｇ１８（配列番号：１８）に示した全長ＰＲＯ２００２６配列

の分析は、Ｆｉｇ１８に示した種々の重要なポリペプチドドメインのの存在を明

らかにし、これら重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のように

およそのものである。クローンＤＮＡ１５４０９５－２９９８は２０００年１０

月１０日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－２５９１が付与され

ている。

      【０２６８】

  Dayhoff データーベースの分析は、ＰＲＯ２００２６がＩＬ-１７レセプター

と配列同一性を有し、そして更にＰＲＯ２００２６がここでＩＬ-１７ＲＨ４と

命名されていることを示ている。具体的には、Ｆｉｇ１８（配列番号：１８）に

示した全長配列のＡＬＩＧＮ-２配列アライメント分析を用いた、Dayhoffデータ

ーベース（version 35.45 SwissProt35）の分析は、ＰＲＯ２００２６アミノ酸

配列と次のDayhoff配列の間の配列同一性を明らかにした：T42695, P_W04185, P

_W92409, P_W61272, NM_014339_1, HSU58917_1, MMU31993_1, GEN13979, P_W041

84, P_W61271。

      【０２６９】

実施例９：ハイブリダイゼーションプローブとしてのＰＲＯの利用

  以下の方法は、ＰＲＯをコードするヌクレオチド配列のハイブリダイゼーショ

ンプローブとしての利用を示している。

  ここに開示されている全長又は成熟ＰＲＯをコード化配列を含むＤＮＡは、ヒ

ト組織ｃＤＮＡライブラリ又はヒト組織ゲノムライブラリの相同的なＤＮＡ（Ｐ
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ＲＯの天然発生変異体をコードするもの等）のスクリーニングのためのプローブ

として用いられる。

  ハイブリダイゼーション及びいずれかのライブラリＤＮＡを含有するフィルタ

ーの洗浄を、次の高緊縮性条件下において実施する。放射標識ＰＲＯ誘導プロー

ブのフィルターへのハイブリダイゼーションを、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳ

Ｃ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウ

ム、ｐＨ６．８、２ｘデンハード液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中にお

いて４２℃で２０時間に渡って実施する。フィルターの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ

及び０．１％ＳＤＳ水溶液中において４２℃で実施する。

  次いで、全長天然配列をコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡ

は、この分野で知られている標準的技術を用いて同定することができる。

      【０２７０】

実施例１０：インサイツハイブリダイゼーション

  インサイツハイブリダイゼーションは、細胞又は組織調製物内での核酸配列の

検出及び局在化のための強力で多用途の技術である。それは、例えば、遺伝子発

現部位の同定、転写物の組織分布の分析、ウイルス感染の同定及び局在化、特定

ｍＲＮＡ合成及び染色体マッピングにおける追跡に有用である。

  インサイツハイブリダイゼーションは、Lu及びGillett, Cell Vision 1: 169-

176 (1994)のプロトコールの最適な変形に従って、ＰＣＲ生成３３Ｐ-標識リボ

プローブを用いて実施される。簡単には、ホルマリン固定、パラフィン包埋ヒト

組織を切片化し、脱パラフィンし、プロテイナーゼＫ（20g/ml）で１５分間３７

℃で脱タンパクし、さらに上掲のLu及びGillettに記載されたようにインサイツ

ハイブリダイゼーションする。［３３Ｐ］ＵＴＰ-標識アンチセンスリボプロー

ブをＰＣＲ産物から生成し、５５℃で終夜ハイブリダイゼーションする。スライ

ドをKodak NTB2核トラックエマルションに浸漬して４週間に渡って露出する。

      【０２７１】

３３Ｐ-リボプローブ合成

  ６．０μｌ（１２５ｍＣｉ）の３３Ｐ－ＵＴＰ（Amersham BF 1002, SA<2000 

Ci/mmol）をスピード真空乾燥させた。乾燥３３Ｐ－ＵＴＰを含む管に以下の成
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分を添加した：

  ２．０μｌの５ｘ転写バッファー

  １．０μｌのＤＴＴ（１００ｍＭ）

  ２．０μｌのＮＴＰ混合物（2.5mM: 10μｌ; 各々10mM GTP, CTP & ATP +10μ

ｌ H2O）

  １．０μｌのＵＴＰ（５０μＭ）

  １．０μｌのＲｎａｓｉｎ

  １．０μｌのＤＮＡテンプレート（１μｇ）

  １．０μｌのＨ２Ｏ

  １．０μｌのＲＮＡポメラーゼ（ＰＣＲ産物についてＴ３＝ＡＳ，  Ｔ７＝Ｓ

，通常）

  管を３７℃で１時間インキュベートし、１．０μlのＲＱ１ ＤＮａｓｅを添加

し、次いで３７℃で１５分間インキュベートした。９０μlのＴＥ（10mMトリスp

H7.6／1mMのＥＤＴＡpH8.0）を添加し、混合物をDE81紙にピペットした。残りの

溶液をMicrocon-50限外濾過ユニットに負荷し、プログラム１０を用いてスピン

させた（6分間）。濾過ユニットを第２の管に変換し、プログラム２を用いてス

ピンさせた（3分間）。最終回収スピンの後、１００μlのＴＥを添加した。1μl

の最終生成物をＤＥ８１紙にピペットし6mlのBiofluor IIで数えた。

  プローブをＴＢＥ／尿素ゲル上で走らせた。１－３μlのプローブ又は５μlの

ＲＮＡ ＭｒｋＩＩＩを３μlの負荷バッファーに添加した。加熱ブロック上で９

５℃に３分間加熱した後、ゲルを即座に氷上に置いた。ゲルのウェルをフラッシ

ングし、試料を負荷し、１８０－２５０ボルトで４５分間走らせた。ゲルをサラ

ンラップでラップし、－１７℃冷凍機内で補強スクリーンを持つＸＡＲフィルム

に１時間から終夜に渡って露出した。

      【０２７２】

  ３３Ｐ-ハイブリダイゼーション

    Ａ．凍結切片の前処理

  スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに配置して室温で５分間

解凍した。トレイを５５℃のインキュベータに５分間配置して凝結を減らした。
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スライドを蒸気フード内において４%パラホルムアルデヒド中で５分間固定し、

０．５ｘＳＳＣで５分間室温で洗浄した（25ml 20xSSC + 975ml SQ H2O）。０．

５μｇ／ｍｌのプロテイナーゼ中、３７℃で１０分間の脱タンパクの後（250ml

の予備加熱ＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の10mg/mlストック12.5μl）

、切片を０．５ｘＳＳＣで１０分間室温で洗浄した。切片を、７０％、９５％、

１００％エタノール中、各２分間脱水した。

    Ｂ．パラフィン包埋切片の前処理

  スライドを脱パラフィンし、ＳＱ Ｈ２Ｏ中に配置し、２ｘＳＳＣで室温にお

いて各々５分間２回リンスした。切片を２０μｇ／ｍｌのプロテイナーゼＫ（25

0ｍｌのＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中10mg/mlを500μｌ；３７℃、１

５分間）－ヒト胚又は８ｘプロテイナーゼＫ（250mlのＲＮａｓｅバッファー中1

00μl、３７℃、３０分間）－ホルマリン組織で脱タンパクした。続く０．５ｘ

ＳＳＣでのリンス及び脱水は上記のように実施した。

      【０２７３】

    Ｃ．プレハイブリダイゼーション

  スライドをＢｏｘバッファー（4ｘＳＳＣ、50%ホルムアミド）－飽和濾紙で列

を作ったプラスチックボックスに並べた。組織を５０μlのハイブリダイゼーシ

ョンバッファー（3.75gデキストラン硫酸＋6mlＳＱ Ｈ２Ｏ）で被覆し、ボルテ

ックスし、キャップを外して２分間マイクロ波で加熱した。氷上で冷却した後、

１８．７５ｍｌのホルムアミド、３．７５ｍｌの２０ｘＳＳＣ及び9mlのＳＱ Ｈ

２Ｏを添加し、組織を良くボルテックスし、４２℃で１－４時間インキュベート

した。

    Ｄ．ハイブリダイゼーション

  スライド当たり１．０ｘ１０６ｃｐｍのプローブ及び１．０μｌのｔＲＮＡ（

50mg/mlストック）を９５℃で３分間加熱した。スライドを氷上で冷却し、スラ

イド当たり４８μｌのハイブリダイゼーションバッファーを添加した。ボルテッ

クスの後、５０μｌの３３Ｐ混合物をスライド上のプレハイブリッド５０μlに

添加した。スライドを５５℃で終夜インキュベートした。

      【０２７４】
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    Ｅ．洗浄：

  洗浄は、２ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで２ｘ１０分間、室温で実施し（400mlの20ｘS

SC＋16mlの0.25M EDTA、Ｖｆ＝4L）、次いでＲＮａｓｅＡ処理を３７℃で３０分

間行った（250mlＲＮａｓｅバッファー中10mg/mlを500μｌ＝20μg/ml）。スラ

イドを2x10分間、ＥＤＴＡで室温において洗浄した。緊縮性洗浄条件は次の通り

：５５℃で２時間、０．１ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡ（20mlの20ｘSSC＋16mlのEDTA、

Ｖｆ＝4L）。

    Ｆ．オリゴヌクレオチド

  ここに開示したＤＮＡ５９２９４－１３８１についてインサイツ分析を実施し

た。これらの分析にために用いたオリゴヌクレオチドは、ここで開示したヌクレ

オチド配列から誘導され、概して約４０から５０ヌクレオチド長である。

    Ｇ．結果

  ここに開示されているように、インサイツ分析をＤＮＡ５９２９４－１３８１

に関して実施した。この分析の結果は、以下の通りである。

      【０２７５】

ＤＮＡ５９２９４－１３８１（ＰＲＯ１０３１）

  このＩＬ１７相同体の発現は、正常成人及び胎児組織及び炎症、主に慢性リン

パ球炎症を持つ組織からなるパネルで評価した。このパネルは、Ｔリンパ球作用

を媒介（刺激性又は阻害性）する新規なタンパク質の免疫媒介疾患における発現

パターンを特異的に評価するために設計した。このタンパク質は、Ｉｇ-融合タ

ンパク質として発現された場合は、ヒト混合リンパ球反応（ＭＬＲ）において用

量依存的に免疫刺激性であり；２つの異なる濃度（1.0%及び0.1%の560nMストッ

ク）で用いられたとき、ベースライン刺激指数より２８５％及び１４７％という

増加を生じる（下記の実施例２５を参照）。要旨：発現は、筋肉、成人の或る種

の型の平滑筋及びヒト胎児の平滑筋に制限された。ヒト成人における発現は、結

腸及び胆嚢を含む管器官の平滑筋において評価された。血管及び気管支の平滑筋

では発現されなかった。ヒト成人骨格筋は評価しなかった。胎児組織において、

骨格筋、体幹骨格及び肢における中程度から高度の拡散発現があった。腸壁の平

滑筋では弱い発現があったが、心筋では発現されなかった。発現したヒト成人組
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織：結腸：慢性炎症性腸疾患を持つ５検体において平滑筋（筋層）で低レベルの

拡散発現があった。胆嚢：胆嚢の平滑筋で弱から低レベルの発現があった。発現

したヒト胎児組織：骨格筋において中程度の拡散発現及び平滑筋において弱から

低レベル発現があった；胎児心臓又は肝臓、脾臓、ＣＮＳ、腎臓、腸、肺を含む

他の任意の器官では発現は無かった。発現の無いヒト組織：慢性肉芽腫炎症及び

慢性気管支炎（５患者）の肺、末梢神経、心臓、胎盤、肝臓（疾患多重ブロック

）、脳（大脳及び小脳）、扁桃（反応性過形成）、末梢リンパ節、胸腺。

      【０２７６】

実施例１１：大腸菌におけるＰＲＯの発現

  この実施例は、大腸菌中における組み換え発現によるＰＲＯの非グリコシル化

型の調製を例証する。

  ＤＮＡ配列コード化は選択されたＰＣＲプライマーを利用して最初に増幅され

る。このプライマーは、選択された発現ベクター上の制限酵素部位に対応する制

限酵素部位を含まなければならない。様々な発現ベクターを使用することができ

る。適したベクターの例としては、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性に対

する遺伝子を含むｐＢＲ３２２(大腸菌由来；Bolivarら, Gene, 2:95 (1997)を

参照のこと)がある。ベクターは制限酵素によって消化され、脱リン酸化される

。次いで、ＰＣＲ増幅配列をベクターにライゲーションする。ベクターは好まし

くは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ポリＨｉｓリーダー（最初の６

つのSTIIコドン、ポリHisリーダー、及びエンテロキナーゼ切断部位を含む）、

ＰＲＯコード領域、ラムダ転写集結因子及びａｒｇＵ遺伝子をコードする配列を

含む。

      【０２７７】

  次いで、Sambrookら, 上記に記載されている方法を用いて選択された大腸菌株

を形質転換するために、このライゲーション混合物を利用した。形質転換体をＬ

Ｂ部レート上でのその成長能力によって同定し、次いで抗生物質耐性コロニーを

選択する。プラスミドＤＮＡを単離し、それを制限分析及びＤＮＡ配列決定によ

って確認することができる。

  選択されたクローンを、抗生物質が補填されたＬＢブロスのような液体培地で
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一晩かけて成長させることができる。この一晩の培養を、次により大きなスケー

ルでの培養を播種するために使用してもよい。そして、細胞を所望の光学密度に

なるまで成長させ、その間に発現プロモーターが作用し始める。

  更に数時間、細胞を培養した後に、遠心分離によって細胞を収集することが可

能である。遠心分離によって得られた細胞ペレットは、当該分野で公知の様々な

薬剤を使用して可溶化でき、次いで、この溶解したＰＲＯタンパク質を、タンパ

ク質の堅固な結合を可能にする条件下において金属キレート化カラムを用いて精

製すること可能である。

      【０２７８】

  以下の手法を用いて、ポリ－Ｈｉｓタグ形態でＰＲＯを大腸菌で発現させても

よい。ＰＲＯをコードするＤＮＡを、選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に

増幅した。このプライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応す

る制限酵素部位、及び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの

迅速な精製、及びエンテロキナーゼでのタンパク質分解的除去を与える他の有用

な配列を含む。次いで、ＰＣＲ増幅されたポリ-Hisタグ配列を発現ベクターへ結

合させ、これを株５２（W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacI

q)）に基づく大腸菌宿主の形質転換に使用した。形質転換体を、最初に５０ｍｇ

／ｍｌのカルベニシリンを含有するＬＢ中で、３０℃で振盪しながら３－５のＯ

．Ｄ．６００に達するまで成長させた。ついで培養液をＣＲＡＰ培地（３．５７

ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．７１ｇのクエン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ、１．０

７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇのDifco酵母抽出物、５００ｍＬ水中の５．３６ｇのS

heffield hycase SF、並びに１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、０．５５％（

ｗ／ｖ）のグルコース及び７ｍMのＭｇＳＯ４の混合で調製）中にて５０－１０

０倍希釈し、３０℃で振盪によって約２０－３０時間成長させた。ＳＤＳ-ＰＡ

ＧＥにより発現を確認するために試料を取り出し、細胞がペレットとなるように

バルク培地を遠心分離した。精製及びリフォールディング（再折りたたみ）まで

、細胞ペレットを凍結させた。

      【０２７９】

  ０．５から１Ｌの発酵（６－１０ｇペレット）からの大腸菌ペーストを、７Ｍ
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のグアニジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８バッファー中で１０容量（ｗ／ｖ）で

再懸濁させた。固体硫酸ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最

終濃度を各々０．１Ｍ及び０．０２Ｍとし、溶液を４℃で終夜撹拌した。この工

程により、すべてのシステイン残基が亜硫酸によりブロックされた変性タンパク

質が生じる。溶液をBeckman Ultracentrifuge中で４０，０００ｒｐｍで３０分

間濃縮した。上清を金属キレートカラムバッファー（６Ｍのグアニジン、２０ｍ

Ｍのトリス、ｐＨ７．４）の３－５容量で希釈し、透明にするために０．２２ミ

クロンフィルターを通して濾過する。透明抽出物を、金属キレートカラムバッフ

ァーで平衡化させた５ｍｌのQiagen Ｎｉ-ＮＴＡ金属キレートカラムに負荷した

。カラムを５０ｍＭのイミダゾール（Calbiochem, Utrol grade）を含む添加バ

ッファー、ｐＨ７．４で洗浄した。タンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含

有するバッファーで溶離した。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、４

℃で保存した。タンパク質濃度は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係

数を用いて２８０ｎｍにおけるその吸収により見積もった。

      【０２８０】

  試料を２０ｍＭのトリス、ｐＨ８．６、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素

、５ｍＭのシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡからなる新た

に調製した再生バッファー中で徐々に希釈することによって、タンパク質を再生

させた。リフォールディング容量は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００マ

イクログラム／ｍｌとなるように選択した。リフォールディング溶液を４℃で１

２－３６時間ゆっくりと撹拌した。リフォールディング反応はＴＦＡを採取濃度

０．４％（約３のｐＨ）で添加することにより停止させた。タンパク質をさらに

精製する前に、溶液を０．２２ミクロンフィルターを通して濾過し、アセトニト

リルを最終濃度２－１０％で添加した。再生したタンパク質を、Poros R1／H逆

相カラムで、０．１％ＴＦＡの移動バッファーと１０～８０％のアセトニトリル

勾配での溶離を用いてクロマトグラフにかけた。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリ

コートをＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し、相同な再生タンパク質を含有

する画分をプールした。一般的に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、これ

らの種が最もコンパクトであり、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮
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蔽されているので、アセトニトリルの最低濃度で溶離される。凝集した種は通常

、より高いアセトニトリル濃度で溶離される。誤って再生したタンパク質を所望

の形態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエンドトキシンも除去する。

  所望の再生したＰＲＯポリペプチドを含有する画分をプールし、溶液に向けた

窒素の弱い気流を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質を、透析又は調

製バッファーで平衡化したＧ２５Superfine（Pharmacia）樹脂でのゲル濾過及び

滅菌濾過により、０．１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む２

０ｍＭのHepes、ｐＨ６．８に調製した。

  ここで開示された多くのＰＲＯポリペプチドは、上記の方法によって成功裏に

発現した。

      【０２８１】

実施例１２：哺乳動物細胞におけるＰＲＯの発現

  この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現による潜在的にグリコシル

化した形態のＰＲＯの調製を例証する。

  発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５（１９８９年３月１５日公開のＥＰ３０

７，２４７参照）を用いた。場合によっては、ＰＲＯ ＤＮＡを選択した制限酵

素を持つｐＲＫ５に結合させ、上記のSambrook等に記載されたようなライゲーシ

ョン方法を用いてＰＲＯＤＮＡを挿入させる。得られたベクターは、ｐＲＫ５-

ＰＲＯと呼ばれる。

      【０２８２】

  一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト

２９３細胞（ATCC CCL 1573）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及

び／又は抗生物質を添加したＤＭＥＭなどの培地中で組織培養プレートにおいて

成長させて集密化した。約１０μｇのｐＲＫ５-ＰＲＯＤＮＡを約１μgのＶＡ 

ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［Thimmappayaら, Cell, 31:543 (1982))］と混合

し、５００μｌの１ｍＭ トリス-ＨＣｌ、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ、０．２２７Ｍ 

ＣａＣｌ２に溶解させた。この混合物に、滴状の５００μｌの５０ｍＭ ＨＥＰ

ＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭ ＮａＣｌ、１．５ｍＭ ＮａＰＯ４を添加し

、２５℃で１０分間析出物を形成させた。析出物を懸濁し、２９３細胞に加えて
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３７℃で約４時間定着させた。培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ中２０％グリセロ

ールを３０秒間添加した。２９３細胞は、次いで無血清培地で洗浄し、新鮮な培

地を添加し、細胞を約５日間インキュベートした。

  トランスフェクションの約２４時間後、培地を除去し、培地（のみ）又は２０

０μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ－メチオニン

を含む培地で置換した。１２時間のインキュベーションの後、条件培地を回収し

、スピンフィルターで濃縮し、１５％ＳＤＳゲルに添加した。処理したゲルを乾

燥させ、ＰＲＯポリペプチドの存在を現す選択された時間にわたってフィルムに

さらした。形質転換した細胞を含む培地に、更なるインキュベーションを施し（

無血清培地で）、培地を選択されたバイオアッセイで試験した。

      【０２８３】

  これに換わる技術において、ＰＲＯは、Somparyacら, Proc. Natl. Acad. Sci

., 12:7575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過

的に導入される。２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで成長させ、

７００μｇのｐＲＫ５-ＰＲＯＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラス

コから遠心分離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。ＤＮＡ-デキストラン沈殿

物を細胞ペレット上で４時間インキュベートした。細胞を２０％グリセロールで

９０秒間処理し、組織培地で洗浄し、組織培地、５μｇ／ｍｌウシインシュリン

及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェリンを含むスピナーフラスコに再度導入

した。約４日後に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び細胞片を除去した

。次いで発現ＰＲＯポリペプチドを含む試料を、透析及び／又はカラムクロマト

グラフィー等の選択した方法によって濃縮し精製することが可能である。

  他の実施態様では、ＰＲＯをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ５

-ＰＲＯは、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用いて

ＣＨＯ細胞にトランスフェクションすることができる。上記したように、細胞培

地をインキュベートし、培地を培養培地（のみ）又は３５Ｓ-メチオニン等の放

射性標識を含む培地に置換することができる。ＰＲＯポリペプチドの存在を同定

した後、培地を無血清培地に置換してもよい。好ましくは、培地を約６日間イン

キュベートし、次いで条件培地を収集する。次いで、発現ＰＲＯポリペプチドを
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含む培地を、任意の選択した方法によって濃縮し精製することができる。

      【０２８４】

  また、エピトープタグＰＲＯは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい。

ＰＲＯはｐＲＫ５ベクターからサブクローニングしてもよい。サブクローン挿入

物は、ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベクター中のポリ-hisタグ等の選択

されたエピトープタグを持つ枠に融合できる。ポリ-hisタグＰＲＯ挿入物は、次

いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ４０

誘導ベクターにサブクローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４０誘導ベ

クターで（上記のように）トランスフェクションした。発現を確認するために、

上記のように標識化を行ってもよい。発現されたポリ-hisタグＰＲＯを含む培地

は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋-キレートアフィニティクロマトグラフィー等の選

択された方法により精製できる。

  またＰＲＯは、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、他の安定

な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。

  ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質

は、それぞれのタンパク質の可溶化形態のコード配列（例えば、細胞外ドメイン

）がＩｇＧ１のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配列に融合し

たＩｇＧ作成物（イムノアドヘシン）、又はポリ-Hisタグ形態として発現された

。

      【０２８５】

  ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、Ausubelら, Current Protocols of 

Molecular Biology, Unit 3.26, John Wiley and Sons (1997)に記載されたよう

な標準的技術を用いてＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現

ベクターは、対象とするＤＮＡの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤ

ＮＡの便利なシャトル化ができるように作成される。ベクターは、Lucasら, Nuc

l. Acids Res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記載されたようにＣＨＯ細胞での発

現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロフォレートレダクターゼ（ＤＨＦＲ

）の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用いる。ＤＨＦＲ

発現は、トランスフェクションに続くプラスミドの安定な維持のための選択を可
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能にする。

  所望のプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販のトランスフェクショ

ン試薬Superfect(登録商標)(Quiagen), Dosper(登録商標)及びFugene(登録商標)

（Boehringer Mannheim）約１千万のＣＨＯ細胞に導入する。細胞は、上記のLuc

as等に記載されているように成長させた。約３ｘ１０７細胞を、下記のような更

なる成長及び生産のためにアンプル中で凍結させた。

      【０２８６】

  プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより

混合した。内容物を１０ｍＬの媒質を含む遠心管にピペットして、１０００ｒｐ

ｍで５分間遠心分離した。上清を吸引して細胞を１０ｍＬの選択培地（０．２μ

ｍ濾過ＰＳ２０、５％の０．２μｍ透析濾過ウシ胎児血清を添加）中に懸濁させ

た。次いで細胞を９０ｍＬの選択培地を含む１００ｍＬスピナーに分ける。１－

２日後、細胞を１５０ｍＬの選択培地を満たした２５０ｍＬスピナーに移し、３

７℃でインキュベートする。さらに２－３日後、２５０ｍＬ、５００ｍＬ及び２

０００ｍＬのスピナーを３ｘ１０５細胞／ｍＬで播種した。細胞培地を遠心分離

により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた。任意の適切なＣＨＯ培地を

用いてもよいが、実際には１９９２年６月１６日に発行された米国特許第５，１

２２，４６９号に記載された生産培地を使用した。３Ｌの生産スピナーを１．２

ｘ１０６細胞／ｍＬで播種した。０日目に、細胞数とｐＨを測定した。１日目に

、スピナーをサンプルし、濾過空気での散布を実施した。２日目に、スピナーを

サンプルし、温度を３３℃に変え、３０ｍＬの５００ｇ／Ｌのグルコース及び０

．６ｍＬの１０％消泡剤（例えば３５％ポリジメチルシロキサンエマルション、

Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion）をとった。生産を通して、ｐＨは７

．２近傍に調節し維持した。１０日後、又は生存率が７０％を下回るまで、細胞

培地を遠心分離で回収して０．２２μｍフィルターを通して濾過した。濾過物は

、４℃で貯蔵するか、即座に精製用カラムに充填した。

      【０２８７】

  ポリ-Hisタグ作成物に関して、タンパク質をＮｉ-ＮＴＡカラム（Qiagen）を

用いて精製した。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで添加
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した。条件培地を、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含む２０ｍＭ

のHepes，ｐＨ７．４バッファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムへ４

－５ｍｌ／分の流速によって４℃でポンプ供給した。充填後、カラムをさらに平

衡バッファーで洗浄し、タンパク質を０．２５Ｍイミダゾールを含む平衡バッフ

ァーで溶離した。高度に精製されたタンパク質は、続いて１０ｍＭのHepes、０

．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニトール，ｐＨ６．８を含む貯蔵バッファー

中で２５ｍｌのＧ２５Superfine（Pharmacia）を用いて脱塩し、－８０℃で貯蔵

した。

      【０２８８】

  イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を、以下通りに条件培地から精製した。

条件培地を、２０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー，ｐＨ６．８で平衡化した

５ｍｌのプロテインＡカラム（Pharmacia）へポンプ注入した。充填後、カラム

を平衡バッファーで強く洗浄した後、１００ｍＭのクエン酸，ｐＨ３．５で溶離

した。溶離したタンパク質は、１ｍｌの画分を２７５μＬの１Ｍトリスバッファ

ー，ｐＨ９を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製された

タンパク質は、続いてポリ－Ｈｉｓタグタンパク質について上記した貯蔵バッフ

ァー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルとエドマン（Edman

）分解によるＮ－末端アミノ酸配列決定により評価した。

  ここに開示したＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現さ

れた。

      【０２８９】

実施例１３：酵母菌でのＰＲＯの発現

  以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯポリペプチドの組換え発現を記載する。

  第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯの細胞内生産又は分

泌のための酵母菌発現ベクターを作成する。ＰＲＯポリペプチドをコードするＤ

ＮＡ及びプロモーターを選択したプラスミドの適当な制限酵素部位に挿入してＰ

ＲＯポリペプチドの細胞内発現を指示する。分泌のために、ＰＲＯをコードする

ＤＮＡを選択したプラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコードす

るＤＮＡ、天然ＰＲＯシグナルペプチド又は他の哺乳動物シグナルペプチド、又
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は、例えば酵母菌α因子又はインベルターゼ分泌シグナル／リーダー配列、及び

（必要ならば）ＰＲＯの発現のためのリンカー配列とともにクローニングするこ

とができる。

      【０２９０】

  酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し

、選択された発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１０％トリ

クロロ酢酸での沈降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシー

ブルー染色でゲルの染色をすることができる。

  続いて組換えＰＲＯポリペプチドは、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞

を除去し、次いで選択されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮するこ

とによって単離及び精製できる。ＰＲＯポリペプチドを含む濃縮物は、選択され

たカラムクロマトグラフィー樹脂を用いてさらに精製してもよい。

  ここに開示したＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現さ

れた。

      【０２９１】

実施例１４：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＰＲＯの発現

  以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯの組換え発現

を記載する。

  ＰＲＯコードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトー

プタグの上流に融合させた。このようなエピトープタグは、ポリ-hisタグ及び免

疫グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Navagen

）などの市販されているプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラ

スミドを用いることができる。簡単には、ＰＲＯ又はＰＲＯコード配列の所定部

分、例えば膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質

が細胞外である場合の成熟タンパク質をコードする配列などが、５’及び３’領

域に相補的なプライマーでのＰＣＲにより増幅される。５’プライマーは、隣接

する（選択された）制限酵素部位を包含していてもよい。生産物は、次いで、選

択された制限酵素で消化され、発現ベクターにサブクローニングされる。

      【０２９２】
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  組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイル

スＤＮＡ（Pharmingen）を、Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ＡＴ

ＣＣ ＣＲＬ １７１１）中にリポフェクチン（GIBCO-BRLから市販）を用いて同

時トランスフェクションすることにより作成される。２８℃で４－５日インキュ

ベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に用いた。ウイルス感

染及びタンパク質発現は、O'Reilleyら, Baculovirus expression vectors: A l

aboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されている

ように実施した。

      【０２９３】

  次に、発現されたポリ-hisタグＰＲＯは、例えばＮｉ２＋-キレートアフィニ

ティクロマトグラフィーにより次のように精製される。抽出は、Rupertら, Natu

re, 362:175-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組み換えＳ

ｆ９細胞から調製した。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファ

ー（２５ｍＬのHepes，ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭ Ｅ

ＤＴＡ；１０％グリセロール；０．１％のＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）中に

再懸濁し、氷上で２回２０秒間超音波処理した。超音波処理物を遠心分離で透明

化し、上清を負荷バッファー（５０ｍＭリン酸塩、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０

％グリセロール、ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、０．４５μｍフィルターで濾過

した。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロースカラム（Qiagenから市販）を５ｍＬの総容積

で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬの負荷バッファーで平衡させた。濾

過した細胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに負荷した。カラムを、分画回収

が始まる点であるＡ２８０のベースラインまで負荷バッファーで洗浄した。次に

、カラムを、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（５０ｍ

Ｍリン酸塩；３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄

した。Ａ２８０のベースラインに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー

中で０から５００ｍＭイミダゾール勾配で展開した。１ｍＬの分画を回収し、Ｓ

ＤＳ-ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファターゼ（Qiagen）に複合したＮ

ｉ２＋-ＮＴＡでのウェスタンブロットで分析した。溶離したＨｉｓ１０-タグＰ

ＲＯを含む画分をプールして負荷バッファーで透析した。
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  あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯの精製は、例えば、プロテイン

Ａ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー

技術を用いて実施できる。

  ここに開示したＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現さ

れた。

      【０２９４】

実施例１５：ＰＲＯに結合する抗体の調製

  この実施例は、ＰＲＯに特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例示

する。

  モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば

、上記のGodingに記載されている。用いられ得る免疫原は、精製ＰＲＯポリペプ

チド、ＰＲＯポリペプチドを含む融合タンパク質、細胞表面に組換えＰＲＯポリ

ペプチドを発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当業者が過度の実験をするこ

となくなすことができる。

  Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は

腹腔内に１－１００マイクログラムで注入したＰＲＯ免疫原で免疫化する。ある

いは、免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemical Researh, 

ハミルトン, モンタナ）に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化した

マウスは、次いで１０から１２日後に、選択したアジュバント中に乳化した付加

的免疫源で追加免疫する。その後、数週間、マウスをさらなる免疫化注射で追加

免疫する。抗ＰＲＯ抗体の検出のためのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために、

レトロオービタル出血からの血清試料をマウスから周期的に採取してもよい。

      【０２９５】

  適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物に、Ｐ

ＲＯ静脈内注射の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウスを屠殺

し、脾臓細胞を取り出した。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコール

を用いて）、ＡＣＴＴから番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．

１等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融合させた。融合によりハイブリドー

マ細胞が生成され、次いで、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチ
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ミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハ

イブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害した。

  ハイブリドーマ細胞は、ＰＲＯに対する反応性についてのＥＬＩＳＡでスクリ

ーニングされる。ＰＲＯに対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポジテ

ィブ（陽性）」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。

  陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ＰＲ

Ｏモノクローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞

を、組織培養フラスコ又はローラーボトルで成長させることもできる。腹水中に

生成されたモノクローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲ

ル排除クロマトグラフィ－を用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテ

インＡ又はプロテインＧへの親和性に基づくアフィニティクロマトグラフィーを

用いることもできる。

      【０２９６】

実施例１１：特異的抗体を用いたＰＲＯポリペプチドの精製

  天然又は組換えＰＲＯポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク質

精製方法によって精製できる。例えば、プロ-ＰＲＯポリペプチド、成熟ポリペ

プチド、又はプレ-ＰＲＯポリペプチドは、対象とするＰＲＯポリペプチドに特

異的な抗体を用いた免疫親和性クロマトグラフィーによって精製される。一般に

、免疫親和性カラムは抗ＰＲＯポリペプチド抗体を活性化クロマトグラフィー樹

脂に共有結合させて作成される。

  ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロ

テインＡ（Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のいず

れかにより免疫血清から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アン

モニウム沈殿又は固定化プロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水

液から調製される。部分的に精製された免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セ

ファロース（商品名）（Pharmacia LKB Biotechnology）等のクロマトグラフィ

ー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロックされ、誘導体

樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。

      【０２９７】
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  このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＰＲＯポリペプチドを含有する

細胞からの画分を調製することによるＰＲＯポリペプチドの精製において利用さ

れる。この調製物は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分

離を介して得られる全細胞又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるい

は、シグナル配列を含む可溶化ＰＲＯポリペプチドは、細胞が成長する培地中に

有用な量で分泌される。

  可溶化ＰＲＯポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラム

はＰＲＯポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下（例えば、洗浄剤存在下の

高イオン強度バッファー）で洗浄される。次いで、カラムは、抗体／ＰＲＯポリ

ペプチド結合を分解する条件下（例えば、約２－３といった低ｐＨ、高濃度の尿

素又はチオシアン酸イオン等のカオトロープ）で溶離され、ＰＲＯポリペプチド

が回収される。

      【０２９８】

実施例１２：薬物スクリーニング

  本発明は、ＰＲＯポリペプチド又はその結合断片を種々の薬物スクリーニング

技術において使用することによる化合物のスクリーニングとって特に有用である

。そのような試験に用いられるＰＲＯポリペプチド又は断片は、溶液中の自由状

態でも、固体支持体に固定されても、細胞表面に担持されていても、或いは細胞

内に位置していてもよい。薬剤スクリーニングの１つの方法では、ＰＲＯポリペ

プチド又は断片を発現する組換え核酸で安定にトランスフェクションされる真核

生物又は原核生物宿主細胞を利用する。薬剤は、そのようなトランスフェクショ

ン細胞に対して、競合的結合アッセイによってスクリーニングされる。生存可能

又は固定化形態のいずれかによって、このような細胞は標準的な結合アッセイで

使用できる。例えば、ＰＲＯポリペプチド又は断片と試験される試薬の間での複

合体の形成を測定してよい。あるいは、試験する試薬によって生ずるＰＲＯポリ

ペプチドとその標的細胞との間の複合体形成における減少を試験することもでき

る。

      【０２９９】

  従って、本発明は、ＰＲＯポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与えうる薬
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剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その

試薬をＰＲＯポリペプチド又は断片に接触させ、(i)試薬とＰＲＯポリペプチド

又は断片との間の複合体の存在について、又は(ii)ＰＲＯポリペプチド又は断片

と細胞との間の複合体の存在について、検定することを含む。これらの競合結合

アッセイでは、ＰＲＯポリペプチド又は断片が典型的には標識される。適切なイ

ンキュベーションの後、自由なＰＲＯポリペプチド又は断片を結合形態のものか

ら分離し、自由又は未複合の標識の量が、特定の試薬がＰＲＯポリペプチドに結

合する又はＰＲＯポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。

      【０３００】

  薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親

和性を持つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、１９８４

年９月１３日に公開されたＷＯ８４／０３５６４に詳細に記載されている。簡単

に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試験化合物が、プラスチックピン等の固

体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。ＰＲＯポリペプチドに適用する

と、ペプチド試験化合物はＰＲＯポリペプチドと反応して洗浄される。結合した

ＰＲＯポリペプチドはこの分野で良く知られた方法により検出される。精製した

ＰＲＯポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技術に使用するためにプレー

ト上に直接被覆することもできる。さらに、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、

それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。

  また、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに結合可能な中和抗体がＰＲＯポリペプ

チド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニン

グアッセイも考慮する。この方法において、抗体は、ＰＲＯポリペプチドで、１

つ又は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる

。

      【０３０１】

実施例１３：合理的薬物設計

  合理的薬物設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（例えば、Ｐ

ＲＯポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アン

タゴニスト、又はインヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの
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例の任意のものが、ＰＲＯポリペプチドのより活性で安定な形態又はインビボで

ＰＲＯポリペプチドに機能を促進又は阻害する薬物の創作に使用できる（参考、

Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991)）。

      【０３０２】

  １つの方法において、ＰＲＯポリペプチド、又はＰＲＯポリペプチド-インヒ

ビター複合体の三次元構造が、ｘ線結晶学により、コンピュータモデル化により

、最も典型的には２つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明

し活性部位を決定するためには、ＰＲＯポリペプチドの形状及び電荷の両方が確

認されなければならない。数は少ないが、ＰＲＯポリペプチドの構造に関する有

用な情報が相同タンパク質の構造に基づいたモデル化によって得られることもあ

る。両方の場合において、関連する構造情報は、類似ＰＲＯポリペプチド様分子

の設計又は効果的なインヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用

な例は、Braxton及びWells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されてい

るような向上した活性又は安定性を持つ分子、又はAthaudaら,J. Biochem., 113

: 742-746 (1993)に示されているような天然ペプチドのインヒビター、アゴニス

ト、又はアンタゴニストとして作用する分子を含む。

      【０３０３】

  また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離

しその結晶構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く

薬剤設計が基礎をおくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。機能

的な薬理学的に活性な抗体に対する抗-イディオタイプ抗体（抗-ids）を生成す

ることにより、タンパク質結晶学をバイパスすることができる。鏡像の鏡像とし

て、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの類似物であると予測できる。抗-id

は、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチドのバンクからペプチドを同

定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファーマコアとして機

能するであろう。

  本発明によって、Ｘ線結晶学などの分析実験を実施するために十分な量のＰＲ

Ｏポリペプチドが入手可能である。さらに、ここに提供したＰＲＯポリペプチド

アミノ酸配列の知識は、Ｘ線結晶学に代わる又はそれに加わるコンピュータモデ
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ル化技術で用いられるガイダンスを提供する。

      【０３０４】

実施例１９：差次的組織発現分布

  オリゴヌクレオチドプローブを、定量ＰＣＲ増幅反応での利用のために、添付

図面に示すＰＲＯ１０３１、ＰＲＯ１１２２、ＰＲＯ２１１７５、ＰＲＯ１０２

７２、ＰＲＯ２０１１０、ＰＲＯ５８０１、ＰＲＯ２００４０、ＰＲＯ９８７７

、及びＰＲＯ２００２６ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列から構築した。

オリゴヌクレオチドプローブを、標準的ＰＣＲ反応において、その結合テンプレ

ートの３' 末端から、約２００－６００塩基対の増幅断片が生じるように選択し

た。このオリゴヌクレオチドプローブを、異なるヒト成人及び／又は胎児の組織

源から単離されたｃＤＮＡライブラリーを用いた標準的な定量ＰＣＲ増幅反応に

使用し、試験した種々の組織におけるＰＲＯポリペプチドコード化核酸の発現レ

ベルの定量を得るためにアガロースゲル電気泳動によって分析した。種々の異な

るヒト組織型におけるＰＲＯポリペプチドコード化核酸の発現パターンの知識は

、転移腫瘍等の一次組織源を決定するために、他の組織特異的マーカーを用いて

又は用いない組織分類分けに有用な診断用マーカーが提供される。これらのアッ

セイは、以下の結果を提供する。

       【０３０５】
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      【０３０６】

実施例２０：レセプター／リガンド相互作用の同定－レセプター／リガンド相互

作用の同定に関するＰＲＯポリペプチドのスクリーニングアッセイの概要

  このアッセイでは、レセプター／リガンド相互作用を同定することを目的とし

て、潜在的レセプター又はリガンド分子の一群（パネル）へ結合する能力に関し

て種々のＰＲＯポリペプチドを試験する。既知のレセプターに対するリガンド、

既知のリガンドに対するレセプター或いは新規のレセプター／リガンド対の同定

は種々の指示にとって有用であり、それらには例えば、レセプター又はリガンド

を発現することが知られている細胞へ生物活性分子（リガンド又はレセプターへ

結合）を標的とすること、組成物がリガンド又はレセプターを発現すると思われ

る細胞を含む可能性がある場合に、レセプター又はリガンドを含むと思われる組

成物中でのそれらの存在を検出する試薬としてレセプター又はリガンドを利用す

ること、レセプター又はリガンドを発現すること又はこれらへ反応することが知

られている細胞の成長、或いはその他の生物学的又は免疫学的活性を調節するこ
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と、細胞の免疫応答又はレセプター又はリガンドを発現する細胞に対する免疫応

答を調節すること、レセプター又はリガンドを発現する細胞の成長又は生物学的

或いは免疫学的活性を調節するレセプター又はリガンドに対するアゴニスト、ア

ンタゴニスト及び／又は抗体の調製を可能にすること、並びに普通の熟練技術者

にとって難なく理解できる種々の他の指示が含まれる。

      【０３０７】

  一般的には、このアッセイは、次のようにしておこなわれる。レセプターのリ

ガンドと思われる本発明のＰＲＯポリペプチドを、ヒトＩｇＧ（イムノアドヘシ

ン）のＦｃドメインを含む融合タンパク質として発現する。イムノアドヘシンポ

リペプチドと候補ＰＲＯポリペプチドレセプターを発現する細胞（例えばＣｏｓ

細胞）との相互作用、結合したイムノアドヘシンのＦｃ融合ドメインを対象とす

る蛍光試薬での視覚化、及び顕微鏡で検査することで、レセプター－リガンド結

合を検出する。同時に、レセプター分子として機能する可能性があるＰＲＯポリ

ペプチドをコードするｃＤＮＡ発現ベクターのライブラリの明確な一部分の一過

性トランスフェクションによって、候補レセプターを発現する細胞は生産される

。次いで、レセプター結合の可能性を試験されるＰＲＯポリペプチドイムノアド

ヘシンの存在下において、細胞を１時間に渡ってインキュベーションする。この

細胞を、次にパラホルムアルデヒドで洗浄して固定化する。次に、この細胞をＰ

ＲＯポリペプチドイムノアドヘシンのＦｃ部分に対する蛍光コンジュゲート抗体

とインキュベートする（例えば、ＦＩＴＣコンジュゲートヤギ抗-ヒト-Ｆｃ抗体

）。次に、この細胞を再び顕微鏡によって調べる。特定のＰＲＯポリペプチドレ

セプター又はレセプタープールをコードするｃＤＮＡでトランスフェクションさ

れた細胞に蛍光ラベルが在ること、並びに他のｃＤＮＡ又はｃＤＮＡプールでト

ランスフェクションされた同様に調製された細胞に同様な蛍光ラベルが無いこと

によって、ポジティブ（陽性）相互作用は判断される。ＰＲＯポリペプチドイム

ノアドヘシンとの相互作用について、ｃＤＮＡ発現ベクターの明白なプールがポ

ジティブ（陽性）であると判断された場合は、ＰＲＯポリペプチドイムノアドヘ

シンと相互作用することができるレセプターをコードする特定のｃＤＮＡを確定

するために、プールを構成する個々のｃＤＮＡ種を個別に検定する（このプール
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は「崩壊される」）。

      【０３０８】

  このアッセイのその他の実施態様では、潜在的なエピトープタッグリガンドＰ

ＲＯポリペプチド（例えば、８ヒスチジン「Ｈｉｓ」タッグ）は、ヒトＩｇＧの

Ｆｃドメイン（イムノアドヘシン）との融合として発現されている潜在的レセプ

ターＰＲＯポリペプチドの一群（パネル）と相互作用する。エピトープタッグＰ

ＲＯポリペプチドとの１時間に渡る同時インキュベーションの後、個々の候補レ

セプターをプロテインＡビーズで免疫沈降し、ビーズを洗浄した。潜在的なリガ

ンド相互作用は、エピトープタッグを標的とする抗体による免疫沈降複合体のウ

ェスタンブロット分析によって測定する。エピトープタッグタンパク質の予想分

子量のバンドが、候補レセプターとのウェスタンブロット分析において観察され

るものの、潜在的レセプターの一群（パネル）の他のメンバーとのウェスタンブ

ロットで観察されない場合には、、相互作用が起こっていると判断する。

      【０３０９】

  これらのアッセイを利用し、ここで、次のレセプター／リガンド相互作用が同

定されている：

（１）ＰＲＯ１０３１（ここで、ヒトＩＬ-１７Ｂリガンドと命名）がＰＲＯ５

８０１（ここで、ヒトＩＬ-１７ＲＨ１レセプターと命名）と結合する。

（２）ＰＲＯ１０２７２（ここで、ヒトＩＬ-１７Ｅリガンドと命名）がＰＲＯ

５８０１（ここで、ヒトＩＬ-１７ＲＨ１レセプターと命名）と結合する。

（３）ＰＲＯ２０１１１０（ここで、ヒトＩＬ-１７Ｅリガンドと命名）がヒト

ＩＬ－１７レセプター（ＩＬ-１７Ｒ）（Yaoら, Cytokine 9(11):794-800(1997)

；またここでＰＲＯ１と命名された）及びＰＲＯ２００４０（ここで、ヒトＩＬ

-１７ＲＨ２レセプターと命名）へ結合する。

（４）ＰＲＯ１０３１（ＩＬ-１７Ｂリガンド）及びＰＲＯ１１２２（ＩＬ-１７

Ｃリガンド）は、ヒトＩＬ-１７レセプターと結合しない（Li ら., Proc. Natl.

 Acad. Sci. (USA), 97(2):773-778(2000)）。

      【０３１０】

実施例２１：ヒトＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-１７Ｒ；ＰＲＯ１と命名）の新規
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リガンドＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１と命名）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２

２と命名）との結合

  Ａ．ヒトＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-１７Ｒと命名；ここでＰＲＯ１として命

名）のＥＣＤのクローニング：

  新規ＩＬ-１７相同性ポリペプチドＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃのリガンド／

レセプター相互作用を研究するために、ヒトＩＬ-１７レセプター（Yaoら, Cyto

kine 9(11):794-800(1997)のＥＣＤをクローンした。公表されている配列に基づ

き、２つのオリゴヌクレオチドプライマーをＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤの５’及び３’

末端に設計した〔Yanoら., Cytokine, 9:794(1997)〕。２つのプローブは次の配

列を有する：

プライマー１：5'-CTG TAC CTC GAG GGT GCA GAG-3'  (配列番号：３８)

プライマー２：5'-CCC AAG CTT GGG TCA ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG CCA

 CAG GGG CAT GTA GTC C-3'  (配列番号：３９)

  上述したプライマーをＰＣＲ反応に使用し、Ｐｆｕ Ｔｕｒｂｏ ＤＮＡポリメ

ラーゼ(Promrga)を用いて、ヒト精巣ｃＤＮＡライブラリから全長ｃＤＮＡを増

幅させる。Ｃ-末端ｈｉｓタグを、８つのヒスチジンをコードするヌクレオチド

の添加を通し、ＰＣＲにより３'末端プライマーに導入した。ついで、ＰＣＲ生

成物を発現プラスミドベクターｐＲＫ５Ｂ中でサブクローンした。配列分析によ

り、挿入物が、公表されているｈＩＬ-１７レセプターの細胞外ドメイン(１-３

２０アミノ酸)をコードするＤＮＡフラグメントを含有していることが確認され

た。

      【０３１１】

  Ｂ．ＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤの免疫沈降

  ＩＬ-１７Ｂ(ＰＲＯ１０３１；配列番号：２)及びＩＬ-１７Ｃ(ＰＲＯ１１２

２；配列番号：４)と比較した場合のＩＬ-１７の差異のある活性は（本出願の実

施例２８から３０を参照）、それらが異なる細胞表面に結合し活性化しているこ

とを示唆している。ＩＬ-１７Ｂ(ＰＲＯ１０３１)又はＩＬ-１７Ｃ(ＰＲＯ１１

２２)が直接にレセプターと結合してるか否かテストするために、ＩＬ-１７Ｒ（

ＰＲＯ１）(Ｃ-末端ｈｉｓタグ)を含有する発現プラスミドを、ＳｕｐｅｒＦｅ
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ｃｔトランスフェクション試薬(Quiagen)を使用して２９３細胞へトランスフェ

クトした。５０μＣｉ／ｍｌ［３５Ｓ]-Ｃｙｓ／Ｍｅｔ混合物を６時間使用した

トランスフェクションの後に、２９３細胞の代謝ラベリングを１６時間行った。

培養上清を収集して濃縮した(Centricon-10, Amicon)。ＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤの発

現を検査するために、Ｎｉ-ＮＴＡビーズ(Quiagen)を使用して、培養上清からｈ

ｉｓ-タグＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤを親和沈降させた。

      【０３１２】

  培養上清をＲＩＰＡバッファー(１％のＮＰ４０、０．５％のデオキシコール

酸ナトリウム、０．１％のＰＢＳに入ったＳＤＳ)で希釈し、ＩＬ-１７及びＦｃ

融合タンパク質とともに４℃で一晩インキュベートした。Ｆｃ融合タンパク質を

沈殿させるために、プロテインＡ-アガロースビーズ(Pierce)を添加した。この

沈殿物をＲＩＰＡバッファー中で３回洗浄し、ＳＤＳサンプルバッファーで変性

させ、ＮｕＰＡＧＥ ４-１２％ Ｂｉｓ-Ｔｒｉｓゲル(Novex)上で電気泳動にか

けた。ＩＬ-１７免疫沈降のために、抗ＩＬ-１７抗体(R &Dシステム)を添加した

。競合結合実験において、ＩＬ-１７(配列番号：１１)によるＩＬ-１７Ｒ ＥＣ

Ｄの免疫沈降を、５倍モル過度のＩＬ-１７Ｂ．Ｈｉｓ、ＩＬ-１７Ｃ．Ｈｉｓ及

び対照ｈｉｓタグタンパク質の存在下で行った。

  ＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤは、そのヒスチジンタグを介して精製する際に、６０ｋＤ

ａのバンドとして移動した(Ｆｉｇ２９Ａ)。さらにＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤはまた、

ＩＬ-１７(レーン３)と組み合わされて沈殿した。しかしながら、ＩＬ-１７Ｂと

ＩＬ-１７Ｃの両方ともに、ラベルされたＩＬ-１７レセプターＥＣＤに対するＩ

Ｌ-１７の結合と競合することができなかった(Ｆｉｇ２９Ｂ、レーン１５及び１

６)。

      【０３１３】

実施例２２：新規ヒトＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-１７ＲＨ１）（ＰＲＯ５８０

１と命名）のヒトＩＬ-１７及び新規リガンドＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１と命

名）、ＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２と命名）、及びＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２

７２と命名）との結合；ＩＬ-１７ＥによるＮＦ-κＢ活性及びＩＬ-８生成の誘

導
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  Ａ．ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）の単離、並びに発現ベクターの構築

  ＩＬ-１７Ｅ（ＤＮＡ１４７５３１－２８２１；配列番号：５）及びＩＬ-１７

ＲＨ１（ＤＮＡ１１５２９１－２６８１；配列番号：１１）ｃＤＮＡクローンを

ヒトｃＤＮＡライブラリから単離し、各々実施例３及び実施例５に示されている

ように、それらの全部の配列を決定した。Ｆｃ融合タンパク質（イムノアドヘシ

ン）を、真核生物発現ベクターｐＲＫ５ｔｋＮＥＯ及びバキュロウイルスベクタ

ーｐＨＩＦ、Pharmingenから購入したｐＶＬ１３９３の誘導体で、ＩＬ-１７、

ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）、ＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）、及びＩＬ-

１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）の全オープンリーディーングフレームのフレーム単

位でのヒトＩｇＧ１のＦｃ領域との融合によって調製した。融合タンパク質を、

ヒト２９３細胞又はＳｆ９昆虫細胞で過度的に発現させ、プロテインＡカラムを

通して精製した。また、ＩＬ-１７ＲＨ１レセプター（ＰＲＯ５８０１）の細胞

外ドメインを、Ｃ-末端８ｘＨｉｓ-ｔａｇ融合としてバキュロウイルスで発現さ

せ、ニッケルアフィニティーカラムによって精製した。更に、ＩＬ-１７Ｅ（Ｐ

ＲＯ１０２７２）を８ｘＨｉｓ-ｔａｇ融合としてバキュロウイルスで発現させ

、精製してリフォールデング（再折りたたみ）した。この精製タンパク質の同一

性は、Ｎ-末端分析によって確かめられた。

      【０３１４】

  Ｂ．ウェスタンブロット、ノーザンブロット及びＴａｑｍａｎ分析：

  ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）のＩＬ-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１）との

結合のウェスタンブロット分析を、Xieら., Cytokine, 11(10): 729-735(1999)

及びXieら., J. Biol. Chem., 275(40): 31335-31339(2000)によって記載の通り

におこなった。ノーザンブロット分析では、製造者の推奨の通りに、多組織ノー

ザンブロット（multiple tissue Northern blots）（Clontech)を、ランダムプ

ライムＩＬ-１７ＲＨ１ ｃＤＮＡの３２Ｐ-ラベルプローブでプローブし、７２

時間に渡ってＸ-ｏｍａｔ（Kodak）に曝露した。定量ＰＣＲ分析（Taqman（商品

名））では、推奨の通りに（Perkin Elmer）、ＩＬ-１７ＲＨ１のコード化配列

に基づいて、プライマーでヒト組織からの全ｍＲＮＡ（５０ｎｇ）を分析した。

      【０３１５】
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  Ｃ．ＦＡＣＳ分析

  ヒト２９３細胞を、表示の通りに、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、及びＩＬ

-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１）又はＩＬ-１７Ｒ（ＰＲＯ１と命名）に関する発

現ベクターで過度的に同時トランスフェクションした。２４時間後に、細胞を表

示の通りに細胞をＦｃタッグリガンドでインキュベートし、結合をＰＥコンジュ

ゲート抗-ヒトＦｃ抗体で明らかにした。ＦＡＣＳ曲線は、同時トランスフェク

ションされたＧＦＰポジティブの細胞集団中のＰＥ染色を示す（Ｆｉｇ３２Ａ）

。

      【０３１６】

  Ｄ．ＮＦ-κＢ、及びＩＬ-８アッセイそしてウェスタンブロット分析

  ルシェフェラーゼレポーターアッセイを、Gurneyら., Curr Biol., 9(4): 215

-218(1999)に記載の通りにおこなった。要約すると、２９３又はＴＫ-１０細胞

（２ｘ１０５）を、トランスフェクションの間のＤＮＡ量を一定に保つためのキ

ャリアープラスミドｐＲＫ５Ｄ及びＩＬ-１７Ｅ発現プラスミド（０．１μｇ）

に加えて、０．５μｇのホタルルシェフェラーゼレポータープラスミドｐＧＬ３

-ＥＬＡＭ．ｔｋ、及び内部トランスフェクションコントロールとして０．０５

μｇのウミシイタケルシフェラーゼレポータープラスミド

によるEffectine(Quiagen)トランスフェクションによってトランスフェクション

した。２４時間後、細胞を収集し、推奨の通りにルシェフェラーゼ活性をアッセ

イした（Pharmacia）。ＩＬ-８ ＥＬＩＳＡを、製造者の指示書の通りにおこな

った（R & D Systems）（Ｆｉｇ３３）。

      【０３１７】

  Ｅ．結果及び議論：

  上に記述したように、ＩＬ-１７ファミリーの新規メンバーは同定されてキャ

ラクタリゼーションされ、ここでＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）、ＩＬ-１７Ｃ

（ＰＲＯ１１２２）、ＩＬ-１７Ｄ（ＰＲＯ２１１７５）、及びＩＬ-１７Ｅ（Ｐ

ＲＯ１０２７２）と命名された。ＩＬ-１７ファミリーの４ファミリー、ＩＬ-１

７、ＩＬ-１７Ｂ、ＩＬ-１７Ｃ及びＩＬ-１７Ｅは、Ｃ-末端部分に最も高い類似

性を共有し、その部分には２０－３０％のアミノ酸配列同一性、並びに４個のシ
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ステインの厳格な保存がある。機能的に保存され得る付加的なシステインは、異

なる位置に存在する。対照的に、Ｎ-末端の８０残基には、保存部が殆ど無いこ

とが明らかである。ＩＬ-１７ファミリーメンバー［ＩＬ-１７（配列番号：４０

）、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１；配列番号：２）；ＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１

２２、配列番号：４）；及びＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２、配列番号：６）

］のアライメントがＦｉｇ３０に示されている。保存システインは小丸で示され

、潜在的なＮ-結合グリコシル化部位は囲いで示されている。

  ＩＬ-１７Ｅ ｍＲＮＡは、ノーザンブロット分析では検出されなかった。しか

しながら、スプライシングされたｍＲＮＡをゲノムＤＮＡから識別できるように

設計されたプライマーを用いるＲＴ-ＰＣＲによって、ＩＬ-１７Ｅは、脳、腎臓

、肺、前立腺、精巣、脊髄、副腎及び気管を含む種々の組織において低レベルで

検出されている。ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）発現のＲＴ-ＰＣＲ分析の結

果は、Ｆｉｇ２３に示されている。上に記述のように、表示の組織のＲＮＡを、

ＩＬ-１７Ｅのコード化配列のすべてを増幅するように設計したプライマーによ

るＲＴ-ＰＣＲへ供した。このＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動で分離し、

ナイロン膜へ移し、３２ＰでラベルしたＩＬ-１７Ｅ ｃＤＮＡプローブでプロー

ブした。

      【０３１８】

  出願人は、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２

）がヒトＩＬ-１７レセプター（ここでＰＲＯ１と命名）と結合しないことを示

している（実施例２１を参照）。新規ＩＬ-１７レセプター（ここでＩＬ-１７Ｒ

Ｈ１と命名；ＰＲＯ５８０１）が、ここで同定されてキャラクタリゼーションさ

れている。ＩＬ-１７ＲＨ１（ＤＮＡ１１５２９１－２６８１；配列番号：１１

）ｃＤＮＡは、ヒトｃＤＮＡライブラリから単離され、実施例５に記述したよう

にその全体が配列決定された。ＩＬ-１７ＲＨ１ ｍＲＮＡ発現は、Ｆｉｇ３１Ａ

に示すようにノーザンブロット分析、並びにＦｉｇ３１Ｂに示すように定量ＰＣ

Ｒ法で調べられた。最も高いレベルのＩＬ-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１）の発

現は、腎臓、並びに他の抹消器官、例えば結腸、小腸、前立腺、精巣、膵臓及び

子宮で観察され、肝臓でも有意な発現が観察された。
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  結合研究は、この新規分子（ＩＬ-１７ＲＨ１と命名；ＰＲＯ５８０１）がＩ

Ｌ-１７ファミリーの他のメンバーに対するレセプターとして機能を果たすか否

かを確定するためにおこなわれた。ＩＬ-１７ＲＨ１のための発現ベクターでト

ランスフェクションしたヒト２９３細胞がＩＬ-１７Ｅ-Ｆｃ融合タンパク質（イ

ムノアドヘシン）と結合することが示されたが、ヒトＩＬ-１７の有意な結合は

示さなかった（Ｆｉｇ３２Ａに示す）。ＩＬ-１７ＲＨ１発現細胞へのＩＬ-１７

Ｅイムノアドヘシン結合は、ＨｉｓエピトープタッグＩＬ-１７Ｅとの競合によ

って完全に阻害されることもあり得る。相対的に、ＩＬ-１７Ｒのための発現ベ

クターでトランスフェクションされた細胞は、ＩＬ-１７イムノアドヘシンと結

合するが、ＩＬ-１７Ｅとは結合しない。ＩＬ-１７ファミリーのメンバーとの直

接相互作用があるか否かを調べるために、リガンド結合研究を、ＩＬ-１７ＲＨ

１レセプターのエピトープタッグ細胞外ドメインでおこなった。Ｆｉｇ３２Ｂに

示しあるように、この新規レセプターは、ＩＬ-１７Ｅ-Ｆｃの強い結合を示し、

そしてＩＬ-１７Ｂ-Ｆｃへの弱い結合示すが、ＩＬ-１７-Ｆｃ又はＩＬ-１７Ｃ-

Ｆｃと結合しない。

      【０３１９】

  ＩＬ-１７がＮＦ-κＢ活性を誘導することが観察されている（Jovanovicら., 

上掲）。また、ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）が二つのヒト癌細胞株、２９

３及びＴＫ細胞（これら双方の細胞株が内在性ＩＬ-１７ＲＨ１ ｍＲＮＡを発現

することが見出された）において、ＮＦ-κＢ応答性ルシェフェラーゼレポータ

ー遺伝子を誘導するか否かを確定するために研究がおこなわれた。これらの研究

の結果は、Ｆｉｇ３３Ａに示されている。ＩＬ-１７Ｅの発現ベクターのトラン

スフェクションによって、ルシェフェラーゼ活性が著しく誘導された。このルシ

ェフェラーゼ活性は用量依存的に誘導され、以前にＮＦ-κＢ活性の潜在的なイ

ンデューサーであることが示されたＴＮＦレセプタースーパーファミリーメンバ

ーＧＩＴＲ（Ｆｉｇ３３Ｂ）の過剰発現によって観察されたのと同程度である（

Gurneyら., 上掲）。ＮＦ-κＢは炎症誘発性シグナルを媒介すると考えられてお

り、このことはＩＬ-１７Ｅが炎症誘発性活性を有し得ることを示している。こ

の可能性を検討するために、ＩＬ-８の生成、ＩＬ-１７によって誘導される炎症
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誘発性ケモカインを調べた。Ｆｉｇ３４に示すように、ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１

０２７２）は、ＴＫ-１０細胞でＩＬ-８の活性を誘導した。

  要約すると、ＩＬ-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１）は、ＩＬ-１７ファミリーの

メンバーと結合する同定されたセカンドレセプターである。ＩＬ-１７レセプタ

ーファミリーは、他のタンパク質とは全く関連がない。しかしながら、二つのレ

セプターの比較によって細胞外ドメインでの多くのシステインの保存が明らかと

なり、このことは、それらが類似の構造を保持していることを示唆している。同

じように、細胞内ドメインに保存エレメントがあり、これらレセプターが同じよ

うな細胞内機構に関わっていると思われる。このことは、ＩＬ-１７のように、

ＩＬ-１７ＥがＮＦ-κＢの活性化をシグナル伝達するという観察によって支持さ

れている。細胞内ドメイン内の保存領域は、ＮＦ-κＢを活性化することが知ら

れている他のレセプターファミリー、ＩＬ１／Ｔｏｌｌ及びＴＮＦレセプターフ

ァミリーとの明確な類似性を有しない。

      【０３２０】

  ＩＬ-１７Ｅは、更にＩＬ-１７によって誘導されることが観察されている炎症

誘発性分子、ＩＬ-８の生成を誘導し、このことは、これら二つの生物活性が類

似していることを示唆している。ＩＬ-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１）の若干よ

り制限されたｍＲＮＡ発現パターンとは対照的に、ＩＬ-１７レセプターはかな

り広範な発現パターンを有する（Ｆｉｇ３１参照）。これらの分子が広く類似の

炎症性誘発応答を媒介するならば、拡大するＩＬ-１７サイトカインファミリー

の異なるメンバーの機能を理解するための手掛かりである考慮するべき点は、発

現パターン及び同族レセプターの制御である。

  Ｆｉｇ２５から２８は、ここで、各々ＩＬ-１７ＲＨ１（ＰＲＯ５８０１；配

列番号：１２）、ＩＬ-１７ＲＨ２（ＰＲＯ２００４０；配列番号：１４）、Ｉ

Ｌ-１７ＲＨ３（ＰＲＯ９８７７；配列番号：１６）及びＩＬ-１７ＲＨ４（ＰＲ

Ｏ２００２６；配列番号：１８）と同定された新規ＩＬ-１７レセプター相同体

に関する相対的な組織発現分布を示す。

  要約すると、Ｆｉｇ３５は、ＩＬ-１７ファミリーのサイトカインパターンの

重複するレセプター-リガンド特異性を表す。示されているように、ＩＬ-１７Ｃ
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及びＩＬ-１７Ｄは、ＩＬ-１７Ｒ、ＩＬ-１７ＲＨ１又はＩＬ-１７ＲＨ２以外の

異なるインターロイキン-１７レセプターに対する特異性を有すると思われる。

更には、Ｆｉｇ２０から２８及びＦｉｇ３１は、ここで同定された新規ＩＬ-１

７相同体及びＩＬ-１７レセプターに関する相対的な組織発現分布を示している

。

      【０３２１】

実施例２３：内皮細胞におけるc-fosの誘導(アッセイ＃３４）

  このアッセイはＰＲＯポリペプチドが内皮細胞においてｃ-ｆｏｓを誘導する

能力を示すか否を確定するために設計されている。このアッセイにおいてポジテ

ィブと評価されたＰＲＯポリペプチドは、例えば創傷治癒やそれに類似のものを

含む血管新生が有益な症状や疾患の治療上の処置にとって有用であると期待され

る(これらＰＲＯポリペプチドのアゴニストのように）。このアッセイにおいて

陽性と評価されたＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストは、癌性の腫瘍の治療上

の処置にとって有用であると期待される。

  成長培地（５０％のハムのＦ１２ｗ／ｏＧＨＴ：低グルコース、及びグリシン

なしの５０％ＤＭＥＭ：ＮａＨＣＯ３、１％グルタミン、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ

、１０％のＦＢＳ、１０ｎｇ／ｍｌのｂＦＧＦ）中のヒト静脈臍静脈内皮細胞（

HUVEC, Cell Systems）を１ｘ１０４細胞/ウェルの細胞密度で９６ウェルマクロ

タイタープレートにプレーティングした。プレーティングの次の日、成長培地を

除き、細胞を１００μｌ／ウェルの試験試料と対照（ポジティブ対照＝成長培地

；ネガティブ対照＝プロテイン３２バッファー＝１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１４０

ｍＭのＮａＣｌ、４％（ｗ／ｖ）マンニトール、ｐＨ６．８）で処理することに

より、細胞を飢餓させた。細胞を５％ＣＯ２中で37℃において３０分間インキュ

ベートした。試料を取り除いて、ＤＮＡキットプロトコール（Chiron Diagnosti

cs, cat.#6005-037）の最初の部分に従った。ここで、下記の各大文字の試薬／

バッファーはキットから利用可能であった。

      【０３２２】

  簡単には、試験に必要なＴＭ溶菌バッファー及びプローブの量を製造者により

提供された情報に基づいて計算した。適当な量の解凍プローブをＴＭ溶菌バッフ
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ァーに添加した。捕獲ハイブリッド形成バッファー(Capture Hybridization Buf

fer)を室温まで温めた。ｂＤＮＡストリップを金属ストリップホルダーにセット

アップし、１００μlの捕獲ハイブリッド形成バッファーを必要な各ｂ-ＤＮＡウ

ェルに添加し、少なくとも３０分インキュベートした。細胞内の試験プレートを

インキュベータから取り除き、真空マニフォールドを使用して培地を穏やかに除

いた。マイクロタイタープレートの各ウェルに１００μlのプローブを伴う溶菌

ハイブリッド形成バッファーを各ｂ-ＤＮＡウェルにピペットで素早く添加した

。ついで、プレートを１５分間５５℃でインキュベートした。インキュベーター

からの取り出し、マイクロタイターアダプターヘッドを備えたボルテックスミキ

サーにプレートを配し、１分の間、＃２の設定でボルテックスした。８０μlの

溶菌液を取り除き、捕獲ハイブリッド形成バッファーを含むｂＤＮＡウェルに添

加し、ピペットで上下して混合した。プレートを少なくとも１６時間の間５３℃

でインキュベートした。

    【０３２３】

  次の日に、ｂＤＮＡキットプロトコールの第２の部分に従った。すなわち、プ

レートをインキュベーターから取り除き、ベンチに配置して１０分間冷却した。

必要な添加の容積は製造者により適用された情報に基づいて計算した。ＡＬハイ

ブリッド形成バッファー中に１：１００の希釈のアンプリファイアー濃縮物（Am

plifier Concentrate）（２０ｆｍ／μｌ）を作成することにより５０μｌのア

ンプリファイアー作用液を調製した。ついで、プレートをインキュベーターから

取り除いて１０分間冷却した。標識プローブ作用液を、ＡＬハイブリッド形成バ

ッファー中に１：１００の希釈で標識濃縮物（４０ｐｍｏｌｅｓ／μｌ）を作成

することにより調製した。１０分の冷却期間後、アンプリファイアーハイブリッ

ド形成混合物を除去し、プレートを洗浄剤Ａで２回洗浄した。５０μｌの標識プ

ローブ作用液を各ウェルに添加し、ウェルを５３℃で１５分間インキュベートし

た。１０分間の冷却後、基質を室温まで温めた。アッセイに必要な各モルの基質

に３μｌの基質エンハンサーを添加して、プレートを１０分間冷却し、標識ハイ

ブリッド形成混合物を取り除き、プレートを洗浄剤Ａで２回、洗浄剤Ｄで３回洗

浄した。５０μｌのエンハンサーを伴う基質溶液を各ウェルに添加した。プレー
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トを３７℃で３０分間インキュベートし、ＲＬＵを適当な照度計で読みとった。

      【０３２４】

  複製を平均化し変動係数を決定した。ネガティブ対照（上述のプロテインＨＥ

ＰＥＳバッファー）値に対する増加倍数の活性の測定は化学発光単位（ＲＬＵ）

によって示された。ネガティブ対照値に対して少なくとも２倍の値を示す試料は

ポジティブと考えた。

  次に示すように、ＰＲＯ１０３１は「ポジティブ」とアッセイされた。

アッセイ＃１

ネガティブコントロール              ＝  １．０ＲＬＵ

ポジティブコントロール              ＝  １０．９６ＲＬＵ

０．０５６ｎＭのＰＲＯ１０３１      ＝  ２．２２ＲＬＵ

アッセイ＃２

ネガティブコントロール              ＝  １．０ＲＬＵ

ポジティブコントロール              ＝  １０．９６ＲＬＵ

０．５６ｎＭのＰＲＯ１０３１        ＝  ２．０１ＲＬＵ

      【０３２５】

実施例２５：皮膚血管透過性アッセイ(アッセイ６４）

  このアッセイは、本発明のあるポリペプチドが免疫系を刺激し、哺乳類の注射

の部位での単核球、好酸球及びＰＭＮ浸潤を誘導することによる炎症を誘導する

ことを示す。免疫応答を刺激する化合物は、免疫応答が有益である場合には治療

的に有用である。この皮膚血管透過性アッセイは，以下のようにおこなわれる。

３５０ｇ又はそれ以上の無毛モルモットにケタミン（７０－８０ｍｇ／ｋｇ）と

５ｍｇ／ｋｇのキシラジンを筋肉内投与して麻酔をかける(ＩＭ）。本発明の精

製ポリペプチド又は条件付試験試料を、注射部位当たり１００μlで試験動物の

背の皮膚に皮内注射する。動物当たりおよそ１０－３０、好ましくは１６－２４

の注射部位を有することが可能である。ついで１μlのエバンスブルー染料（１

％の緩衝化された生理的食塩水）を心臓内注射する。そして、注射部位の斑点を

注射後１及び６時間後に測定する(ｍｍ直径）。動物は、注射から６時間後に犠

牲となった。各々の皮膚注射部位は、生検されてホルマリンで固定される。そし
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て、この皮膚は、組織病理学的評価のために調整される。各々の部位は、皮膚へ

の炎症細胞湿潤のために評価される。可視的な炎症細胞湿潤の部位は、陽性とス

コアされる。炎症細胞は、好中球、好酸球、単核球又はリンパ性である可能性が

ある。

  少なくとも、注射部位の最小血管周囲湿潤物は陽性とスコアされ、注射の部位

の湿潤物でないものは、陰性とスコアされる。このアッセイでは、ＰＲＯ１０３

１は、２４時間の時間間隔でポジティブであった。    

      【０３２６】

実施例２５：混合リンパ球反応(ＭＬＲ）アッセイにおける刺激性活性（アッセ

イ２４）

  この実施例は、本発明の所定のペプチドが、刺激されたＴ-リンパ球の増殖の

刺激剤として活性であることを示す。リンパ球の増殖を刺激する化合物は、免疫

応答の増強が有益な場合、治療的に有用である。治療剤は、本発明のポリペプチ

ドのアンタゴニストの形をとり、例えば、ポリペプチドに対するマウス－ヒトキ

メラ、ヒト化又はヒト抗体である。このアッセイの基本的プロトコールは、Curr

ent Protocols in Immunology, unit3.12；J E Coligan, A M Kruisbeek, D H M

arglies, E M Shevach, W Strober編, 国立衛生研究所, John Wiley & Sons, In

cに記載されている。

      【０３２７】

  さらに具体的には、このアッセイの一変形例では、抹消血単核細胞(ＰＢＭＣ)

を個々の哺乳類、例えばヒトのボランティアからロイコフェレーシスにより単離

する(一人のドナーには刺激物ＰＢＭＣを供給し、他のドナーにはレスポンダー

ＰＢＭＣを供給する)。所望するならば、単離後に、細胞をウシ胎児血清及びＤ

ＭＳＯ中で凍結する。凍結細胞をアッセイ用培地(３７℃、5％ＣＯ２)で一晩解

凍し、ついで洗浄し、アッセイ用培地(ＲＰＭＩ；１０％ウシ胎児血清、１％ペ

ニシリン／ストレプトマイシン、１％グルタミン、１％ＨＥＰＥＳ、１％非必須

アミノ酸、１％ピルビン酸塩)で３ｘ１０６細胞／ｍｌに再懸濁する。刺激物Ｐ

ＢＭＣは、細胞を照射する(約３００ラド)ことによって調製される。このアッセ

イは混合物：１００：１の１％又は０．１％に希釈された試験試料、５０：１の
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照射を受けた刺激物細胞、及び５０：１のレスポンダーＰＢＭＣ細胞を三重ウェ

ルに蒔くことによって調製される。１００マイクロタイターの細胞培養培地或い

は１００マイクロタイターのＣＤ４-ＩｇＧをコントロールとして使用する。つ

いで、ウェルを３７℃、５％ＣＯ２で４日間インキュベートする。５日目には、

各ウェルへトリチウム化チミジン（１．０  ｍＣｉ／ウェル；Amersham）を適用

する。６時間後に細胞を３回洗浄し、次いで標識の取込を評価する。

      【０３２８】

  このアッセイの他の変形例では、ＰＢＭＣをＢａｌｂ／ｃマウス及びＣ５７Ｂ

６マウスの脾臓から単離する。細胞を、アッセイ用培地（ＲＰＭＩ；１０％ウシ

胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１％グルタミン、１％HEPES

、１％非必須アミノ酸、１％ピルバート）において、新たに収集した脾臓から取

り出して細かく切断し、そしてＰＭＢＣをリンパライトＭ(Lympholyte M）（Org

anon Teknika）上にこれらの細胞をオーバーレイし、２０００ｒｐｍで２０分間

遠心分離し、回収し、アッセイ用培地で単核細胞層を洗浄し、アッセイ用培地で

１ｘ１０７細胞／ｍｌになるように細胞を再懸濁させることによって単離する。

次いで、このアッセイは上記のように行われる。コントロールに対する増加がポ

ジティブであると考えられ、好ましくは１８０％以上又は１８０％と同等の増加

が好ましい。しかしながら、コントロールより大きい全ての値は、試験用タンパ

ク質に関して刺激効果を示す。本発明の化合物に関するこのアッセイの結果を、

次に示す：

ＰＲＯ             ＰＲＯ濃度       コントロールを超えるパーセント増加

ＰＲＯ１０２７２    ０．８４ｎＭ          ２０１．５

      【０３２９】

実施例２６：抗ＣＤ３及びＰＲＯタンパク質による末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）

又はＣＤ４＋の刺激（アッセイ＃９９）

  このアッセイは、一つ以上のＰＲＯポリペプチドがＰＢＭＣ又はＣＤ４＋の刺

激のエンハンサーとして活性があることを示している。ＣＤ４＋ は、ＬＳＭ分

離後にＭＡＣビーズを用いるネガティブ選択によって濃縮される。抗-ＣＤ２８

にとって代わるＰＲＯポリペプチドの能力を、刺激効果を測定するために検討し
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た。

  抗-ＣＤ３及び抗-ＣＤ２８がＰＢＭＣを刺激することが知られている。このア

ッセイで用いられているＰＢＭＣを単離するための基本的プロトコールは、Curr

ent Protocols in Immunology, unit3.12；J E Coligan, A M Kruisbeek, D H M

arglies, E M Shevach, W Strober編, 国立衛生研究所, John Wiley & Sons, In

cに記載されている。

      【０３３０】

  さらに具体的には、このアッセイの一変形例では、抹消血単核細胞(ＰＢＭＣ)

を個々の哺乳類、例えばヒトのボランティアからロイコフェレーシスにより単離

する。所望するならば、この細胞をＣＤ４＋関して富ませ、次いで細胞をウシ胎

児血清及びＤＭＳＯ中で凍結する。凍結細胞をアッセイ用培地(３７℃、5％ＣＯ

２)で一晩解凍し、ついで洗浄し、アッセイ用培地(ＲＰＭＩ；１０％ウシ胎児血

清、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１％グルタミン、１％ＨＥＰＥＳ、

１％非必須アミノ酸、１％ピルビン酸塩)で０．５ｘ１０６細胞／ｍｌに再懸濁

する。

  このアッセイは、抗-ＣＤ３及びＰＲＯタンパク質の一晩コーティングの後に

、２００μｌの細胞の混合物を三重ウェルへプレートすることによって調製され

る。

  ５０μｌの抗-ＣＤ３（５０ｎｇ／ｍｌ、Amac0178）及び５０μｌのＰＲＯタ

ンパク質を、４℃で一晩、９６ウェルプレートにコーティングする。ＰＲＯタン

パク質に代わって、５０μｌ Ｈｕ-ＩｇＧをコントロールとして用いる。次いで

、このウェルを約３日間、３７℃、５％ＣＯ２でインキュベートする。４日目に

は、各ウェルをトリチウム化チミジン（１．０ｍＣ／ウェル；Amersham）でパル

スする。６時間後、細胞を収集し、次いでラベルの取り込みを評価する。

      【０３３１】

  コントロールの２００％を超える刺激効果（すなわち、３［Ｈ］-チミジン取

り込み）を示す結果を、ポジティブな刺激結果であると考える。

  このアッセイの他の変形例では、ＰＢＭＣ又はＣＤ４＋をＢａｌｂ／ｃマウス

の脾臓から単離する。細胞を、アッセイ用培地（ＲＰＭＩ；１０％ウシ胎児血清
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、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１％グルタミン、１％ＨＥＰＥＳ、１

％非必須アミノ酸、１％ピルバート）において、この新たに収集した脾臓から取

り出して細かく切断し、そしてＰＭＢＣをリンパライトＭ(Lympholyte M）（Org

anon Teknika）上にこれらの細胞をオーバーレイし、２０００ｒｐｍで２０分間

遠心分離し、回収してアッセイ用培地で単核細胞層を洗浄することで単離した。

ＣＤ４＋細胞を、ビーズを用いたネガティブ選択によって濃縮し、培地で洗浄し

、そしてアッセイ用培地で１ｘ１０７細胞／ｍｌとなるようにこの細胞を再懸濁

する。本アッセイは、上文に示すようにおこなわれる。結果を次に示す：

ＰＲＯ濃度                          刺激（＋）／阻害（－）

ＰＲＯ１０３１  ５．６ｎＭ          ベースライン刺激インデックスを

                                  （＋）２８５％超える

ＰＲＯ１０３１  ｏ．５６ｎＭ        ベースライン刺激インデックスを

                                  （＋）１４７％超える

      【０３３２】

実施例２７：ＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃ Ｆｃ／Ｈｉｓ融合タンパク質の生成

  ＩＬ１７Ｂ及びＩＬ１７Ｃのコード化配列をＰＣＲで増幅し、これらをｐＢＰ

Ｈ．Ｈｉｓ．ｃのＥｃｏＲＩ及びＳｍａＩ部位へサブクローンしてＣ-末端GHHHH

HHHHタッグを作成するか、或いはｐＢＰＨ．ＩｇＧのＥｃｏＲＩ及びＳｔｕ部位

へサブクローンしてヒトＩｇＧ１のＦｃ領域を有するＣ-末端融合を作成した。

ベクターｐＢＰＨ．Ｈｉｓ．ｃ及びｐＢＰＨ．ＩｇＧは、バキュロウイルス発現

ベクターｐＶＬ１３９３の誘導体である（Pharmingen）。コントロールＦｃ又は

Ｈｉｓ-タッグタンパク質を同じような方法で構築し、膵炎関連タンパク質（１

７５アミノ酸）がヒトＩｇＧ１又はｈｉｓ-８-タッグのＦｃ部分へＣ末端で結合

するようにした。

  この融合タンパク質を、製造者が奨める方法（Invitrogen）を用いてＨｉｇｈ

５細胞で発現させた。要約すると、７：１の割合でＤＮＡ作成物とBaculoGoldバ

キュロウイルスＤＮＡ（Pharmingen）を粘着Ｓｆ９細胞へ同時トランスフェクシ

ョンした。細胞を４日間に渡って２８℃でインキュベートし、その上清を回収し

た。このトランスフェクション上清を増幅させ、Ｆｃ融合タンパク質のためのプ
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ロテインＡ-セファロースビーズ（Pharmacia）又はＨｉｓ-タッグタンパク質の

ためのＮｉ-ＮＴＡアガロースビーズ（QIAGEN）のいずれかによるアフィニティ

ー精製にかけた。

  タンパク質の発現を検討するために、銀染色の前に、非還元及び還元条件下で

、アフィニティー精製した組み換えタンパク質についてＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析を

おこなった。

      【０３３３】

実施例２８：ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２

）によるＩＬ-６及びＴＮＦ-α放出の誘導

  ＩＬ-６放出に関してYaoら., Immunol., 155: 5483(1995)に要約されている方

法を用いて、ヒト包皮繊維芽細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ-２０９１）を試験サイトカ

インとともにＭＥＭ培地（１０％ＦＢＳ）で培養した。３７℃及び５％ＣＯ２で

の１８時間に渡るインキュベーションの後、ＥＬＩＳＡキット（R&D System）を

用いてＩＬ-６に関して培養上清をアッセイした。ＴＮＦ-α分泌のために、ヒト

単球性白血病ＴＨＰ-１細胞を試験サイトカインとともにＲＰＭＩ培地（１０％ 

ＦＢＳ)で培養した。３７℃及び５％ＣＯ２での１８時間に渡るインキュベーシ

ョンの後、ＥＬＩＳＡキット（R&D System）を用いてＴＮＦ-αに関して培養上

清を定量した。

  ヒト包皮繊維芽細胞（ＡＴＣＣ ）を、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩ

Ｌ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）を含むＭＥＭ培地（１０％ＦＢＳ）中で単独で培

養した。３７℃及び５％ＣＯ２での１８時間に渡るインキュベーションの後、Ｅ

ＬＩＳＡキット（R&D System）を用いてＩＬ-６に関して培養上清をアッセイし

た。ＩＬ-１７によって誘導される高レベルのＩＬ-６とは対照的に、ＩＬ-１７

Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）の両方が繊維芽細胞

からのＩＬ-６分泌を刺激することは無かった（Ｆｉｇ３６Ａに示す）。

      【０３３４】

  Yaoら., Immunol., 155: 5483(1995)に要約されている方法を利用し、ＲＰＭ

Ｉ培地（１０％ＦＢＳ）で培養することによって、ヒト単球性白血病、ＴＨＰ-

１細胞をＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ
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１０３１）によるＴＮＦ-αの放出の刺激をアッセイするために用いた。３７℃

及び５％ＣＯ２での１８時間に渡るインキュベーションの後、ＥＬＩＳＡキット

（R&D System）を用いてＴＮＦ-αに関して培養上清を定量した。ＩＬ-１７がＴ

ＨＰ-１細胞において唯一低レベルのＴＮＦ-αを誘導する一方で、ＩＬ-１７Ｂ

及びＩＬ-１７Ｃ（Ｆｃ融合タンパク質として）の両方がＴＨＰ-１細胞において

ＴＮＦ-αの生成を刺激した（Ｆｉｇ３６Ｂに示す）。コントロールＦｃ融合タ

ンパク質が効果を有しなかった。

  ＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７ＣによるＴＮＦ-α放出の刺激を更に特徴付けるた

めに、ＴＨＰ-１細胞において、タイムコース及び濃度依存性の応答をアッセイ

した。Ｆｉｇ３７は、ＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７ＣＴＮＦ-αの放出を時間及び

濃度依存的に刺激することを示している。ＩＬ-１７Ｃに関するＥＣ５０が２５

ｎＭである一方で、ＩＬ-１７Ｂ刺激に関するＥＣ５０は２．４ｎＭである。

  これら実験で用いられたＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃ調製物が検出不可能なレ

ベルのエントドキシンを含有する一方で（１ ＥＵ／ｍｌより低い）、ＴＨＰ-１

細胞からのＴＮＦ-αが事実であり人為的な現象では無いことを確かめるために

追加のコントロール実験がおこなわれた。ＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃ活性は、

ポリミキシンB処理によって影響されず、熱処理によって破壊され、このことは

、どの混入しているエントドキシンでもなく、タンパク質そのものが活性を担っ

ているという考えを支持している。

      【０３３５】

実施例２９：ＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｂ及びＩＬ-１７融合タンパク質による、Ｔ

ＨＰ-１への結合の蛍光活性化細胞ソーター（ＦＡＣＳ）分析

  非特異的結合を阻止するために、ＴＨＰ-１細胞（５ｘ１０５）を５％ウマ血

清を含有するＰＢＳで４℃で３０分間に渡ってプレインキュベートした。ＩＬ-

１７、ＩＬ-１７Ｂ．Ｆｃ、又はコントロールＦｃ（各１ｍｇ）を添加し、ＴＨ

Ｐ-１細胞とともに０．２５ｍｌの容量で１時間に渡って氷上でインキュベート

した。ＩＬ-１７結合実験のために、事前のしっかりとした洗浄の後、一次抗ｈ

ＩＬ-１７抗体（１：１００希釈）及びＦＩＴＣへ共役させた二次ヤギ抗-マウス

抗体（Jackson Immunology Lab, １：１００希釈）を３０－６０分のインキュベ
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ーションによって経時的に添加した。Ｆｃ融合タンパク質のために、細胞をヤギ

抗-ヒトＩｇＧで共役したＦＩＴＣ（Ｆｃ特異的、Jackson Immunology Lab, １

：１００希釈）によって染色した。十分な洗浄の後、最小限の５，０００細胞を

ＦＡＣＳｃａｎ（Becton Dickinson）を用いて分析した。

  上記の方法の結果は、コントロールＦｃ融合タンパク質と比較して、ＩＬ-１

７Ｂ及びＩＬ-１７Ｃ Ｆｃ融合タンパク質の両方が、ＴＨＰ-１への結合を示す

ということであった（Ｆｉｇ３８に示す）。

      【０３３６】

実施例３０：ＩＬ-１７及びＩＬ-１７Ｃに関する関節軟骨外植片アッセイ

  Ａ．導入：

  上述したように、ＩＬ-１７は前炎症反応の開始又は持続における役割を担っ

ていると思われる。ＩＬ-１７はＣＤ４＋Ｔｈ細胞により発現するサイトカイン

であり、滑膜細胞(synoviocytes)及びマクロファージを含む数種の細胞における

前炎症及び血液生成サイトカインの分泌を誘発する(例えば、ＩＬ-β、ＴＮＦ-

α、ＩＬ-６、ＩＬ-８、ＧＭ-ＣＳＦ。Aarvakら, J. Immunol 162：1246-1251(1

999)；Fossiezら, J. Exp. Med. 183：2593-2603(1996)；Jovanovicら, J. Immu

nol.160：3513-3521(1998))。ＩＬ-１７の存在下で、繊維芽細胞はＣＤ３４＋血

液生成原種の増殖を支持し、好中球における優先的成熟を誘発する。結果として

、ＩＬ-１７はＴ細胞依存性炎症反応の初期の開始剤を構成し、血液生成に免疫

系を架橋させたサイトカイン網状組織の一部となる。

      【０３３７】

  ＩＬ-１７の発現は、慢性関節リュウマチ又は骨関節症患者の滑膜で、正常な

結合組織ではないものにおいて見出される。ＩＬ-１７は単球誘導、前炎症サイ

トカインＩＬ-β又はＴＮＦ-αを相乗効果を起こし、ＩＬ-６及びＧＢ-ＣＳＦを

誘発する。滑膜細胞に直接作用することにより、ＩＬ-１７はインビボで炎症誘

発性サイトカインの分泌性を高め、よって関節の炎症及び破壊が悪化する。

  ＩＬ-１７の可能性のある役割をさらに理解するために、本出願人は軟骨マト

リックス代謝におけるＩＬ-１７の影響をテストした。軟骨における一酸化窒素(

ＮＯ)の公知の異化作用、及び関節におめる高レベルのＮＯに鑑みて、さらにＮ
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Ｏ生成を測定した。

      【０３３８】

  Ｂ．方法：

  関節軟骨外植：４～６ヶ月の雌豚の中手指関節を無菌状態で切開し、下骨を避

けて、関節軟骨を注意深く、フリーハンドでスライスして取り出した。軟骨を細

かく切断し、０．１％のＢＳＡ及び抗生物質を有する無血清(ＳＦ)培地で、９５

％の空気と５％のＣＯ２の湿った雰囲気下で、少なくとも２４時間培養した。３

回洗浄した後、約８０ｍｇの関節軟骨をマイクロニクスチューブ中で等分し、上

述したＳＦ培地で少なくとも２４時間インキュベートした。ついで、テストタン

パク質を単独で、又はＩＬ-１α(１０ｎｇ／ｍｌ)(配列番号：２５)と組合せて

添加した。培地を集め、種々の時間点(０、２４、４８、７２時間)で交換し、Fa

rndale及びButtle,  Biochem. Biophys. Acta 883：173-177(1985)に記載された

１,９-ジメチル-メチレンブルー(ＤＭＢ)比色分析を使用し、プロテオグリカン

含有量をアッセイした。３５Ｓ-硫黄でラベルした後(一晩)、チューブを計量し

て、組織の量を測定した。続いて一晩消化させ、組織中に残存するプロテオグリ

カン、並びにプロテオグリカン合成(３５Ｓ-取り込み)の量を測定する。

      【０３３９】

  ＮＯ生成の測定：アッセイは２,３-ジアミノナフタレン(ＤＡＮ)が酸性条件下

で亜硝酸塩と反応し、蛍光物質である１-(Ｈ)-ナフトトリアゾールを形成すると

いう原則に基づいている。ＮＯが亜硝酸塩(ＮＯ２-１)及び硝酸塩(ＮＯ３-１)に

素早く代謝されたとき、亜硝酸塩の検出は、(たとえ、実際よりも少なく計測し

ても)実際に生成したＮＯの一つの検出手段である。１０μＬのＤＡＮ(０．６２

ＭのＨＣｌ中に０．０５ｍｇ.ｍＬ)を１００μＬのサンプルに添加して混合し、

室温で１０～２０分間インキュベートした。反応は２．８ＮのＮａＯＨ ５ｍＬ

で停止させる。２,３-ジアミノナフトトリアゾールの形成を、３６０ｎｍで励起

して、４５０ｎｍで放射読み取りをするサイトフロー蛍光プレートリーダーを使

用して測定した。蛍光密度の光学測定のために、透明な底部を有する黒板を使用

した。

      【０３４０】
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結果及び議論：

  ＩＬ-１７がプロテオグリカンの放出を増加させ、合成を低減することが見出

された(Ｆｉｇ３９に示す)。さらにこの効果はＩＬ-１αで見られる効果にも付

加的である。ＩＬ-１７の効果は一酸化窒素の生成によって媒介されないし、一

酸化窒素放出の阻害によってマトリックス破壊を増大させることもない（Ｆｉｇ

４０～４２）。ＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）はマトリックス破壊を増加させ

、マトリックス合成を阻害する。よって、ＰＲＯ１１２２の発現は変成軟骨疾患

に関連してると思われる。

  結論として、ＩＬ-１７は関節における関節軟骨の損失に寄与し、よって活性

阻害により、炎症及び軟骨破壊が制限されるように思われる。ＩＬ-１α及びＩ

Ｌ-１７は、異なったレセプターの利用と下流のオーバーラップしているシグナ

ル伝達機構のために、類似しているが区別できる活性を有する。

  関節軟骨外植に対するＩＬ-１７の強力な分解効果、並びにＩＬ-１７に対する

ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）の相同性が

見出されたと仮定すると、任意の又は全てのこれらタンパク質のアンタゴニスト

は、炎症状態及び軟骨欠損、例えば関節炎の治療に有用であり得る。

  最後に、成長因子は二相効果を有し、病気になった組織がインビトロにおいて

付与された因子に対して正常な組織とは異なる反応を起こすことができることは

良く知られている。このため、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）、ＩＬ-１７Ｃ（

ＰＲＯ１１２２）又はＩＬ-１７のアンタゴニスト又はアゴニスト(例えばタンパ

ク質それ自体)は、炎症状態及び軟骨欠損、例えば関節炎の治療に有用である。

      【０３４１】

実施例３１：炎症性腸疾患（ＩＢＤ）：ＩＢＤのマウスモデルにおけるＩＬ-１

７ファミリーの発現

  サイトカインレセプターＣＲＦ２-４／ＩＬ-１０Ｒｂを欠くマウスでは、ヒト

の炎症性腸疾患（ＩＢＤ）の症状に類似する突発性及び進行性大腸炎を発症する

。この表現型は、以前にも報告されている（Spencer., J. Exp. Med., 187: 571

-578(1998)）。このＩＢＤのモデルでのＩＬ-１７ファミリーメンバーの発現の

役割を検討するために、正常（野生型「ＷＴ」）マウス及びＣＲＦ２-４欠損マ



(211) 特表２００３－５２７１０４

ウスから結腸を収集した。ＣＲＦ２-４欠損マウスからの結腸を、軽度のＩＢＤ

を示す標本、並びにより進行した重度のＩＢＤを示す標本に下位範疇化した。Ｒ

ＮＡを結腸試料から単離し、ＩＬ-１７ファミリーメンバーの相対発現を定量Ｐ

ＣＲ（Taqman（商品名））によって測定した。Ｆｉｇ４４は、ＧＡＰＤＨに相対

的なデルタＣＴで表したＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｅ（ＤＮＡ１４７５３１－２８２

１）、ＩＬ-１７Ｂ（ＤＮＡ５９２９４－１３８１－１）、及びＩＬ-１７Ｄ（Ｄ

ＮＡ１７３８９４－２９４７）の相対発現を示す。ＩＬ-１７Ｅの発現は、正常

（野生型「ＷＴ」）マウスでの発現レベルと比較して、より進行した重度ＩＢＤ

において際だって減少した。対照的に、軽度から重度のＩＢＤでは、ＩＬ-１７

の増大した発現値が観察された。従って、ＩＬ-１７Ｅは、この炎症症状のマー

カーとしての機能を果たし得る。

      【０３４２】

実施例３２：発作のモデルマウスにおけるＩＬ-１７Ｄ発現

  発作のマウス実験モデルで、ＩＬ-１７Ｄ（ＤＮＡ１７３８９４－２９４７）

発現を調べた。Ｃ５７Ｂ１／６雄マウスの右総頸動脈（ＲＣＣＡ）を正中切開に

よって単離した。緩いヒモを血管の周りに配した。頭蓋に鼻腔裂と高さで頭蓋円

窓を形成することによって中大脳動脈（ＭＣＡ）を視覚化した。定刻には、各々

１１－０縫合及び６－０縫合で４５分の虚血期間に渡ってＭＣＡ及びＲＣＣＡを

塞いだ。この虚血性発作に続いて、ＲＣＣＡ及びＭＣＡ縫合をほどいてＭＣＡ領

域の再灌流を可能にした。ＩＬ-１７Ｄの相対発現を、再灌流に続く五つの時点

（３，６，２４及び７２時間）で虚血性皮質から単離したＲＮＡを利用した定量

ＰＣＲ（Taqman（商品名））によって測定し、コントロール非虚血性組織から単

離したＲＮＡにおいて観察されたＩＬ-１７Ｄの発現と比較した。Ｆｉｇ４５は

、この研究の結果を示す。示されているように、五つの例示された時点で調べる

と、ＩＬ-１７Ｄ発現は、発作後には急速に減少する。

      【０３４３】

実施例３０：癌牲腫瘍でのＰＲＯポリペプチドの過剰発現を検出するためのマイ

クロアレイ分析

  幾千もの遺伝子配列を殆ど場合において含む核酸マイクロアレイは、組織の正
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常な対応物と比較して、疾患組織において差次的に発現している遺伝子を同定す

るために有用である。核酸マイクロアッセイを用いると、試験及びコントロール

組織試料からの試験及びコントロールｍＲＮＡ試料が逆転写され、ｃＤＮＡプロ

ーブを生成するために標識される。次いで、このｃＤＮＡプローブは、固体支持

体上に固定化さた多くの核酸とハイブリダイズされる。このアレイは、アレイの

各メンバーの配列と位置がわかるように構成されている。例えば、ある疾患段階

で発現することが知られている遺伝子から選ばれたものを固体支持体上に整列し

てもよい。標識プローブとある特定のアレイのメンバーとのハイブリダイゼーシ

ョンは、プローブが誘導された試料がその遺伝子を発現していることを示す。試

験（疾患組織）からのプローブのハイブリダイゼーションシグナルが、コントロ

ール（正常組織）試料からのプローブのハイブリダイゼーションシグナルより大

きい場合は、疾患組織において過剰発現している遺伝子又は複数遺伝子が同定さ

れる。この結果の意味は、疾患組織で過剰発現しているタンパク質は、疾患症状

の存在のための診断的マーカーとしてだけではなく、疾患症状の治療のための治

療上の標的としても有用であるということである。

  核酸のハイブリダイゼーション及びマイクロアレイ技術の方法論は、当業者に

は良く知られている。本実施例では、ハイブリダイゼーション及びプローブ、ス

ライドのための核酸の特別な調製、並びにハイブリダイゼーションの条件は、２

０００年３月３１日に出願された米国仮出願一連番号 ６０／１９３，７６７に

すべて詳述されており、ここにおいて文献として取り入れられている。

      【０３４４】

  本実施例では、癌牲腫瘍で過剰発現しているＰＲＯポリペプチドを同定するた

めの試みとして、非癌牲ヒト組織に関連するＰＲＯポリペプチドコード化遺伝子

発現のために、種々のヒト組織から誘導された癌牲腫瘍が研究された。２セット

の実験データーが作成された。１つのセットでは、同じ患者からの癌牲ヒト結腸

腫瘍組織、及び適合した非癌牲ヒト結腸腫瘍組織（「適合した直腸コントロール

」）を得て、そして上記で記載したマイクロアレイ技術を用いてＰＲＯポリペプ

チド発現について分析した。二番目のセットのデーターでは、任意の種々の異な

るヒト腫瘍を得て、肝臓、腎臓、及び肺を含む上皮由来の非癌牲ヒト組織をプー



(213) 特表２００３－５２７１０４

ルすることによって調製される「普遍的」上皮コントロール試料と比較した。プ

ールされた組織から単離されたｍＲＮＡは、これら異なる組織での発現遺伝子産

物の混合物を示す。プールされたコントロール試料を用いたマイクロアレイハイ

ブリダイゼーション実験は、二色分析において直線的なプロットを生じた。次い

で、二色分析において生じたこの線の傾斜を、各実験の（試験：コントロール検

出）の比率を標準化するために用いた。次いで、種々の実験の標準化された比率

を比較し、そして遺伝子発現の集積牲を同定するために用いた。従って、プール

化された「普遍的なコントロール」試料は、単純な二つの試料の比較における有

効で相対的遺伝子発現の判定を可能にするだけではなく、幾つかの実験に渡る複

数の試料の比較をも可能にする。

      【０３４５】

  本実験では、ここに記載のＰＲＯポリペプチドコード化核酸配列から誘導され

た核酸プローブをマイクロアレイの作製に用い、上記に列挙した腫瘍組織のＲＮ

Ａをさらにハイブリダイゼーションに用いた。標準化比：実験比に基づく値は、

「カットオフ」と命名された。このカットオフを上回る値のみを重要であると判

定した。下記の表７は、これらの実験の結果を示しており、本発明の種々のＰＲ

Ｏポリペプチドが非癌牲ヒト組織コントロールと比べて種々のヒト腫瘍組織にお

いて著しく過剰発現していることを示している。上記にて記載のように、これら

のデーターは、本発明のＰＲＯポリペプチドが一つ以上の癌牲腫瘍の存在を示す

診断マーカーとしてだけではなく、これら腫瘍の治療のための治療上の標的とし

ての機能も果たすことを示している。

      【０３４６】
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      【０３４７】

  次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション,１０８０１  ユ

ニバーシティー ブルバード, マナサス, バージニア, ２０１１０－２２０９ ア

メリカ合衆国（ＡＴＣＣ）に寄託した：

      【０３４８】

  これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペス

ト条約及びその規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の
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日付から３０年間、寄託の生存培養物が維持されることを保証するものである。

寄託物はブダペスト条約の条項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間の

合意に従い、ＡＴＣＣから入手することができ、これは、何れが最初に来ようと

も、関連した米国特許の発行時又は任意の米国又は外国特許出願の公開時に、寄

託培養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とすることを保証し、米国特許法

第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号８８６ＯＧ６３８の３

７ＣＦＲ第１．１４条を含む)に従って権利を有すると米国特許庁長官が決定し

た者に子孫を入手可能とすることを保証するものである。

      【０３４９】

  本出願の譲受人は、寄託した材料の培養物が、適切な条件下で培養されていた

場合に死亡もしくは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のもの

と速やかに取り替えることに同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従い

あらゆる政府の権限下で認められた権利に違反して、本発明を実施するライセン

スであるとみなされるものではない。

      【０３５０】

  上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十

分であると考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として

意図されており、機能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため

、寄託された作成物により、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの

材料の寄託は、ここに含まれる文書による説明が、そのベストモードを含む、本

発明の任意の側面の実施を可能にするために不十分であることを認めるものでは

ないし、それが表す特定の例証に対して請求の範囲を制限するものと解釈される

ものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に変形す

ることは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の請求の

範囲内に入るものである。

【図面の簡単な説明】

  【Ｆｉｇ１】  配列番号：１がここにおいて「ＤＮＡ５９２９４－１３８１－

１」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ１０３１ｃＤＮＡのヌクレオ

チド配列（配列番号：１）。
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  【Ｆｉｇ２】  Ｆｉｇ１に示された配列番号：１のコード化配列から誘導され

たアミノ酸配列（配列番号：２）。

  【Ｆｉｇ３】  配列番号：３がここにおいて「ＤＮＡ６２３７７－１３８１－

１」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ１１２２ｃＤＮＡのヌクレオ

チド配列（配列番号：３）。

  【Ｆｉｇ４】  Ｆｉｇ３に示された配列番号：３のコード化配列から誘導され

たアミノ酸配列（配列番号：４）。

  【Ｆｉｇ５】  配列番号：５がここにおいて「ＤＮＡ１４７５３１－２８２１

」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ１０２７２ｃＤＮＡのヌクレオ

チド配列（配列番号：５）。

  【Ｆｉｇ６】  Ｆｉｇ５に示された配列番号：５のコード化配列から誘導され

たアミノ酸配列（配列番号：６）。

  【Ｆｉｇ７】  配列番号：７がここにおいて「ＤＮＡ１７３８９４－２９４７

」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ２１１７５ｃＤＮＡのヌクレオ

チド配列（配列番号：７）。

  【Ｆｉｇ８】  Ｆｉｇ７に示された配列番号：７のコード化配列から誘導され

たアミノ酸配列（配列番号：８）。

  【Ｆｉｇ９】  配列番号：９がここにおいて「ＤＮＡ１６６８１９」と命名さ

れたクローンである、天然配列ＰＲＯ２０１１０ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：９）。

  【Ｆｉｇ１０】  Ｆｉｇ９に示された配列番号：９のコード化配列から誘導さ

れたアミノ酸配列（配列番号：１０）。

  【Ｆｉｇ１１】  配列番号：１１がここにおいて「ＤＮＡ１１５２９１－２６

８１」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ５８０１ｃＤＮＡのヌクレ

オチド配列（配列番号：１１）。

  【Ｆｉｇ１２】  Ｆｉｇ１１に示された配列番号：１１のコード化配列から誘

導されたアミノ酸配列（配列番号：１２）。

  【Ｆｉｇ１３】  配列番号：１３がここにおいて「ＤＮＡ１６４６２５－２８

９０」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ２００４０ｃＤＮＡのヌク
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レオチド配列（配列番号：１３）。

  【Ｆｉｇ１４】  Ｆｉｇ１３に示された配列番号：１３のコード化配列から誘

導されたアミノ酸配列（配列番号：１４）。

  【Ｆｉｇ１５】  配列番号：１５がここにおいて「ＤＮＡ１１９５０２－２７

８９」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ９８７７ｃＤＮＡのヌクレ

オチド配列（配列番号：１５）。

  【Ｆｉｇ１６】  Ｆｉｇ１５に示された配列番号：１５のコード化配列から誘

導されたアミノ酸配列（配列番号：１６）。

  【Ｆｉｇ１７】  配列番号：１７がここにおいて「ＤＮＡ１５４０９５－２９

９８」と命名されたクローンである、天然配列ＰＲＯ２００２６ｃＤＮＡのヌク

レオチド配列（配列番号：１７）。

  【Ｆｉｇ１８】  Ｆｉｇ１７に示された配列番号：１７のコード化配列から誘

導されたアミノ酸配列（配列番号：１８）。

  【Ｆｉｇ１９】  ヒトＩＬ-１７ファミリーメンバーのアライメントを示す：

ｈ-ＩＬ-１７［配列番号：４０］；ｈ-ＩＬ-１７Ｂ［ＰＲＯ１０３１；配列番号

：２］；ｈ-ＩＬ-１７Ｃ［ＰＲＯ１１２２；配列番号：４］；ｈ-ＩＬ-１７Ｄ［

ＰＲＯ２１１７５；配列番号：８］；ｈ-ＩＬＥ［ＰＲＯ１０２７２；配列番号

：６］；及びｈ-ＩＬ-１７Ｆ［ＰＲＯ２０１１０；配列番号：１０］。

  【Ｆｉｇ２０】  ＩＬ-１７Ｂリガンド（ＰＲＯ１０３１）の相対組織発現分

布。

  【Ｆｉｇ２１】  ＩＬ-１７Ｃリガンド（ＰＲＯ１１２２）の相対組織発現分

布。

  【Ｆｉｇ２２】  ＩＬ-１７Ｄリガンド（ＰＲＯ２１１７５）の相対組織発現

分布。

  【Ｆｉｇ２３】  ＲＴ-ＰＣＲ分析によるＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）の

ｍＲＮＡ発現。指示された組織からのＲＮＡを、ＩＬ-１７Ｅのコード化配列の

全体が増幅するように設計されたプライマーとともにＲＴ-ＰＣＲにかけた。Ｐ

ＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動で分離し、ナイロン膜へ移し、そして３２Ｐ

-ラベル化ＩＬ-１７ＥｃＤＮＡプローブでプローブした。



(218) 特表２００３－５２７１０４

  【Ｆｉｇ２４】  ＩＬ-１７Ｆリガンド（ＰＲＯ２０１１０）の相対組織発現

分布。

  【Ｆｉｇ２５】  ＩＬ-１７ＲＨ１リガンド（ＰＲＯ５８０１）の相対組織発

現分布。

  【Ｆｉｇ２６】  ＩＬ-１７ＲＨ２リガンド（ＰＲＯ２００４０）の相対組織

発現分布。

  【Ｆｉｇ２７】  ＩＬ-１７ＲＨ３リガンド（ＰＲＯ９８７７）の相対組織発

現分布。

  【Ｆｉｇ２８】  ＩＬ-１７ＲＨ４リガンド（ＰＲＯ２００２６）の相対組織

発現分布。

  【Ｆｉｇ２９】  ＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩＬ-１７

Ｃ（ＰＲＯ１１２２）によるＩＬ-１７Ｒ細胞外ドメイン（ＥＣＤ）の免疫沈降

。Ｈｉｓ-タッグＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤを２９３細胞で発現させ、実施例２１に記

載のように３５Ｓで代謝的に標識した。上清を回収し、Ｎｉ-ＮＴＡをその上清

中のＨｉｓ-タッグＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤをアフィニティー沈殿させるために用い

た（レーン１）。パートＡでは、ＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｂ．Ｆｃ及びＩＬ-１７

Ｃ．Ｆｃ、又はＦｃ融合タンパク質を上清とインキュベートし、プロテイン-Ａ-

アガロースビーズを添加してＦｃ融合タンパク質を沈殿させた。ＩＬ-１７免疫

沈降反応のために、抗-ＩＬ-１７抗体をインキュベートした。パートＢは、競合

性結合実験を示し、ＩＬ-１７によるＩＬ-１７Ｒ ＥＣＤの免疫沈降を、５倍過

剰のＩＬ-１７Ｂ．Ｈｉｓ及びＨｉｓ-タッグタンパク質の存在下でおこなった。

パートＡ及びＢの双方の沈殿物を、ＮｕＰＡＧＥ（４－１２％ Ｂｉｓ-Ｔｒｉｓ

）での電気泳動によって分析した。分子量マーカーは、各パネルの左側に示され

ている。

  【Ｆｉｇ３０】  ヒトＩＬ-１７ファミリーメンバー（ｈ-ＩＬ-１７；ｈ-ＩＬ

-１７Ｂ；；ｈ-ＩＬ-１７Ｃ；及び；ｈ-ＩＬＥ）のアライメント。予想されるシ

グナル配列には下線が引かれている。保存システインをドットで示し、そして潜

在的なＮ-結合グリコシル化部位を囲みで示した。

  【Ｆｉｇ３１】  ＩＬ-１７ＲＨ１レセプター（ＰＲＯ５８０１）のｍＲＮＡ
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発現レベル。Ｆｉｇ３１Ａは、選択した組織でのＩＬ-１７ＲＨ１レセプターの

ノーザンブロット分析。Ｆｉｇ３１Ｂは、選択された組織でのＩＬ-１７ＲＨ１ 

ｍＲＮＡ発現の定量ＰＣＲ分析。

  【Ｆｉｇ３２】  ＩＬ-１７ＲＨ１レセプター（ＰＲＯ５８０１）へのＩＬ-１

７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）リガンド結合。Ｆｉｇ３２Ａは、ＩＬ-１７Ｒレセプ

ター（ここでＰＲＯ１と命名）及びＩＬ-１７ＲＨ１レセプター（ＰＲＯ５８０

１）へのＩＬ-１７及びＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）リガンド結合の比較。

２９３細胞を、示されている通りに、緑色蛍光タンパク質(ＧＣＰ）及びＩＬ-１

７Ｒ又はＩＬ-１７ＲＨ１レセプターのための発現ベクターで過度的に同時トラ

ンスフェクションした。細胞を、指示されたにＩＬ-１７-Ｆｃ又はＩＬ-１７Ｅ-

Ｆｃタンパク質とともにインキュベートし、結合をＰＥコンジュゲート抗-ヒト

Ｆｃ抗体で明らかにした。ＦＡＣＳ曲線は、同時トランスフェクションされたＧ

ＦＰポジティブ細胞集団内のＰＥ染色を示す。Ｆｉｇ３２Ｂでは、Ｈｉｓ-エピ

トープタッグＩＬ-１７ＲＨ１レセプター細胞外ドメインを、次に記載のヒトＩ

Ｌ-１７ファミリーのメンバーのリガンド-Ｆｃ融合タンパク質とともにインキュ

ベートした：レーン１、ＩＬ-１７ＲＨ１-Ｈｉｓ直接負荷；レーン２、ＩＬ-１

７；レーン３、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）；レーン４、ＩＬ-１７Ｃ（ＰＲ

Ｏ１１２２）；及びレーン５、ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）。リガンドイ

ムノアドヘシンをプロテインＡ粒子で免疫沈降し、結合ＩＬ-１７ＲＨ１レセプ

ターをＨｉｓ-エピトープタッグに対する抗体でウエスタンブロットによって分

析した。分子量マーカー（ｋＤａ）の位置は、左側に示されている。

  【Ｆｉｇ３３】  ＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）によるＮＦ-κＢの誘導。

Ｆｉｇ３３（パートＡ）は、示されている通りに、ＮＦ-κＢ応答性ルシェフェ

ラーゼレポーターｐＧＬ３．ＥＬＡＭ．ｔｋ及びＩＬ-１７Ｅの発現ベクターで

、ヒト２９３及びＴＫ-１０細胞を過度的にトランスフェクションした結果であ

る。ルシェフェラーゼ活性を、実施例２２に示されている通りに測定した。Ｆｉ

ｇ３３（パートＢ）は、ＩＬ-１７ＥによるＮＦ-κＢ誘導の滴定を示す。ヒト２

９３細胞を、示されている通りに、ＮＦ-κＢ応答ルシェフェラーゼレポーター

ｐＧＬ３．ＥＬＡＭ．ｔｋ及び示されたＩＬ-１７Ｅの発現ベクターでトランス
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フェクションした。

  【Ｆｉｇ３４】  ＩＬ-８生産に対するＩＬ-１７Ｅ（ＰＲＯ１０２７２）の効

果。ヒトＴＫ-１０腎臓由来細胞株をＥｌｉｓａによってインキュベートした。

示されているのは、測定されたＩＬ-８のレベルからサイトカイン添加無しで見

出されたＩＬ-８生産のレベルを差し引いたもの。この実験は、数回繰り返され

て、類似の結果であった。

  【Ｆｉｇ３５】  サイトカインのＩＬ-１７ファミリー、並びに重複するレセ

プター-リガンド特異性の複合パターンを示す。左から右へは、Ｆｉｇ３５は、

ＩＬ-１７リガンドのＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-１７Ｒ；ここでは、ＰＲＯ１

と命名）との結合；ＩＬ-１７Ｂリガンド（ＰＲＯ１０３１）のＩＬ-１７ＲＨ１

レセプター（ＰＲＯ５８０１）との結合；ＩＬ-１７Ｅリガンド（ＰＲＯ１０２

７２）のＩＬ-１７ＲＨ１レセプター（ＰＲＯ５８０１）との結合；ＩＬ-１７Ｆ

リガンド（ＰＲＯ２０１１０）のＩＬ-１７レセプター（ＩＬ-１７Ｒ、ここで、

ＰＲＯ１と命名）並びにＩＬ-１７ＲＨ２レセプター（ＰＲＯ２００４０）の双

方との結合；ＩＬ-１７Ｃリガンド（ＰＲＯ１１２２）及びＩＬ-１７Ｄリガンド

（ＰＲＯ２１１７５）は、ＩＬ-１７Ｒ、ＩＬ-１７ＲＨ１又はＩＬ-１７ＲＨ２

レセプターとは相互作用しない。

  【Ｆｉｇ３６】  ＩＬ-１７、ＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）、及びＩＬ-１

７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）の生物活性を示す棒グラフ。Ｆｉｇ３６（パートＡ）は

、１８時間に渡って、１００ｎｇ／ｍｌのコントロールＦｃ融合タンパク質、Ｉ

Ｌ-１７、ＩＬ-１７Ｂ．Ｆｃ又はＩＬ-１７Ｃ．Ｆｃで培養したヒト包皮繊維芽

（ＨＦＦ）細胞を示し、実施例２８に記載のように、ＩＬ-６について条件培地

を分析した。Ｆｉｇ３６（パートＢ）は、同じ条件下で上記と同じサイトカイン

（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理され、ＴＮＦ-α放出のレベルについて上清をアッ

セイした、ヒト白血病細胞株、ＴＨＰ-１を示す。結果は、一つの体表的な実験

の三組定量の平均＋／－ＳＥで表している。

  【Ｆｉｇ３７】  ＴＨＰ-１細胞からのＩＬ-１７Ｂ（ＰＲＯ１０３１）及びＩ

Ｌ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）活性化によるＴＮＦ-α放出の相関関係を示すタイ

ムコース。Ｆｉｇ３７（パートＡ）では、ＴＨＰ-１細胞を、１００ｎｇ／ｍｌ
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（２．２ｎＭ）のＩＬ-１７Ｂ．Ｆｃ又はＩＬ-１７Ｃ．Ｆｃで ０．５から３２

時間に渡ってインキュベートし、その培養上清を収集し、そして実施例２８に記

載のようにそのＴＮＦ-α濃度を定量化した。Ｆｉｇ３７（パートＢ）では、Ｔ

ＨＰ-１細胞を、１８時間に渡って濃度範囲が０から１２０ｎＭのＩＬ-１７Ｂ．

Ｆｃ及びＩＬ-１７Ｃ．Ｆｃで処理した。

  【Ｆｉｇ３８】  実施例２９に記載されているような、ＴＨＰ-１細胞へのＩ

Ｌ-１７Ｂ．Ｆｃ及びＩＬ-１７Ｃ．Ｆｃの結合のＦＡＣＳ分析。ＰＢＳ（５％ウ

マ血清）において、ＴＨＰ-１細胞を、ＩＬ-１７Ｂ．Ｆｃ（Ｆｉｇ３８パートＡ

）又はＩＬ-１７Ｃ．Ｆｃ（Ｆｉｇ３８パートＢ）又はコントロールＦｃ融合タ

ンパク質でインキュベートし、ＦＩＴＣコンジュゲート抗-Ｆｃ二次抗体の添加

を引き続きおこなった。

  【Ｆｉｇ３９】  関節軟骨に対するＩＬ-１７の効果。軟骨組織外植片を、指

示された濃度のＩＬ-１７のみ（中実の）、或いは指示された濃度のＩＬ-α（斜

線）の存在下、又はＩＬ-１ｒａ（ＩＬ-１レセプターアンタゴニスト、Ｒ＆Ｄシ

ステム、１μｇ／ｍｌ、７２時間）で培養した。培地（上のパネル）へのプロテ

オグリカン（ＰＧ）の放出は、マトリックスの破壊を示す。マトリックス合成は

、組織への３５Ｓ-硫酸塩の取り込みによって測定される（下のパネル）。

  【Ｆｉｇ４０】  一酸化窒素の放出に対するＩＬ-１７の効果。外植片をＩＬ-

１７（１０ｎｇ／ｍｌ）のみ（左のカラム）、或いはＩＬ-１α（１０ｎｇ／ｍ

ｌ）（右のカラム）の存在下で処理した。４８時間後に、亜硝酸の濃度について

、培地をアッセイした。

  【Ｆｉｇ４１】  ＩＬ-１７に対する一酸化窒素（ＮＯ）の効果がマトリック

ス代謝に変化を誘導したことを示す。外植片を、ＩＬ-１７（５ｎｇ／ｍｌ）の

み（＋）、或いは一酸化窒素合成酵素の不可逆阻害剤、ＮＯＳ（Ｌ-ＮＩＯ、Cay

man Chemical. ０．５ｍＭ）で処理する。７２時間に渡る処理の後、亜硝酸塩（

Ｆｉｇ４１パートＡ）及びプロテオグリカン（Ｐｇｓ）について培地をアッセイ

する（Ｆｉｇ４１パートＢ）。Ｆｉｇ４１パートＣは、組織への３５Ｓ-硫酸塩

の取り込みによって測定されたプロテオグリカン合成。

  【Ｆｉｇ４２】  ＩＬ-１７に対する一酸化窒素（ＮＯ）の阻害の効果が、プ
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ロテオグリカン（ＰＧ）代謝に変化を誘導したことを示す。関節軟骨外植片を、

ＩＬ-１α（５ｎｇ／ｍｌ）のみ（＋）、或いはＮＯＳの阻害剤、ＮＯＳ（Ｌ-Ｎ

ＩＯ又はＬ-ＮＩＬ）（ＮＩＬ、可逆ＮＯＳ阻害剤、Cayman Chemical）、又はＩ

Ｌ-１ｒａ（ＩＬ-１レセプターアンタゴニスト、Ｒ＆Ｄ Systems、１μｇ／ｍｌ

）で処理した。７２時間に渡る処理の後、亜硝酸塩濃度及びプロテオグリカンの

量について培地をアッセイした。マトリックス合成は、組織への３５Ｓ-硫酸塩

の取り込みによって測定された。

  【Ｆｉｇ４３】  関節軟骨に対するＩＬ-１７Ｃ（ＰＲＯ１１２２）の効果を

示す。外植片を、ＩＬ-１α（＋）（１０ｎｇ／ｍｌ）の存在（最も左の三つの

カラム）、或いは非存在下（最も右の三つのカラム）で、１％又は０．１％のＩ

Ｌ-１７Ｃで処理した。コントロールより多い量で、プロテオグリカン（ＰＧ）

放出及び合成が示されている。

  【Ｆｉｇ４４】  ＧＡＰＤＨに対するデルタＣｔ値によって示された、炎症性

腸疾患［ＩＢＤ］のマウスモデルにおけるヒトＩＬ-１７ファミリーの相対発現

。マウスモデルでの炎症性腸疾患の軽度及び重度の段階の間で、ＩＬ-１７の増

大した発現が認められた。対照的に、ＩＢＤの重度が段階の間は、ＩＬ-１７Ｅ

（ＰＲＯ１０２７２）は、顕著な発現の減少を示したが、一方では、ＩＬ-１７

Ｂ（ＰＲＯ１０３１）は、重度のＩＢＤでは、中程度の発現の減少を示した。

  【Ｆｉｇ４５】  脳卒中のマウスモデルでの最初の７２時間に渡る、ＩＬ-１

７Ｄ（ＰＲＯ２１１７５）の相対発現を測定するタイムコース研究。７２時間の

終点において時間発作が誘導されると、脳におけるＩＬ-１７Ｄ発現は劇的に減

少する。
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摘要(译)

本发明涉及新颖的多肽和编码这些肽的核酸分子。 本文还提供了包含这
些核酸序列的载体和宿主细胞，包含与异源多肽序列融合的本发明多肽
的嵌合多肽分子，以及与本发明多肽的结合。 以及生产本发明多肽的方
法。
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