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(54)【発明の名称】 マトリプターゼ、セリンプロテアーゼおよびその応用

(57)【要約】
本発明は、乳房または他の組織における悪性または前悪
性病変または病的状態を、組織内のマトリプターゼの一
本鎖または二本鎖型の存在によって検出する検出方法に
関する。本発明はさらにマトリプターゼ産生の表現型を
有する悪性病変を処置する方法において、主要形成阻止
有効量の濃度のボウマン-ビルク阻害剤（BBIC）ま
たはマトリプターゼ阻害剤を投与する方法に関する。本
発明はまた、マトリプターゼタンパク質またはそのフラ
グメントをコードする核酸、ならびにそれらの構造解釈
および他のマトリプターゼ阻害剤同定のためのモデリン
グ、ならびにマトリプターゼ修飾剤たとえばアクティベ
ーターおよびインヒビターの同定方法に関する。
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【特許請求の範囲】

  【請求項１】治療上有効な量のマトリプターゼ調節物質を投与することより成

る一本鎖型（チモーゲン）かつ／または二本鎖型（活性化）のマトリプターゼの

発現を特徴とする患者における悪性疾患、前悪性段階の疾患、及び病的状態を治

療する方法。

  【請求項２】悪性疾患及び前悪性段階の疾患が乳房の疾患である、請求項１に

記載の方法。

  【請求項３】前悪性段階の疾患が乳房の非定型導管型過形成、光線性角化症（

AK）、白斑症、食道のバレット上皮（柱状化生）、潰瘍性結腸炎、結腸直腸腺腫

様ポリープ、ケーラー紅色肥厚症、ボーエン病、ボーエン病様丘疹症、外陰部上

皮内ガン（VIN）、及び頸部の異形成性変化で構成されるグループから選択され

る、請求項１に記載の方法。

  【請求項４】マトリプターゼ阻害剤がBowman-Birk阻害剤（BBI）もしくは構造

上関連する分子あるいはその断片である、請求項１に記載の方法。

  【請求項５】BBIが濃縮BBI（BBIC）である、請求項４に記載の方法。

  【請求項６】BBICが腫瘍形成を阻害するために有効な量が血液中BBIC量0.001

～１mMを得るために十分である、請求項５に記載の方法。

  【請求項７】生物学的試料が生検、乳首吸引物、あるいは悪性細胞、前悪性病

変、もしくは病的状態に関与する細胞と接触した体液の除去によって得られる、

請求項１に記載の方法。

  【請求項８】悪性疾患、前悪性段階の疾患、あるいはその他の病的状態が上皮

組織またはマトリプターゼ発現組織におけるものである、請求項１に記載の方法

。

  【請求項９】配列番号１または配列番号２から構成される核酸。

  【請求項１０】請求項９に記載の核酸から構成されるベクター。

  【請求項１１】請求項９に記載の核酸によってトランスフォームした細胞。

  【請求項１２】以下の工程から構成される組換え型マトリプターゼの作成方法

：

（Ａ）請求項９の核酸による細胞のトランスフォームまたはトランスフェクト；
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（Ｂ）マトリプターゼが合成される条件下における細胞の培養；そして

（Ｃ）細胞からのマトリプターゼの分離。

  【請求項１３】請求項９の核酸によりコードされるタンパク質。

  【請求項１４】配列番号３または配列番号４もしくはそのポリペプチド画分か

ら構成されるタンパク質。

  【請求項１５】配列番号３もしくはその画分または配列番号４もしくはその画

分を認識し結合する抗体または免疫抗原性を有するその画分。

  【請求項１６】マトリプターゼの一本鎖型（チモーゲン）またはマトリプター

ゼの二本鎖（活性）型に選択的に結合する抗体または免疫原性を有するその画分

。

  【請求項１７】請求項１４の抗体または免疫原性を有するその画分で、抗体ま

たは免疫原性を有する画分が、配列番号３または配列番号４の481～683番のアミ

ノ酸に位置する領域から構成されるマトリプターゼ上のエピトープを認識し結合

する、もしくは膜通過領域における部位として認識するもの。

  【請求項１８】請求項１４の抗体で、抗体がモノクローナル抗体であるもの。

  【請求項１９】請求項１４の抗体または免疫原性を有するその画分で、免疫原

性を有する画分がscFv、Fab、Fab'、及びF(ab')2で構成されるグループから選択

されるもの。

  【請求項２０】腫瘍細胞により発現されるチモーゲン型のマトリプターゼの活

性化、もしくは二本鎖（活性）型のマトリプターゼの活性を阻害する薬剤を投与

することによって腫瘍の浸潤あるいは腫瘍の転移を阻害する方法。

  【請求項２１】薬剤がBBICまたは構造上類似する阻害剤である、請求項１８に

記載の方法。

  【請求項２２】以下の工程から構成される、一本鎖型もしくは二本鎖型のマト

リプターゼに特異的に結合する物質を特定するための方法：

（Ａ）一本鎖型もしくは二本鎖型のマトリプターゼを物質と接触させる；

（Ｂ）一本鎖型もしくは二本鎖型のマトリプターゼが当該物質に特異的に結合し

たかどうか調べる；そして

（Ｃ）一本鎖型マトリプターゼに結合した物質が二本鎖型マトリプターゼへの活
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性化を阻害するかどうか、あるいは二本鎖型マトリプターゼに結合した物質がそ

の触媒活性を阻害するかどうか、を調べる。

  【請求項２３】以下の工程から構成される、患者における前悪性段階の病変、

悪性疾患あるいはその他の病的状態の存在を診断するためのin vivoでの方法；

（Ａ）一本鎖型のマトリプターゼもしくは二本鎖型のマトリプターゼの存在を特

徴とする前悪性段階または悪性の病変、あるいはその他の病的状態の検査を受け

る患者に対して、一本鎖型もしくは二本鎖型のマトリプターゼのどちらかを認識

し結合する標識薬剤を投与する；そして

（Ｂ）標識薬剤の分布を調べるため患者の画像診断を行う。

  【請求項２４】標識薬剤が抗体である、請求項２３に記載の方法。

  【請求項２５】標識抗体が標識モノクローナル抗体である、請求項２４に記載

の方法。

  【請求項２６】薬剤が放射能もしくは蛍光によって標識される、請求項２３に

記載の方法。

  【請求項２７】放射能標識が62 Cu、99 Te、131 I、123 I、111 In、90 Y、18

8 Re、及び186 Reで構成されるグループから選択される、請求項２６に記載の方

法。

  【請求項２８】患者において一本鎖型かつ／または二本鎖型のマトリプターゼ

の存在を特徴とする前悪性段階の病変、悪性疾患、あるいはその他の病的状態の

存在を診断するためのin vitroでの方法で、以下の工程から構成されるもの；

（Ａ）前悪性段階の病変、悪性疾患、あるいはその他の病的状態の検査を受ける

患者から生体試料を採取する；

（Ｂ）生態試料を、一本鎖型もしくは二本鎖型のマトリプターゼを認識し結合す

る標識薬剤と接触させる；そして

（Ｃ）当該標識薬剤が生態試料に結合したかどうか調べる。

  【請求項２９】生態試料が上皮細胞を含有する試料である、請求項２７に記載

の方法。

  【請求項３０】標識薬剤が標識抗体である、請求項２７に記載の方法。

  【請求項３１】標識抗体がラジオアイソトープまたは蛍光標識によって標識さ
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れる、請求項３０に記載の方法。

  【請求項３２】ラジオアイソトープが62 Cu、99 Te、131 I、123 I、111 In、

90 Y、188 Re、及び186 Reで構成されるグループから選択される、請求項３１に

記載の方法。

  【請求項３３】以下の工程から構成される、一本鎖型もしくは二本鎖型のマト

リプターゼに特異的に結合する物質を特定するための方法：

（Ａ）分子モデリングにより、一本鎖型マトリプターゼの活性化部位、二本鎖型

マトリプターゼの触媒部位、どちらかの型のマトリプターゼのClr／Cls領域、あ

るいはその他の調節領域に結合すると推定される物質を特定する；

（Ｂ）当該物質を当該一本鎖型もしくは二本鎖型マトリプターゼと接触させる；

（Ｃ）当該物質が一本鎖型もしくは二本鎖型のマトリプターゼと結合するかどう

か調べる；そして

（Ｄ）もし物質がどちらかの型のマトリプターゼと結合するなら、当該物質が以

下の特性のうちの最低１つを有するかどうかさらに調べる：（i）一本鎖型マト

リプターゼが二本鎖型マトリプターゼに活性化するのを阻害する、（ii）二本鎖

型マトリプターゼに結合することにより、その触媒活性を阻害する、及び（iii

）Clr／Cls領域あるいはその他の調節領域に結合することにより、タンパク質の

ダイマー形成を阻害する。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （政府の権利）

  本発明は、連邦がスポンサーとなっている研究プロジェクトの下で開発された

ものであるため（例えば、NIH助成金No.1R21CA80897、2P50CA58158及びDOD助成

金BC980531）、アメリカ政府は本発明において一定の権利を有する。

      【０００２】

    （発明の分野）

  本発明は、ヒトの母乳及びその他の正常組織中で検出されるプロテアーゼの分

野、及び正常な母乳中、正常な組織中、並びに乳房のガン組織および前ガン組織

中、さらに生検により採取されるその他の体組織、そして乳首吸引物からの体液

などその他の体液中で検出されるプロテアーゼとその同系の阻害剤との間にある

複雑なパターンの区別に関連するものである。

      【０００３】

    （発明の背景）

  セリンプロテアーゼとその他のガン関連プロテアーゼ。新生物が進行する際に

タンパク質溶解活性が上昇することが示唆されている。腫瘍の進行におけるタン

パク質溶解酵素の正確な役割については不明であるが、プロテアーゼはガンの生

育および進展のほぼすべての段階に関与している可能性があると考えられる。広

く提案されているのは、プロテアーゼが細胞外マトリックス（ECM）の分解及び

組織のリモデリングに寄与しており、ガンの浸潤と転移のために必要である、と

いう見解である。数多くの種類のECM分解プロテアーゼが発見されており、これ

らのうちのいくつかの発現が腫瘍の進行と関連している。そのようなプロテアー

ゼには、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPS）グループ、プラスミン／ウロ

キナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータシステム及びリソソームププロテアー

ゼカテプシンDとBが含まれ、Mignatti et al.、Physiol. Rev. 73：161－95（19

93）が総説を発表している。プラスミン／ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアク

チベータシステムはプラスミン、主要ECM分解プロテアーゼ；プラスミノーゲン

アクチベータ、uPa；プラスミン阻害剤α2－抗プラスミン、プラスミノーゲンア
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クチベータ阻害剤PAI－１及びPAI－２；そしてuPaの細胞膜受容体（uPAR）から

構成される（Andreasen et al.、Int. J. Cancer 72：１－22（1997））。MMPは

亜鉛依存性酵素の一種で、特徴的な構造及び触媒特性を有する。乳ガン及びその

他のガンの浸潤過程において重要な役割を果たす可能性が有るとして最も注目さ

れているのは、プラスミン／ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータシス

テムと、72 kDaゼラチナーゼ（MMP-2）／膜型MMPシステムである。しかし、どち

らのシステムも、ガン細胞の表面上にある主要ECM分解プロテアーゼを補充し活

性化するために間接的な機序を必要とするようである。例えば、uPaはヒト乳ガ

ン中（in vivo）においてガン細胞に隣接する筋線維芽細胞により産生され（Nie

lson et al.、Lab. Invest. 74：168－77（1996）；Pyke et al.、Cancer Res. 

53：1911－15（1993）；Polette et al.、Virchows Arch. 424：641－45（1994

）；及びOkada et al.、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92：2730－34（1995））

、受容体により媒介される活性化及びガン細胞の表面上での発現のためにガン細

胞まで拡散する必要がある。しかし、uPa受容体（uPAR）は、導管性乳ガンの腫

瘍病巣に浸潤するマクロファージ中で検出される。MMPグループの大半、例えば7

2 kDa／ゼラチナーゼA（MMP-2）（Lin et al.、J. Biol. Chem. 272：9147－52

（1997））、ストロメリシン－3（MMP-11）（Matsudaira、J. Biol. Chem. 262

：10035－38（1987））、MTMMP（MMP-14）は、腫瘍支質の線維芽細胞、あるいは

周辺の非ガン組織、またはその両方によって発現される、という点である程度の

類似性が見られる。ガン細胞表面の直近におけるゼラチナーゼAの活性化および

補充の間接的機序が提案されており、それによると未特定のガン細胞由来のゼラ

チナーゼAの膜受容体がゼラチナーゼAの膜アンカーとして働き、次に支質細胞か

ら切断されたMT-MMPがガン細胞表面まで拡散してゼラチナーゼAを活性化する。

上皮細胞中で主に検出されるMMPはマトリリシン（MMP-7；ポンプ１）だけである

と考えられる。

      【０００４】

  十分に特徴解析されたこれらの細胞外マトリックス分解プロテアーゼが支質由

来であることから、ガンの浸潤とは支質－上皮の協同作用に完全に依存するか、

あるいは何か他の未知の上皮由来プロテアーゼによってコントロールされるかの
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どちらかのイベントであることが示唆される。プラスミン／ウロキナーゼ型プラ

スミノーゲンアクチベータシステムかつ／またはMMPグループと相互作用する可

能性のあるこれらの上皮由来タンパク質溶解システムの研究を行うことにより、

悪性細胞の浸潤に関して我々の理解の欠如している部分が解明されるであろう。

      【０００５】

  マトリプターゼは、移動速度がゼラチナーゼA（72 kDa、MMP-2）とゼラチナー

ゼB（92 kDa、MMP-9）の間である主要ゼラチナーゼとして、T-47Dヒト乳ガン細

胞から最初に特定された。乳ガンの転移性浸潤において役割を果たすのではない

かと提案されている。（アメリカ特許5、482、848を参照のこと。ここに掲載する

参考文献に完全な形で包含されている。）マトリプターゼの主な切断特異性は、

アルギニンおよびリジン残基であることが確認されており、トリプシンおよびプ

ラスミンを含めて大半のセリンプロテアーゼと類似している。また、マトリプタ

ーゼはトリプシンと同様、切断活性のスペクトルが幅広く、このような活性がそ

のゼラチン溶解活性に寄与していると考えられる。マトリプターゼはトリプシン

様の活性を持つことから、ゼラチン中に最も豊富な（ほぼ３分の１）アミノ酸残

基であるグリシン残基の位置でゼラチンを切断すると考えられるゼラチナーゼA

及びBと識別できる。

      【０００６】

  Kunitz型セリンプロテアーゼ阻害剤。肝細胞増殖因子（HGF）アクチベータ阻

害剤－１（HAI-1）はKunitz型のセリンプロテアーゼ阻害剤であり、血液凝固因

子XII様セリンプロテアーゼであるHGFアクチベータを阻害することができる。こ

のプロテアーゼ阻害剤の成熟型は478個のアミノ酸残基を持ち、分子量は53、319

であると計算されている。 推定上の膜通過領域はカルボキシル末端に位置する

。HAI-1は２個のKunitz領域を持ち（領域Iは246～306番目の残基；領域IIは371

～431番目の残基まで）、LDL受容体領域（315～360番目の残基）によって隔てら

れている。活性部位断片の推定P1残基は、Kunitz領域Iのアルギニン260と領域II

のリジン385であり、ウシ膵臓トリプシン阻害剤（BPT1、アプロトミン）及びそ

の他のKunitz型阻害剤と一致している。このように、HAI-1はトリプシン型プロ

テアーゼに対して特異性を有している。HGFアクチベータを発現するのは肝細胞
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だけであるが、HAI-1は元来ガン細胞の調節培地から40 kDaのダブレット画分と

して精製されたものであり、提案される成熟した膜結合53 kDa型から精製された

のではなかった（Shimomura et al.、J. Biol. Chem. 272：6370－76（1997））

。

      【０００７】

  セリンプロテアーゼのタンパク質阻害剤は、各種の観点に従って少なくとも10

種類のグループに分類することができる。その中で、マスピン（Sheng et al.、

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：11669－74（1996））のようなセルピン類、及

び尿中トリプシン阻害剤（Kobayashi et al.、Cancer Res. 54：844－49（1994

））のようなKunitz型阻害剤は、これまでにガン浸潤を抑制することが示唆され

てきた。Kunitz型の阻害剤は、ターゲットとなるセリンプロテアーゼと共に非常

にしっかり結合しているが可逆的である複合体を形成する。これらの阻害剤の反

応部位は固定しており、最適なプロテアーゼ基質を擬態することができる。セリ

ンプロテアーゼとKunitz型阻害剤との間の相互作用は、プロテアーゼと阻害剤と

の間の相補的で大きい表面接触部位に依存する。プロテアーゼ複合体から回収し

たKunitz型阻害剤の阻害活性は、常に再構築することが可能である。Kunitz型の

阻害剤は同系のプロテアーゼによって切断される場合があるが、このような切断

はその阻害活性に必須ではない。一方、セルピン型の阻害剤もまた、プロテアー

ゼと共にしっかりと結合した安定な複合体を形成し、ほとんどの場合これらの複

合体はKunitz型阻害剤が含まれる複合体よりも安定している。阻害のためにはプ

ロテアーゼによるセルピンの切断が必要であり、プロテアーゼ反応から形成され

る切断された不活性な型の中からセルピンが必ず回収される。このように、セル

ピンは自殺型基質阻害剤であると考えられ、プロテアーゼに遭遇した後その阻害

活性が消失すると思われる。セルピン阻害剤の自殺型の特性によって、in vivo

において他の膜結合細胞内受容体を通じて不要なプロテアーゼを直接除去するこ

とによりタンパク質溶解活性が調節されている可能性がある（uPa阻害剤の場合

）。しかし、Kunitz型阻害剤は単純に生理学的な基質（ECM成分のような）と競

合することによって、タンパク質溶解のために機能するプロテアーゼの量を減ら

すものと考えられる。このような差があるため、これらのプロテアーゼがECM分
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解およびガン浸潤において果たす機序も異なるのであろう。

      【０００８】

  Bowman-Birk阻害剤（BBI、Sigma社より）として知られる大豆由来の物質が、

モデル系において腫瘍のイニシエーション及び進行を防止することにより抗ガン

活性を発揮する可能性のあることが以前に開示された。

      【０００９】

  【発明の目的および要約】

  癌、前癌病巣、もしくは他の状態を予防あるいは治療できるマトリプターゼ調

節薬剤の用量を投与する段階を含む生物学的サンプルにおいて１本鎖(チモーゲ

ン)および／もしくは２本鎖(活性化された)型のマトリプターゼの存在によって

特徴づけられている被験者における癌もしくは前癌状態および他の状態を予防す

るあるいは治療する方法を提供することが本発明の目的である。

      【００１０】

  Bowman Birk阻害剤(BBI)もしくは構造的に関連した分子あるいは断片のような

マトリプターゼ阻害剤を提供することが本発明のもう一つの目的である。

      【００１１】

  本発明のもう一つの目的はマトリプターゼタンパクもしくはそのポリペプタイ

ド断片をコード化している核酸分子(SEQ ID NOS:１と２)を提供することである(

SEQ ID NOS:３と４)。

      【００１２】

  SEQ ID NO:３もしくはその断片、SEQ ID NO:４もしくはその断片、１本鎖のマ

トリプターゼ(チモーゲン))もしくは２本鎖(活性化)型のマトリプターゼに結合

に対して認識し結合している１つの抗体あるいは複数の抗体を提供することが本

発明のさらなる目的である。選択された抗体はキメラの、人間化したもしくはヒ

トの抗体と同様にモノクロナール抗体およびその断片である。

      【００１３】

  他の病理学的状態の細胞に腫瘍細胞が発現したチモーゲン型のマトリプターゼ

の活性もしくは２本鎖(活性型)型のマトリプターゼの活性を阻害あるいは調節す

る薬剤を投与することによって、腫瘍の始まり、腫瘍の成長および腫瘍侵襲もし
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くは転移、あるいは他の病理学的状態を阻害する方法を提供することがまた本発

明の目的である。１つの選択された薬剤はBBICその断片もしくは構造的に関連し

た阻害剤(例えば構造的に関連したセリンプロテアーゼ阻害剤)である。

      【００１４】

  本発明のもう１つの目的は次の段階を構成する１本鎖もしくは２本鎖型のマト

リプターゼに特異的に結合する化合物を同定する方法である。その段階は、(A)

化合物に１本鎖もしくは２本鎖型のマトリプターゼを曝露すること、(B) １本鎖

か２本鎖型のマトリプターゼのどちらがその化合物に特異的に結合するかを確認

すること、(C)１本鎖型マトリプターゼに結合している化合物が２本鎖型のマト

リプターゼに対する活性化を阻害するかどうかもしくはその化合物が２本鎖型マ

トリプターゼに結合し触媒活性を阻害するかどうか確認することである。

      【００１５】

  in vivoにおいて次の段階を含む被験者において前癌病巣、癌のもしくは他の

病理学的状態の存在を診断する方法を開示することが本発明のさらなる目的であ

る。その段階は(A)１本鎖および２本鎖型マトリプターゼに対して認識し、結合

する被験者に対し標識された薬剤を投与すること、および(B)標識された薬剤の

分布に対するその被験者の画像を描くことである。

      【００１６】

  in vitroにおいて次の段階を含む被験者において前癌病巣の存在、癌のもしく

は他の病理学的状態の存在を診断することが本発明のさらなる目的である。その

段階は(A)前癌病巣、癌の他の病理学的状態に対して検査されるべき被験者から

得られた生物学的サンプルを採取すること、(B)マトリプターゼの１本鎖型およ

び／もしくは２本鎖型に対して認識し結合する標識された薬剤に生物学的サンプ

ルを曝露すること、および(C)その前述の標識された薬剤が生物学的サンプルに

結合したかどうか確認することである。

      【００１７】

  次の段階を含むマトリプターゼの１本鎖および２本鎖型に対して特異的に結合

する化合物を同定する方法を提供することが本発明のもう１つの目的である。そ

の段階とは(A)化合物がマトリプターゼの１本鎖型の活性部位、マトリプターゼ
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の２本鎖型の触媒部位、マトリプターゼのどちらかの型のClr／Cls領域、もしく

はその分子の他の調節領域に対して結合することができたかどうか分子モデリン

グによって同定すること、(B)その化合物にマトリプターゼの１本鎖型および２

本鎖型を曝露すること、(C)化合物が１本鎖型のもしくは２本鎖型の、マトリプ

ターゼに結合するかどうか確認すること、および(D)もし化合物が一つの型のマ

トリプターゼに結合するならば、化合物が２本鎖型のマトリプターゼに対する１

本鎖型のマトリプターゼの活性を阻害するかどうか、化合物が２本鎖型のマトリ

プターゼに結合し、その触媒活性を阻害するかどうか、化合物がClr／Cls領域に

結合するかどうか、それによってそのタンパクの二量化を阻害するかどうか、も

しくは化合物がそれによってマトリプターゼの活性化もしくはマトリプターゼ活

性を調節しているマトリプターゼのもう１つの調節領域に結合するかどうかさら

に決定することである。

【発明の説明】

      【００１８】

  マトリプターゼは２つの調節モジュールをもったトリプシン様セリンプロテア

ーゼである。その２つのモジュールは補体サブコンポーネントClr/Cls領域の２

つの縦列反復およびLDL受容体領域の４つの縦列反復である(LinらJ.Biol.Chem.2

74:18231-6(1999))。生理学的条件におけるマトリプターゼの役割を評価するた

めに、母乳におけるその発現について試験した。母乳由来マトリプターゼがSDS

安定複合体を形成するためにHAI-１の断片と相互に強く作用するということが認

められた。

      【００１９】

  モザイクプロテアーゼはT-47Dヒト乳がん細胞から最初に生成されたトリプシ

ン様活性および２つの調節モジュールによって特徴づけられている(例えばLDL受

容体および補体サブコンポーメントClr/s領域)。

      【００２０】

  乳がん細胞において、マトリプターゼは主に非複合型として検出された。しか

しながら低いレベルのマトリプターゼが、煮沸によって解離できたSDS安定、110

-および95-kDa複合体において検出された。顕著な対比として、複合体マトリプ
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ターゼのみが母乳中に検出された。現在複合体マトリプターゼはイオン交換クロ

マトグラフィーおよび免疫親和性クロマトグラフィーの組み合わせによって精製

されている。マトリプターゼ関連タンパクから得られたアミノ酸配列は、それら

が肝細胞成長因子アクチベーターの阻害剤(HAI-１と名づけられた)であるとすで

に報告された完全な膜のKunitz型のセリンプロテアーゼ阻害剤の断片であること

を示している。さらに、マトリプターゼとその複合体はまた４つの母乳由来SV-4

0T-抗原－不死化乳腺上皮細胞系において検出された。しかし２つのヒト包皮線

維芽細胞においてもHT1080線維肉腫細胞系においても検出されなかった。母乳由

来マトリプターゼ複合体はin vivoにおいて授乳中の乳腺の上皮の構成成分によ

って生成されるようである。またマトリプターゼの活性および機能は授乳中の乳

腺を伴った乳がんと比較して同種の阻害剤によって異なる方法で調節される可能

性がある。

      【００２１】

Ａ．定義

  「マトリプターゼ」は72-kDaと92-kDaの間の分子量をもったトリプシン様タン

パクを意味し、SEQ ID NO:４に関連し、もしくはそれはその断片である。それは

１本鎖および２本鎖型のタンパクの両方を含む可能性がある。チモーゲン型(不

活性型)のマトリプターゼは１本鎖のタンパクである。２本鎖型のマトリプター

ゼは触媒活性をもった活性型のマトリプターゼである。細胞外マトリックス(ECM

)リモデリングは正常および病理学的リモデリングプロセスの両方に必要である

ため両方の型のマトリプターゼは母乳およびがん細胞中にある程度認められる。

図14は全ての同定された型のマトリプターゼを示している。がん細胞および母乳

の両方共、別々の型のマトリプターゼを含有している。しかしながら、母乳にお

いては優位の型がHAI-１にその時結合している活性型のマトリプターゼである。

      【００２２】

  「マトリプターゼ調節化合物」もしくは「マトリプターゼ調節薬剤」はマトリ

プターゼの活性(例えば活性２本鎖部分に対するマトリプターゼ１本鎖チモーゲ

ンの切断)もしくは２本鎖型のマトリプターゼの活性を調節、あるいは選択的に

阻害する薬剤を意味する。この阻害は転写、翻訳、および／もしくは翻訳後の段
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階において起こる可能性がある。さらに、マトリプターゼ活性の調節はチモーゲ

ンもしくは活性化型マトリプターゼに対する化合物の結合を通して起こる可能性

がある。

      【００２３】

  「マトリプターゼ発現組織」はあらゆる型のマトリプターゼ、癌の、前癌の、

正常な組織、もしくは他の病理学的状態にさらされた組織のいずれかを表現する

あらゆる組識を意味する。

      【００２４】

  「BBI」はBirk(Int.J.Pept,Protein Res.25:113-21(1985))によって述べられ

たように大豆由来の化合物を含有しているBowman-Birk阻害剤として知られてい

る化合物を意味する。BBIは豆科の植物から分離され約8,000―20,000 Daltonの

分子量をもち次のものを制限なしに含む。それは例えばDolichos biflorosおよ

びMacroryloma uniflorunの種のBBI阻害剤、Torresea cearensisの種のBBI阻害

剤、winter peaの種のBBI阻害剤、DgTI、ひまわりの種のBBI様阻害剤である。(P

rakashら、J. Mol. Biol. 235:364-6(1994); Tanakaら、Biol. Chem. 378:273-8

1(1997); QuilienらJ.Protein Chem.16:195-203(1997);Buenoら、Biochem. Biop

hys. Res. Commun. 261:838-43(1999)およびLuckettら、J. Mol. Biol. 290: 52

5-33(1999))。BBI様阻害剤はセリンプロテアーゼ阻害剤のBowman-Birk類のトリ

プシン反応性ループをもった配列および構造的類似性のある化合物である。BBIs

およびBBI様阻害剤はあらゆるイソ型を含有する可能性がある。

      【００２５】

  「BBIC」はマトリプターゼ活性を阻害するBBIもしくはその生物学的活性型断

片の濃縮物を意味する(例えばプロテアーゼ阻害ループを置換したアミノ酸)。BB

IC濃縮物は0.0001から少なくとも約0.1mg/mlの範囲のBBIの総量を選択的に含有

している。選択的にBBICは腫瘍の始まりを阻害する方法として、例えば乳頭のア

スパラギン酸もしくは他の生物学的液体、もしくは穿刺生検から得られた組織を

含めて生検からの組織において、マトリプターゼおよび／もしくはマトリプター

ゼ複合体の存在によって示されたように乳癌の可能性がある被験者の血中BBI濃

度が0.001から１mMになるまで十分投与する。
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      【００２６】

  「悪性」は良性の反対で癌性である新生物もしくは腫瘍を含んだ組織、細胞も

しくは器官に関連した意味である。悪性細胞は特色として組織を透過する成長を

含む(例えば転移)。「良性」は転移もしくは組織透過によって拡がらない異常な

成長を意味する。インスタントの発明の悪性細胞はあらゆる組識の細胞である可

能性がある。選択された組織は上皮細胞である。

      【００２７】

  「腫瘍侵襲」もしくは「腫瘍転移」は初期の腫瘍から遠隔の部位における第２

の腫瘍に発展する腫瘍の可能性を意味する。腫瘍転移は特色として局所的侵襲、

受動輸送、蓄積および遠隔の部位における増殖が必要であるこのプロセスはまた

腫瘍の血管新生の進展すなわち脈管形成と名づけられたプロセスが必要である。

それゆえ「腫瘍侵襲」および「転移」によって我々はまた腫瘍血管新生のプロセ

スを意味する。

      【００２８】

  「前癌状態」もしくは「前癌病巣」は悪性のもしくは転移性に変化する潜在力

をもった細胞あるいは組織、および前述の潜在力をもった上皮細胞を意味する。

前癌病巣は制限なしに次のものを含む；それは非典型的な乳房の管の過形成、光

線性角化症(AK）、白斑、食道のバレット上皮（柱状の異形成）、潰瘍性大腸炎

、結腸大腸の腺腫性ポリープ、ケーラーの紅色肥厚症、ボーエン病、bowenoid丘

疹症、外陰部上皮内新形成(VIN)、および頚管に対する非増殖性変化である。

      【００２９】

  「他の状態」もしくは「病理学的状態」はあらゆる病気の罹患しやすさもしくは

診断に関連したあらゆる遺伝的な罹患しやすさもしくは非癌性病理学的状態を意

味する。

      【００３０】

  「腫瘍形成阻害効果量」はマトリプターゼの活性化もしくはマトリプターゼ活

性を阻害したり、またヒトのような被験者に投与された時、腫瘍の形成を妨げた

り、先在する腫瘍もしくは前癌状態を引きおこしたり、寛解にはいったりするこ

とを特徴とする化合物の量を意味する。これは癌が発生したり、および／もしく
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は前癌状態が現れたりしないことを確認するために延長された期間ハイリスク患

者をスクリーニングすることによって評価される可能性がある。これはまた腫瘍

のmassが縮小しているかどうか確認するために腫瘍のある被験者の画像によって

評価することが可能である。腫瘍形成を阻害する効果量は被験者に対して苦痛を

軽減するための改善を提供する量である。腫瘍形成阻害効果量はまたBBICのよう

な阻害剤の血液循環における作用に基づいて評価することが可能である。BBICの

ような薬剤の選択された腫瘍形成阻害効果量は１μg/kgから20μg/kg被験者の体

重の範囲である。さらに選択された範囲は１μg/kgから10μg/kg被験者の体重で

ある。

      【００３１】

  「標識剤」とは蛍光標識、酵素標識、放射線標識を含むことを意味する。「放

射標識」または「放射線標識」とは、画像診断の目的でヒトに使用する全ての放

射性同位元素を意味する。この使用に望ましい放射性同位元素には、67Ｃｕ、47

Ｇａ、99Ｔｅ、131Ｉ、123Ｉ，125Ｉ，111Ｉｎ、188Ｒｅ、180Ｒｅ、90Ｙがある

。「蛍光標識」とは、試料のスクリーニング（例：組織標本および生検）に使用

され蛍光エネルギーを放射するすべての化合物を意味する。望ましい蛍光標識に

はフルオレセイン、ローダミン、およびフィコエリトリンがある。

      【００３２】

  「生体試料」とは対象から得た体液、細胞、または組織等の試料を意味し、対

象としてはヒトが望ましい。生体試料には、生検または乳頭吸引により得ること

ができる細胞を含んでいるか、または上皮細胞が望ましい。試料は、自然に、ま

たは人工的方法（例：外科的方法）により悪性細胞または悪性病変前の細胞に接

触した体液の場合もある。

      【００３３】

  「マトリプターゼ発現組織」とは、１つの形または２つ以上の形のマトリプタ

ーゼを発現する１細胞あるいは２つ以上の細胞からなる生体試料を意味する。

      【００３４】

  「対象」は動物を意味し、望ましくは哺乳類で最も好ましいのはヒトである。

      【００３５】
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  本明細書で使用されている「抗体」という語は、無傷の完全抗体とそのFabフ

ラグメントおよびF(ab)2フラグメントを指すことを意味する。無傷の完全抗体に

は、マウスモノクロナール抗体（ｍＡｂ）、キメラ抗体、および人化抗体のよう

なモノクロナール抗体を含む。抗体の産生および無傷の完全抗体や抗体フラグメ

ント（例：FabフラグメントおよびF(ab)2フラグメント）のタンパク質構造、お

よびこうした分子をコードする遺伝子配列の構造はよく知られており、例えばHa

rlowらの「抗体：実験マニュアル」Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spri

ng Harbor, N.Y. (1988)に記述されている。

      【００３６】

  「免疫原フラグメント」とは、体液および／または細胞の媒介で免疫を誘導す

るが免疫寛容は誘導しないマトリプターゼタンパク質の一部を意味する。

      【００３７】

  「エピトープ」とは、抗体またはその免疫原フラグメントが特異的に結合する

抗原分子（例：マトリプターゼ）の領域を意味する。エピトープは、未変化の状

態ではタンパク質の折りたたみにより非常に近い位置に並列する、異なるタンパ

ク抗原分子領域の残基から形成された３次元エピトープの場合がある。本明細書

で使用する「エピトープ」とは、ペプチドすなわちマトリプターゼのハプテンの

一部により創り出されたエピトープを意味し、３次元エピトープのことではない

。

      【００３８】

    Ｂ．  核酸分子

  本発明では、さらに、配列番号３および配列番号４を有するタンパク質をコー

ドする核酸分子またはそのフラグメント、および関連するタンパク質を、望まし

くは分離体で提供する。本明細書で使用する「核酸」は、上記に定義したように

ペプチドをコードするＲＮＡまたはＤＮＡと定義され、あるいは前記ペプチドを

コードする核酸配列に相補的であり、または前記核酸とハイブリッド形成して適

切で厳重な条件下で安定した結合を維持し、またはペプチド配列でポリペプチド

を少なくとも７５％の配列同一性、望ましくは最低８０％、さらに望ましくは８

５％で分配してコードしたものである。特に企図しているのはゲノムＤＮＡ、ｃ
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ＤＮＡ、ｍＲＮＡ、アンチセンス分子、および代替となる主要素をベースにした

核酸、または自然にまたは合成により誘導された代替塩基をベースにした核酸で

ある。

      【００３９】

  「厳重な条件」とは、（１）例えば５０(Ｃで０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、

０．００１５Ｍsodium titrate、０．１％のＳＤＳのような洗浄への低イオン強

度と高温の使用、または（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミドのよう

な変性剤、例えばウシ血清アルブミンと５０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）ホルムアミド

、０．１％フィコール、０．１％ポリビニルピロリドン、ｐＨ6.5で５０ｍＭの

リン酸ナトリウム緩衝液と塩化ナトリウム７５０ｍＭ、クエン酸ナトリウム７５

ｍＭを４２(Ｃで使用するような条件である。その他の例としては、０．２Ｘの

ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳ中で４２(Ｃで洗浄し、５０％ホルムアミド、５Ｘ

のＳＳＣ（０．７５Ｍ塩化ナトリウム、０．０７５Ｍクエン酸ナトリウム）、５

０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５Ｘ

のデンハート液、超音波処理をしたサケ精子ＤＮＡ（５０(ｇ／ｍｌ）、０．１

％ＳＤＳ、および１０％デキストラン硫酸を４２(Ｃで使用するような条件があ

る。熟練した技術者は厳重な条件を容易かつ適切に確定・変更して、明確で検出

可能なハイブリダイゼーション信号を得ることができる。

      【００４０】

  本明細書で使用する核酸分子は、核酸源から他のポリペプチドをコードする不

純物核酸から核酸分子が実質的に分離される場合には「分離した」と言われる。

      【００４１】

  本発明では、さらにＢＢＩ核酸コード配列のフラグメントを提供する。本明細

書で使用されているＢＢＩ核酸コード配列のフラグメントは全タンパク質コード

配列を切断したものを指す。フラグメントの大きさは使用目的により決定される

。例えば、タンパク質の活性部分をコードするためにフラグメントが選択された

場は、そのフラグメントにはタンパク質の機能領域をコードするに十分な大きさ

が必要である。核酸のプローブすなわちＰＣＲプライマーとしてフラグメントを

使用する場合には、フラグメントの長さとして探索／準備刺激中に偽陽性が比較
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的少数になるような長さを選択する。

      【００４２】

  本発明の核酸分子フラグメント（すなわち合成オリゴヌクレオチド）は、ポリ

メラーゼ連結反応（ＰＣＲ）のプローブすなわち特異的プライマーとして使用さ

れ、あるいは本発明の遺伝子配列をコードするタンパク質の合成に使用されるが

、Matteucciらの「ホスホトリエステル法」J. Am. Chem. soc 103:3185-91 (198

1)、または自動合成法を用いて化学的技術により容易に合成することができる。

さらに、遺伝子の様々な分子セグメントを定義するオリゴヌクレオチド群を合成

した後にオリゴヌクレオチドを連結反応させて完全に修飾された遺伝子を構築す

る等の周知の方法でより大きなＤＮＡセグメントを容易に作成することができる

。

      【００４３】

  本発明のＢＢＩ核酸分子は、診断用およびプローブ用に検出可能な標識を含む

ようさらに修飾される。本技術分野ではこうした種々の標識が知られており、本

明細書に記載のコード分子で容易に利用できる。適した標識としてはビオチン、

放射標識をしたヌクレオチド等があるがこれだけに限定するものではない。熟練

した技術者は、本技術分野で知られた標識のいずれかを使用して標識されたコー

ド核酸分子を得ることができる。

      【００４４】

  翻訳の間に行われるタンパク質配列に組み込まれたアミノ酸を削除、付加、ま

たは変更することによる一次構造の修飾は、タンパク質活性を破壊することなく

行うことができる。こうした置換またはその他の変化の結果、タンパク質は核酸

によりコードされたアミノ酸配列を有し、本発明で企図した領域に落ち着く。

      【００４５】

    Ｃ．  他の関連する核酸分子の分離

  上述のような配列番号１または配列番号２を有するヒト核酸分子の同定により

、熟練した技術者は本明細書に記載したヒト配列に加えてマトリプターゼファミ

リーの他のメンバーをコードする核酸分子の分離ができるようになる。さらに現

在は明らかにされていない核酸分子により、熟練した技術者は配列番号３または
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配列番号４を有する公開されたタンパク質に加えてタンパク質マトリプターゼフ

ァミリーの他のメンバーをコードする核酸分子を分離できるようになる。

      【００４６】

  熟練した技術者は、基本的に、適切な細胞から作成された発現ライブラリをス

クリーニングするための抗体プローブ産生用に配列番号３または配列番号４のア

ミノ酸配列を容易に使用することができる。典型的な例では、精製タンパク質（

下記に記述のように）またはモノクロナール抗体で免疫化されたウサギのような

哺乳類からのポリクロナール抗血清は、哺乳類ｃＤＮＡまたはλｇｔｌｌライブ

ラリ等のゲノム発現ライブラリのプローブに使用して、タンパク質ファミリーの

その他のメンバーの適切なコード配列を得ることができる。クローン化ｃＤＮＡ

配列は融合タンパク質として発現される場合があり、それ自体のコントロール配

列を用いて直接発現させたり、酵素の発現に使用される特定の宿主に適切な調節

配列を用いて構築することにより発現させる場合がある。

      【００４７】

  あるいは、本明細書に記載のコード配列の１部は合成が可能で、哺乳動物から

タンパク質ファミリーのメンバーをコードするＤＮＡを回収するプローブとして

使用される。好ましくは約１８～２０以上のヌクレオチドを含むオリゴマー（約

６～７のひと配列アミノ酸をコードする）を作成し、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮ

Ａライブラリのスクリーニングに使用して、厳重な条件すなわち不適当な偽陽性

を排除するに十分な厳重な条件下でハイブリダイゼーションを行う。

      【００４８】

  さらに、ポリメラーゼ連結反応（ＰＣＲ）でコード核酸分子を選択的にクロー

ン化する際に使用する１対のオリゴヌクレオチドプライマーを作成することがで

きる。こうしたＰＣＲプライマーを使用するためのＰＣＲ変性／アニール／延長

サイクルは本技術分野でよく知られており、その他のコード核酸分子を分離する

際に容易に適応することができる。

      【００４９】

    Ｄ．  核酸分子を含むｒＤＮＡ分子

  本発明では、さらに、コード配列を含む組換えＤＮＥ分子（ｒＤＮＡｓ）を提
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供する。本明細書で使用するｒＤＮＡ分子は、in situで分子操作に供したＤＮ

Ａ分子である。ｒＤＮＡ分子の産生法は本技術分野でよく知られており、例えば

Sambrookら（1989）を参照されたい。好ましいｒＤＮＡ分子では、コードＤＮＡ

配列が発現調節配列および／またはベクター配列に操作しやすく連結している。

      【００５０】

  本発明のマトリプターゼコード配列に操作しやすく連結されるベクターおよび

／または発現調節配列の選択は、本技術分野で周知のとおり、タンパク質の発現

等の要求する機能特性、および形質転換される宿主細胞に直接的に依存している

。本発明で企図するベクターは少なくとも複製および宿主染色体への挿入に向か

わせることができ、ｒＤＮＡ分子に含まれる構造遺伝子の発現もできれば望まし

い。

      【００５１】

  操作しやすく連結したタンパク質コード配列の発現調節に使用される発現調節

領域が本技術分野で知られており、これには誘導プロモーター、構成プロモータ

ー、分泌信号、およびその他の調節領域があるが、これらに限定されるものでは

ない。誘導プロモーターは、宿主細胞の培地で栄養素に対してよく反応するよう

に、容易に調節されることが望ましい。

      【００５２】

  １つの実施態様では、コードした核酸分子を含むベクターには、原核生物レプ

リコン、すなわち自律複製を方向付け、細菌の宿主細胞等、形質転換される原核

宿主細胞において染色体外で組換えＤＮＡ分子を維持する性能を持つＤＮＡ配列

が含まれる。このようなレプリコンは本技術分野でよく知られている。さらに、

原核生物レプリコンを含むベクターは、その発現により薬剤耐性のような検出可

能なマーカーを与える遺伝子も含むと思われる。典型的な細菌の薬剤耐性遺伝子

は、アンピシリンまたはテトラサイクリンに耐性を与える遺伝子である。

      【００５３】

  原核生物レプリコンを含むベクターには、さらに、大腸菌のような細菌宿主細

胞でコード遺伝子配列の発現（転写および翻訳）を方向付けできる原核またはバ

クテリオファージプロモーターを含有させることができる。プロモーターは、Ｒ
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ＮＡポリメラーゼの結合および転写の発生を可能にするＤＮＡ配列で形成された

発現調節領域である。細菌宿主と適合性のあるプロモーター配列は、主として本

発明のＤＮＡセグメントの挿入に都合のよい制限部位を含むプラスミドベクター

で供給される。こうしたベクタープラスミドの典型としては、Biorad Laborator

ies（カリフォルニア州リッチモンド）から入手可能なｐＵＣ８、ｐＵＣ９、ｐ

ＢＲ３２２、ｐＢＲ３２９、およびPharmacia（ニュージャージー州Piscataway

）から入手可能なｐＰＬ、ｐＫＫ２２３がある。

      【００５４】

  真核細胞に適合する発現ベクター、望ましくは脊椎動物に適合する発現ベクタ

ーは、コード配列に含まれるｒＤＮＡ分子の形成にも使用できる。真核細胞発現

ベクターは当技術分野でよく知られており、市販製品から得ることができる。一

般に、こうしたベクターは要求するＤＮＡセグメントの挿入に都合のよい制限部

位を含んで提供される。こうしたベクターの典型としては、ｐＳＶＬおよびｐＫ

ＳＶ－１０（Pharmacia）、ｐＢＰＶ－１／ｐＭＬ２ｄ（International Biotech

nologies, Inc.）、ｐＴＤＴ１（ＡＴＣＣ、＃３１２５５）、本明細書に記載の

ベクターｐＣＤＭ８、および真核細胞発現ベクターのようなものがある。

      【００５５】

  本発明のｒＤＮＡ分子構築に使用される真核細胞発現ベクターには、さらに真

核細胞に有効な選択可能なマーカー、望ましくは薬剤耐性選択マーカーを含める

場合がある。望ましい薬剤耐性マーカーは、発現の結果、ネオマイシン耐性とな

る遺伝子、すなわちネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（ｎｅｏ）遺伝子で

ある（Southern et al., J. Mol. Anal. Genet. 1:327-341 (1982)）。別法とし

ては、選択可能なマーカーを別のプラスミドに存在させることが可能で、２つの

ベクターが宿主細胞の同時形質移入により導入され、選択可能なマーカーに適切

な薬剤中で培養することにより選択される。

      【００５６】

    Ｅ．  外因的に供給されたコード核酸分子を含む宿主細胞

  本発明では、さらに、本発明のタンパク質をコードする核酸分子で形質転換さ

れた宿主細胞を提供する。宿主細胞は原核細胞、真核細胞のいずれでもよい。本
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発明のタンパク質の発現に有用な真核細胞は、その細胞株が細胞培養法に適合性

があり、発現ベクターの増殖および遺伝子産生の発現に適合性がある限り、特に

限定されない。望ましい真核宿主細胞は、酵母菌、昆虫および哺乳類の細胞で望

ましくはマウス、ラット、サルまたはヒト細胞株由来の脊椎動物の細胞であるが

、これらに限定されるものではない。望ましい真核宿主細胞には、ＡＴＣＣから

ＣＣＬ６１として入手可能なチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＡＴ

ＣＣからＣＲＬ１６５８として入手可能なＮＩＨスイスマウス胚性細胞ＮＩＨ／

３Ｔ３、ベビーハムスター腎細胞（ＢＨＫ）、および真核組織の培養細胞株（例

えば乳房細胞株でないもの）などがある。

      【００５７】

  本発明のタンパク質をコードするｒＤＮＡ分子の発現には、どのような原核宿

主でも使用できる。望ましい原核宿主は大腸菌である。

      【００５８】

  本発明のｒＤＮＡ分子に適切な細胞宿主の形質転換は、典型的には使用するベ

クターのタイプおよび使用する宿主系に依存する周知の方法で達成される。原核

宿主細胞の形質転換に関しては、電気穿孔法および塩処理法が主に用いられるが

、その例についてはCohen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 2110 (197

2) およびManiatis et al.,「分子のクローニング：実験マニュアル」Cold Spri

ng Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1982)を参照されたい。ｒＤ

ＮＡを含むベクターを有する脊椎動物細胞の形質転換に関しては、電気穿孔法、

カチオン脂質または塩処理法が主に用いられるが、その例についてはGraham et 

al., Virol. 54: 536-9 (1973) およびWigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

 USA 76: 1373-6 (1979) を参照されたい。

      【００５９】

  うまく形質転換された細胞、すなわち本発明のｒＤＮＡ分子を含む細胞は、選

択可能なマーカーの選択等、よく知られた技術で確認することができる。例えば

、本発明のｒＤＮＡを導入して得た細胞は、単コロニーを産生するようにクロー

ン化することができる。こうしたコロニー由来の細胞は収集して溶解することが

可能で、Southern, J. Mol. Biol. 98* 503-17 (1975) で述べられたような方法
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を用いてｒＤＮＡの存在をみるためにＤＮＡ含有量を調べたり、あるいはその細

胞から産生したタンパク質を免疫法により評価することができる。

      【００６０】

    Ｆ．  ｒＤＮＡ分子を用いた組換えタンパク質の産生

  本発明では、さらに、本明細書に記載した核酸分子を使用して本発明のタンパ

ク質（例：マトリプターゼ）を産生する方法を提供する。一般的に言えば、マト

リプターゼタンパク質の組換え型産生は概して以下のステップで行われる：

      【００６１】

  最初に、配列番号１または２に示されている核酸分子、あるいは特にマトリプ

ターゼヌクレオチドコード用の、マトリプターゼタンパク質のカルボキシ末端に

あるセリンプロテアーゼ触媒ドメインまたはＬＤＬドメイン等、本発明のタンパ

ク質をコードする核酸分子を入手する。コード配列は、イントロンに妨害されな

いため、いずれの宿主においても、そのままで発現に適している。配列は真核細

胞または原核細胞のような宿主細胞に形質移入される。真核宿主には哺乳類細胞

（例：ＨＥＫ２９３細胞、ＣＨＯ細胞およびＰＡＥ－ＰＤＧＦ－Ｒ細胞）、およ

び組換えバキュロウイルスを用いるＳｆ9細胞のような昆虫細胞が含まれる。代

わりに、マトリプターゼの１部のみをコードするフラグメントが単独に、あるい

は融合タンパク質として発現する場合がある。例えば、セリンプロテアーゼドメ

インを含むマトリプターゼのＣ末端がＧＳＴ－ｔａｇまたはＨｉｓ－ｔａｇ融合

タンパク質として細菌に発現する場合がある。こうした融合タンパク質は、その

後精製され、ポリクロナール抗体の生成に使用される。

      【００６２】

  核酸分子は、次に、望ましくは上述のように適切な調節配列で操作しやすい連

結に置かれ、タンパク質の読み枠を含む発現ユニットを形成する。発現ユニット

は適した宿主の形質転換に使用され、形質転換された宿主を組換えタンパク質の

産生が可能な条件下で培養する。組換えタンパク質を、培地または細胞から任意

で分離するが、不純物が許容的である場合には、タンパク質の回収および精製の

必要はないと思われる。

      【００６３】
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  前述の各ステップは様々な方法で行われる。例えば、ゲノムフラグメントから

望ましいコード配列が得られると、それを直接適切な宿主に使用する。様々な宿

主で操作可能な発現ベクターの構築は、上述のように適切なレプリコンおよび調

節配列を使用することで達成される。調節配列、発現ベクター、および形質転換

法は、遺伝子の発現に使用される宿主細胞の型によって決まるが、これについて

は先に詳細を論じている。適した制限部位を正常に得られない場合には、これら

のベクターに挿入する削除可能な遺伝子を提供すべくコード配列の末端にこれを

追加する。熟練した技術者は、組換えタンパク質を産生するために本発明の核酸

分子とともに使用する当技術分野で知られたいずれの宿主／発現システムも容易

に取り入れることができる

      【００６４】

    Ｇ．  結合パートナーの同定法

  もう１つの態様として、本発明は、マトリプターゼタンパク質の結合パートナ

ーの分離・同定に使用する方法を提供する。詳細には、本発明のタンパク質と、

可能性のある結合パートナーまたは細胞の抽出物あるいはフラクションとを、本

発明のタンパク質と可能性のある結合パートナーとが会合可能な条件下で混合す

る。混合後、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、または本発明のタンパク質

と会合したその他の分子を混合物から分離する。その後、本発明のタンパク質に

結合する結合パートナーを除去して、さらに分析する。結合パートナーを同定し

分離するために、全てのタンパク質、例えば配列番号３または配列番号４の明ら

かになっていないタンパク質全てを使用する。代わりに、タンパク質フラグメン

トを使用することもできる。

      【００６５】

  ここでは、細胞抽出物は、溶解または破砕した細胞から作製された試料または

分画をいう。

      【００６６】

  種々の方法を用いて細胞抽出物を得ることができる。細胞は、物理的または化

学的破砕法のいずれかを用いて破砕できる。物理的破砕法の例としては、音波破

砕や機械によるせん断などがあるが、これらに限られてはいない。化学的溶解法
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の例としては、界面活性剤による溶解や酵素による溶解などがあるが、これらに

限定されない。熟練した技術者は、本法に用いる抽出物を得るために細胞抽出物

を調製する方法を容易に改変できる。

      【００６７】

  ひとたび細胞の抽出物を調製すれば、その細胞抽出物を本発明のタンパク質と

結合相手との結合が起こりうる条件下で、本発明のタンパク質と混合する。種々

の条件を用いることができるが、最も望ましい条件はヒトの細胞の細胞質におい

て認められる条件に非常に類似した条件である。用いる細胞抽出物の容量オスモ

ル濃度、ｐＨ、温度、濃度等の条件は、本タンパク質と結合相手の結合を至適に

するよう変更できる。

      【００６８】

  適切な条件下で混合した後、結合した複合体を混合物から分離する。種々の手

法を用いて混合物を分離することができる。例えば、本発明のタンパク質に特異

的な抗体を用いて結合相手との複合体を免疫沈降させることができる。その他に

、クロマトグラフィーや密度／沈降物遠心分離法などの標準的な化学分離法を用

いることができる。

      【００６９】

  抽出物中の結合していない細胞構成物を除去した後、一般的な方法を用いて複

合体から結合相手を分離することができる。たとえば、混合物の塩濃度またはｐ

Ｈを変えることによって分離することができる。

      【００７０】

  混合した抽出物からの結合している結合相手との複合体の分離を補助するため

に、本発明のタンパク質を固形支持体上に固定化することができる。たとえば、

本タンパク質をニトロセルロース基質またはアクリルビーズに付着させることが

できる。本タンパク質またはそのフラグメントを固形支持体へ付着させると、ペ

プチド／結合相手複合体を抽出物中に認められる他の構成物から分離するために

役立つ。同定される結合相手は、単一のタンパク質または２つ以上のタンパク質

からなる複合体のいずれかである。

      【００７１】
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  または、本発明の核酸分子をyeast two-hybrid systemにおいて用いることも

できる。 yeast two-hybrid systemは、他のタンパク質の相手との複合体を同定

するために用いられているが、ここに述べた核酸分子を用いるために容易に適応

させることが出来る。

      【００７２】

  マトリプターゼの望ましいin vitro結合試験では、少なくとも、１つ以上の結

合標的または基質の候補に対するマトリプターゼのセリン触媒ドメインを含んだ

ポリペプチドと、１つ以上の結合標的または基質の候補との混合物を形成する。

その混合物を適切な条件下でインキュベートした後、マトリプターゼまたは触媒

ドメインを含むマトリプターゼのポリペプチドフラグメントが基質候補と結合す

るかどうかを調べる。細胞を含まない結合試験では、通常、構成要素の１つが標

識となるか、または標識と結合している。その標識によって放射能、発光、光学

濃度、電子密度等の直接検出、またはエピトープ標識、酵素等の間接検出ができ

る。標識の性質を利用して標識を検出するため、および他の試験構成要素を検出

するために、種々の方法を用いてもよい。たとえば、標識は固形基質に結合させ

て検出してもよく、または、標識を含む結合した複合体の一部を固形基質から分

離した後に標識を検出してもよい。

      【００７３】

Ｈ．  マトリプターゼをコードする核酸の発現を調節するエイジェントの同定法

  本発明は、SEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4のアミノ酸配列を有するタンパク

質等の本発明のタンパク質をコードする核酸の発現を調節するエイジェントを同

定する方法も包含する。これらの試験では、本発明の核酸の発現レベルの変化の

モニタリングを行うために利用できるあらゆる方法を用いても良い。ここでは、

エイジェントは、たとえばSEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4の配列を有するタン

パク質をコードする核酸等の本発明の核酸の発現を調節するものを言うが、ただ

し、細胞内の核酸の発現を上方または下方に制御できるものとする。

      【００７４】

  ある測定フォーマットにおいては、マトリプターゼまたはSEQ ID NO: 1または

2のオープンリーディングフレームと何らかの測定可能な融合相手との間のレポ



(28) 特表２００２－５３９０９３

ーター遺伝子融合を含む細胞株を作製しても良い。発光飛翔昆虫のルシフェラー

ゼ遺伝子やクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼをコードする遺伝

子等の多くの測定可能な融合相手が知られており、容易に入手できる（Alam et 

al., Anal. Biochem. 188: 245-54（1990））。次に、レポーター遺伝子融合を

含んだ細胞株を適切な条件下で適切な時間検査すべきエイジェントに曝露させる

。そのエイジェントに曝露させた検体と対照の検体の間のレポーター遺伝子発現

の差によって、SEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4の配列を有するタンパク質また

は関連のタンパク質をコードする核酸の発現を調節するエイジェントを同定する

。

      【００７５】

  別の測定フォーマットを用いて、SEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4を有するタ

ンパク質等の本発明のタンパク質をコードする核酸の発現を調節するエイジェン

トの能力のモニタリングを行ってもよい。たとえば、本発明の核酸とのハイブリ

ダイゼーションによってmRNA発現を直接モニタリングしてもよい。細胞株を適切

な条件下で適切な時間検査すべきエイジェントに曝露させ、トータルRNAまたはm

RNAをSambrookらが発表した方法（MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL., 

2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989）等の標準法によって分

離する。同エイジェントに曝露させた細胞と対照の細胞の間のRNA発現レベルの

差を検出するためのプローブは、本発明の核酸から調製してもよい。非常に厳密

な条件下で標的の核酸のみとハイブリダイズするプローブを設計することが望ま

しいが、不可欠ではない。非常に厳密な条件下では相補性の高い核酸ハイブリッ

ドのみが形成される。したがって、測定条件の厳密さは、ハイブリッドを形成す

るために２種類の核酸鎖間に存在すべき相補性の量を決定する。プローブ：標的

ハイブリッドとプローブ：非標的ハイブリッドの間の安定性の差を最大とするよ

うな厳密さを選択すべきである。

      【００７６】

  プローブは、技術的に既知の方法によって本発明の核酸から設計してもよい。

たとえば、プローブのG＋C量とプローブの長さは、プローブの標的配列への結合

に影響を及ぼしうる。プローブの特異性を最適化する方法は一般的に利用できる
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ので、Sambrook et al.（1989）またはAusubel et al.（CURRENT PROTOCOLS IN 

MOLECULAR BIOLOGY. Greene Publishing Co., NY, 1995）等を参照のこと。

      【００７７】

  ハイブリダイゼーションの条件は、 Sambrook et al.（1989）およびAusubel 

et al.（1995）が示した方法等の既知の方法を用いて、各プローブについて必要

なように変更する。細胞のトータルRNAまたは富ポリA  RNAのハイブリダイゼー

ションは、何らかの利用できるフォーマットで実施することができる。たとえば

、細胞のトータルRNAまたは富ポリA  RNAは固形支持体に付着させ、固形支持体

をプローブが特異的にハイブリダイズする条件下で、本発明の配列の少なくとも

１つまたはその一部を含む少なくとも１つのプローブに曝露させることができる

。または、本発明の配列の少なくとも１つまたはその一部を含む核酸フラグメン

トは、多孔性のガラスウエファース等の固形支持体に付着させることもできる。

次に、付着した配列が特異的にハイブリダイズする条件下で、ガラスウエファー

スを検体の細胞トータルRNAまたはポリA  RNAに曝露させることができる。これ

らのガラスウエファースとハイブリダイゼーション法は幅広く利用することがで

き、例としてはBeattieの方法（WO95/11755）等がある。所定のプローブが未処

理細胞集団およびエイジェントに曝露させた細胞集団からのRNA検体と特異的に

ハイブリダイズする能力を検査することによって、 SEQ ID NO: 3またはSEQ ID 

NO: 4の配列を有するタンパク質をコードする核酸の発現を上方または下方に制

御するエイジェントが同定される。

      【００７８】

Ｉ．  マトリプターゼの少なくとも1つの活性を調節するエイジェントの同定法

  本発明は、SEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4のアミノ酸配列を有するタンパク

質等の本発明のタンパク質の少なくとも１つの活性を調節するエイジェントの同

定法も包含する。これらの方法または測定では、求められている活性のモニタリ

ングまたは検出を行うあらゆる方法を用いてよい。

      【００７９】

  1つのフォーマットにおいては、検査すべきエイジェントに曝露させていない

対照の細胞集団と比較した時の曝露させた細胞集団における本発明のタンパク質
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の相対量を測定してもよい（たとえば、乳癌細胞株）。このフォーマットにおい

ては、特異抗原等のプローブを用いて、異なる細胞集団中のタンパク質の発現の

差をモニタリングする。細胞株または細胞集団を検査すべきエイジェントに適切

な条件下で適切な時間曝露させる。エイジェントに曝露させた細胞株または細胞

集団、および対照の曝露させていない細胞株または細胞集団から、細胞溶解物を

調製する。次にプローブを用いて細胞溶解物の分析を行う。

      【００８０】

  たとえば、マトリプターゼのNおよびC末端フラグメントは細菌において発現し

、これらのフラグメントに結合するタンパク質の探索に用いることができる。 

マトリプターゼのNまたはC末端領域に対するHis標識またはGST融合等の融合タン

パク質をマトリプターゼフラグメントの基質として用いるために作製することが

できる。これらの融合タンパク質は、グルタチオン－セファロースビーズ等に付

着させ、その後細胞溶解物を用いて探査を行うことができる。溶解する前に細胞

をマトリプターゼまたはマトリプターゼ上のドメインと相互作用するタンパク質

を調節する可能性のある候補エイジェントで処理してもよい。融合タンパクに結

合している細胞溶解物タンパク質は、SDS-PAGEによって分離することができ、技

術的に既知のタンパクのシークエンシングまたは質量分光法によって単離および

同定できる。

      【００８１】

  抗体プローブは、本発明のペプチド、ポリペプチド、タンパク質が充分な長さ

であるならば（マトリプターゼタンパク質の4、5、6、7、8、9、10、11、12、13

、14、15、20、25、30、35、40もしくはそれ以上連続したアミノ酸）、それらを

用いて適切な免疫プロトコールで適切な哺乳類の宿主に免疫することによって作

製するが、免疫原性を強化する必要がある場合は、適当な担体と結合させる。ウ

シ血清アルブミン（BSA）、キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）、または

他の担体タンパク質等の担体との免疫原性結合体を作製する方法は、技術的によ

く知られている。カルボジイミド試薬等を用いた直接結合が効果的な場合もあれ

ば、ハプテンへ付着しやすくするためにPierce Chemical Co., Rockford, IIに

よって供給されている結合試薬等の結合試薬が必要な場合もある。ハプテンペプ
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チドは、たとえば担体への結合を容易にするため、Cys残基でアミノ末端または

カルボキシ末端のいずれかを延長させるか、またはシステイン残基をちりばめる

ことができる。一般的に免疫抗原の投与は、一般に知られている技術によって、

適切な時間をかけ適切なアジュバントを用いて注入することによって実施する。

免疫スケジュール中は、抗体形成が充分であるかどうかを調べるために抗体価を

チェックする。

      【００８２】

  抗ペプチド抗体は、たとえばマトリプターゼのカルボキシ末端のアミノ酸に相

当する合成ペプチドを用いて作製することが可能である。合成ペプチドは、1－3

アミノ酸程度の短いものでも可能であるが、少なくとも４アミノ酸残基以上の長

さが望ましい。それらのペプチドは、標準法を用いてKLHと結合させることがで

き、ウサギまたは有蹄類などの動物に免疫することができる。その後、抗マトリ

プターゼペプチドポリクローナル抗体は、たとえば共有結合したペプチドを含む

Actigelビーズを用いて精製することが可能である。

      【００８３】

  この方法で作製したポリクローナル抗血清は、いくつかの用途においては充分

であるが、医薬品については、モノクローナル抗体の使用が望ましい。Kohler e

t al.（Nature 256: 495-7（1975））の標準法、または一般的に知られているリ

ンパ球または脾臓細胞の固定化に効果のある変法を用いて、望ましいモノクロー

ナル抗体を分泌する固定化細胞株を作製しても良い。望ましいモノクローナル抗

体を分泌する固定化細胞株は、ペプチドハプテンまたはポリペプチドまたはタン

パク質を抗原として用いたイムノアッセイによって選別する。望ましい抗体を分

泌する適当な固定化細胞培養が同定された時、その細胞はin vitroでの培養もし

くはin vivo腹水中で維持できる。マトリプターゼの触媒ドメイン（たとえば、S

EQ ID NO:3のアミノ酸432-683）を認識するモノクローナル抗体については特に

興味が持たれる。

      【００８４】

  また、コンフォメーションエピトープを認識するモノクローナル抗体を作製す

るためにマトリプターゼのチモーゲンまたは2本鎖型マトリプターゼを用いるこ
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とができる。ペプチド指向性モノクローナル抗体に関しては、チモーゲンの2本

鎖型マトリプターゼへの活性化を遮断できる抗Clr/Clsドメインモノクローナル

抗体を産生させるために、Clr/Clsドメインからのペプチドを用いることができ

る。このドメインは、１本鎖または2本鎖型のマトリプターゼ上のこれらの選択

されたドメインに結合することによってマトリプターゼの活性を変化させるかも

しくはその活性化を阻止する他の非抗体化合物に対する基質ともなりうる。

      【００８５】

  次に、望ましいモノクローナル抗体を培養上清または腹水上清から回収する。

免疫学的に重要な部分を含むモノクローナルまたはポリクローナル抗血清のフラ

グメントをアンタゴニストおよび無傷抗体として使用することができる。F(ab')

2のFab、Fab'フラグメントなどの免疫学的に活性なフラグメントの使用が望まし

い場合は多く、これらのフラグメントは一般的に完全なイムノグロブリンより免

疫原性が低いので、特に臨床においては望ましい。

      【００８６】

  抗体またはフラグメントは、最近の技術を用いて組換えの手法によって作製し

てもよい。目的とする受容体領域に特異的に結合する領域は、複数種を起源とす

るキメラを用いて作製することもできる。

      【００８７】

  上記の方法で検査するエイジェントは、無作為に選択することも、合理的に選

択または設計することもできる。ここでは、本発明のタンパク質の単独でのもし

くは関係する基質や結合相手等を伴った結合に関与する特異的配列を考慮するこ

となく無作為にエイジェントを選択した時、エイジェントは無作為に選択したと

言う。無作為に選択されたエイジェントの例には、化学ライブラリーまたはペプ

チド結合ライブラリーの使用、もしくは生物の増殖ブロスがあげられる。

      【００８８】

  ここでは、エイジェントの作用と共に標的部位の配列および／またはそのコン

フォメーションを考慮に入れた無作為ではない方法でエイジェントを選択した時

、エイジェントは合理的に選択または設計したという。例として示したように、

セリンプロテアーゼに対する結合部位 およびSEQ ID NO: 3またはSEQ ID NO: 4



(33) 特表２００２－５３９０９３

を有するタンパク質中の（触媒）部位を提唱している。エイジェントは、これら

の部位を構成するペプチド配列を用いることによって合理的に選択または設計す

ることができる。たとえば、ペプチドエイジェントを合理的に選択する時には、

そのアミノ酸配列がATPまたはカルモジュリン結合部位またはドメインと同一の

ペプチドとすることが可能である。

      【００８９】

  本発明のエイジェントは、例としてペプチド、小分子、炭水化物である可能性

がある。熟練した技術者は、本発明のエイジェントの構造上の特性に関しては限

界がないことを容易に認識できる。

      【００９０】

  本発明のペプチドエイジェントは、技術的に既知の標準の固相（または液相）

ペプチド合成法を用いて作製することができる。さらに、これらのペプチドをコ

ードするDNAは、市販のオリゴヌクレオチド合成装置を用いて合成でき、標準的

な組換え体作製システムを用いて組換え法により生産できる。遺伝子コードされ

ていないアミノ酸を含めるべき場合は、固相ペプチド合成を用いた生産が必要と

なる。

      【００９１】

  本発明のもう１種類のエイジェントは、本発明のタンパク質の重要な位置と免

疫反応する抗体である。抗体エイジェントは、その抗体の標的となる目的のタン

パク質の部分を抗原領域として含むペプチドで適切な哺乳類を免疫することによ

って得られる。

      【００９２】

Ｊ．  医薬品

  本発明は、さらに、医薬品として製剤化される細胞中のマトリプターゼ活性を

調節するエイジェントを含む。本発明の医薬品には、経口剤、座剤、点鼻剤、局

所（バッカルおよび舌下を含む）投与剤、非経口（皮下、筋肉内、静脈内、皮内

を含む）投与剤として適したものが含まれる。製剤は、錠剤、徐放カプセル、リ

ポソームなどの単位剤型として便宜を図られるものでもよく、良く知られている

薬剤学の技術を用いる何らかの方法によって調剤されるものでもよい。例として
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REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES（18th ed., Mack Publ. Co. 1990）を参

照のこと。

      【００９３】

  このような調剤法は、担体などの投与すべき分子成分と会合させる段階を含み

、それによって1つ以上の添加物が加えられる。一般的に配合は、液体担体また

はリポソームまたは精巧に分配された固体担体またはこれらの複数のものと活性

成分を均一かつ密接に会合させることによって行い、その後必要に応じて製品を

形作る。

      【００９４】

  経口投与に適した本発明の構成要素は、各々が予め決定した量の活性成分を含

むカプセル剤、カシェ剤、錠剤等の個別単位としたもの、粉剤または顆粒剤とし

たもの、水性液体または非水性液体の液剤または懸濁剤としたもの、水中油型液

体乳剤または油中水型液体乳剤またはリポソームに封入したもの、巨丸剤とした

ものなどでもよい。

      【００９５】

  錠剤は、適宜に1つ以上の添加物を加えて圧縮または成形して作製する。圧縮

錠剤は、粉末または顆粒等の流動性の活性成分を結合剤、滑沢剤、不活性の希釈

剤、防腐剤、表面活性剤、分散剤と適宜混合して適切な機械中で圧縮して作製す

ることができる。すりこみ錠は、不活性の液体希釈液で湿らせた粉末化合物の混

合物を適切な機械中で成形して作製することができる。錠剤は、適宜コートした

り刻み目をつけてもよく、錠剤中の活性成分の放出を緩徐にしたもしくは調節し

た製剤としてもよい。

      【００９６】

  局所投与に適した複合製剤には、香料を添加した通常ショ糖およびアラビアゴ

ムまたはトラガントである基剤に配合した成分からなる薬用ドロップ、およびゼ

ラチンおよびグリセリン、あるいはショ糖およびアラビアゴムなどの不活性基剤

中に配合した活性成分よりなるトローチが含まれる。

      【００９７】

  非経口投与に適した複合製剤には、投与を意図した患者の血液と等張な処方と
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する抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、および溶質を含有することがある水性および非

水性無菌注射液、および懸濁剤と希釈剤を含んでも良い水性および非水性無菌懸

濁液を含んでいる。当該処方は密封したアンプルおよびバイアルなどの1回用量

あるいは複数回投与容器で提供しても良く、また使用直前に注射用蒸留水などの

無菌溶媒を添加するだけの凍結乾燥状態で保存しても良い。即製の注射液および

懸濁液は無菌の粉末、顆粒および錠剤によって調製しても良い。

      【００９８】

  当該部位に適用するために、当該複合製剤は局所に適用されることが多い。注

射、カテーテルの使用、トロカール、放射物、プルロニックゲル、ステント、持

続薬物放出ポリマー、あるいは体内アクセスにより薬物を供給する他の器具など

の当該部位に対象複合製剤を供給するための様々な方法を用いることが可能であ

る。

      【００９９】

  所与の治療法において複合製剤の現時点で好ましい量が個々に使用される形態

、個々に処方された複合製剤、投与形態、個々の投与部位、当該患者の体重、全

身の健康状態、性別など、治療を受けている個々の適応症など、および担当医あ

るいは獣医師を含む当業者により認識されるような要因に応じて変化することは

評価されると思われる。所与の投与プロトコルに最適な投与速度は、当業者が従

来の用量決定検査を用いることで容易に決定することが可能である。

      【０１００】

  抗体.  本発明の抗体およびその免疫原性画分は、前記疾患のいずれかの状態

を予防あるいは治療するために治療上有効である濃度で投与する。この目的を達

成するために技術上周知の許容できる様々な賦形剤を用いて当該抗体を処方して

もよい。一般に、当該抗体は静脈内あるいは腹腔内注射で投与するのが望ましい

。この投与を実現する方法は普通の当業者に周知である。局所的あるいは経口的

に投与できる、あるいは粘膜を通して送達することが可能な複合製剤を得ること

も可能である。

      【０１０１】

  患者に投与する前に、当該抗体にフォーミュラント（佐剤あるいは添加物）を
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追加してもよい。液剤処方が望ましい。例えばこれらのフォーミュラントには油

、ポリマー、ビタミン、炭水化物、アミノ酸、塩類、緩衝剤、アルブミン、界面

活性剤、あるいは増量剤を含めても良い。望ましい炭水化物には単糖、二糖、あ

るいは多糖、もしくは水溶グルカン類などの糖類あるいは糖アルコール類が含ま

れる。糖あるいはグルカンには果糖、デキストロース、乳糖、グルコース、マン

ノース、ソルボース、キシロース、麦芽糖、ショ糖、デキストラン、プルラン、

デキストリン、α-およびβ-シクロデキストリン、可溶性デンプン、ヒドロキシ

エチルデンプンおよびカルボキシメチルセルロース、あるいはその混合物を含め

ることが可能である。ショ糖が最も好ましい。「糖アルコール」は-OH基を有す

るC4～C8炭化水素と定義され、ガラクチトール、イノシトール、マンニトール、

キシリトール、ソルビトール、グリセロール、およびアラビトールを含んでいる

。マンニトールが最も好ましい。前述のこれらの糖類あるいは糖アルコール類は

単独で使用しても配合して使用してもよい。糖あるいは糖アルコールが水性製剤

に溶解する限り一定した使用限度はない。糖あるいは糖アルコールの濃度は1.0 

w/v%～7.0 w/v%の間であることが好ましく、2.0～6.0 w/v%であればより好まし

い。好ましいアミノ酸には左旋型(L)カルニチン、アルギニンおよびベタインが

含まれる。しかし他のアミノ酸を添加してもよい。好ましいポリマーには平均で

2,000～3,000の間の分子量を有するポリビニルピロリドン(PVP)、あるいは平均

で3,000～5,000の分子量を有するポリエチレングリコール(PEG)が含まれる。ま

た凍結乾燥前あるいは再溶解後の溶液のpH変化を最小化することを目的として、

当該複合製剤に緩衝剤を用いることも好ましい。大部分の生理学的緩衝剤はいず

れも使用できるが、クエン酸、リン酸、コハク酸、およびグルタミン酸緩衝剤、

あるいはこれらの混合物が好ましい。クエン酸緩衝剤が最も好ましい。濃度は0.

01～0.3モルが好ましい。処方に添加可能な界面活性剤はEP特許出願No.EP 0 270

 799およびEP 0 268 110に示されている。

      【０１０２】

  さらに、抗体は血流中の半減期を延長するためにポリマーとの共有結合により

化学的に修飾することが可能である。好ましいポリマー、およびペプチドに結合

させる方法はU.S.Pat.Nos.4,766,106;4,179,337;4,495,285;4,609,546に示され
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ている。好ましいポリマーはポリオキシエチレン化ポリオールおよびポリエチレ

ングリコール(PEG)である。PEGは室温で水に可溶であり、その一般式はR(O－CH2

－CH2)nO－R、ただしRは水素あるいはアルキルまたはアルカノール基などの保護

基が可能である。保護基は炭素数1～8を有することがが好ましく、メチル基であ

ればより好ましい。記号「n」は正の整数であり、1～1,000であることが好まし

く、2～500であればより好ましい。好ましいPEGの分子量の範囲は1,000～40,000

であり、2,000～20,000であればより好ましく、3,000～12,000が最も好ましい。

PEGは1個以上の水素基を有することが好ましい。末端が水素基であればより好ま

しい。活性化するのが好ましいのはこの水素基である。しかし、本発明において

PEG/抗体の共有結合を達成するために反応性原子団の種類および数を変化させて

良いことは理解されるであろう。

      【０１０３】

  水溶性ポリオキシエチレン化ポリマーも本発明において有用である。これらは

ポリオキシエチル化ソルビトール、ポリオキシエチル化グルコース、ポリオキシ

エチル化グリセロール(POG)などを含む。POGが好ましい。その理由の一つは、ポ

リオキシエチレン化グリセロールのグリセロール骨格が、動物およびヒトなどに

おいて自然に生成するモノ－、ジ－、トリグリセリドと同じ骨格であるからであ

る。ゆえに、この分岐は必ずしも体内で異物と見られることはないであろう。好

ましいPOGの分子量の範囲はPEGと同じである。

      【０１０４】

  血流中の半減期を延長するもう一つの薬物送達システムはリポソームである。

リポソーム送達システムの調製法についてはGabizon et al., Cancer Res. 42: 

4734-9(1982); Szoka et al., Annu.Rev.Biophys.Bioeng.9: 467-508(1980); Sz

oka et al., Meth.Enzymol. 149: 143-7(1987);およびLangner et al., Pol. J.

 Pharmacol. 51: 211-22 (1999)で論じられている。その他の薬物送達システム

は技術上周知である。

      【０１０５】

  液状複合製剤の調整後は、分解を防止して無菌性を保つために凍結乾燥するこ

とが望ましい。液状複合製剤の凍結乾燥法は普通の当業者に周知である。当該複
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合製剤は追加的な成分を含むことができる滅菌溶解液(リンゲル液、蒸留水、あ

るいは滅菌食塩水)に使用直前に再溶解しても良い。当該複合製剤は再溶解後に

当業者に周知の方法を用いて患者に投与することが好ましい。

      【０１０６】

  前述のように本発明の抗体および複合製剤は、先に定義した疾患状態のうちい

ずれかの予防あるいは治療を目的としてヒト患者を治療すること目的として用い

ることが好ましい。好ましい投与経路は非経口投与である。非経口投与において

は本発明の複合性剤は溶液、懸濁液あるいは乳濁液などの1回用量注射薬の形態

で、薬剤学的に許容できる非経口投与溶媒と共に処方されるであろう。こうした

溶媒は本質的に無毒かつ治療効果を有さない。これらの溶媒の例としては生理食

塩水、リンゲル液、デキストロース溶液、およびハンクス液がある。不揮発製油

およびエチルオレイン酸などの非水性溶媒を使用してもよい。好ましい溶媒は5%

デキストロース生理食塩水溶液である。当該溶媒は緩衝剤および防腐剤などの等

張性および化学的安定性を高める物質などの添加物を少量含んでも良い。

      【０１０７】

  用量および投与形態は個人により異なると思われる。当該複合製剤は通常抗体

の用量が1 μg/kg～20 mg/kgの間となるように投与し、20 μg/kg～10 mg/kgで

あればより好ましく、1～7 mg/kgが最も好ましい。ボーラス投与の4～6時間後に

血流中の濃度が10～20倍に上昇するようなボーラス投与が望ましい。ボーラス投

与後は連続点滴を用いてもよい。この場合、抗体の点滴用量は5～20 μg/kg/分

としても良く、7～15 μg/kg/分であればより好ましい。

      【０１０８】

  同等に好ましい実地態様によると、本発明は上述の疾患状態のいずれかの診断

あるいはin vivo撮影の手段を用意することを目的としたモノクローナル抗体あ

るいはその誘導体あるいはペプチドの使用に関する。

      【０１０９】

  好ましい実地態様によると、抗体、断片、類似物、およびそれらの誘導体は13

1I,125I、などのハロゲン放射性同位体、金属放射性同位体である67Cu、111In、

67Ga、99Te、131I、123I、188Re、186Re、および90Yなど、アフィニティラベル(
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ビオチン、アビジンなど)、蛍光標識、常磁性原子などを用いて標識して検出可

能とし、感染あるいは炎症部位を確定することを目的として患者に提供する。こ

うした標識化を実施する方法は当業者に周知である。画像診断における抗体の臨

床適用についての総説はLaurino et al., Ann.Clin.Lab.Sci.29:158-66(1999); 

Unger et al., Invest.Radiol.20: 693-700(1985);およびKhaw et al., Science

 209:295-7(1989)に発表されている。

      【０１１０】

  標識して検出可能としたこのような抗体による病巣の検出により、転移性疾患

、腫瘍の発症、あるいは転移の可能性のある前悪性腫瘍性病変を示すことができ

る。実地態様の一つにおいては、この癌検査は組織標本を採取し(生検など)、標

識化して検出可能とした抗体の存在下でこのような標本をインキュベーションし

て実施する。好ましい実施態様では、この方法は磁気共鳴画像撮影(MRI)、単一

光子放射型コンピュータ断層撮影法(SPECT)あるいは蛍光撮影法および体外検出

法などを用いて非侵襲的な方法で実施する。こうした診断検査は臓器移植のレシ

ピエントにおける早期の組織拒否反応が考えられる徴候の監視に使用してもよい

。こうした分析は個人の慢性関節リウマチあるいはその他の慢性炎症性疾患の傾

向を判定するために実施してもよい。

      【０１１１】

  もう一つの実施様体によると、アテローム硬化症の診断およびin vivo撮影法

の準備のために先に定義したように、本発明はモノクローナル抗体、あるいはそ

の誘導体の使用に関する。

      【０１１２】

K.  マトリプターゼと結合する化合物の同定を目的とした分子モデリング

  マトリプターゼ調節化合物および選択的マトリプターゼ阻害物質を同定する方

法の一つは、分子モデリングを用いるものである。分子モデリングはマトリプタ

ーゼの単鎖あるいは二本鎖のX線結晶構造を用いて、あるいはタンパク質配列に

より得られる立体配座の情報に基づいて実施することが可能である。具体的には

、マトリプターゼが他のトリプシン様分子と相同な配列を有しているため、他の

分子(具体的にはトリプシン)の結晶構造をマトリプターゼのドメインのモデリン
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グに使用することが可能である。さらに阻害物質の標的となる個々の部位を分子

モデリングプログラムを用いて研究することが可能である。好ましい部位には、

(1)マトリプターゼ上のClr/Cls 二量体化ドメイン、(2)結合して二本鎖形マトリ

プターゼを形成する単鎖形マトリプターゼ上の活性化部位、および(3)マトリプ

ターゼの触媒ドメインが含まれるが、これに限定されない。

      【０１１３】

  分子は、マトリプターゼ上の好ましい部位の一つに嵌合可能であるか否かを判

定することを目的とした分子モデリングプログラムにより試験することが可能で

ある。少なくとも分子モデリングにより分子が好ましいドメインに結合すること

が確認されれば、ALCHEMY-III（Tripos Associates Inc.; St.Louis, Mo.）と呼

ばれるプログラムなどの三次元分子モデリングコンピュータソフトウェアの補助

によって当該分子を新たに便宜的にデザインすることが可能である。ペプチド化

合物の場合、現在では磁気共鳴スペクトル測定法および分子モデリングなどの手

段を用い、既知の抗原、抗体あるいは受容体と結合もしくは既知の結合配列ある

いはリガンドに類似させた個々のペプチドのデザインおよび合成を可能にしなが

ら、個々のアミノ酸残基の受容体あるいは抗原結合に対する影響および相対的な

重要性を判定することが可能である。

      【０１１４】

  生物学的機能ドメイン.  当該構成体の生物学的機能ドメインは、当該の生物

学的標的と結合する当該分子内の構造体であり、単鎖マトリプターゼからマトリ

プターゼ活性体である二本鎖マトリプターゼ形成への活性化阻害、あるいはマト

リプターゼ活性体である二本鎖体の正常基質との結合を阻害してもよい。受容体

が生物学的標的とならないリガンドおよび受容体対を形成することが可能なペプ

チド類については、特に生物学的系に限定されていなければ生物学的機能ドメイ

ンに関する議論を適応する。ペプチドの生物学的機能ドメインには、ドメインが

マトリプターゼの活性化部位、あるいは活性状態のマトリプターゼである二本鎖

体のタンパク質分解活性化部位などと立体的に結合するように配列した様々なア

ミノ酸側鎖などが含まれる。生物学的機能ドメインは、Schwyzner, Biopolymers

 31:875ー792（1991）に一般的に論じられている概念であるシクノロジカル（構
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造的要素が連続的配列にある）、あるいはレグニロジカル（構造的要素が不連続

的配列にある）のいずれでも良い。

      【０１１５】

  精製、結晶化、および分離した後対象となる結晶は当業者に周知である手法に

より分析することができる。代表的な分析法により、ペプチドに関する構造的、

物理的および機械論的情報が得られる。先に論じたように、X線結晶学によりペ

プチド内の原子の三次元配列に到達するための広汎に入手できる分子モデリング

プログラムと共に用いることのできる構造的情報が得られる。

      【０１１６】

  ペプチドのモデリングは対象ペプチドの活性を変化させることのできる様々な

薬剤のデザインに使用することが可能である。例えば活性部位の三次元構造を用

い、マトリプターゼの生物学的活性の阻害を目的として、相補性構造を有するマ

トリプターゼ作動物質および拮抗物質をデザインすることが可能である。さらに

、マトリプターゼの構造に付いての情報は、マトリプターゼとその基質のとの間

で接触する残基に関する知識に基づいて、タンパク質性あるいは非タンパク質性

マトリプターゼ調節物質のデザインを方向付ける上で有用である。

      【０１１７】

  コンピュータによるモデリングは例4の説明のように、あるいは核磁気共鳴（N

MR）またはX線法を用いて実施することも可能である（Fletterick et al., eds.

,"Computer Graphics and Molecular Modeling", in Molecular Biology (Cold 

Spling Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.,1986)の最新号。模範的

なモデリングプログラムにはBiosym社（San Diego, Calif.）の「Hemology」、B

ioDesign社の「Biograph」、Oxford Molecular社の「Nemesis」、Tripos Associ

ates社の「SYBYLTM」および「Composer」、Polygen社(Waltham, MA)の「CHARM」

、カリフォルニア州立大学サンフランシスコ校の「AMBER」およびMolecular Des

ign、Ltd.社の「MM2」および「MMP2」が含まれる。

      【０１１８】

例

例1
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マトリプターゼおよびクンツ型セリンプロテアーゼ阻害物質を含有する複合体の

精製および判定

  これらのデータは、Lin et al.,J.Biol.Chem.274(26):18237-42(1999)に記載

されたように、分化および授乳などの生理的条件下におけるマトリプターゼの役

割を研究したものである。

      【０１１９】

  細胞株および培養条件:  4種類の乳汁由来の不死化した乳管上皮細胞株(MTSV-

1.1B,MTSV-1.7,MRSV-4.1およびMRSV-4.2)はJ.Taylor-Papadimitriou博士(ICRF,L

ondon)より寄贈され(Bartek et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88: 3520-24 (19

91))、10%ウシ胎児血清(GIBCO)、ウシインスリン10 μg/ml、ヒドロコルチゾン(

Singa) 5 μg/mlおよび抗生物質を添加した改変Iscove最小培地(Biofluides, Ro

ckville, MD)中で保存した。ヒト包皮繊維芽細胞および繊維肉腫細胞株HT-1080 

(American Type Culture Collection, ATCCより)は10%ウシ胎児血清(GIBCO)を添

加した改変Iscove最小培地で保存した。細胞調整培地を集めるために、これらの

細胞の単層を集めてリン酸緩衝化生理食塩水(PBS)で2回洗浄し、血清を加えずに

インスリン/トランスフェリン/セレンを添加した改変Iscove最小培地(Biofluids

)中で2日間培養した。

      【０１２０】

  ヒト乳汁由来のマトリプターゼ関連プロテアーゼの同定および部分的な分離:

マトリプターゼ関係プロテアーゼを分離するために、Georgetown 大学医学セン

ター乳汁バンクからの凍結ヒト乳汁1.5リットルを解凍し、乳脂肪および不溶性

の残骸を除去するために遠心分離した。硫酸アンモニウム粉末を連続的に攪拌し

ながら乳汁に加えて40%飽和溶液とし、冷蔵室で2時間以上沈殿させた。5,000×g

で20分間遠心分離してタンパク質沈殿物を採取した。ペレットを保存し、上清に

硫酸アンモニウム粉末を加えて60%飽和溶液としてさらに沈殿させた。タンパク

質ペレットを水に溶解し、DEAEクロマトグラフィ用にpH 8.0の20 mMトリス塩酸

溶液、あるいはCMクロマトグラフィ用にpH 6.0の10 mMリン酸緩衝液で透析した

。不溶性の残骸は遠心分離により除去し、上清を5バッチに分割した。各バッチ

はDEAEセファロースFFカラム(2.5×20 cm) (Pharmacia;Piscataway,NJ)に加え、
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pH 8.0の20 mMトリス塩酸溶液で平衡とした。カラムをカラム容積の10倍の平衡

化緩衝液で洗浄した。結合した物質は総容積500 mlの0.1 M NaCl DEAE平衡緩衝

液溶液からリニアグラジエントで溶離した。画分(14ml)を集めてmAb 21-9を用い

たイムノブロット法で分析した。CMクロマトグラフィを実施するために、DEAEク

ロマトグラフィ由来の95-kDa画分あるいは硫酸アンモニウム沈殿により直接得た

沈殿物をpH 6.0の10 mMリン酸緩衝液で透析した。不溶性の残骸を遠心分離で除

去し、上清をCMセファロースFFカラム(2.5×20 cm) (Pharmacia; Piscataway, N

J)に加え、10 mMリン酸緩衝液pH 6.0で平衡化させた。カラムをカラム容積の10

倍量の平衡緩衝液で洗浄した。結合した物質は総容積500 mlの0～0.5 mM NaCL 1

0-MMリン酸緩衝液pH 6.0溶液よりリニアグラジエントで溶離させた。14ml の画

分をmAb 21-9 を用いたイムノブッロト法で分析した。

      【０１２１】

  免疫親和性クロマトグラフィー：ｍＡｂ  ２１－９をセファロース４Ｂに結合

した（ビーズ１ml当たり５mgのＩｇＧ）免疫親和性カラムの調製は、既に記載さ

れている（リン（Lin）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：９１４７－５２

（１９９７））ように、ＣＮＢｒ活性化セファロース４Ｂを使用して行った。Ｄ

ＥＡＥまたはＣＭクロマトグラフィーから部分的に精製した９５kDaマトリプタ

ーゼ（matriptase）複合体を、流速７ml/時間で１mlのカラムにのせた。カラム

を、ＰＢＳ中１％  トリトンＸ－１００で洗浄した。次に、結合したプロテアー

ゼを０．１Ｍグリシン－ＨＣｌ（ｐＨ２．４）を使用して溶出した。画分を直ち

に２Ｍトリズマ（Trizma）塩基で中和した。

      【０１２２】

  免疫とハイブリドーマ融合：２匹の６週令の雌のＢＡＬＢ／ｃマウスを、マト

リプターゼ複合体（１回の投与当たり１０μg）で２週間置きに免疫した。最初

の免疫には完全フロイントアジュバントを使用し、追加免疫には不完全アジュバ

ントを使用した。２回目の追加免疫の３日後、尾静脈から血清を採取し、免疫ブ

ロットで免疫応答を測定した。最後の追加免疫は、尾静脈注入により、アジュバ

ントの非存在下でマトリプターゼ複合体で行った。脾臓細胞を採取し、ポリエチ

レングリコール（ＰＥＧ）法によりマウスミエローマ細胞（ＳＰ２またはＮＳ１
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）と融合し、成功したハイブリドーマ細胞をＨＡＴ培地により選択した（キルマ

ルチン（Kilmartin）ら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．９３：５７６－８２（１９

８２））。

      【０１２３】

  ハイブリドーマスクリーニング：１次スクリーニングは、無傷の９５kDaマト

リプターゼ複合体、解離したマトリプターゼ、および結合タンパク質の混合物を

含有する標的を使用して、ウェスタンブロットにより行った。１次スクリーニン

グでは、１００個を超える陽性クローンが選択された。３つの抗マトリプターゼ

ｍＡｂ（Ｍ３２、Ｍ９２、およびＭ８４）と２つの抗結合タンパク質ｍＡｂｓ（

Ｍ１９とＭ５８）を、詳細に選択し解析した。

      【０１２４】

  モノクローナル抗体調製：ｍＡｂを産生するために、ハイブリドーマ株を、徐

々に血清補足培養培地に適応させ、次にタンパク質不含ハイブリドーマ培地（ギ

ブコ（Gibco））に適合させた。モノクローナル抗体を採取し、硫酸アンモニウ

ムで５０％飽和にして沈殿させた。ＤＥＡＥクロマトグラフィー法を使用してさ

らに精製した。

      【０１２５】

  免疫ブロット解析：免疫ブロットは、既に記載されている（リン（Lin）ら、

（１９９７））ように行った。タンパク質を１０％  ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分

離し、フッ化ポリビニリデン（ＰＶＤＦ）に移し、記載のようにｍＡｂとプロー

ブ結合させた。ペルオキシダーゼ標識第２抗体とＥＣＬ検出系（アマシャム社（

Amersham Corp）；アーリントンハイツ、イリノイ州）を使用して免疫反応性ポ

リペプチドを視覚化した。

      【０１２６】

  ダイアゴナルＳＤＳ－ＰＡＧＥ：９５kDaマトリプターゼ（matriptase）複合

体調製物を、非沸騰条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、ゲルストリップの

切片に切り、１×ＳＤＳ試料緩衝液中で沸騰させ、ウェルの無いＳＤＳアクリル

アミドゲル上に置き、１次元ゲルと同じ条件下で電気泳動した。タンパク質バン

ドは、銀染色で観察された陰性画像のために、コロイド性クマシー（Colloidal 
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Coomassie）（ニューホフ（Neuhoff）ら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ  ９

：２５５－６２（１９８８））により染色した。

      【０１２７】

  ４０kDaおよび２５kDa結合タンパク質のアミノ酸配列分析：４０kDaおよび２

５kDa結合タンパク質を、前述のように精製した。これらのタンパク質のアミノ

酸末端配列を決定した（マツダイラ（Matsudaira）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２６２：１００３５－８（１９８７））。得られた１２個（４０kDaタンパク質

から）と７個（２５kDaタンパク質から）のアミノ酸残基は、肝細胞増殖因子ア

クチベーターインヒビターＩ（ＨＡＩ－１）の推定アミノ酸配列と同一であった

（シモムラ（Shimomura）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：６３７０－６

（１９９７））。ＨＡＩ－１に対する結合タンパク質の本体をさらに確認するた

めに、４０kDaタンパク質ダブレットからの大きいバンドを、ゲル消化し、次に

イェール大学のＨＨＭＩバイオポリマーラボラトリー・アンド・ダブリュー・エ

ム・ケックファウンデーション・バイオテクノロジーリソースラボラトリー（HH

MI Biopolymer Laboratory & W.M. Keck Foundation Biotechnology Resource L

aboratory）で、マトリックスアシスティッド脱着イオン化質量スペクトル法（

ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）により分析した。

      【０１２８】

  ＣＯＳ－７細胞中でのＨＡＩ－１の発現：ＨＡＩ－１がマトリプターゼの結合

タンパク質をコードすることを証明するために、我々は、ＭＴＳＶ１．１Ｂ不死

化ヒト管腔乳房上皮細胞からのｍＲＮＡを使用して、逆転写酵素ポリメラーゼ連

鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）によりＨＡＬ－１  ｃＤＮＡ断片を単離した。ＨＡＬ－

１のプライマー配列（５’－ＧＧＣＣＣＧＣＧｃＴＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡ－３’

と５’－ＴＴＧＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＧＧ－３’）は、公表されてい

る配列から得た。アドバンテージ（Advantage）ＲＴ－ＰＣＲキット（クロンテ

ク（Clontech）：パロアルト、カリホルニア州）を使用して標準的ＲＴ－ＰＣＲ

を行い、生成物をＴＡクローニングによりｐＣＲ２．１（インビトロゲン（Invi

trogen）：カールスバード（Carlsbad）、カリホルニア州）に結合させた。ＲＴ

－ＰＣＲ生成物の配列は、標準的方法により得られ、公表されているＨＡＬ－１
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配列で確認した（ミヤザワ（Miyazawa）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：

１００２４－８（１９９３））。市販のｐｃＤＮＡ３．１ベクター（インビトロ

ゲン（Invitrogen）：カールスバード（Carlsbad）、カリホルニア州）を使用し

て、真核生物発現ベクターを作製した（ｐｃＤＮＡ／ＨＡＩ－１）。ＨＡＩ－１

  ＤＮＡを含有する１．６kbのＥｃｏＲＩ断片を、ｐｃＤＮＡ３．１のＥｃｏＲ

Ｉ部位にクローン化した。この作製体は、ＣＭＶプロモーターに指令されるＨＡ

Ｌ－１の読みとり枠（ＯＲＦ）を含有する。ＨＡＬ－１  ｃＤＮＡの正しい挿入

は、制限マッピングにより証明した。トランスフェクションは、スーパーフェク

ト（SuperFect）トランスフェクション試薬（キアゲン（Quiagen）：バレンシア

、カリホルニア州）を使用して製造業者のハンドブックに記載のように行った。

４８時間後、ＨＡＬ－１でトランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞を、２０mM

トリス－塩酸（ｐＨ７．４）中の１％トリトンＸ－１００で抽出した。

      【０１２９】

  ヒトの乳汁の中のマトリプターゼ関連プロテアーゼ：すでにマトリプターゼは

、１つの大きな非複合体形成型、または分子量１１０kDaと９５kDaを有する２つ

の小さなＳＤＳ安定な（リン（Ｌｉｎ）ら、（１９９７））複合体形成型として

存在することが観察された。マトリプターゼ結合タンパク質は同定されなかった

。これらの結合領域を同定するために、我々は、ヒトの乳汁の中に存在するマト

リプターゼ複合体を調べた。我々の仮説は、結合タンパク質はプロテアーゼイン

ヒビターであり、その発現は、特定の生理学的状態（例えば、分化または乳汁分

泌）に関連しているかも知れないというものであった。ヒトの乳汁では、９５kD

aと１１０kDaのサイズの２つの免疫反応性バンド（ただし、複合体を形成してい

ない）マトリプターゼが、抗マトリプターゼｍＡｂ  ２１－９により非沸騰およ

び非還元条件下で検出された（図１）。９５kDaタンパク質は、主要な分子種で

あり、より小さい１１０kDaのバンドは、異なるバッチの乳汁の間で変動した（

図１、ＡとＢ）。ヒトの乳癌細胞（リン（Ｌｉｎ）ら、（１９９７））で以前同

定された９５kDaの免疫反応性マトリプターゼ複合体と同様に、乳汁由来の９５k

Daの免疫反応性分子種を、還元剤の非存在下で沸騰後、より小さい免疫反応性バ

ンドに変換した。このバンドはサイズが、既に記載された乳汁癌からの非複合体
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形成マトリプターゼに対応する（図１Ｃ）。すなわちマトリプターゼは、乳癌細

胞でも乳汁の中でも、９５kDa複合体の成分のようであった。乳癌細胞中のほと

んどのマトリプターゼは複合体を形成していないが、乳汁中ではその反対である

。

      【０１３０】

  乳汁中の小さい１１０kDaの免疫反応性ポリペプチドのほとんどを、硫酸アン

モニウムの４０％飽和により沈殿させた。次にこのバンドを、ＤＥＡＥクロマト

グラフィーにより主要な９５kDaマトリプターゼ複合体から分離した（図１Ａ）

。９５kDaマトリプターゼ複合体と比較して、乳汁由来の１１０kDaの免疫反応性

ポリペプチドは、沸騰後のＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上で泳動速度が低下

した（図１、パネルＣ）。これらの結果は、この乳汁由来の１１０kDaの免疫反

応性ポリペプチドが、プロテアーゼ複合体ではない可能性を示している。乳癌細

胞からの１１０kDa分子種を沸騰させて、マトリプターゼと別の未同定の分子種

に変換した（リン（Ｌｉｎ）ら、（１９９７））。この乳汁由来の１１０kDa分

子種は、乳癌Ｔ－４７Ｄ細胞から以前単離された１１０kDaマトリプターゼ複合

体とは明確に異なっていた。

      【０１３１】

  ヒトの乳汁からのマトリプターゼ複合体の精製：抗マトリプターゼｍＡｂ－２

１－９免疫親和性カラムを使用して、乳汁由来の９５kDaマトリプターゼ複合体

を単離した。この高度に精製した９５kDaマトリプターゼ複合体は、見かけの分

子量４０kDaを有するタンパク質ダブレットの見かけとともに、沸騰後マトリプ

ターゼに変換することができる（リン（Ｌｉｎ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２７４：１８２３１－６（１９９９））。あるバッチの乳汁では、９５kDa複合

体以外に、見かけの分子量が８５kDaの他のプロテアーゼ複合体ダブレットも観

察された（図２、レーン１）。９５kDaと８５kDaのマトリプターゼ複合体の両方

を、沸騰後マトリプターゼに変換した。マトリプターゼ以外に、４０kDaと２５k

Daのタンパク質バンドが観察された（図２、レーン２）。

      【０１３２】

  ４０kDaおよび２５kDaバンドがマトリプターゼ複合体の成分であることを証明
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するために、生化学的および免疫学的アプローチが行われている。我々の生化学

的アプローチでは、９５kDaマトリプターゼ複合体調製物（これはまた、低レベ

ルの非複合体マトリプターゼを含有する）について、非沸騰／沸騰ダイアゴナル

ゲル電気泳動を行った。このゲル電気泳動系では、沸騰によりＳＤＳポリアクリ

ルアミドゲル上の泳動速度が変化しないタンパク質が、対角線上に見られる。こ

れに対して熱感受性複合体は、その成分サブユニットに解離し、同じ電気泳動経

路で対角線の下に見られる；沸騰により配向が変化して泳動速度が遅くなるタン

パク質が、対角線の上に見られる。試料をまず、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し

て、ゲルのストリップを切片にした。切片にしたゲルストリップを、還元剤の非

存在下で１×ＳＤＳ試料緩衝液中で沸騰させ、第２のＳＤＳ－ポリアクリルアミ

ドゲル上に置き、電気泳動した（図３）。９５kDaマトリプターゼ複合体の場合

、４０kDaタンパク質ダブレットとマトリプターゼの両方が、対角線の下および

同じ電気泳動経路上に観察された（図３）。従ってこの結果は、マトリプターゼ

と４０kDaダブレットが、９５kDaプロテアーゼ複合体の成分であることを確認し

た。一方、非複合体形成マトリプターゼが、対角線上に見られた（図３）。

      【０１３３】

  免疫学的アプローチでは、免疫原としてマトリプターゼ複合体を使用してｍＡ

ｂのパネルが得られた（図４）。新しい抗マトリプターゼ、抗体ｍＡｂ  Ｍ９２

は、非沸騰条件下で９５kDaと８５kDaのマトリプターゼ複合体の両方を認識する

（図４Ａ、レーン５）。このｍＡｂは、非複合体形成マトリプターゼを認識する

が、沸騰後の４０kDaと２５kDaバンドは認識しない（図４Ａ、レーン６）。モノ

クローナル抗体Ｍ１９は、非沸騰条件下で両方のマトリプターゼ複合体を認識す

る（図４Ａ、レーン３）が、沸騰条件下では非複合体形成マトリプターゼを認識

しない（図４Ａ、レーン４）。しかしＭ１９は、沸騰後４０kDaと２５kDaバンド

の両方を認識する（図４Ａ、レーン４）。

      【０１３４】

  第３の抗体タイプであるｍＡｂ  Ｍ５８もまた選択された。このｍＡｂは、非

沸騰条件下で９５kDaマトリプターゼ複合体のみを選択的に認識し、８５kDa複合

体を認識しない（図４Ａ、レーン１）；ｍＡｂ  Ｍ５８は、沸騰後の４０kDaバ
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ンドのみを認識するが、２５kDaバンドは認識しない（図４Ａ、レーン２）。こ

れらの結果は、図２の結果と一緒にすると、９５kDaマトリプターゼ複合体が、

マトリプターゼと４０kDa成分とからなることを示唆する。８５kDaマトリプター

ゼ複合体は、マトリプターゼと２５kDa成分とからなる。２５kDa成分は、４０kD

a成分の分解産物である可能性が高い。ｍＡｂ  Ｍ１９により認識されるエピト

ープは、４０kDaと２５kDa成分上に存在するが、ｍＡｂ  Ｍ５８により認識され

るエピトープは、４０kDa成分上にのみ存在する。図４パネルＢで我々は、９５k

Daと８５kDaのマトリプターゼ複合体の構造およびこれらのｍＡｂとの相互作用

を要約する。

      【０１３５】

  マトリプターゼの結合タンパク質はクニッツ（Kunitz）型セリンプロテアーゼ

インヒビターの断片である：４０kDaと２５kDa結合タンパク質のアミノ酸配列を

決定した時、４０kDa結合タンパク質の配列（例えば、ＧＰＰＰＡＰＰＧＬＰＡ

Ｇ）は、クニッツ型セリンプロテアーゼインヒビターの配列（シモムラ（Shimom

ura）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：６３７０－７６（１９９７））と

同一であることがわかり、これは、肝細胞増殖因子アクチベーターインヒビター

Ｉ（ＨＡＩ－１）としてすでに同定されていた（シモムラ（Shimomura）ら、（

１９９７））；２５kDa結合タンパク質のＮ末端から得られたアミノ酸残基（例

えば、ＴＱＧＦＧＧＳ）は、ＨＡＬ－１の残基１５４～残基１６０の配列（シモ

ムラ（Shimomura）ら、（１９９７））と同一である。マトリプターゼの結合タ

ンパク質がＨＡＬ－１として同定されることをさらに確認するために、４０kDa

ダブレットからの大きいバンドを、ゲルトリプシン消化に付した。トリプシン消

化物を、マトリックスアシスティッド脱着イオン化質量スペクトル法（ＭＡＬＤ

Ｉ－ＭＳ）により分析した。トリプシン消化物からの１２個のユニークなペプチ

ドは、結合タンパク質からＨＡＬ－１への観察されたＭＡＬＤＩ－ＭＳを探索す

ることにより、ＨＡＬ－１配列と一致した（図５）。これらの１２個のペプチド

は、残基１３５～３１０にまたがる８７残基をカバーする。これらの結果は、マ

トリプターゼの結合タンパク質がＨＡＬ－１の断片であることを示している。

      【０１３６】
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  別の研究で、抗結合タンパク質ｍＡｂと、ＨＡＬ－１によりトランスフェクシ

ョンしたＣＯＳ－７細胞により発現されたＨＡＬ－１との免疫反応性（図６）。

抗結合タンパク質ｍＡｂ  Ｍ１９は、ＨＡＬ－１でトランスフェクションされた

ＣＯＳ－７細胞の細胞溶解物（図６、レーン２）中、およびＴ－４７Ｄヒト乳癌

細胞の２Ｍ  ＫＣｌで洗浄した膜画分（図６、レーン４）中で見かけのサイズが

５５kDaのバンドを検出したが、マトリプターゼでトランスフェクションしたｃ

ｏｓ－７細胞中では検出されなかった（図６、レーン１）。抗結合タンパク質ｍ

ＡｂとＨＡＬ－１遺伝子産物との免疫反応性は、マトリプターゼの結合タンパク

質がＨＡＬ－１である好適な第２の証拠を提供する。このサイズの免疫反応性５

５kDaバンドは、成熟した膜結合ＨＡＬ－１の計算された分子量（５３，３１９D

a）に近いため、および膜画分とのその結合は充分強く、２Ｍ  ＫＣｌで洗浄す

ることによる解離に抵抗できるため、この５５kDaバンドは、成熟した無傷のＨ

ＡＬ－１である可能性が考えられる。

      【０１３７】

  マトリプターゼとクニッツ型プロテアーゼインヒビターの乳房上皮産生：マト

リプターゼとその複合体を放出する可能な細胞タイプを調べるため、我々は、４

つの乳汁由来のシミアンウイルス４０のラージ腫瘍抗原不死化管腔上皮細胞株（

乳汁細胞）（バレック（Barrek）ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ８８：３５２０－２４（１９９１））、２つの培養ヒト包皮繊維芽細胞

、および繊維肉腫細胞株ＨＴ－１０８０中での発現を調べた（図７）。乳房管腔

上皮細胞についての陽性結果（図７、レーン４～１１）、および繊維芽細胞とＨ

Ｔ－１０８０繊維肉腫細胞についての陰性結果（図７、レーン１～３）は、プロ

テアーゼとその結合タンパク質が、乳汁を分泌している乳腺の上皮成分により産

生されることを示唆する。乳汁と比較して、不死化した乳房管腔上皮細胞は、検

出可能な複合体を形成していないマトリプターゼと１１０kDa複合体を発現した

。この１１０kDa複合体分子種は、乳汁中では検出されなかったが、Ｔ－４７Ｄ

乳癌細胞（リン（Ｌｉｎ）ら、（１９９７））中で検出された。

      【０１３８】

                                例２
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            マトリプターゼの分子クローニングと性状解析

  本例は、リン（Ｌｉｎ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：１８２３１－

６（１９９９）により開示されたマトリプターゼタンパク質とこれをコードする

遺伝子のさらなる単離を説明する。

      【０１３９】

  細胞株と培養条件：ＣＯＳ－７細胞を、５％胎児牛血清（ライフテクノロジー

ズ社（Life Technologies Inc.））を補足した改変イスコブ最少基本培地（ビオ

フルーイッズ社（Biofluids Inc.）；ロックビル、メリーランド州）中で維持し

た。

      【０１４０】

  マトリプターゼの精製：アミノ酸配列決定のための充分なマトリプターゼを得

るために、この酵素をヒトの乳汁から単離した（リン（Ｌｉｎ）ら、Ｊ．Ｂｉｏ

ｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：１８２３７－４２（１９９９））。簡単に説明すると、

ジョージタウン大学メディカルセンターミルクバンクからのヒト乳汁を、硫酸ア

ンモニウムを４０～６０％飽和で加えて、沈降させ採取した。マトリプターゼは

、ＣＭセファロースと免疫親和性クロマトグラフィーを組合せて精製した。

      【０１４１】

  アミノ酸配列分析：内部アミノ酸配列を得るために、精製したマトリプターゼ

をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、クマシーブルーで軽く染色し、タンパク質バ

ンドを切り出した。次に、マトリプターゼをゲル消化に付し、イェール大学のＨ

ＨＭＩバイオポリマーラボラトリー・アンド・ダブリュー・エム・ケックファウ

ンデーション・バイオテクノロジーリソースラボラトリー（HHMI Biopolymer La

boratory & W.M. Keck Foundation Biotechnology Resource Laboratory）でア

ミノ酸配列決定を行った。アミノ末端配列は、既に記載されている（マツダイラ

（Matsudaira）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：１００３５－８（１９８

７））ように決定した。簡単に説明すると、タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分

離し、フッ化ポリビニリデン膜に移し、クマシーブルーで軽く染色した。タンパ

ク質を切り出し、アミノ末端配列決定を行った（フロリダ州立大学化学部、タラ

ナセック（Tallanassec）、フロリダ州）。得られた２つの短い配列は、ＳＮＣ
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１９と呼ぶ推定アミノ酸配列（ジーンバンク（GenBank）受け入れ番号Ｕ２０４

２８）と同一であった。

      【０１４２】

  Ｔ－４７Ｄ乳癌細胞からのＳＮＣ１９  ｃＤＮＡの増幅：Ｔ－４７Ｄヒト乳癌

細胞からのｍＲＮＡを使用して、逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣ

Ｒ）により、ＳＮＣ１９  ｃＤＮＡクローンを作成した。ＳＮＣ１９のプライマ

ー配列（５’－ＣＣＴＣＣＴＣＴＴＧＧＴＣＴＴＧＣＴＧＧＧＧ－３’および５

’－ＡＧＡＣＣＣＧＴＣＴＧＴＴＴＴＣＣＡＧＧ－３’）は、公表されている配

列から得られた。アドバンテージ（Advantage）ＲＴ－ＰＣＲキット（クロンテ

ク（Clontech）：パロアルト、カリホルニア州）を使用して標準的ＲＴ－ＰＣＲ

を行った。生成物を０．８％アガロースゲルで分析し、予測された生成物サイズ

に対応する得られた約２．８kbのバンドをゲルから切り出し、精製し、ＴＡクロ

ーニングによりｐＣＲ２．１（インビトロゲン（Invitrogen）、カールスバード

（Carlsbad）、カリホルニア州）中に連結させた（ｐＣＲ－ＳＮＣ１９）。

      【０１４３】

  配列決定：ＤＮＡ配列決定は、パーキン・エルマー・アプライド・バイオシス

テム（Perkin-Elmer Applied Biosystem）自動３７７ＤＮＡシーケンサー（フォ

スターシティ、カリホルニア州）で、標準法を使用して、ロンバルディ・シーケ

ンシング・アンド・シンセシス・シェアド・リソース（Lombardi Sequencing an

d Synthesis Shared Resource）の助けを借りて行った。配列を組み立て、ウィ

ンドウズ（登録商標）用ラセルジーン（Lasergene）ソフトウェア（ＤＮＡスタ

ー社（DNA Star Inc.）；マジソン、ウィスコンシン州）を用いて解析した。予

測したタンパク質配列を、ブラスト（BLAST）ネットワークサーバーを使用して

、ナショナルセンター・フォア・バイオテクノロジー・インフォメーション（Na

tional Center for Biotechnology Information）のスイスプロット（Swiss-Pro

t）（登録商標）データベース中の配列と比較した。

      【０１４４】

  ＣＯＳ－７細胞中のＳＮＣ１９の発現：ＳＮＣ１９がマトリプターゼ遺伝子を

コードすることを証明するために、我々は、市販のｐｃＤＮＡ３ベクター（イン
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ビトロゲン（Invitrogen）；サンジエゴ、カリホルニア州）を使用して、真核生

物発現ベクターを作製した（ｐｃＤＮＡ／ＳＮＣ１９）。ｐＣＲ－ＳＣＮ１９を

を消化し、ｐｃＤＮＡ３のＥｃｏＲＩ部位にクローン化して、ＳＮＣ１９  ｃＤ

ＮＡを含有する２．８３kbのＥｃｏＲＩ断片を作成した。この作製体は、ＣＭＶ

プロモーターに指令されるＳＮＣ１９の読みとり枠を含有する。ＳＮＣ１９  ｃ

ＤＮＡの正しい挿入は、制限マッピングにより証明した（データは示していない

）。トランスフェクションは、スーパーフェクト（SuperFect）トランスフェク

ション試薬（キアゲン（Quiagen）：バレンシア、カリホルニア州）を使用して

製造業者のハンドブックに記載のように行った。４８時間後、マトリプターゼで

トランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞と対照ＣＯＳ－７細胞（これは、トラ

ンスフェクション効率を追跡するために、ＬａｃＺでトランスフェクションした

）を、２０mMトリス－塩酸（ｐＨ７．４）中の１％トリトンＸ－１００で抽出し

た。

      【０１４５】

  免疫ブロッティング分析：免疫ブロットは、既に記載されている（リン（Ｌｉ

ｎ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：９１４７－５２（１９９７））よう

に行った。タンパク質を１００％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、フッ化ポリビニリ

デン（ＰＶＤＦ）膜に移し、次に抗マトリプターゼモノクローナル抗体（ｍＡｂ

）Ｍ３２とプローブ結合させた。ペルオキシダーゼ標識第２抗血清とＥＣＬ検出

系（アマシャム社（Amersham Corp）；アーリントンハイツ、イリノイ州）を使

用して、免疫反応性ポリペプチドを視覚化した。

      【０１４６】

  ゼラチンザイモグラフィ：ゼラチンザイモグラフィを、既に記載されている（

ブラウン（Brown）ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１０１：２１４－２２８（１９６

６））ように行った。基質としてゼラチン（１mg/ml）を、通常のＳＤＳ－ポリ

アクリルアミドゲルと共重合させた。電気泳動は、１５mAの一定電流で行った。

ゼラチンゲルを、２％トリトンＸ－１００含有ＰＢＳで３回洗浄し、ＰＢＳ中で

３７℃で一晩インキュベートした。

      【０１４７】
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  合成基質の切断：マトリプターゼのトリプシン様活性を証明するために、アル

ギニンまたはリジンをＰ１部位として有する種々の蛍光性プロテアーゼ基質を、

ヒトの乳汁からの精製マトリプターゼを用いて試験した。マトリプターゼは、２

０mMトリス緩衝液（ｐＨ８．５）中で２５℃で、１９０μｌにし、次に１０μｌ

の２mM基質溶液を加えた（最終濃度０．１mM）。これらの基質は、ｔ－ブトキシ

カルボニル（Ｂｏｃ）－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ａｒｇ－７－アミノ－４－メチルクマ

リン（ＡＭＣ）、Ｂｏｘ－ベンジル－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ

－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－ベンジル－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－Ａｒ

ｇ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｐｒ

ｏ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、スクシニル－Ａｌａ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－

Ｌｅｕ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－Ｇｌｙ、Ｌｙｓ－Ａｒｇ－ＡＭＣ、

およびＢｏｃ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ａｒｇ－ＡＭＣである。これらの基質

は、シグマ（Sigma）から購入した。各基質の切断速度は、日立Ｆ－４５００蛍

光分光光度計を用いて、経時的に測定した。

      【０１４８】

  結果：さらなる試験でおよび図８を参照して、イオン交換クロマトグラフィー

からの部分精製９５kDaマトリプターゼ複合体を、ｍＡｂ  ２１－９セファロー

スカラムにのせた。結合したタンパク質を、グリシン緩衝液（ｐＨ２．４）によ

り溶出し、２Ｍトリズマ塩基を加えて中和した。溶出したタンパク質を、１×Ｓ

ＤＳ試料緩衝液中で還元剤の非存在下で、室温（レーン１、各パネル、沸騰－）

または９５℃（レーン２、各パネル、沸騰＋）で５分インキュベートした。試料

をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、コロイド性クマシーで染色（パネルＡ）したか、

ｍＡｂ  ２１－９を使用して免疫ブロット分析（パネルＢ）したか、またはゼラ

チンザイモグラフィに付した（パネルＣ）。この親和性カラムから９５kDaマト

リプターゼ複合体を主要なタンパク質（パネルＡ、レーン１）として溶出した；

これは、ｍＡｂ  ２１－９（パネルＢ、レーン１）により認識され、これはまた

ゼラチン分解活性を示した（パネルＣ、レーン１）。９５kDaマトリプターゼ複

合体を沸騰させてマトリプターゼに変換した（パネルＡ、レーン２）。９５kDa

プロテアーゼのゼラチン分解活性は、沸騰することにより破壊されたが、低レベ
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ルのゼラチン分解活性が残存し、マトリプターゼに変換された（パネルＣ、レー

ン２）。低レベルの非複合体形成マトリプターゼを、親和性クロマトグラフィー

により９５kDaマトリプターゼ複合体とともに精製した（パネルＡ、レーン１）

；これはまた、ゼラチン分解活性を示した（パネルＣ、レーン１）。免疫ブロッ

ト分析は、非複合体形成マトリプターゼのシグナルを増強させ、その存在を再確

認した（パネルＢ、レーン１）。いくつかの他のポリペプチドも見られた（パネ

ルＡ、レーン１と２）。これらのいくつかは、Ｘ線フィルムに長時間暴露させる

とｍＡｂ  ２１－９により認識されたため、プロテアーゼの分解産物である。４

０kDaタンパク質ダブレットは、非沸騰試料（パネルＡ、レーン１）中で低レベ

ルで見られたが、沸騰後そのレベルが上昇した（パネルＡ、レーン２）。この４

０kDaダブレットは、ｍＡｂ  ２１－９により認識されなかった（パネルＢ）。

我々は、これらの２つのポリペプチドは、マトリプターゼの結合タンパク質であ

ることを提唱している。図においてＭＷは、分子量マーカーを示し、そのサイズ

は記載した通りである。

      【０１４９】

  ４０kDa結合タンパク質の配列分析は、これがセリンプロテアーゼインヒビタ

ー（後述）であることを証明したが、９５kDaマトリプターゼ／インヒビター複

合体について、わずかな残存ゼラチン分解活性が観察された（図８Ｃ）。マトリ

プターゼとその結合タンパク質をＮ末端配列決定に付すと、比較的低い回収率で

マトリプターゼから１１個のみのアミノ酸残基（ＶＶＧＧＴＤＡＤＥＧＥ）が得

られ、４０kDa結合タンパク質のアミノ末端からは１２個のアミノ酸残基（ＧＰ

ＰＰＡＰＰＧＬＰＡＧ）が得られた。マトリプターゼからの１１個のアミノ酸残

基は、ＳＮＣ１９（受け入れ番号Ｕ２０４２８）と呼ぶ２．９kbのｃＤＮＡから

の推定アミノ酸配列と同一であった。この寄託されたＳＮＣ１９配列中に多くの

停止コドンが観察され、いくつかの小さな予測された翻訳産物が得られた。すな

わち、ＳＮＣ１９の配列に基づく２つのプライマーを使用する逆転写酵素ポリメ

ラーゼ連鎖反応により、２，８３０bpのｃＤＮＡ断片が得られた。我々の配列と

ＳＣＮ１９の配列の間には、大きな差（１３２塩基）がある。

      【０１５０】
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  SNC19 cDNAコード化マトリプターゼの証明：SNC19の部分によるマトリプター

ゼの配列同定に加えて、SNC19がマトリプターゼをコード化するかどうかを証明

するために、SNC19遺伝子産生物に対するアンチマトリプターゼmAb類の免疫反応

性を調べた。SNC19 cDNAを真核性発現ベクターpcDNA3.1に挿入し、そしてCOS-7

サルの、マトリプターゼを発現しない腎臓線維芽細胞に形質移入した。アンチマ

トリプターゼmAb M32で検出されるT-47Dヒト乳癌細胞由来の同じ大きさのマトリ

プターゼを有する強う免疫反応性バンドがSNC-19形質移入COS-7細胞に観察され

たが、対照COS-7細胞には観察されなかった。

      【０１５１】

  マトリプターゼcDNAクローンのヌクレオチドおよび予測アミノ酸配列：マトリ

プターゼのヌクレオチド（SEQ ID No.：１）およびアミノ酸配列（SEQ ID No.：

３）が図９に示される。逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応に用いられたプライ

マー（５’末端における２０個の塩基および３’末端における１８個の塩基）に

は下線が付けられている。５’末端プライマーを越える３３個の塩基および３’

末端プライマーを越える９２個の塩基がSNC19 cDNAから取られ、組み込まれた。

このcDNA配列はオープンリーディングフレームで５番目のATG（Met）コドンから

翻訳された。ヌクレオチドとアミノ酸の数は左側に示されている。二重下線は、

マトリプターゼから得られた内部配列と一致した配列を示す。His-484、Asp-539

およびSer-633は箱に入れられたが、それらはマトリプターゼの推定触媒三つ組

であることを示す。潜在的なＮ－グリコシル化部位はΔで示される。RGD配

列は  で示される。

      【０１５２】

  マトリプターゼcDNAは、５’末端の３３個の塩基とSNC19由来の３’末端の９

２個の塩基がRT-PCRフラグメント（塩基対の長さ２，８３０）に付加されたとき

は、塩基対の長さが２，９５５となる可能性がある。翻訳開始部位は、配列GTCA

TGGが有利なコザク合意配列（Kozak consensus sequence）（Kozak等のNucl. Ac

id. Res.，12：857-72（1984））に合っているので、５番目のメチオニンコドン

に割り当てられた。このメチオニンの後に４個の正に帯電したアミノ酸、および

推定シグナルペプチドである１４個のアミノ酸の長さに相当する疎水性領域（Se
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r-18-Ser-31）が続いている。このメチオニンコドンがイニシエーターであると

仮定すると、オープンリーディングフレームは塩基対の長さが２，０４９である

ことを示し、従ってそれより導かれるアミノ酸配列は６８３個の残基から構成さ

れ、その計算された分子質量は７５，６２６であった。マトリプターゼから得ら

れたアミノ酸配列の２つのストレッチ（stretch）（DYVEINGEKおよびVVGGTDADEG

E）は２２８－２３６として、および４４３－４５３として存在していた；従っ

て翻訳フレームは正しい可能性がある。極限Asn-X-(Ser/Thr)およびRGD配列を有

する３つの潜在的なＮ－グリコシル化部位が存在する。細胞外基質の蛋白質に由

来するRGD配列は、インテグリン類との相互作用を媒介することが見いだされた

（Ruoslahti等のScience，238：491-7（1987））。

      【０１５３】

  マトリプターゼ触媒ドメインの構造：Swiss-ProtTMデーターベースでのBLAST

による導出アミノ酸配列の相同性に関する研究は、（１）マトリプターゼの残基

位置４３２－６８３におけるカルボキシル末端は他のセリンプロテアーゼと相同

であること；（２）マトリプターゼは不変触媒三つ組を含んでいること；（３）

マトリプターゼは特性ジスルフィド結合パターンを含んでいること；およびマト

リプターゼは総配列類似性を有していることを明らかにしている。図９を参照し

て説明すると、逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応に用いられたプライマー（５

’末端における２０個の塩基および３’末端における１８個の塩基）には下線が

付けられている。５’末端プライマーを越える３３個の塩基および３’末端プラ

イマーを越える９２個の塩基がSNC19 cDNAから取られ、組み込まれた。このcDNA

配列はオープンリーディングフレームで５番目のATGコドンから翻訳された。ヌ

クレオチドとアミノ酸の数は左側に示されている。二重下線は、マトリプターゼ

から得られた内部配列と一致した配列を示す。His-484、Asp-539およびSer-633

は箱に入れているが、それらはマトリプターゼの推定触媒三つ組であることを示

す。潜在的なＮ－グリコシル化部位はΔで示される。RGD配列は  で示される

。

      【０１５４】

  原型セリンプロテアーゼであるキモトリプシン（Hartley等のBiochem. J.，10
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1：229-311（966）；およびBrown等のBiochem. J.，101：214-28（1966））、そ

の他のセリンプロテアーゼを比較すると、３種のアミノ酸（His-483、Asp-539お

よびSer-633）はキモトリプシノゲン中のアミノ酸（His-57、Asp-102およびSer-

195）に相当する可能性があり、かつ触媒活性に不可欠である可能性がある（Har

tley等のNature，207：1157-9（1965））。触媒ポケット（catalytic pocket）

を安定化する３つの分子内ジスルフィド結合を形成するのに必要とされる６つの

最大保存システインは、他のキモトリプシン関連プロテアーゼの中に確認された

。マトリプターゼ中の最も可能性の高いシステイン対合は次のとおりである：Cy

s-469-Cys-485、Cys-604-Cys-618およびCys-629-Cys-658。マトリプターゼは、

また、エンテロペプチダーゼ（Kitamoto等のProc. Natl. Acad. Sci. USA，91：

7588-92（1994））、ヘプシン（Leytus等のBiochemistry，27：1067-74（1988）

）、血漿カリクレイン（Chung等のBiochemistry，25：2410-17（1986））、血液

凝固因子ＸＩ（Fujikawa等のBiochemistry，25：2417-24（1986））、およびプ

ラスミノゲン（Forsgren等のFEBS Lett.，213：254-50（1987））のような２本

鎖プロテアーゼ中で利用されているが、トリプシン（Emi等のGene(Amst.)，41：

305-310（1986））またはキモトリプシン（Tomita等のBiochem. Biophys. Res. 

Commun.，158：569-75（1989））中では利用されていないものに相当する２つの

追加システイン（Cys-432-Cys-559）も含んでいる（図１０）。

      【０１５５】

  図１０を参照してさらに具体的に説明すると、マトリプターゼの（４３１－６

８３としての）Ｃ－末端領域が、ヒトトリプシン、ヒトキモトリプシン、ヒトエ

ンテロペプチダーゼの触媒鎖、ヒトヘプシン、ヒト血液凝固因子ＸＩおよびヒト

プラスミノゲン、並びに２種の膜内外セリンプロテアーゼ、ヒトTMPRSS2および

ショウジョウバエ属スタブル－スタブロイド（Stubble-stubbloid）遺伝子（Sb-

sbd）と比較される。残基は１文字コードで表現される。相同性を最大化するギ

ャップは、箱に入れられ、◆で示される触媒三つ組（マトリプターゼHis-484、A

sp-539およびSer-633）中の残基で示される。保存活性化モチーフ（conserved a

ctivation motif）（R/KVIGG）は箱に入れられて、その蛋白分解性活性化部位が

示された。４つの分子内ジスルフィド結合を形成するのに必要とされる８つの保
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存システインは箱に入れられているが、その可能性のある対合は次のとおりであ

る：Cys-469-Cys-485、Cys-604-Cys-618、Cys-629-Cys-658およびCys-432-Cys-5

59）。ジスルフィド結合（Cys-432-Cys-559）は２本鎖セリンプロテアーゼ中に

観察されるが、トリプシンおよびキモトリプシン中には観察されない。基質ポケ

ット中の残基（Asp-627、Gly-655およびGly-665）は箱に入れられて、  で示さ

れる。基質ポケットの底に位置する残基が、マトリプターゼを含めてトリプシン

様プロテアーゼ中ではAspであるが、キモトリプシン中ではSerであることは明ら

かである。

      【０１５６】

  Arg-Val-Gly-Gly（RVVGG）のモチーフ中におけるマトリプターゼの推定蛋白分

解活性化部位（Arg-442）は、他のセリンプロテアーゼ類中の特性RIVGGモチーフ

と同様である。この置換はまれではあるが、プラスミノゲン中に観察される。前

記のように、保存分子内ジスルフィド結合は、１本鎖酵素原として合成されるそ

れらセリンプロテアーゼ中に見いだされ、そして蛋白分解式で活性化されて活性

な２本鎖形態になる。このジスルフィド結合は活性触媒フラグメントをそれらの

非触媒Ｎ－末端フラグメントと共に保持し、従って蛋白質－蛋白質相互作用ドメ

インとして役立つことが提案される。この保存分子内ジスルフィド結合はマトリ

プターゼ中でも観察された（Cys-432-Cys-559）。これらの配列分析は、マトリ

プターゼは１本鎖酵素原として合成することができ、そして蛋白分解式で２本鎖

形態に活性化されるようになることを示唆している。これが事実であるならば、

T-47D乳癌細胞の調整培地中におけるマトリプターゼの大部分は酵素原である可

能性があり；活性な２本鎖マトリプターゼは小割合を占めるに過ぎず、それは還

元条件下で８０－kDaという見掛けの大きさを示すT-47Dヒト乳癌細胞由来の精製

マトリプターゼと一致する。この結論は、また、マトリプターゼの触媒鎖に対す

る提案されたＮ－末端配列は、マトリプターゼがＮ－末端配列形成（sequencing

）に付されたときに非常に低い回収率で得られたアミノ酸配列（VVGGTDADEGE）

のストレッチと同一であるという観察結果によっても支持される。

      【０１５７】

  マトリプターゼの基質特異性（S1）ポケットはその底に位置するAsp-627から
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構成され、そのネックにGly-655Gly-665を有している可能性がある。このことは

、マトリプターゼが典型的なトリプシン様セリンプロテアーゼであることを示し

ている。正に帯電した側鎖を有するアミノ酸残基の場所での、予測される優先的

開裂は、Ｐ１部位としてArg残基およびLys残基を持つ各種合成基質により確認さ

れた（図１１）。具体的に説明すると、マトリプターゼは、次のとおり、最も速

いものから最も遅いものまでその順に与えられる次の基質を開裂することができ

た：Boc-Gln-Ala-Arg-AMC、Boc-ベンジル-Glu-Gly-Arg-AMC、Boc-Leu-Gly-Arg-A

MC、Boc-ベンジル-Asp-Pro-Arg-AMC、Boc-Phe-Ser-Arg-AMC、Boc-Leu-Arg-Arg-A

MC、Boc-Gly-Lys-Arg-AMCおよびBoc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC。［Boc＝ｔ－ブチル

オキシカルボニル；AMC＝７－アミノ－４－メチルクマリン；LDL＝低密度リポ蛋

白質］。これは、マトリプターゼはＰ２部位としてAlaおよびGlyのような小さい

側鎖を含んでいるアミノ酸残基を有する基質の方を好むという見解を支持するも

のである。これらの結果は、マトリプターゼは、トリプシンに似て、広範囲の開

裂特異性を示すことを示唆している。この広範囲の開裂活性は、そのゼラチン分

解（gelatinolytic）活性の説明となっている可能性がある。そのトリプシン様

活性は、最も豊富な（ほとんど１／３までの）ゼラチン中アミノ酸残基であるグ

リシン残基の所でゼラチンを開裂させることができるゼラチナーゼＡおよびＢと

は性質が異なるように思われる。

      【０１５８】

  マトリプターゼの非触媒領域の構造モチーフ：マトリプターゼの非触媒領域は

、他の蛋白質との相互作用のための調節および／または結合ドメインとしての役

割を果たすことができる２組の反復配列を含んでいる。６個の保存システイン残

基を含む約３５個のアミノ酸の４個の直列反復（図１２Ａ）が、そのセリンプロ

テアーゼドメインのアミノ末端領域（aa280-430）の所に見いだされた。それら

はLDL受容体（Sudhof等のScience，228：815-22（1985））および関連蛋白質（H

erz等のEMBO J.，7：4119-27（1988））のシステイン含有反復と相同である。こ

れらシステイン残基は全てジスルフィド結合中に含まれている可能性がある。LD

L受容体において、相同の７個の反復配列は配位子結合用ドメインとしての役を

果たす。類推によって、４個の直列システイン含有反復も、他の巨大分子との相
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互作用部位となることができるだろう。加えて、このシステイン含有LDL受容体

ドメインは、エンテロペプチダーゼ（Matsushima等のJ. Biol. Chem.，269：199

76-82（1994）；およびKitamoto等のProc. Natl. Acad. Sci. USA，91：7588-92

（1994））のような他のプロテアーゼ中にも見いだされた。

      【０１５９】

  図１２Ａを参照して説明すると、マトリプターゼのシステインに富む反復（aa

280-314、aa315-351、aa352-387およびaa394-430）が、ヒトLDL受容体；LDL受容

体関連蛋白質（LRP）；ヒトパーレカン（perlecan）；およびラットGP-300の合

意配列と比較されている。この合意配列は箱に入れられている。図１２Ｂにおい

ては、マトリプターゼのC1r/sタイプ配列（aa42-155およびaa168-268）がヒト補

体サブ成分C1r（aa193-298）、C1s（aa175-283）、Ra－反応因子（RaRF）（aa18

5290）およびカルシウム依存性セリンプロテアーゼ（CSP）（aa181-289）の選択

されたドメインと比較されている。ほとんどの合意配列は箱に入れられている。

      【０１６０】

  マトリプターゼのアミノ末端領域（aa42-268）は、内部相同性を持つもう２個

の直列セグメントを含んでいる。これらのセグメントは、元々は補体サブ成分C1

r（Leytus等のBiochemistry，25：4855-63（1986）；およびJournet等のBiochem

. J.，240：783-7（1986））、および同C1s（Mackinnon等のEur. J. Biochem.，

169：547-53（1987）；およびTosi等のBiochemistry，26：8516-24（1987））に

おいて同定された部分配列に似ている。このC1r/sドメインは、また、Ra－反応

因子、Ｃ４／Ｃ２－活性化成分、エンテロペプチダーゼ、トリプシノゲンの活性

化因子（Matsushima等（1994）；Kitamoto等（1994）、および細胞外基質を分解

させることができるカルシウム依存性セリンプロテアーゼを含めて他のセリンプ

ロテアーゼ中でも見いだされた。これらのC1r/s－含有セリンプロテアーゼは、

プロテアーゼ活性化カスケードまたは細胞外基質分解のいずれかにおいて伴われ

ると思われる。さらに、このC1r/sドメインを含んでいることが見いだされた、

亜鉛メタロプロテアーゼのアスタシン亜族（subfamily）の内の少なくとも６つ

の員子が存在する。これらは、骨形態形成蛋白質－１（Wozney等のScience，242

：1528-34（1988））、およびショウジョウバエ属トロイド（tolloid）遺伝子、
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背側－腹側パターン化用蛋白質（Shimell等のCell，67：469-81（1991））、卵

殻基質の分解においてある役割を果たし得るウズラの１，２５－ジヒドロキシビ

タミンＤ３誘発アスタシン様メタロペプチダーゼ、（外胚葉系列の分化とそれに

続く胎芽のパターン化に関わり得ると思われる）海ウニ胞胚プロテアーゼ－１０

、発生段階のマーカーであるアフリカツメガエル胚蛋白質UVS.2.、並びに発生の

極く初期の胞胚段階中に空間制限パターンで発現される海ウニVEB遺伝子を含む

。これらのC1r/s－含有アスタシンメタロプロテアーゼは、蛋白質－蛋白質相互

作用および胚の発生においてある役割を果たしていると思われる。C1r/sドメイ

ンは、また、非プロテアーゼ蛋白質にも見いだされた。これらを挙げると、神経

系で発生的に発現されるカルシウム独立・細胞接着分子であるニューロピリン（

neuropilin）（Ａ５蛋白質）、および肉芽腫生成および腫瘍形成中に細胞－細胞

間および細胞－基質間相互作用に関わりがあり得るだろうヒアルロネート結合性

蛋白質である腫瘍壊死因子－誘発性蛋白質TSG-6がある。

      【０１６１】

  図１２はマトリプターゼの構造の模式図を与えるものである。このプロテアー

ゼは６８３個のアミノ酸より成り、その蛋白質産生物は７５，６２６という計算

質量を有する。このプロテアーゼは２個の直列補体サブ成分１ｒドメインおよび

１ｓドメイン（C1r/s）と、４個の直列LDL受容体ドメインを含んでいる。そのセ

リンプロテアーゼドメインはカルボキシル末端にある。

      【０１６２】

  アミノ酸の疎水性領域はアミノ末端において同定された。この領域はシグナル

ペプチドとして役立つようである。

      【０１６３】

実施例３

マトリプターゼを診断用指示薬として使用する方法

  前記のように、ニップル吸引液、組織生検、アーカイバル組織、穿針生検から

の液体、または細胞若しくは生物体液を含む任意の生物学的試料も、細胞中にお

けるマトリプターゼの存在を同定する手段として使用することができる。マトリ

プターゼの存在は、また、授乳乳腺中以外の組織（例えば、上皮細胞）中にも検
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出することができる。原形質膜の局在化、RCM-分解活性およびマトリプターゼの

乳房細胞中での発現を仮定すれば、蛋白質およびマトリプターゼ－蛋白質錯体の

形のものが癌の逆位および転移を含めて癌の発症および進行に関わっているだろ

う。従って、癌の発症および進行、または他の異常な状態の発症および進行を阻

害するために、マトリプターゼの活性または発現を調節する試剤を用いることが

できる。

      【０１６４】

  １つのそのような化合物は、大豆誘導ボーマン－バーク・インヒビター（BBI

）である（BirkのMethods Enzymol.，45：700-7（1976））。BBIはセリンプロテ

アーゼの阻害剤であって、モデル系において、腫瘍の開始と進行を妨げることで

抗癌活性を有すると従来から述べられている（例えば、Kennedy等のCancer Res.

，56：679-82（1996）を参照されたい）。組織中のマトリプターゼは、ヒトの乳

汁中に見いだされる完全形態中におけるマトリプターゼの発見とは異なる意義を

有するという知見は、マトリプターゼをして、そのような阻害剤から恩恵を受け

る人を確認するのを可能にする。例えば、乳房の悪性腫瘍および前悪性腫瘍状態

を治療する方法は、（１）乳房組織または乳房からの体液中にマトリプターゼが

存在するかどうかを確認し、そしてそのようなマトリプターゼが見いだされたな

らば、腫瘍形成－阻害有効量のBBIを投与することを含む。BBI濃厚物、即ちBBIC

は、ニップル吸引液、または穿針生検からの組織を含めて生検からの組織におけ

るマトリプターゼの存在により示されるように、乳癌に罹りやすい人の腫瘍開始

を阻害する手段として、血液中に０．００１～１ｍＭ濃度のBBI血中レベルを達

成するのに十分な用量で投与することができる。BBIは、腫瘍開始および進行モ

デル系での蛍光性基質検定法およびチモグラフィー（zymography）により示され

るように、マトリプターゼ活性を用量依存性様式で低下させることができる。BB

Iはマトリプターゼ上のセリンプロテアーゼ活性部位と直接相互作用する。

      【０１６５】

実施例４

マトリプターゼの諸形態の分子モデリング

  この実施例では、マトリプターゼの錯体化形態および非錯体化形態と相互作用
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することができる分子（例えば、ペプチドおよび小さい化合物）を同定する方法

が説明される。本明細書に記載されるプログラムを用い、または他の入手可能な

プログラムを用いる分子モデリングを利用することによって、マトリプターゼの

活性部位に、またはC1r／C1sのようなマトリプターゼ上の他の適切な部位に結合

する化合物を同定することができる。

      【０１６６】

  T-47D細胞中の主要な非錯体化マトリプターゼの差次的発現の分子基礎を理解

するために、本発明者は授乳乳腺中の主要錯体化形態と比較した。錯体化マトリ

プターゼと非錯体化マトリプターゼとの構造の相違を比較し、そしてマトリプタ

ーゼのセリンプロテアーゼドメインの、HAI-1の両クニッツドメインとの相互作

用を３次元モデリングすることによって、マトリプターゼとHAI-1との間の相互

作用を調べた。これらの結果は、錯体化マトリプターゼはその活性化された２本

鎖形態となっていること、およびHAI-1のクニッツドメイン１は酵素の阻害ドメ

インである可能性があることを明らかにした。

      【０１６７】

  材料および方法。mAb類の給源：ラット誘導アンチマトリプターゼmAb 21-9は

、従来説明されたように（Lin等の１９９７、およびそれに関連する、１９９７

年１０月７日に出願されたDickson等の米国特許出願第０８／９５７，８１６号

明細書を参照されたい）、T-47D乳癌細胞から単離されたマトリプターゼを免疫

原として用いて製造された。マウス誘導アンチマトリプターゼmAb M32およびア

ンチ-HAI-1 mAb M58およびM19は、実施例１に記載したように、95-kDaマトリプ

ターゼ／HAI-1錯体を免疫原として用いて製造された。

      【０１６８】

  ヒトの乳汁、T-47D乳癌細胞、およびMTSV 1.1B乳汁誘導乳房上皮細胞に由来す

るマトリプターゼの精製----マトリプターゼは授乳乳腺により、SV40T抗原－不

死化（immortalized）乳房管腔上皮細胞により、およびヒト乳癌細胞により発現

される。この酵素は乳汁中に錯体化形態で検出されたが、それはMTSV 1.1B中で

は錯体化形態と非錯体化形態との混合物であり、またT-47D細胞中ではそれは主

として非錯体化形態で存在していた。錯体化マトリプターゼを精製するために、
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ヒト乳汁をCM-セファロースクロマトグラフィーで分別し、次いで９５－kDaのマ

トリプターゼ錯体画分を、前記実施例１に記載したように、アンチマトリプター

ゼmAb ２１－９－セファロース・イミュウノアフィニティーカラム上に装填した

。結合蛋白質をｐＨ２．４の０．１Ｍグリシン緩衝液で溶離し、この低ｐＨ状態

で貯蔵した。非錯体化マトリプターゼを精製するために、錯体化マトリプターゼ

およびHAI-1を、まず、血清を含まないT-47D細胞－調節培地をアンチ-HAI-1 mAb

 M58-セファロースカラムを通過させることによって消耗させた。非結合画分（

流通画分）をさらに２１－９－セファロースカラム上に装填し、そして結合蛋白

質を、従来説明されたように（Lin等の１９９７）、ｐＨ２．４の０．１Ｍグリ

シン緩衝液で溶離した。この溶離された蛋白質をそれらの分解を防ぐために低ｐ

Ｈ状態で貯蔵した。非錯体化マトリプターゼと錯体化マトリプターゼとの混合物

はMTSV 1.1B細胞－調節培地からアンチマトリプターゼ２１－９－セファロース

・イミュウノアフィニティークロマトグラフィーで精製した。

      【０１６９】

  対角線ゲル電気泳動：非煮沸／煮沸および非還元／還元の２つの異なる対角線

ゲル電気泳動を行った。非煮沸／煮沸対角線ゲル電気泳動は、実施例１に記載さ

れたように、マトリプターゼ／HAI-1の構成成分、およびマトリプターゼとHAI-1

との間の非共有結合性相互作用を調べるために用いられた。簡単に述べると、第

一相において、マトリプターゼ錯体を、還元剤の非存在下において、非煮沸条件

下でのSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離した。ゲルのストリップ

をスライスし、還元剤の非存在下においてSDS試料緩衝液中で煮沸し、そして第

二SDSポリアクリルアミドゲル上で電気泳動させた。構成成分とそれらの共有結

合性相互作用を調べるために、異なる給源からのマトリプターゼ試料を非還元／

還元対角線ゲル電気泳動にかけた。第一相において、マトリプターゼを還元剤の

非存在下においてSDS試料緩衝液中で煮沸し；第二相においてゲル化ストリップ

を還元剤の存在下で煮沸した。

      【０１７０】

  マトリプターゼの４５－および２５－kDaのフラグメントのアミノ酸配列分析

：乳汁誘導９５－kDaのマトリプターゼ錯体を、前記のように、ＣＭ－セファロ
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ース・クロマトグラフィーおよびアンチマトリプターゼmAb ２１－９－セファロ

ース・イミュウノアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製した。マトリ

プターゼの４５－および２５－kDaの両フラグメントを前記のように非還元／還

元対角線電気泳動で分離し、次いでポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に移した。

これら２つのフラグメントのアミノ酸配列を、エール大学（Yale University）

のHoward Hughes Medical Institute Biopolymer LaboratoryおよびW. M. Keck 

Foundation Biotechnology Resource Laboratoryにおいて、従来説明されたよう

にして（MatsudairaのJ. Biol. Chem.，262：10035-38（1987））測定した。

      【０１７１】

  トリプシン基質であるBOC-Gln-Ala-Arg-AMCの開裂により求められるマトリプ

ターゼの蛋白質分解活性：Ｐ１部位としてアルギニンまたはリシンを持つ各種の

蛍光性プロテアーゼ基質は、実施例２に記載したように、マトリプターゼにより

開裂され得る。これらの基質の内で、ｔ－ブチルオキシカルボニル（BOC）-Gln-

Ala-Arg－７－アミノ－４－メチルクマリン（Sigma；St. Louis、MO）が最良の

ものであると思われる。この基質を用いて、マトリプターゼを、ｐＨ８．５の２

０ｍＭトリス（Tris）緩衝液中で、２５℃において、総容量２００μＬで検定し

た。最終基質濃度は０．１ｍＭであった。開裂速度は蛍光分光光度計（Hitachi

、F-4500）で測定した。

      【０１７２】

  免疫ブロット法：蛋白質試料を、示したとおり、１０％SDS-PAGEで分離し、PV

DFに一晩かけて移動させ、続いてmAb類によりプローブした。免疫反応性のポリ

ペプチドを、HRP-標識第二抗体およびECL検出系（Pierce、Rockford、IL；NEN、

Boston、MA）を用いて可視化した。

      【０１７３】

  Ｍ５８－セファロースカラムの調製およびイミュウノアフィニティークロマト

グラフィー：mAb Ｍ５８／モルのCNBR－活性化セファロース４Ｂ・５ｍｇをメー

カー指示書（Pharmacia；Piscataway、NJ）に明記されるとおりカップリングさ

せることによってイミュウノアフィニティーマトリックスを調製した。そのイミ

ュウノアフィニティーカラムをPBSで平衡化し、そして１ｍＬのカラム上にT-47D
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ヒト乳癌細胞からの濃縮媒体を７ｍＬ／時の流量で装填した。そのカラムを１０

ｍＬのPBS中１％トリトン（Triton）X-100で、次いで１０ｍＬのPBSで洗浄した

。次に、結合蛋白質を０．１Ｍグリシン－HCl（ｐＨ２．４）で溶離し、そして

直ちに各画分を２Ｍトリズマ（Trizma）塩基で中和した。

      【０１７４】

  HAI-2のノーザン解析：T-47D細胞からの総RNA（１０μｇ）を変性し、そして

電気泳動させ、それからナイロン膜に移した。この膜を、記述されるように（Ka

waguchi等のJ. Biol. Chem.，272：27558-64（1997））、32P－標識HAI-2フラグ

メントとハイブリッド形成させた。

      【０１７５】

  モデリング：MODELLER（Sali等のPROTEINS：Structure Function & Genetics

，23：318-26（1995））で実行された相同性モデリングを選択して、マトリプタ

ーゼのセリンプロテアーゼドメイン（Ｂ鎖）の３次元構造、およびHAI-1の２つ

のクニッツドメインの３次元構造を構築した。プログラム・BLAST（Altshul等の

Nucleic Acids Res.，25：3389-3402（1997））を用いて、マトリプターゼおよ

びHAI-1と同様のアミノ酸配列を有する既知の構造を持つ鋳型蛋白質について蛋

白質データーバンク（Protein Databank：PDB）（Bernstein等のJ. Mol. Biol. 

Chem.，112：535-42（1977））を調査した。全ての構造を目標配列と合わせるた

めにBLASTも使用した。PDBからのエントリー（entry）１hxeのトロンビンは一致

度（identities）３４％、確度（positives）５３％および懸隔度（gaps）６％

であって、マトリプターゼの良好な鋳型であることが見いだされた。PDB由来エ

ントリー１aapの、アルツハイマー病β－アミロイド蛋白質前駆体のプロテアー

ゼ阻害剤ドメインは一致度４５％および確度５６％であって、HAI-1のクニッツ

ドメインの良好な鋳型であることが見いだされた。一致度４５％および確度６２

％を持つ同じ鋳型・１aapが、HAI-1のクニッツドメイン２の構造を構築するのに

用いられた。CHARMMプログラム内でオプションのHBUILD（Brunger等のPROTEINS

：Structure Function & Genetics，4：148-56（1988））を用いて水素を割り当

てた。次に、このプログラム・CHARMM（Brooks等のJ. Comput. Chem.，4：187-2

17（1983））を、全原子パラメーターセット・CHARMM２２（Mackerell, Jr.等の
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J. Phys. Chem.，102：3586-16（1997））と共に用いて全ての構造を正確化した

。全構造を、まず、最急降下ステップ数（Steepest descent steps）５０および

選定基準ニュートン‐ラフソンステップ数（Adopted-basis Newton-Raphson ste

ps）５００により最小化した。分子動力学、即ちＭＤのシミュレーションを用い

てどの構造についてもさらに正確化した。ＭＤシミュレーションにおいては１ｆ

ｓの時間ステップと３００Ｋの温度が用いられた。CHARMMで実行されたホエニグ

（Hoenig）溶媒和モデル（Sharp等のBiochem.，30：9686-97（1991））を用いて

溶媒和の効果を現した。プロテアーゼ－阻害剤錯体は、その阻害剤をＰ１残基、

クニッツドメイン１中のArg-260およびクニッツドメイン２中のLys-385によりマ

トリプターゼのＳ１部位の方向に向けることによって作られた。Ｂ鎖ナンバリン

グ法（B chain numbering）を用いての、Ｓ１部位からの、Ｐ１残基とAsp-185と

の間の初期距離は１７～１９Åであった。従来のＭＤ法よりもはるかに良好な配

座調査効率を有することが示された自己誘導分子動力学シミュレーション（Self

-guided molecular dynamics simulation：SGMD）（Wu等のJ. Chem. Phys.，110

：9401-10（1999））を用いて、マトリプターゼのセリンプロテアーゼドメイン

とHAI-1のクニッツドメインとの間の錯体の平衡構造を得た。HAI-1のＰ１残基の

グアニジノ基またはアミノ基とマトリプターゼからのAsp-185のカルボキシル基

との間の距離を徐々に減少させるために、抑制ポテンシャルを適用した。２つの

残基間の最終距離は、PDBでのエントリー１avw（Bernstein等の１９７７）の大

豆トリプシン阻害剤とのトリプシン錯体のＸ－線構造で観察される２．２～６．

０Åと設定された。マトリプターゼは、初めの１００～２８０ｐｓがコンピュー

ター時間を節約するようにするために固定された。この後に１００ｐｓのSGMDが

マトリプターゼを束縛することなく行われた。

      【０１７６】

  結果：錯体化マトリプターゼは活性化された２本鎖形態であるが、その非錯体

化酵素の大部分は１本鎖の酵素原形態をしている：実施例１および２において、

マトリプターゼは、ヒト乳汁中のHAI-1の４０－kDaフラグメントとの９５－kDa

錯体と比較して、T-47D細胞中に主として非錯体化形態として検出された。マト

リプターゼとHAI-1との間の強い相互作用は、これを、還元剤の非存在下におけ
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る煮沸後に解離させることができた。HAI-1は、また、T-47D細胞中でも主として

非錯体化形態で検出されたので、マトリプターゼとHAI-1との間には相互作用は

生じないようであった。ウシ膵臓トリプシン阻害剤（Ruhlmann等のJ. Mol. Biol

.，77：417-36（1973））およびカボチャの種のプロテアーゼ阻害剤（Zbyryt等

のBiol. Chem. Hoppe Seyler，372：255-62（1991））のようなある種のセリン

プロテアーゼ阻害剤は、トリプシノゲンのような、セリンプロテアーゼの潜在形

態に結合することができる。しかし、セリンプロテアーゼのほとんどで、セリン

プロテアーゼ阻害剤に対するそれらの結合には、基質結合ポケットの適正な形成

をもたらす、標準的な活性化モチーフにおける酵素の開裂が必要とされる。従っ

て、T-47D細胞由来マトリプターゼとHAI-1との間の相互作用不足は、T-47D細胞

によって産生されたマトリプターゼの大部分が１本鎖酵素原形態となっていると

いう事実の結果である可能性がある。これに対して、ヒト乳汁から単離された錯

体化マトリプターゼは、その活性化された２本鎖形態をしている可能性がある。

さらに、マトリプターゼは、MTSV 1.1Bの乳汁誘導されたSV40T不死化乳房上皮細

胞中では錯体化形態と非錯体化形態との混合物の形で検出された（実施例１を参

照されたい）。これは、これらの細胞により産生された潜在的な活性化されたマ

トリプターゼの混合物に由来する可能性がある。この仮説をさらに検証するため

に、本発明者は３種の給源からマトリプターゼを単離し、そしてこれら３種のマ

トリプターゼ試料を非還元／還元対角線ゲル電気泳動に付した。この電気泳動ア

ッセイでは、多重ジスルフィド結合成分を含んでいる蛋白質はそれらの構成成分

に解離され、そして同じ電気泳動路上に現れる。これに対して、１本鎖蛋白質は

解離されない。（乳汁からの）錯体誘導マトリプターゼは、４５－kDa（Ａ鎖）

および２５－kDa（Ｂ鎖）という見掛けの大きさを有する２つの群のポリペプチ

ドに転化された。これに対して、（T-47D細胞からの）非錯体化マトリプターゼ

は、この対角線ゲル電気泳動系で７０－kDaという見掛けの大きさを有する１本

鎖として観察された。MTSV 1.1B細胞から単離された試料の場合は、常に、１本

鎖マトリプターゼと２本鎖マトリプターゼとの混合物が観察された。これらの結

果は、錯体化マトリプターゼは２本鎖プロテアーゼであるが、これに対して非錯

体化マトリプターゼは１本鎖蛋白質であることを示唆している。
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      【０１７７】

  マトリプターゼの２本鎖形態生成のための開裂部位の位置を決めるために、４

５－kDaおよび２５－kDa成分を各々Ｎ－末端アミノ酸配列分析に付した。２５－

kDaのＢ鎖から得られたアミノ酸残基はVVGGTDADEGEWPであった。この配列は、多

分マトリプターゼ中の活性化モチーフ内の開裂部位から始まる。４５－kDaのＡ

鎖（２つの主要スポットと１つの副次的スポットを含む）を配列させたとき、２

つの部分的に重なり合っている配列（SFVVTSVVAFPTDSKTVORT；TVORTQDNSCSFGLHA

RGVE）が得られ、そしてその両者はマトリプターゼのアミノ末端に近い配列に合

った。これら２つの異なるアミノ末端配列はマトリプターゼＡ鎖の２つの主要ス

ポットに由来し、そしてこの２成分の異なる移動速度は異なるアミノ末端に由来

することを示唆している。

      【０１７８】

  HAI-1との相互作用によるマトリプターゼの阻害：HAI-1、2つのプロテアーゼ

阻害ドメイン（Kunitz ドメイン）を含むタンパク質は最初、マトリプターゼの

結合タンパク質として同定された。しかしながら95-kDaマトリプターゼ／HAI-1

複合体については、実施例2に記載のようにゼラチン分解活性が観察された。Kun

itz 阻害剤は可逆的および競合的な様式でセリンプロテアーゼに結合し、それを

阻害することが知られていることから、95-kDaマトリプターゼ／HAI-1複合体の

ゼラチン分解活性はザイモグラフィーの条件下に過剰なレベルの基質（1 mg/ml 

ゼラチン）により生じた可能性が考えられた。したがって、HAI-1がマトリプタ

ーゼ活性の阻害剤であることを証明するために、本発明者らは、セリンプロテア

ーゼとKunitz 型阻害剤の間にある相互作用は、酸感受性で可逆的であるという

事実を利用した。マトリプターゼおよびHAI-1の両者を人乳から免疫親和性クロ

マトグラフィーにより共精製し、グリシン緩衝液、pH 2.4中それらの非複合体化

状態に維持した。このマトリプターゼ／HAI-1プレパレーションをpH 8.0にして3

7℃でインキュベートすると、5分という短いインキュベーション時間ののちに、

マトリプターゼHAI-1の間の相互作用（95 kDa 複合体における）が起こるのが観

察された。インキュベーション30および60分後には、イムノブロットでは非複合

体化マトリプターゼは検出でなかった（図13A）。非複合体化マトリプターゼに
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ついてゼラチンザイモロジーで観察された強力なゼラチン分解活性（図13B）は

、95-kDa 複合体で観察されたゼラチン分解の痕跡量とは対照的である。さらに

合成蛍光基質のマトリプターゼによる切断速度は複合体の形成後には低下した（

図13C）。これらの結果は、HAI-1がマトリプターゼの阻害剤であり、これらの2

分子の相互作用は酸感受性で可逆的な接触阻害を招くことの直接的な証拠である

。

      【０１７９】

  HAI-1の異なるフラグメントとマトリプターゼの結合から異なるマトリプター

ゼ／HAI-1生じる：実施例１においては、2つのマトリプターゼ／HAI-1複合体が

人乳から精製された。すなわち、（1）マトリプターゼとHAI-1の40-kDaフラグメ

ントおよびマトリプターゼと（2）HAI-1の25-kDaフラグメントである。これに反

して、T-47D乳癌細胞においては、見かけのサイズ 95- および 110-kDaの2つの

マトリプターゼ複合体が抗-マトリプターゼmAbによって検出された（Linら, 199

7）。これらの2つの複合体は抗-HAI-mAbによっても検出され、これはT-47D細胞-

由来 110- および 95-kDa複合体はHAI-1を含有することが示唆される。しかしな

がら、110-kDa複合体の成分は明らかではない。したがって、これらの2複合体の

成分を検討するため、抗-HAI-1mAb M58-Sepharoseおよびノンボイルドボイルド

対角線電気泳動を使用する免疫親和性精製の組み合わせを実施した。期待された

ように、110- および 95-kDa複合体の両者が抗-HAI-1mAb M58-Sepharoseによっ

て精製された。これらの複合体に加えて、見かけのサイズ50-kDaおよび95-kDaの

複合体を有する2つの主要なHAI-1フラグメントならびにそれらの間に小さなフラ

グメントが免疫親和性クロマトグラフィーによって精製され、イムノブロットで

確証された、精製された110- および 95-kDa複合体の両者が還元剤の不存在下に

煮沸によって解離し、マトリプターゼはこれらの2つの複合体から放出されるよ

うであった。

      【０１８０】

  50- および40-kDa HAI-1フラグメントがそれぞれ110- および 95-kDa複合体の

構成サブユニット（単数または複数）であるか否かをさらに検討するため、両サ

ンプルをノンボイルドボイルド対角線電気泳動に付した（図4）。95-kDa複合体
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を煮沸し、マトリプターゼ、およびHAI-1の40-kDaと同じ移動速度を示す40-kDa

タンパク質に変換した。110-kDa複合体を煮沸し、マトリプターゼ、およびHAI-1

の50-kDaと同じ移動速度を示す50-kDaタンパク質に変換した。110- および 95-k

Da複合体はいずれも固定化抗-HAI-1 mAb M58（免疫クロマトグラフィー）によっ

て捕獲され、他の抗-HAI-1 mAb M19を用いたウムノブロット分析によって検出さ

れるので、これらの50- および40-kDaタンパク質は抗-HAI-1 mAbと相互作用する

HAI-1フラグメントであると思われる。この観察は、癌細胞由来の95-kDaマトリ

プターゼ複合体は、実施例1に記載したように以前単離された複合体に類似し、H

AI-1の40-kDaフラグメントに結合したマトリプターゼを含有することを示唆する

。110-kDa複合体はHAI-1の50-kDaフラグメントを含有する。

      【０１８１】

  分子モデリングにより推定されたマトリプターゼB鎖の三次元構造：マトリプ

ターゼとHAI-1の2つのKunitz ドメイン間相互作用をよりよく理解するために、

本発明者らはマトリプターゼのセリンプロテアーゼドメイン（B鎖）およびHAI-1

の両Kunitz ドメインの三次元構造を描くためのホモロジーモデリングを用いた

。マトリプターゼの鋳型タンパク質としてはヒトのトロンビンを使用した。マト

リプターゼとヒトトロンビンの間の配列同一性および類似性はそれぞれ34％およ

び53％であるから、マトリプターゼの3D構造は正確にモデルすることができる。

HAI-1のKunitzドメイン1および2に対する鋳型タンパク質としては、アルツハイ

マー病アミロイドβ-タンパク質のプロテアーゼ阻害ドメインを使用した。

Kunitzドメイン1および2とアルツハイマー病アミロイドβ-タンパク質の配列同

一性は45％であり、モデルされた構造は、残基の90％について1Åという低い主

鎖RMS誤差を有することが期待される（Sali, Curr .Opim. Biotech. 6: 37-51, 

1995）。

      【０１８２】

  マトリプターゼとトリプシン、トロンビンおよび第Xa因子間の高い配列同一性

に基づいて、本発明者らは保存的Cys残基が保存的ジスルフィド結合を形成する

に違いないことを提案する。すなわち、マトリプターゼのセリンプロテアーゼド

メイン（B-鎖）は3個のジスルフィド結合：Cys-27およびCys-43, Cys-162および
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Cys-166, Cys187およびCys216を有する可能性がある（残基番号はB-鎖自体に基

づいて命名された）残基Ser-191 His-42およびAsp-97は触媒三つ組センターを形

成し、これらは酵素の表面に位置する。Cys-27およびCys-43の間のジスルフィド

結合は、トリプシンの場合のようにHis-42の位置を安定化する。負に荷電した残

基Asp-185はS1結合部位の底部に配置され、これは、マトリプターゼのP1位置に

おける正に荷電した残基Arg/Lysとの基質優先性を示す実験的データと一致する

（実施例2）。Cys-216およびCys-187の間のジスルフィド結合ならびにAsn-220お

よびSer-188の間の水素結合はトリプシンの場合と同様、Asp-185の位置を安定化

する。Gly-215, Gly-216, Ala-217およびGln-218はS1結合ポケットの入口に位置

する。S1のポケットは、疎水性結合部位を形成するLeu-18, Ala-20, Leu-21, Il

e-26およびTrp-58によって表示される。Cys-27およびCys-43の間のジスルフィド

結合はIle-26の位置を安定化する。之は結合部位の幾何学に重要である。これら

の特徴に加えて、マトリプターゼはAsp-46, Asp-47およびAsp-91によって形成さ

れる負に荷電した結合部位を有する。

      【０１８３】

  マトリプターゼに関しても同じアプローチを用いて、HAI-1のKunitzドメイン1

および3におけるジスルフィド結合をアサインした。Kunitzドメイン1の3つのジ

スルフィド結合はCys-275とCys-296, Cys-250とCys-300, Cys283とCys-259の間

にある。Cys-250とCys-300の間のジスルフィド結合はこのドメインの末端部分を

架橋し、Cys-259とCys-283の間のジスルフィド結合はArg-260（P1残基）、Arg-2

58およびLeu-284（P1' 領域）を安定化する。

      【０１８４】

  HAI-1のKunitzドメイン2の構造も3つのジスルフィド結合、Cys375-Cys-425, C

ys-384-Cys-408, Cys400-Cys-421を有する。Cys-375とCys-425の間のジスルフィ

ド結合はKunitzドメイン2の末端部分を架橋する。Cys-384とCys-408はLys-385（

P1残基）およびLeu-383（推定P1' 領域）を安定化する。Leu-383の位置はKunitz

ドメイン1からのArg-258の位置に相当することを銘記すべきである。この残基は

Kunitzドメイン1からのLeu-284に相当する残基はTyr-409である。これら2つの構

造上の変化がKunitzドメイン2のマトリプターゼへの結合に影響する可能性があ
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る。

      【０１８５】

  分子モデリングによって決定されたマトリプターゼとHAI-1の両Kunitzドメイ

ンの相互作用：Kunitzドメイン1とマトリプターゼの間の平衡化構造から、両タ

ンパク質の間の主要な結合力は塩の架橋であることが分かる。Asp残基に結合す

るArg-258とArg-260は約20Å離れていることに留意するのが重要である。HAI-1

のArg-260はマトリプターゼのS1部位に結合するが、これに対しHAI-1のArg-258

はマトリプターゼの負に荷電した部位に結合する。類似の結合様式が、大豆トリ

プシン阻害剤と複合体化したトリプシンのX-線構造において以前に観察されてい

る（Bernsteinら, 1977）。いずれの場合も、大豆トリプシン阻害愛ではIleによ

り、HAI-1ではCysにより分離された2つのArg残基がプロテアーゼ内の離れたAsp

残基に結合する。塩架橋に加えて、HAI-1のLeu-284とマトリプターゼのAla-20, 

Ile-26およびTrp-58によって形成される疎水性ポケットの間には疎水性相互作用

が観察された。これは、マトリプターゼが疎水性のP1' 残基を有する基質を好み

、その残基のサイズはそのS1' 部位のサイズによって決定されることを示唆する

。

      【０１８６】

  マトリプターゼとHAI-1のKunitzドメイン2間の複合体では、逆に荷電した基の

間の二座配位相互作用は単座配意位相互作用よりも安定であることが知られてい

るので、P1' 残基、Lys-385はKunitzドメイン1からのArg-260より弱く結合して

いる。これは一連のトロンビン阻害剤で以前に観察されている。たとえば、P1残

基としてArgをもつDuP714はP1残基としてLysをもつ類縁体よりも6倍Ki値を有す

る（Weberら, Biochem. 34: 3750-7, 1995）。Kunitzドメイン2のP1部位（Lys-3

85）とマトリプターゼB-鎖S1部位との間の弱い相互作用に加えて、Kunitzドメイ

ン2におけるP1残基の隣の負に荷電した残基（Glu-386）もS1部位に対するLys-38

5の結合を低下させる。これに反し、Kunitzドメイン1における相当する残基は非

荷電の最少の残基であるGly-261である。他の多分重要な残基はLeu-383である。

この残基は推定S1' 部位に弱く結合し、この部位の基質認識のための重要性を示

唆する（S1部位に加えて）。この残基はHAI-1のKunitzドメイン1からのArg-258
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に相当し、Kunitzドメイン2が歪みのある方向性でマトリプターゼに結合するこ

とが示唆され、これはKunitzドメイン1に比較してマトリプターゼに対するその

親和性はさらに低下させるものと思われる。Tyr-409は推定S1' 結合部位のトッ

プに結合する。Tyr-409はCys-384-Cys-408ジスルフィド結合を介してLeu-383に

連結し、したがって、2つの残基の位置は相互に連結するので、Leu-383が推定S1

' 部位と適切に相互作用することはできない。要約すると、本発明者らの結果は

、HAI-1 Kunitzドメイン1は、HAI-1 Kunitzドメイン2よりもマトリプターゼとは

るかに良好な相互作用を有する。

      【０１８７】

  実施例2においては、マトリプターゼは、アルギニン残基におけるその一次切

断およびP2部位におけるかなりルーズな基質選択性の2つの意味でペプシン様の

活性を示すことが観察された。マトリプターゼのゼラチン分解活性には、このス

ペクトルの広い切断活性が寄与するものと思われる。したがって、マトリプター

ゼの強力なタンパク分解活性が調節される正確な機構には、望ましくないタンパ

ク分解を防止するために要求されるように思われる。大部分の他のセリンプロテ

アーゼ阻害剤にみられるように、マトリプターゼは一本鎖ザイモゲンちして合成

され、その同族の阻害剤、HAI-1に対する結合親和性を欠いている。マトリプタ

ーゼの活性化の考えられる気候は、活性化モチーフにおける切断による一本鎖マ

トリプターゼの二本鎖型への変換である。したがって、マトリプターゼのタンパ

ク分解的活性化は可逆的過程と考えられ、この酵素のそのKunitz型阻害剤との相

互作用は望ましくないタンパク分解を防止するために重要な阻害剤のコントロー

ルを提供する可能性がある。この仮説を支持するものは、大部分のマトリプター

ゼが未複合体化一本鎖またはその阻害剤に強固に結合して観察された二本鎖型の

いずれかに検出されたという事実である。

      【０１８８】

  哺乳時に哺乳動物の基底膜の再モデリングが上昇し（Beckら, Biochem. Bio p

hys. Res. Commun. 190: 616-23, 1993）、この過程でプロテアーゼが関与して

いる（Talhoukら, Development 112: 439-49, 1991）。ヒト乳汁中におけるマト

リプターゼの同定はこの酵素が、組織再モデリングおよび哺乳の他の態様で重要
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な役割を果たしている可能性を示唆する。この仮説は、人乳中ではマトリプター

ゼがとくに活性化された2鎖型で同定される事実によってさらに確認され、プロ

テアーゼの活性化は哺乳時に増強されることが示唆される。マトリプターゼは哺

乳中の乳腺では活性化されるが、HAI-1への結合により阻害される。これらの結

果は、マトリプターゼがザイモゲンとして合成され、適切な時期に適切な場所で

のみ活性化され、ついで望ましくないタンパク分解を防止するためにHAI-1によ

り阻害され、最終的にはマトリプターゼ／HAI-1複合体として乳汁中に放出され

ると思われることを示唆するものである。

      【０１８９】

  T-47D乳癌細胞においては、一本鎖マトリプターゼがプロテアーゼの主要な型

であり、その複合体（110- および95-kDa）もイムノブロットにより容易に検出

することができる。にもかかわらず、マトリプターゼは初期にはこの細胞型に、

ゼラチンザイモグラフィーでアッセイし（Shiら, Canc. Res. 53: 1409-15, 199

3）主要なゼラチン分解活性として同定された。これらの結果は、一本鎖マトリ

プターゼは酵素的に活性であるか、またはT-47D細胞によって発現される一本鎖

マトリプターゼに類似のサイズを有する痕跡量の二本鎖の活性なマトリプターゼ

が存在することを示唆する。一本鎖マトリプターゼの活性三つ組部位および基質

結合ポケットが十分に形成されていない場合に、高レベルの一本鎖マトリプター

ゼおよびHAI-1がそれらの非複合体化型で共存することから、後者の可能性は考

え難い。T-47D細胞中に見出されたゼラチン分解に寄与する低レベルの二本鎖マ

トリプターゼの存在が考えやすい。一本鎖マトリプターゼが完全に潜伏性である

ことを証明する本発明者らの実験を行うためには、二本鎖マトリプターゼの夾雑

のない一本鎖マトリプターゼをもつことが必要である。活性化部位に点突然変異

を有するマトリプターゼの発現は、二本鎖マトリプターゼの夾雑のない一本鎖マ

トリプターゼを得る最も説得性のある方法である。

      【０１９０】

  HAI-1は、55-kDa、完全な膜タンパク質として、そのC末端における推定膜貫通

ドメインに基づいて合成される（Shimomuraら, J. Biol. Chem. 272: 6370-6, 1

997）。これは、膜結合阻害剤の見かけのサイズが55-kDa であり、膜分画との阻



(77) 特表２００２－５３９０９３

害剤の会合は2M KClの洗浄に抵抗し、完全膜タンパク質の特徴があることの観察

によって支持される。HAI-1の50-kDa フラグメントはHAI-1の切断型であるらし

い。切断部位は、50-kDaフラグメントがT-47D細胞の条件付けメジウム中阻害剤

の主要な型として検出されたことから、膜ドメインに近いと考えられる。50-kDa

 HAI-1はKunitzドメインおよびLDL受容体ドメインの両者を有し、マトリプター

ゼと相互作用して110-kDa複合体を形成できるものと考えられる。

      【０１９１】

  50-kDa HAI-1 フラグメントの更なる分解も、C末端、多分Kunitzドメイン内で

起こる可能性があり、40-kDa フラグメントを発生すると思われる。40-kDa フラ

グメントのアミノ末端配列はGPPPAPPGLPAGであることが同定された（実施例2お

よび Shimomuraら, 1997）ので、このフラグメントは全Kunitzドメイン2をカバ

ーするのに十分大きくはない（Shimomuraら, 1997）。したがって、40-kDa HAI-

1 フラグメントは無傷な唯一のKunitzドメイン（Kunitzドメイン1）およびLDL受

容体ドメインを含有するものと思われる。この40-kDa HAI-1フラグメントはまた

マトリプターゼと複合体化して95-kDa種を形成することもできる。依然としてマ

トリプターゼに対する結合親和性を示す実施例1で考察した25-kDa フラグメント

は、最初の7つのアミノ酸残基が阻害剤の残基154から160をまたぐ配列と同一で

あることから、HAI-1のArg-153における40-kGa阻害剤フラグメントの切断によっ

て発生したものと思われる。40-kDa フラグメントと共通して、25-kDa フラグメ

ントはKunitzドメイン1とLDL受容体ドメインのみを含有し、マトリプターゼと相

互作用して85-kDa複合体を形成できる。これらの観察は。Kunitzドメイン2では

なくKunitzドメイン1がマトリプターゼの阻害性ドメインであるらしいことを示

唆する。マトリプターゼおよびその阻害剤、ならびにそれらの相互作用を図14に

要約する。

      【０１９２】

  HAI-1のKunitzドメイン1がマトリプターゼの阻害に関与できるドメインである

との仮説は、さらにコンピューターモデリングからの観察により支持される。Ku

nitz 1ドメインおよびKunitz 2は両者とも、正に荷電したP1残基（Arg-260ドメ

イン1およびドメイン2中のLys-385）を含有するので、それらはそれぞれトリプ
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シン様セリンプロテアーゼたとえばマトリプターゼを、それらの残基を基質結合

ポケットにはめるために用いて阻害する可能性をもっている。Kunitzドメイン1

では、第二の塩架橋が複合体を安定化するばかりでなく、基質が活性部位に接近

するのを遮断するように阻害剤を方向づける。この相互作用はKunitzドメイン2

との複合体には欠けている。したがって、Kunitzドメイン1はマトリプターゼと

の安定な複合体の形成に関与するドメインであるように思われる。この示唆は、

阻害剤の40-kDaおよび25-kDaフラグメントがマトリプターゼと安定な複合体を形

成できることの観察と一致する。

      【０１９３】

  第二のの塩架橋は、マトリプターゼの陰イオン性部位に架橋する、阻害剤のAr

g-258と同一であった。可能性のある抗-トリプシン様セリンプロテアーゼKunitz

ドメイン（P1部位におけるArgまたはLys）を含有するタンパク質の検索はGenBan

kにおいて実施した。本発明者らは、ヒトにおけるHAI-1のArg-238に相当する位

置にArg残基を含有する第二のKunitz型阻害剤を同定した。別のグループで同定

されたこのタンパク質はGeneBankにおける受入番号（ABOO 6534; U78095; およ

びAF027205）を有し、胎盤ビクニン（Marlorら, J. Biol. Chem. 272: 12202-8,

 1997）またはHGFアクティベーターインヒビター2（FAI-2）（Kawaguchiら, J. 

Biol. Chem. 272: 27558-64, 1997）と命名された。HAI-1と同様にHAI-2は、MKN

 45ヒト胃癌細胞から同定され、HGFアクティベーターの阻害剤であることが示さ

れた（Kawaguchiら, 1997）。HAI-2はその膜貫通ドメインおよびその2つのKunit

zドメインで類似する。HAI-2はまたヒト胎盤からも単離されている。それが2個

のKunitzドメインを含有することから、それは胎盤ビクニンとも命名されている

（2つのKunitzドメイン）。それのHGFアクティベーターの遮断に加えて、胎盤ビ

クニンはヒト胎盤、ヒト組織カルクレイン、ヒト血漿カリクレインおよびヒトXI

a因子の強力な阻害を示す（Delariaら, J. Biol. Chem. 272: 12209-14, 1997）

。

      【０１９４】

  マトリプターゼとKunitzドメイン1の間に同定される第三の重要な結合力は、

阻害剤のLeu-284とマトリプターゼ中の、Leu-18, Ala-20, Ile-26およびTrp-58
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によって限界を定められた疎水性ポケットの間の疎水性相互作用である。胎盤ビ

クニン／HAI-2のKunitzドメイン1におけるこのLeu-284に相当する残基は、負に

荷電された残基Asp-72であり、これは、マトリプターゼが胎盤ビクニン／HAI-2

に遭遇したときにはこの疎水性相互作用は起こらないことを示唆する。したがっ

てマトリプターゼはその同種阻害剤（HAI-1）に比較して胎盤ビクニン／HAI-2と

弱い相互作用をする。この考え方は、マトリプターゼ阻害剤（HAI-1）および胎

盤ビクニン／HAI-2の両者がノーザンビロットにより測定されるように、T-47D細

胞およびMTSV 1.1B細胞によって発現されることの観察により支持される。HAI-1

のみがマトリプターゼの複合体中に同定された。

      【０１９５】

  110- および95-kDaマトリプターゼ／HAI-1複合体の成分の化学量論は直接決定

されていないが、測定されたマトリプターゼ（70-kDaの見かけ上のサイズおよび

HAI-1（40- および50-kDaフラグメント）は、それらのサイズおよび生成した複

合体のサイズに基づいて互いに 1:1 のモル比で結合するように思われる。本発

明者らは、マトリプターゼに対して少量の40-kDa HAI-1フラグメントのみが煮沸

によって95-kDaマトリプターゼから解離したことに注目する。この比較的少量の

40-kDa タンパク質の出現は、その小さなサイズおよび多分、クーマッシーブル

ーに対する弱い親和性から生じることができたものと思われる。マトリプターゼ

とHAI-1の間の結合は、これらの2つのよりコンパクトなコンフィギュレーション

を生じるように思われ、したがってゲル電気泳動上ではマトリプターゼ／HAI-1

複合体の見かけのサイズはそれらの成分の総和よりも小さい。

      【０１９６】

  マトリプターゼおよびその同種阻害剤は完全な膜タンパク質として生合成され

るものと思われる。「TM」は膜貫通ドメインの位置を指示する。「I」はKunitz

ドメインドメイン1を、「II」はKunitzドメインを2、「L」はLDL受容体ドメイン

である。両タンパク質の提案された処理工程は実施例4に記載する。

      【０１９７】

実施例５

  活性な二本鎖マトリプターゼに特異的に向けられたmAbの産生
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  マトリプターゼの活性化を検討するために、本発明者らは二本鎖マトリプター

ゼを特異的に認識するが、一本鎖型は認識しない2つの抗-マトリプターゼmAbを

得た（図17）。他のセリンプロテアーゼと同様に、マトリプターゼの活性化には

標準の活性化モチーフでの一本鎖特異的ペプチド結合の切断が要求される。この

切断は不活性セリンプロテアーゼを触媒的に活性型に転換しないのみでなく、別

個の高度に局在するコンフォーメーション変化も誘発しない。したがって、これ

らの活性化関連コンフォーメーションの変化に向けられたmAbは理論的に、活性

なマトリプターゼをその潜伏型から識別できる。本発明者らの以前の研究では、

免疫原として95-kDa マトリプターゼ／KSP1 複合体を用いて80以上のハイブリド

ーマクローンを発生させた。ハイブリドーマは95-kDa マトリプターゼ／KSP1 複

合体をノンボイルド条件下に認識可能で、非複合体化マトリプターゼは煮沸後に

認識できるmAbについて選択した。これらの抗-マトリプターゼmAbはT-47D乳癌細

胞を用いて、複合体化したマトリプターゼ（たとえば、二本鎖型）を不複合体化

マトリプターゼ（たとえば、一本鎖型）から識別できるmAbを選択するために条

件付けメジウムを使用してさらに試験した。T-47D細胞の細胞条件付けしたメジ

ウム中では、マトリプターゼは不複合体化一本鎖型および2つのマイナーな見か

けのサイズ110- および95-kDaのマトリプターゼ／KSP1複合体として優先的に発

現した。不複合体化の活性なマトリプターゼも存在するようで、ゼラチンザイモ

ロジーによる主要なゼラチン分解活性として検出された。これらの抗-マトリプ

ターゼmAbはここではmAb M130と表示され（図17, レーン1）、マトリプターゼは

主として複合体型および煮沸後に解離した2つの複合体型（110- および95-kDa）

中に検出された（図17, レーン2）。これに反し、mAb M123（IgG1）は95- およ

び110-kDaマトリプターゼ複合体（図17, レーン3）ならびにmAb M130を認識する

が、mAb M123は不複合体化マトリプターゼを弱いバンドによって示されるように

（図17, レーン3）mAb M130 より弱く認識した。110- および95-kDaのマトリプ

ターゼ複合体の免疫活性シグナルは煮沸後にマトリプターゼに変換された（図17

, レーン4）。さらにmAbおよびM69（IgG1）を特徴づけるために、二本鎖マトリ

プターゼに対して特異的な他のmAb（M32）を選択した。本発明者らは、ヒト乳汁

から精製された二本鎖マトリプターゼおよびT-47D細胞から精製された一本鎖マ
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トリプターゼを用いて抗体の免疫反応性を比較した。乳汁由来およびT-47D由来

マトリプターゼはいずれも抗-マトリプターゼmAb M32によって認識された（図17

, それぞれレーン5および6）が、mAb M123（図17, それぞれレーン7および8）お

よびmAb M69（図17, レーン9および10）はマトリプターゼの二本鎖型を認識する

のみであった。さらに、マトリプターゼの二本鎖型はマトリプターゼの一本鎖型

よりも遅い移動速度を有するように思われた（図17, レーン5をレーン6と比較）

。

      【０１９８】

  本発明を上記実施例を参照しながら詳細に説明したが、本発明の精神から逸脱

することなく、様々な改変が可能であることを理解すべきである。この出願に引

用されたすべての特許および刊行物はその全体を引用により本明細書に導入する

。以下の1999年3月12日に出願された関連米国特許出願および特許、すなわち米

国特許出願一連番号60/124,006, および1999年1月9日に発行された米国特許5,48

2,848（Dicksonら）、ならびに1997年10月27日出願のU.S.S.N.08/957,815（Dick

sonら）はそれらの全体が引用により本明細書に導入される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

    （抗マトリプターゼmAb 21-9に対して免疫活性のある110‐と95‐kDaタンパ

クの同定および母乳からの部分的精製）

  母乳タンパクは硫酸アンモニウムを加えることによって2つのプール、40％プ

ール(Ａ)および40－60％プール(Ｂ)、に分画した。両方の分画はさらにDEAEクロ

マトグラフィ－を用いて精製した。DEAE分画は癌細胞由来のマトリプターゼと反

対方向に誘導されるmAb  21-9を用いた免疫ブロット解析によって測定した。95-

および110-ｋDaの２つのバンドを指示されたように検出し、非複合体マトリプタ

ーゼは検出しなかった。Cにおいては、プールされた110-kDa(レーン１と２)およ

び95-kDa(レーン３と４)の両方の分画は室温(煮沸なし)もしくは95℃（煮沸あり

)で５分間SDS-PAGEに先だって還元剤なしで１×SDSサンプル緩衝液の中でインキ

ュベートした。またこれはmAb-21-9を用いたウエスタンブロット法にかけた。11

0-kDaタンパクは煮沸後泳動の速度が減少した。しかしながら、95-kDaタンパク
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は煮沸後非複合体のマトプリターゼに変換された。

    【図２】

    (マトリプターゼ複合体の免疫親和性精製)

  イオン交換クロマトグラフィー(図1参照)で部分的に精製されたマトリプター

ゼ複合体はmAb 21-９-セファロースカラム上に充填した。結合タンパクはpH2.4

のグリシン緩衝液で溶出し、２Mトリズマの追加によって中和した。溶出タンパ

クは室温(レーン１、煮沸なし)もしくは95℃(レーン２、煮沸あり)で５分間還元

剤なしで１×SDSサンプル緩衝液内でインキュベートした。サンプルはSDS-PAGE

によって溶解し、コロイドクーマシーで染色した。数バッチの精製で例の中に記

載したように、95-kDaマトリプターゼ複合体は主要バンドとして検出した。この

95-kDa複合体は煮沸後に非複合体のマトリプターゼおよび40-kDaのダブレットに

変換されることが可能であった。他の数バッチにおいては、95-kDa複合体に加え

て、識別できるサイズの85-kDaを含有したより小さい複合体もまた検出した(レ

ーン１)。この85-kDaマトリプターゼ複合体はまた煮沸の不完全マトリプターゼ

および25-kDaバンドに変換されることが可能であった（レーン２）。分子量マー

カーを示している。それはそれぞれBP‐40およびBP-25、40-および25-kDa結合タ

ンパクである。

    【図３】

    (この複合体が40-kDa結合タンパクダブレットに関連した非複合体マトリプ

ターゼに一致するという証拠を示している95-kDaマトリプターゼ複合体の対角線

ゲル電気泳動法)

  母乳由来の95- kDaマトリプターゼ複合体は対角線ゲル電気泳動にかけた。１

次元(D)において、煮沸処理しない95-kDaマトリプターゼ複合体はSDS-PAGEを用

いて分解した。その後ゲルの細片をスライスし、５分間還元剤なしで１×SDSサ

ンプル緩衝液中で煮沸した。また第２のSDSポリアクリルアミドゲル上で電気泳

動を行なった。タンパクはコロイドクーマシーを用いて染色した。この手順の後

、95-kDaマトリプターゼ複合体は対角線系から消失しマトリプターゼおよび40-k

Da結合タンパクダブレット(BP-40)に変換された。非複合体マトリプターゼは予

想されたように、対角線系で観察され、泳動の速度が煮沸によって変化しなかっ
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たことを示唆している。

    【図４】

    (マトリプターゼおよびその結合タンパクの反対方向に誘導されるモノクロ

ナール抗体によるマトリプターゼ複合体の構造的キャラクタライゼーション)

  A、１パネルのmAbsが免疫原として母乳由来マトリプターゼ複合体を用いて生

成した。これらのmAbsは図２の凡例の中に記載した95-および85-kDaマトリプタ

ーゼ複合体の両方を含有した標本を用いた免疫ブロット解析によって特徴づけた

。マトリプターゼ標本は還元剤なしで１×SDSサンプル緩衝液内で溶解し、室温(

レーン1、3および５、煮沸なし)もしくは95℃(レーン２、４、および６、煮沸あ

り)で５分間インキュベートした。これらのmAbsの間に、抗マトリプターゼmAb(M

92)および２つの抗結合タンパクmAbs(M58およびM19)が認められた。ｍAb M92は

煮沸なしの条件下で95-および85-kDaマトリプターゼ複合体を認識し(レーン５)

、煮沸後解離したマトリプターゼと相互に作用した(レーン６)。しかし煮沸後40

-および25-kDaバンドとは相互に作用しなかった。抗結合タンパクmAb M19は煮沸

なしの条件下で95-および85-kDa複合体の両方を(レーン３)、煮沸後40-および25

-kDaバンドの両方を認識した(レーン４)。もう一方のmAb M58は煮沸なしの条件

下で95-kDaマトリプターゼ複合体のみを認識した(85-kDa複合体は認識しなかっ

た) (レーン１)。このmAbによって40-kDaバンドが検出されたが、25-kDaバンド

もしくは解離したマトリプターゼは検出されなかった(レーン２)。図のBはこれ

らの複合体およびそのサブユニットと反対方向に誘導されたマトリプターゼ含有

複合体およびmAbsの構造の要約である。それらはそれぞれBP-40およびBP-25、40

-および25-kDa結合タンパクである。

    【図５】

    (結合タンパクとヒト肝細胞成長因子アクチベータ阻害剤(HAI-1)のアミノ酸

配列比較)

  アミノ酸末端の12アミノ酸(GPPPAPPGLPAG)および７アミノ酸(TQGFGGS)配列が

それぞれ40-ｋDa結合タンパクダブレットおよび25-kDa結合タンパクから得られ

た。またHAI-１のアミノ酸36-47および154-160に一致した。さらに40-kDa結合タ

ンパクダブレットのより大きいバンドのトリプシン分解物から得られた12の固有
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のペプタイドをMALDI-MSを用いてHAI-１と比較した。これらのペプタイドは位置

135-310もしくは17％の完全なHAI-1をスパンした87残基で構成された。２筋のア

ミノ末端タンパク配列には２重のアンダーラインを引き、またMALDI-MSを用いて

同定された残基135-143、154-164、165-172、173-182、173-190、183-190、194-

199、203-214、204-214、288-301、および302-310を含む12ぺクタイドにアンダ

ーラインを引いている。

    【図６】

    (抗結合タンパクmAb M-19を用いたCOS-７細胞において発現したHAI-１タン

パクのウェスタンブロット解析)

  逆転写酵素ポリメラーゼ鎖切除によって生成された、および完全なコード化領

域を含むHAI-１cDNA分画を発現ベクターpcDNA3.1内に挿入し、COS-７細胞内に移

入した。HAI-１を移入したCOS-７細胞(レーン２)、COS-7細胞(レーン３)、およ

びマトリプターゼを移入したCOS-７細胞(レーン１)、および２M KClで洗浄したT

-47Dヒト乳がん細胞の膜分画(レーン４)から得られた細胞溶解産物は抗結合タン

パクmAb M19を用いたウェスタンブロット解析にかけた。

    【図７】

    (ヒト包皮線維芽細胞、線維肉腫および不死化した乳腺上皮細胞におけるマ

トリプターゼおよびその複合体の発現解析)

  それぞれの細胞系の血清を含有しないの条件の培養液中に遊離された総タンパ

クを収集し、濃縮した。総タンパク(３μgのタンパク／レーン)を室温(煮沸なし

)もしくは95℃(煮沸あり)還元剤なしで１×SDSサンプル緩衝液内でインキュベー

トした。SDS-PAGEにかけポリビニリデンフルオライド(PVDF)膜に移入し抗マトリ

プターゼmAb 21-9を用いて精査した。レーン１(HS27)および２(HS68)はヒト包皮

線維芽細胞である。レーン３はHT-1080線維肉腫細胞である。レーン４-11は４個

の母乳由来SV40-不死化乳腺上皮細胞である。それらはMTSV-1.1B(レーン４と５)

、MTSV-1.7(レーン６と７)、MRSV-4.1(レーン８と９)およびMRSV-4.2(レーン10

と11)である。非複合体マトリプターゼに加えて、マトリプターゼの増加に関連

して種々のレベルの95-および110-kDa複合体が煮沸しないサンプルにおいて認め

られたが、煮沸処理によって消失した。
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    【図８】

    (母乳由来の95-kDa複合型におけるマトリプターゼの精製)

  イオン交換クロマトグラフィーを用いて得られた部分的に精製された95-kDaマ

トリプターゼ複合体はmAb 21-9-セファロースカラム上に充填した。結合タンパ

クはpH2.4のグリシン緩衝液で溶出し、２Mトリズマを加えて中和した。溶出され

たタンパクは室温(レーン１、煮沸なし)もしくは95℃(レーン２、煮沸あり)５分

間還元剤なしで１×SDSサンプル緩衝液の中でインキュベートした。サンプルはS

DSポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いて溶解し、コロイドクーマシー(A)を

用いて染色するか、もしくはmAb 21-9(B)あるいはゲラチンザイモグラフィー(C)

を用いた免疫ブロット解析にかけた。95-kDaマトリプターゼ複合体は主なタンパ

クとしてこの親和性カラムから溶出した(A、レーン１)。それはmAb 21-9によっ

て認識した(B、レーン１)。またゼラチン溶解活性を示した(C、レーン１)。95-k

Daマトリプターゼ複合体は煮沸によってマトリプターゼに変化した(A、レーン２

)。95-kDaプロテアーゼのゼラチン溶解活性は煮沸によって消失し、しかし低い

レベルのゼラチン溶解活性が残り、マトリプターゼに変化した(C、レーン２)。

低いレベルの非複合体マトリプターゼが親和性クロマトグラフィーを用いて95-k

Daマトリプターゼ複合体とともに副精製された(A、レーン１)。それはまたゼラ

チン溶解活性を示した(C、レーン１)。免疫ブロット解析により非複合体マトリ

プターゼのシグナルが亢進され、その存在を再確認した(B、レーン１)。数種の

他のポリペプタイドがまた認められた(A、レーン１と２)。それらの中には長くX

線フィルムに曝露された後mAb 21-9を用いて認識されたためプロテアーゼの分解

生成物である可能性のあるものもあった。40-kDaタンパクダブレットは煮沸しな

いサンプルにおいて低いレベルで認められた(A,レーン１)が、そのレベルが煮沸

後上昇した(A、レーン２)。この40-kDaダブレットはmAb 21-9によって認識され

なかった(B)。我々はこれら２つのポリペプタイドがマトリプターゼの結合タン

パク(BPs)である可能性があったということを述べている。分子量マーカーの大

きさが示されている。

    【図９】

    (マトリプターゼcDNAクローンのヌクレオタイドおよび推定アミノ酸配列(SE
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Q ID NO:３))

  逆転写酵素ポリメラーゼ鎖反応反応として用いられるプライマー(５'末端にお

ける20塩基および３'末端における18塩基)にアンダーラインを引いている。５'

終末のプライマーを超えた33塩基および３'終末プライマーを超えた92塩基はSNC

19 cDNAから得られ、組み込まれた。cDNA配列(SEQ ID NO:１)がオープンリーデ

ィングフレーム内の第５ATGコドンから翻訳された。ヌクレオタイドおよびアミ

ノ酸数は左に示している。マトリプターゼから得られた内部配列に一致する配列

は２重のアンダーラインを引いている。His-484、Asp-539、およびSer-633がボ

ックスされ、マトリプターゼの推定触媒性トリアドを示している。潜在性Nグリ

コシル化部位を示している(△)。RGD配列を示している(  )。

    【図10】

    (トリプシン、キモトリプシンを含有した、また他のセリンプロテアーゼの

触媒性領域を含有したマトリプターゼのＣ末端領域のアミノ酸配列の比較)

  マトリプターゼのＣ末端領域(アミノ酸431-683)をヒトトリプシン(Emiら、Gen

e(Amst)41:305-10(1986))、ヒトキモトリプシン(TomitaらBiochem.Biophys.Res.

Commun.158:569-75(1989))、ヒトエンテロペプチダーゼの触媒性鎖(Kitamotoら

、Proc.Natl.Acad.Sci．USA 91:7588-92(1994))、ヒトヘプシン(Leytusら、Bioc

hemistry 27:1067-74(1988))、ヒト血液凝固因子XI(Fujikawaら、Biochemistry 

25:2417-24(1986))、およびヒトプラスミノーゲン、および２つの経膜セリンプ

ロテアーゼのセリンプロテアーゼ領域、ヒトTMPRSS2(Paoni-Giacobinoら、Genom

ics 44:309-20(1997))およびDrosophila Stubble-stubbloid遺伝子(Sb-sbd)(App

elら、Proc.Natl.Acad,Sci.USA 90:4937-41(1993))と比較した。相同関係を最大

にするギャップをダッシュで示している。触媒性トリアド(マトリプターゼHis-4

84、Asp-539、およびSer-633)における残基をボックスし、示している(▲)。保

存活性モチーフ((R/K)VIGG)がボックスされ、タンパク分解活性部位を示してい

る。４個の分子内ジスルフィド結合を形成するために必要な８個の保存シスチン

がボックスされた。推定される対は次の通りである。それはCys-469-Cys-485、C

ys-604-Cys-618、Cys-629-Cys-658、およびCys-432-Cys-559である。ジスルフィ

ド結合はCys-432-Cys-559である。ジスルフィド結合Cys-432-Cys-559は２本鎖セ



(87) 特表２００２－５３９０９３

リンプロテアーゼにおいて認められた。しかしトリプシンおよびキモトリプシン

では認められなかった。基質ポケットにおける残基(Asp-627、Gly-655、およびG

ly-665)がボックスされ示されている(  )。基質ポケットの底部に位置した残基

はキモトリプシン内のSer以外に、マトリプターゼを含有したトリプシン様プロ

テアーゼ内のAspであるということが明白である。

    【図１１】

    (他のタンパクにおける相同領域の配列を伴った非触媒性領域の部分的配列

のアラインメント)

  A、マトリプターゼのシステインリッチ反復をヒトLDL受容体(SudhofらScience

:815-22(1988))、LDL受容体関連タンパク(LRP)(Herzら、EMBO J．7:4119-27(198

8))、ヒトパラン硫酸プロテオグリカン(Murdochら、J.Biol.Chem.267:8544-57(1

992))、ラットGP-300(Raychowdhuryら、Science 244:1163-65(1989))の共通配列

と比較する。共通配列がボックスされている。B、Clr/s型の配列のマトリプター

ゼ（アミノ酸42-155および168-268）をヒト補体サブコンポーネントClr(アミノ

酸193-298)(Leytusら、Biochemistry 25:4855-63(1986): Jurnet. Biochem J.24

0:783-87(1986))、Cls(アミノ酸175-283)(Machinnonら、Eur. J. Biochem. 169:

547-53(1987)、Tosiら、Biochemistry 26:8516-24(1987))Ra反応性因子(RaRF)(

アミノ酸185-290)(Takadaら、Biochem. Biophys. Res. Commun. 196:1003-9(199

3); SatoらInt. Immunol. 6:665-9(1994))、およびカルシウム依存性セリンプロ

テアーゼ(CSP)(アミノ酸181-289)(Kinoshitaら、FEBS Lett.250:411-5(1989))の

選択領域と比較する。一致した配列はボックスされている。

    【図１２】

    (マトリプターゼの領域構造を示す)

  マトリプターゼの構造を図で示している。プロテアーゼは683のアミノ酸より

成り、タンパク生成物は75,626Daの算出された質量をもっている。プロテアーゼ

は２つの縦列補体サブコンポーネントClrとCls領域および４つの縦列LDL受容体

領域を含む。セリンプロテアーゼ領域はカルボキシル末端に存在する。

    【図１３】

    (HAI-１によるマトリプターゼの阻害)
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  マトリプターゼおよびHAI-１は例１で述べたように抗マトリプターゼｍAb 21-

9免疫親和性クロマトグラフィーを用いて母乳より分離した。またｐH2.4の0.1M

グリシン溶出緩衝液内で非複合体状態で維持した。この標本はｐH8.5に調整し、

０、５、30、および60分間37℃でインキュベートした。また抗マトリプターゼｍ

Ab 21-9(パネルA)、ゼラチンザイモグラフィー(パネルB)を用いた免疫ブロット

法にかけた。また合成蛍光基質BOC-Gln-Ala-Agr-７アミド４メチルクマリン(パ

ネルC)を用いた切断速度検定にかけた。０分で、マトリプターゼは非複合型の中

に検出し、強いゼラチン溶解活性(パネルB)、および急速な可溶基質切断(パネル

C)を示した。37℃５分のインキュベーションのあとで、マトリプターゼは非複合

体および複合体の両方において検出した(パネルA)。非複合体マトリプターゼは

ゼラチン溶解活性を示し、一方複合体マトリプターゼでは非常に弱い活性が認め

られた(パネルB)。蛍光基質の切断速度は18％まで有意に減少した。30および60

分のインキュベーションの後、マトリプターゼを主に複合型において検出した(

パネルA)。ゼラチンザイモグラフィー(パネルB)によってまた蛍光基質の切断に

よってごくわずかな活性が認められた。マトリプターゼおよびHAI-１の複合体で

はない母乳由来マトリプターゼ関連110kDaプロテアーゼ(パネルAに示したように

)およびSDSゲルにおけるその泳動が煮沸後減少した(例１を参照)。

    【図１４】

    (マトリプターゼおよびその同系酵素阻害剤のプロセシングおよび相互作用

の図式表示)

  マトリプターゼおよびその同系物質の阻害剤の両方が完全な膜タンパクとして

生合成されるようである。「TM」は経膜領域の配置を示している。「I」はクニ

ッツ領域１、「II」クニッツ領域２および「L」はLDL受容体領域を表す。

    【図１５】

    (ヒトマトリプターゼの核酸配列(SEQ ID NO:２))

  SEQ ID NO:２は、切断型のマトリプターゼであるSEQ ID NO:１と比較してコー

ド化されたタンパクのアミノ酸末端に位置した最初の172のアミノ酸をコード化

している追加的核酸配列を含む。SEQ ID NO:２はマトリプターゼをコード化して

いる核酸の標準の長さを示している。一方SEQ ID NO:１は切断型である。その配
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列はGenBank Accession No.AF18224で認められる。

    【図１６】

    (ヒトマトリプターゼのアミノ酸配列(SEQ ID NO:４))

  この配列はLinらJ.Bio.Chem.274:18231-6(1999)(SEQ ID NO:２)   で述べられ

た配列より大きい855のアミノ酸を含有する。SEQ ID NO:４はマトリプターゼタ

ンパクの標準の型である。一方SEQ ID NO:３はアミノ酸末端において172のアミ

ノ酸が欠乏している切断されたマトリプターゼタンパクである。そのタンパク配

列はGenBank Accession No.AAD42765で認められる。

    【図１７】

    (活性２本鎖マトリプターゼの反対方向に特異的に誘導されたmAbsの生成)

  このウエスタンブロット法はモノクロナール抗体M130(レーン１と２)、M123(

レーン３、４、７と８)、M32(レーン５と６)および、M69(レーン９と10)の親和

性を異なる型のマトリプターゼと比較する。

【図１】
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【図２】

【図３】

【図４】
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【図５】

【図６】

【図７】
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【図８】
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【図９Ａ】
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【図９Ｂ】
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【図９Ｃ】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【図１３】

【図１４】
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【図１５Ａ】
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【図１５Ｂ】
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【図１５Ｃ】
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【図１６】
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【図１７】
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【国際調査報告】
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