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(57)【要約】
本発明は、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）レセプターファミリ
ーのメンバーであり、そして現在、ＴＲＡＩＬに結合す
ることが示されている、新規な死ドメイン含有レセプタ
ー５（ＤＲ５）タンパク質に関する。詳細には、ヒトＤ
Ｒ５タンパク質をコードする単離された核酸分子が提供
される。ＤＲ５ポリペプチドもまた、ＤＲ５ポリペプチ
ドを作製するためのベクター、宿主細胞、および組換え
方法と同様に提供される。本発明はさらに、ＤＲ５活性
のアゴニストまたはアンタゴニストを同定するためのス
クリーニング方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  対宿主性移植片病、ウイルス感染、癌、白血病、免疫不全ま

たは自己免疫障害を処置するための方法であって、該方法は、治療有効量の以下

：

  （ａ）配列番号２のアミノ酸－５１～３６０からなるポリペプチドに結合する

抗体を含有する、第１の治療薬剤；ならびに

  （ｂ）以下からなる群より選択される、第２の治療薬剤：

      （ｉ）ＴＲＡＩＬ；

      （ｉｉ）腫瘍壊死因子；

      （ｉｉｉ）腫瘍壊死因子遮断薬

      （ｉｖ）免疫抑制剤；

      （ｖ）抗生物質；

      （ｖｉ）抗炎症剤；

      （ｖｉｉ）化学療法剤；および

      （ｖｉｉｉ）サイトカイン；

を個体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記第１の治療薬剤

が配列番号２のアミノ酸１～１３３からなるポリペプチドに結合する抗体を含有

する、方法。

    【請求項３】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体がモノクロ

ーナル抗体である、方法。

    【請求項４】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体がポリクロ

ーナル抗体である、方法。

    【請求項５】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体がキメラ抗

体である、方法。

    【請求項６】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体がヒト化抗

体である、方法。

    【請求項７】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体が単鎖Ｆｖ

抗体である、方法。
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    【請求項８】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記抗体がＦａｂ抗

体フラグメントである、方法。

    【請求項９】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記第１の治療薬剤

および第２の治療薬剤が、同時に前記個体へ投与される、方法。

    【請求項１０】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記第１の治療薬

剤および第２の治療薬剤が、異なるときに前記個体へ投与される、方法。

    【請求項１１】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記第２の治療薬

剤がＴＲＡＩＬである、方法。

    【請求項１２】  請求項１に記載の方法であって、ここで前記腫瘍壊死因子

遮断薬が以下：

  （ａ）ＴＮＦ－α；

  （ｂ）ＴＮＦ－β；

  （ｃ）ＴＮＦ－γ；

  （ｄ）ＴＮＦ－γ－α；および

  （ｅ）ＴＮＦ－γ－β

からなる群より選択されるタンパク質に結合する抗体を含有する、方法。

    【請求項１３】  請求項１に記載の方法であって、ここで、前記免疫抑制剤

が以下：

  （ａ）シクロスポリン；

  （ｂ）シクロホスファミド；

  （ｃ）メチルプレドニゾン；

  （ｄ）プレドニゾン；

  （ｅ）アザチオプリン；

  （ｆ）ＦＫ－５０６；および

  （ｇ）１５－デオキシスペルグアリン

からなる群より選択される、方法。

    【請求項１４】  請求項１に記載の方法であって、ここで、前記サイトカイ

ンが以下：

  （ａ）ＩＬ－２；
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  （ｂ）ＩＬ－３；

  （ｃ）ＩＬ－４；

  （ｄ）ＩＬ－５；

  （ｅ）ＩＬ－６；

  （ｆ）ＩＬ－７；

  （ｇ）ＩＬ－１０；

  （ｈ）ＩＬ－１２；

  （ｉ）ＩＬ－１３；

  （ｊ）ＩＬ－１５；および

  （ｋ）ＩＦＮ－γ

からなる群より選択される、方法。

    【請求項１５】  組成物であって、以下：

  （ａ）配列番号２のアミノ酸－５１～３６０からなるポリペプチドに結合する

抗体を含有する、第１の治療薬剤；ならびに

  （ｂ）以下からなる群より選択される、第２の治療薬剤：

      （ｉ）ＴＲＡＩＬ；

      （ｉｉ）腫瘍壊死因子；

      （ｉｉｉ）腫瘍壊死因子遮断薬；

      （ｉｖ）免疫抑制剤；

      （ｖ）抗生物質；

      （ｖｉ）抗炎症剤；

      （ｖｉｉ）化学療法剤；および

      （ｖｉｉｉ）サイトカイン

を含有する、組成物。

    【請求項１６】  請求項１５に記載の組成物であって、薬学的に受容可能な

キャリアまたは賦形剤をさらに含有する、組成物。

    【請求項１７】  配列番号２のアミノ酸１～１３３に少なくとも９０％同一

なアミノ酸配列を含有する単離されたポリペプチドであって；

  ここで該ポリペプチドは、ポリエチレングリコールに共有結合され、該ポリエ
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チレングリコールは、２０００、３０００、４０００、５０００、６０００、７

０００、８０００、９０００、１０，０００、１５，０００および２０，０００

からなる群より選択される平均分子量を有する、

単離されたポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号２のアミノ酸１～１３３に少なくとも９５％同一

なアミノ酸配列を含有する、請求項１７に記載のポリペプチド。

    【請求項１９】  請求項１８に記載のポリペプチドであって、前記アミノ酸

配列が配列番号２のアミノ酸１～１３３を含有する、ポリペプチド。

    【請求項２０】  請求項１７に記載のポリペプチドであって、ここで前記ポ

リペプチドは、ポリエチレングリコールと、１～３、２～４、３～５、４～６、

５～７、６～８、７～９、８～１０、９～１１および１０～１２からなる群より

選択される範囲内にある平均置換度を有する、ポリペプチド。

    【請求項２１】  組換え宿主細胞によって産生される、請求項１７に記載の

ポリペプチド。

    【請求項２２】  前記組換え宿主細胞が真核生物宿主細胞である、請求項２

１に記載のポリペプチド。

    【請求項２３】  異種ポリペプチドを含有する、請求項１７に記載のポリペ

プチド。

    【請求項２４】  請求項２３に記載のポリペプチドであって、前記異種ポリ

ペプチドが抗体のＦｃ部分を含有する、ポリペプチド。

    【請求項２５】  請求項１７に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能

なキャリアを含有する、組成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の背景）

  （発明の分野）

  本発明は、レセプターの腫瘍壊死因子ファミリーの新規なメンバーに関する。

より詳細には、ヒト死ドメイン含有レセプター５（すなわち、単純に「ＤＲ５」

）をコードする単離された核酸分子が提供される。ＤＲ５ポリペプチドもまた提

供され、ベクター、宿主細胞、およびこれらを産生するための組換え方法も提供

される。本発明はさらに、ＤＲ５活性のアゴニストおよびアンタゴニストを同定

するためのスクリーニング方法に関する。

      【０００２】

  （関連分野）

  多数の生物学的作用（例えば、特定の刺激への応答および天然の生物学的プロ

セス）は、サイトカインのような因子によって制御される。多くのサイトカイン

は、レセプターを係合し、そして細胞内応答を産生することによって、レセプタ

ーを通して作用する。

      【０００３】

  例えば、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）αおよびβはサイトカインであり、これは多

数の生物学的プロセスを制御するＴＮＦレセプターを通して作用し、このプロセ

スとしては、感染およびショックの導入および炎症性疾患に対する防御が挙げら

れる。ＴＮＦ分子は、「ＴＮＦリガンド」スーパーファミリーに属し、そしてそ

れらのレセプターまたは対抗リガンド「ＴＮＦレセプター」スーパーファミリー

とともに作用する。従来、ＴＮＦリガンドスーパーファミリーの９のメンバーが

同定されており、そしてＴＮＦレセプタースーパーファミリーの１０のメンバー

が特徴付けられている。

      【０００４】

  リガンドとしては、ＴＮＦα、リンホトキシンα（ＬＴ－α、ＴＮＦβとして

もまた公知である）、ＬＴ－β（複合体異種三量体のＬＴ－α２－βに見出され

る）、ＦａｓＬ、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、４－１ＢＢＬ、ＯＸ４
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０Ｌ、および神経成長因子（ＮＧＦ）が挙げられる。ＴＮＦレセプターのスーパ

ーファミリーとしては、ｐ５５ＴＮＦレセプター、ｐ７５ＴＮＦレセプター、Ｔ

ＮＦレセプター関連タンパク質、ＦＡＳ抗原、またはＡＰＯ－１、ＣＤ４０、Ｃ

Ｄ２７、ＣＤ３０、４－１ＢＢ、ＯＸ４０、低親和性ｐ７５、およびＮＧＦレセ

プターが挙げられる（Ｍｅａｇｅｒ，Ａ．，Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ，２２：２

９１－２９５（１９９４））。

      【０００５】

  ＴＮＦリガンドスーパーファミリーの多くのメンバーは、活性化Ｔ細胞によっ

て発現され、このことは、細胞個体発生および機能の基礎となる他の細胞型との

Ｔ細胞相互作用に必要であることを意味する。（Ｍｅａｇｅｒ，Ａ．，前出）。

      【０００６】

  ＴＮＦレセプターファミリーのいくつかのメンバーの必須の機能に関する考慮

すべき見識は、これらのタンパク質の発現を回避する変異体の同定および創生か

ら得られている。例えば、ＦＡＳ抗原およびそのリガンドに天然に存在する変異

は、リンパ球増殖性疾患を引き起こし（Ｗａｔａｎａｂｅ－Ｆｕｋｕｎａｇａ，

Ｒ．，ら、Ｎａｔｕｒｅ  ３５６：３１４（１９９２））、これはおそらく、プ

ログラムされた細胞死の失敗を反映する。ＣＤ４０リガンドの変異は、血漿中の

高レベルの免疫グロブリンＭおよび低レベルの免疫グロブリンＧによって特徴付

けられるＸ関連免疫欠損状態を引き起こし、これは欠陥のあるＴ細胞依存性Ｂ細

胞活性化を引き起こす（Ａｌｌｅｎ，Ｒ．Ｃ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５９：９

９０（１９９３））。低親和性神経成長因子レセプターの標的化変異は、末梢構

造の欠陥のある感覚性新機軸（ｓｅｎｓｏｒｙ  ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ）によっ

て特徴付けられる障害を引き起こす（Ｌｅｅ，Ｋ．Ｆ．ら、Ｃｅｌｌ  ６９：７

３７（１９９２））。

      【０００７】

  ＴＮＦおよびＬＴ－αは、２つのＴＮＦレセプター（５５ｋｄおよび７５ｋｄ

のＴＮＦレセプター）に結合し得る。ＴＮＦおよびＬＴ－αによって誘発される

（それらのレセプターを通じて作用する）多数の生物学的効果としては、移植さ

れた腫瘍の出血性壊死、細胞傷害性、内毒素ショックにおける役割、炎症、免疫
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調節、増殖および抗ウイルス応答、ならびに電離放射線の有害な効果に対する防

御が挙げられる。ＴＮＦおよびＬＴ－αは、広範な疾患の病原性に関与し、これ

には、内毒素ショック、大脳マラリア、腫瘍、自己免疫疾患、ＡＩＤＳ、および

移植片－宿主拒絶が挙げられる（Ｂｅｕｔｌｅｒ，ＢおよびＶｏｎ  Ｈｕｆｆｅ

ｌ，Ｃ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６４：６６７－６６８（１９９４））。ｐ５５レ

セプターにおける変異は、微生物感染に対する感受性を増加させる。

      【０００８】

  さらに、ＴＮＦＲ－１（ｐ５５）およびＦａｓのＣ末端付近の約８０アミノ酸

ドメインが、「死ドメイン」として報告され、これはプログラムされた細胞死に

ついての形質導入シグナル伝達を担う（Ｔａｒｔａｇｌｉａら、Ｃｅｌｌ  ７４

：８４５（１９９３））。

      【０００９】

  アポトーシスまたはプログラムされた細胞死は、多細胞生物の正常な発生およ

び恒常性に必須の生理学的プロセスである（Ｈ．Ｓｔｅｌｌｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２６７：１４４５－１４４９（１９９５））。アポトーシスの撹乱は、ガン

、神経変性疾患、および後天性免疫疾患症候群を含むいくつかのヒト疾患の病原

性に寄与する（Ｃ．Ｂ．Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６７：１４５６

－１４６２（１９９５））。近年、多くの注目が、２つの細胞表面死レセプター

Ｆａｓ／ＡＰＯ－１およびＴＮＦＲ－１のシグナル形質導入および生物学的機能

に集中している（Ｊ．Ｌ．Ｃｌｅｖｅｌａｎｄら、Ｃｅｌｌ  ８１：４７９－４

８２（１９９５）；Ａ．Ｆｒａｓｅｒら、Ｃｅｌｌ  ８５：７８１－７８４（１

９９６）；Ｓ．Ｎａｇａｔａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６７：１４４９－５６（１

９９５））。両方とも、ＴＮＦレセプターファミリーのメンバーであり、これら

はまた、とりわけ、ＴＮＦＲ－２、低親和性ＮＧＦＲ、ＣＤ４０、およびＣＤ３

０を含む（Ｃ．Ａ．Ｓｍｉｔｈら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４８：１０１９－２３（

１９９０）；Ｍ．Ｔｅｗａｒｉら、Ｍｏｄｕｌａｒ  Ｔｅｘｔｓ  ｉｎ  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｍ．Ｐｕｒｔｏｎ，Ｈｅｌ

ｄｉｎ，Ｃａｒｌ編、（Ｃｈａｐｍａｎ  ａｎｄ  Ｈａｌｌ，Ｌｏｎｄｏｎ，１

９９５））。ファミリーメンバーは、それらの細胞外ドメインにおけるシステイ
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ンリッチ反復の存在によって規定されるが、Ｆａｓ／ＡＰＯ－１およびＴＮＦＲ

－１もまた、細胞内相同性の領域（適切には「死ドメイン」と称され、これはＤ

ｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ｓｕｉｃｉｄｅ遺伝子ｒｅａｐｅｒの遠縁にあたる）を共

有する（Ｐ．Ｇｏｌｓｔｅｉｎら、Ｃｅｌｌ  ８１：１８５－１８６（１９９５

）；Ｋ．Ｗｈｉｔｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６４：６７７－８３（１９９４））

。この共有された死ドメインは、両方のレセプターが、最近まで未確認のままの

、関連セットのシグナル伝達形質導入分子と相互作用することを示唆する。Ｆａ

ｓ／ＡＰＯ－１の活性化は、死ドメイン含有アダプター分子ＦＡＤＤ／ＭＯＲＴ

１（Ａ．Ｍ．Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｃｅｌｌ  ８１：５０５－１２（１９９

５）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７０：７７９５－

８（１９９５）；Ｆ．Ｃ．Ｋｉｓｃｈｋｅｌら、ＥＭＢＯ  １４：５５７９－５

５８８（１９９５））を補充し、これは順に、ＦＬＩＣＥ／ＭＡＣＨ１（プロア

ポトーシスプロテアーゼのＩＣＥ／ＣＥＤ－３ファミリーのメンバー）に結合し

、そしておそらく活性化する（Ｍ．Ｍｕｚｉｏら、Ｃｅｌｌ  ８５：８１７－８

２７（１９９６）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、Ｃｅｌｌ  ８５：８０３－８１５

（１９９６））。Ｆａｓ／ＡＰＯ－１の中心の役割は、細胞死を引き起こすこと

であるが、ＴＦＮＲ－１は、その多くがＮＦ－ｋＢを活性化する能力に由来する

多様な生物学的活性の整列をシグナル伝達し得る（Ｌ．Ａ．Ｔａｒｔａｇｌｉａ

ら、Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  １３：１５１－３（１９９２））。従って、

ＴＮＦＲ－１は、多価アダプター分子ＴＲＡＤＤを補充し、これはＦＡＤＤに類

似し、死ドメインもまた含む（Ｈ．Ｈｓｕら、Ｃｅｌｌ  ８１：４９５－５０４

（１９９５）；Ｈ．Ｈｓｕら、Ｃｅｌｌ  ８４：２９９－３０８（１９９６））

。ＦＡＤＤ、ＴＲＡＦ２、およびＲＩＰを含む多くのシグナル伝達分子との関連

を通じて、ＴＲＡＤＤは、アポトーシスおよびＮＦ－ｋＢ活性化の両方をシグナ

ル伝達し得る（Ｈ．Ｈｓｕら、Ｃｅｌｌ  ８４：２９９－３０８（１９９６）；

Ｈ．Ｈｓｕら、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ４：３８７－３９６（１９９６））。

      【００１０】

  近年、新たなアポトーシス誘導性ＴＮＦリガンドが発見されている。Ｓ．Ｒ．

Ｗｉｌｅｙら（Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ３：６７３－６８２（１９９５））は、この
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分子を「ＴＮＦ関連アポトーシス誘導性リガンド」または単純に「ＴＲＡＩＬ］

と命名した。この分子はまた、「Ａｐｏ－２リガンド」または「Ａｐｏ－２Ｌ」

とも称された。Ｒ．Ｍ．Ｐｉｔｔら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：１２６

８７－１２６９０（１９９６）。便宜上、この分子は、本明細書中でＴＲＡＩＬ

として称される。

      【００１１】

  ＦＡＳリガンド（この転写物は、刺激されたＴ細胞に非常に制限されるようで

ある）とは異なり、有意なレベルのＴＲＡＩＬが、多くのヒト組織（例えば、脾

臓、肺、前立腺、胸腺、卵巣、小腸、結腸、末梢血リンパ球、胎盤、腎臓）にお

いて検出され、そしていくつかの細胞株によって連続的に転写される。ＴＲＡＩ

ＬはＦａｓリガンドから独立して作用することが示されている（Ｗｉｌｅｙら、

前出）。ＴＲＡＩＬはＦａｓ／Ａｐｏ－１Ｌによる死伝達と同様の時間枠内で、

迅速にアポトーシスを活性化するが、ＴＮＦ誘導性アポトーシスより早いことも

また示されている。Ｓ．Ａ．Ｍａｒｓｔｅｒｓら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ  ６：７５０－７５２（１９９６）。ＴＲＡＩＬのＴＮＦＲ－１、Ｆａｓ、

または近年同定されたＤＲ３への結合の不能性は、ＴＲＡＩＬは、独特のレセプ

ターと相互作用し得ることを示唆する。

      【００１２】

  ＴＮＦファミリーリガンドおよびＴＮＦファミリーレセプターの効果は変化し

、そして哺乳動物系の生物学的プロセスにおいて正常および異常の両方の多数の

機能に影響する。それゆえ、正常および疾患状態の両方において生物学的活性に

影響するようなレセプターおよびリガンドの同定および特徴づけのための明確な

必要性が存在する。特に、ＴＲＡＩＬに結合するさらなる新規なレセプターを単

離および特徴付ける必要性が存在する。

      【００１３】

  （発明の要旨）

  本発明は、単離された核酸分子を提供し、これは、図１（配列番号２）に示さ

れるアミノ酸配列または１９９７年３月７日にＡＴＣＣ受託番号９７９２０とし

て寄託されたｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列をコードする核酸配列
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を含むか、またはそれからなる。

      【００１４】

  本発明はまた、組換えベクター（本発明の単離された核酸分子を含む）を提供

し、そして組換えベクターを含む宿主細胞、ならびにこのようなベクターおよび

宿主細胞を作製する方法、およびＤＲ５ポリペプチドまたはペプチドの組換え技

術による産生のためにそれらを使用するための方法を提供する。

      【００１５】

  本発明はさらに、本明細書中に記載されるポリヌクレオチドによってコードさ

れるアミノ酸配列を有する単離されたＤＲ５ポリペプチドを提供する。

      【００１６】

  本発明はまた、ＤＲ５タンパク質のレベルを検出するための定量的および診断

用アッセイのような診断用アッセイを提供する。従って、例えば、正常なコント

ロール組織サンプルと比較してＤＲ５またはその可溶性形態の過剰発現を検出す

るための本発明による診断用アッセイが、腫瘍の存在を検出するのに使用され得

る。

      【００１７】

  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）ファミリーリガンドは、最も多面性のサイトカインの

中にあることが公知であり、これは、細胞毒性、抗ウイルス活性、免疫調節活性

、およびいくつかの遺伝子の転写調節を含む大多数の細胞性応答を含む。ＴＮＦ

ファミリーリガンドに対する細胞性応答は、正常な生理学的応答だけでなく、増

加したアポトーシスに関連する疾患またはアポトーシスの阻害も含む。アポトー

シス（プログラムされた細胞死）は、免疫系の末梢Ｔリンパ球の欠失に関与する

生理学的機構であり、そしてその調節不全は、多数の異なる病原性プロセスを導

き得る。増加した細胞生存に関連する疾患、またはアポトーシスの阻害としては

、ガン、自己免疫疾患、ウイルス感染、炎症、移植片対宿主疾患、急性移植片拒

絶、および慢性移植片拒絶が挙げられる。増加したアポトーシスに関連する疾患

としては、ＡＩＤＳ、神経変性障害、脊髄形成異常症候群、虚血性障害、毒素誘

導性肝臓疾患、敗血症性ショック、悪液質、および摂食障害が挙げられる。

      【００１８】
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  従って、本発明はさらに、ＴＮＦファミリーリガンドによって誘導されるアポ

トーシスを増強するための方法を提供し、これは、ＤＲ５ポリペプチドを発現す

る細胞に、ＤＲ５媒介性シグナル伝達を増加し得る有効量のアゴニストを投与す

る工程を包含する。好ましくは、ＤＲ５媒介性シグナル伝達は、疾患を処置およ

び／または予防するために増加され、ここで減少したアポトーシスが示される。

      【００１９】

  さらなる局面において、本発明は、ＴＮＦファミリーリガンドによって誘導さ

れるアポトーシスを阻害するための方法に関し、これはＤＲ５ポリペプチドを発

現する細胞に、ＤＲ５媒介性伝達を減少し得る有効量のアンタゴニストを投与す

る工程を包含する。好ましくは、ＤＲ５媒介性伝達は、疾患を処置および／また

は予防するために減少され、ここで増加したアポトーシスが示される。

      【００２０】

  本発明のいずれの候補体「アゴニスト」または「アンタゴニスト」がアポトー

シスを増強または阻害し得るかどうか、当該分野で公知のＴＮＦファミリーリガ

ンド／レセプター細胞応答アッセイを用いて決定され得、これには以下により詳

細に記載されるものが挙げられる。従って、さらなる局面において、候補体アゴ

ニストまたはアンタゴニストがＴＮＦファミリーリガンドに対する細胞応答を増

強または阻害し得るかどうかを決定するためのスクリーニング方法が提供される

。この方法は、ＤＲ５ポリペプチドを発現する細胞を、候補体化合物およびＴＮ

Ｆファミリーリガンドと接触させる工程、細胞応答をアッセイする工程、ならび

に細胞応答を標準的な細胞応答と比較する工程を含み、この標準は、候補体化合

物の非存在下でリガンドとの接触がなされる場合にアッセイされ、それにより、

標準を超える増加した細胞応答は、候補化合物がリガンド／レセプター伝達経路

のアゴニストであることを示し、そして標準に比べて減少した細胞応答は、候補

体化合物が、リガンド／レセプター伝達経路のアンタゴニストであることを示す

。本発明によって、ＤＲ５ポリペプチドを発現する細胞は、内因性または外因的

に投与されたＴＮＦファミリーリガンドのいずれかと接触させられ得る。

      【００２１】

  （好ましい実施形態の詳細な説明）
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  本発明は、図１（配列番号２）で示されるアミノ酸配列を有するＤＲ５ポリペ

プチド、またはこのポリペプチドのフラグメントをコードするポリヌクレオチド

を含むかまたはそれからなる、単離された核酸分子を提供する。本発明のＤＲ５

ポリペプチドは、ＴＮＦＲファミリーの、他の既知の死ドメイン含有レセプター

（図２のヒトＴＮＦＲ－１、ＤＲ３、およびＦａｓを含む）と配列相同性を共有

する。図１（配列番号１）に示されるヌクレオチド配列は、ＨＬＹＢＸ８８のよ

うなｃＤＮＡクローンの配列決定によって得られ、このクローンは、１９９７年

３月７日にＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ，１０８０１  Ｕｎｉ

ｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ，Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ  

２０１１０－２２０９に寄託され、そして受託番号９７９２０が与えられた。寄

託されたｃＤＮＡは、ｐＳｐｏｒｔ  １プラスミド（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｉｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）に含まれる。

      【００２２】

  （核酸分子）

  他に示されない限り、本明細書中でＤＮＡ分子を配列決定することによって決

定されたすべてのヌクレオチド配列は、自動化ＤＮＡ配列決定機（例えば、Ａｐ

ｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．のＭｏｄｅｌ  ３７３）を用いて

決定され、そして本明細書中で決定されたＤＮＡ分子によってコードされるポリ

ペプチドのすべてのアミノ酸配列は、上記のように決定されるＤＮＡ配列の翻訳

によって推定された。従って、この自動化アプローチによって決定された任意の

ＤＮＡ配列について当該分野において公知のように、本明細書中で決定される任

意のヌクレオチド配列はいくつかの誤りを含み得る。自動化によって決定される

ヌクレオチド配列は、配列決定されるＤＮＡ分子の実際のヌクレオチド配列に対

して、代表的には少なくとも約９０％同一、より代表的には少なくとも約９５％

～少なくとも約９９．９％同一である。実際の配列は、当該分野において周知の

手動ＤＮＡ配列決定方法を含む他のアプローチによってさらに正確に決定され得

る。当該分野においてまた公知のように、実際の配列と比較して、決定されたヌ

クレオチド配列における単一の挿入または欠失は、ヌクレオチド配列の翻訳にお

いてフレームシフトを引き起こし、その結果、決定されたヌクレオチド配列によ
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ってコードされる推定アミノ酸配列は、配列決定されたＤＮＡ分子によって実際

にコードされるアミノ酸配列（このような挿入または欠失の点にて始まる）とは

完全に異なる。

      【００２３】

  本明細書中で提供される情報（例えば、配列番号１に示される核酸配列）を使

用して、ＤＲ５ポリペプチドをコードする本発明の核酸分子は、出発物質として

ｍＲＮＡを使用してｃＤＮＡをクローニングするための手順のような、標準的な

クローニングおよびスクリーニング手順を使用して得られ得る。本発明の例示と

なる、本発明の核酸分子は、以下の組織のｃＤＮＡライブラリーで同定された：

一次樹状細胞、内皮組織、脾臓、慢性リンパ性白血病、およびヒト胸腺間質細胞

。

      【００２４】

  配列番号１のＤＲ５  ｃＤＮＡの決定されたヌクレオチド配列は、約４１１ア

ミノ酸残基のタンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含み、そ

の開始コドンは、約５１アミノ酸残基のリーダー配列を有する、図１（配列番号

１）に示されるヌクレオチド配列の１３０～１３２位にある。公知のＴＮＦレセ

プターファミリーのメンバーの、本発明のＤＲ５ポリペプチドは、複数のシステ

インリッチドメインにわたって有意な配列相同性を含む、図２に示されるヒトＴ

ＮＦＲ－１、ＦＡＳ、およびＤＲ３ポリペプチドと高度な相同性を共有する。Ｄ

Ｒ５が、他の死ドメイン含有レセプターに対して示す相同性は、ＤＲ５もまたア

ポトーシスを誘導する能力を有する死ドメイン含有レセプターであることを強く

示す。ＤＲ５はまた現在、ＴＲＡＩＬを結合することが示されている。

      【００２５】

  示されるように、本発明はまた、本発明のＤＲ５タンパク質の成熟形態を提供

する。シグナル仮説によれば、哺乳動物細胞によって分泌されるタンパク質は、

粗面小胞体を横切る伸長中のタンパク質鎖の搬出が一旦開始されると、成熟タン

パク質から切断される、シグナルまたは分泌リーダー配列を有する。大半の哺乳

動物細胞および昆虫細胞でさえも、分泌タンパク質を同じ特異性で切断する。し

かし、いくつかの場合では、分泌タンパク質の切断は完全には均一ではなく、タ
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ンパク質において２つ以上の成熟種を生じる。さらに、分泌タンパク質の切断特

異性は、究極的には完全タンパク質の一次構造によって決定され、すなわち、そ

れはポリペプチドのアミノ酸配列に固有なものであることが長い間知られていた

。

      【００２６】

  従って、本発明は、ＡＴＣＣ受託番号９７９２０として同定されるプラスミド

中に含まれるｃＤＮＡによってコードされ、そして図１（配列番号２）に示され

るようなアミノ酸配列を有する、成熟ＤＲ５ポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列を提供する。ＡＴＣＣ受託番号９７９２０として同定されるプラスミド

中に含まれるｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列を有する成熟ＤＲ５タ

ンパク質とは、寄託されたプラスミドに含まれるヒトＤＮＡによってコードされ

る完全オープンリーディングフレームの、哺乳動物細胞（例えば、以下に記載す

るようなＣＯＳ細胞）中での発現によって産生されるＤＲ５タンパク質の成熟形

態を意味する。以下に示すように、ＡＴＣＣ受託番号９７９２０に含まれるｃＤ

ＮＡによってコードされるアミノ酸配列を有する成熟ＤＲ５は、コンピュータ分

析に基づいて推定された切断部位の正確さに依存して、配列番号２に示された推

定「成熟」ＤＲ５タンパク質（アミノ酸約１～約３６０）と異なっても、異なら

なくとも良い。

      【００２７】

  タンパク質が、分泌リーダーならびにリーダー配列の切断点を有するか否かを

推定する方法が利用可能である。例えば、ＭｃＧｅｏｃｈ（Ｖｉｒｕｓ  Ｒｅｓ

．３：２７１－２８６（１９８５））およびｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ（Ｎｕｃｌｅ

ｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１４：４６８３－４６９０（１９８６））の方法が

使用され得る。これらの各方法の公知の哺乳動物分泌タンパク質の切断点の推定

の正確さは、７５～８０％の範囲内にある。ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ、前出。しか

し、２つの方法は、所定のタンパク質に対して常に同じ推定切断点を生成するわ

けではない。

      【００２８】

  本発明の場合、本発明の完全ＤＲ５ポリペプチドの推定アミノ酸配列は、コン
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ピュータープログラム（「ＰＳＯＲＴ」）によって分析された。Ｋ．Ｎａｋａｉ

およびＭ．Ｋａｎｅｈｉｓａ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  １４：８９７－９１１（１９

９２）を参照のこと。ＰＳＯＲＴは、アミノ酸配列に基づいてタンパク質の細胞

性位置を推定するためのエキスパートシステムである。この位置付けのコンピュ

ーター推定の一部として、ＭｃＧｅｏｃｈおよびｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅの方法が

援用される。ＰＳＯＲＴプログラムによる分析は、図１におけるアミノ酸５１と

５２の間（配列番号２の－１と１の間）の切断部位を推定した。その後、完全ア

ミノ酸配列を目視検査によってさらに分析し、ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅの（－１，

－３）規則の単純形態を適用した。ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ、前出。従って、ＤＲ

５タンパク質のリーダー配列は、図１の下線を付したアミノ酸残基約１～約５１

（配列番号２の約－５１～約１のアミノ酸残基に対応する）からなると推定され

、一方で、推定成熟ＤＲ５タンパク質は、図１の残基約５２～約４１１（配列番

号２の約１～約３６０のアミノ酸残基に対応する）からなる。

      【００２９】

  当業者が理解するように、配列決定誤差の可能性および異なる既知のタンパク

質におけるリーダーについての切断部位の可変性に起因して、寄託されたｃＤＮ

Ａによってコードされる推定ＤＲ５レセプターポリペプチドは、約４１１アミノ

酸を含むが、４０１～４２１アミノ酸の範囲中のいずれかであってもよい；そし

て、このタンパク質の推定リーダー配列は、約５１アミノ酸であるが、約４１～

約６１アミノ酸の範囲中のいずれかであってもよい。本明細書中に記載されるド

メインは、コンピューター分析によって推定されており、従って、種々の機能的

ドメインを同定するために使用される分析判断基準に依存して、例えば、ＤＲ５

の細胞外ドメイン、細胞内ドメイン、死ドメイン、システインリッチモチーフ、

および膜貫通ドメインの正確な「所在地（ａｄｄｒｅｓｓ）」は、わずかに異な

り得ることがさらに理解される。例えば、図１（配列番号２）におけるＤＲ５細

胞外ドメインの正確な位置は、ドメインを規定するために使用される判断基準に

依存して、わずかに変化し得る（例えば、所在地は、約１～約２０残基、より可

能性があるには、約１～約５残基程度「シフト」し得る）。いずれにせよ、以下

でさらに考察するように、本発明はさらに、完全ＤＲ５のＮ末端および／または
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Ｃ末端から種々の残基を欠失したポリペプチドを提供し、これには、ＤＲ５ポリ

ペプチドの細胞外ドメインの可溶性形態を構築する、本明細書中に記載の細胞外

ドメインのＮ末端から１以上のアミノ酸を欠失したポリペプチドが含まれる。

      【００３０】

  示されるように、本発明の核酸分子は、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）の形態、

またはＤＮＡの形態（例えば、クローニングによって得られるか、または合成的

に生成されるｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡを含む）であり得る。ＤＮＡは、二本

鎖または一本鎖であり得る。一本鎖ＤＮＡは、コード鎖（センス鎖としても公知

）であり得るか、または非コード鎖（アンチセンス鎖とも呼ばれる）であり得る

。

      【００３１】

  「単離された」核酸分子とは、そのネイティブな環境から取り出された核酸分

子（ＤＮＡまたはＲＮＡ）を意図する。例えば、ベクター中に含まれる組換えＤ

ＮＡ分子は、本発明の目的のために、単離されたとみなされる。単離されたＤＮ

Ａ分子のさらなる例としては、異種宿主細胞において維持される組換えＤＮＡ分

子、または溶液中の（部分的または実質的に）精製されたＤＮＡ分子が挙げられ

る。

      【００３２】

  しかし、混合されたクローンのライブラリー（例えば、ゲノムライブラリーま

たはｃＤＮＡライブラリー）のメンバーであって、ライブラリーの他のクローン

から単離されていない（例えば、ライブラリーの他のメンバーを伴なわずに、ク

ローンを含む均質な溶液の形態で）クローン中に含まれる核酸分子、あるいは細

胞または細胞溶解産物から単離されたか、または取り出された染色体（例えば、

核型におけるような「染色体スプレッド（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ  ｓｐｒｅａｄ

）」）は、本発明の目的のためには、「単離され」ていない。単離されたＲＮＡ

分子としては、本発明のＤＮＡ分子のインビボまたはインビトロでのＲＮＡ転写

物が挙げられる。本発明に従って単離された核酸分子にはさらに、合成的に生成

されるような分子が含まれる。

      【００３３】
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  本発明の単離された核酸分子としては、以下が挙げられる：配列番号１に示さ

れるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含むか、あるいはそれからなる

ＤＲ５  ＤＮＡ分子；成熟ＤＲ５タンパク質のコード配列を含むか、あるいはそ

れからなる、ＤＮＡ分子；および、上記のＤＮＡ分子とは実質的に異なるが、遺

伝暗号の縮重に起因して、なおＤＲ５タンパク質をコードする配列を含むか、あ

るいはそれからなる、ＤＮＡ分子。当然のことながら、遺伝暗号は、当該分野に

おいて周知である。従って、当業者にとって、このような縮重改変体を生成する

ことは慣用的である。

      【００３４】

  さらに、本発明は、以下の関連ｃＤＮＡから決定された、配列番号１の広範な

部分に関連するヌクレオチド配列を有する核酸分子を提供する：ＨＡＰＢＵ１３

Ｒ（配列番号６）およびＨＳＢＢＵ７６Ｒ（配列番号７）。ＨＡＰＢＵ１３Ｒお

よびＨＳＢＢＵ７６Ｒのヌクレオチド配列を、図４に示す。

      【００３５】

  Ｇｅｎａｂａｎｋ登録番号Ｚ６６０８３を割り当てられた、さらなる関連のポ

リヌクレオチドのヌクレオチド配列を、配列番号１４に示す。

      【００３６】

  別の局面において、本発明は、１９９７年３月７日にＡＴＣＣ受託番号９７９

２０として寄託されたプラスミド中に含まれるｃＤＮＡによってコードされるア

ミノ酸配列を有するＤＲ５ポリペプチドをコードする、単離された核酸分子を提

供する。さらなる実施形態では、Ｎ末端メチオニンを欠いた、成熟ＤＲ５ポリペ

プチドまたは全長ＤＲ５ポリペプチドをコードする核酸分子を提供する。本発明

はさらに、配列番号１に示されるヌクレオチド配列、もしくは上記の寄託された

プラスミド中に含まれるＤＲ５  ｃＤＮＡのヌクレオチド配列を有する単離され

た核酸分子、または上記の配列の１つに対して相補的な配列を有する核酸分子を

提供する。このような単離された分子（特に、ＤＮＡ分子）は、例えば、染色体

を用いたインサイチュハイブリダイゼーションによる遺伝子地図作製のためのプ

ローブとして、そしてヒト組織におけるＤＲ５遺伝子の発現を検出する（例えば

、ノーザンブロット分析による）ためのプローブとしての用途が挙げられるが、
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これらに限定されない用途を有する。

      【００３７】

  本発明はさらに、本明細書中に記載される単離された核酸分子のフラグメント

に関する。配列番号１に示されるヌクレオチド配列を有する単離されたＤＮＡ分

子のフラグメント、または寄託されたｃＤＮＡ（ＡＴＣＣ受託番号９７９２０と

して寄託されたプラスミド中に含まれるｃＤＮＡ）のヌクレオチド配列を有する

単離されたＤＮＡ分子のフラグメントとは、少なくとも２０ｎｔ、そしてより好

ましくは少なくとも３０ｎｔ長、そしてさらにより好ましくは、少なくとも約４

０、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０

、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００

、９５０、１０００、１０５０、１１００、１１５０、または１２００ヌクレオ

チド長のＤＮＡフラグメントを意図する。これは、上記で考察したように、ＤＮ

Ａプローブとして有用である。当然のことながら、配列番号１に示されるヌクレ

オチド配列のすべてではなくとも大部分に対応するＤＮＡフラグメントもまた、

ＤＮＡプローブとして有用である。例えば、少なくとも約２０ｎｔ長のフラグメ

ントとは、寄託されたＤＮＡのヌクレオチド配列または配列番号１に示されるよ

うなヌクレオチド配列由来の２０個以上連続した塩基を含むフラグメントを意図

する。この文脈において「約（おおよそ）」は、特に示されるサイズ、いずれか

の末端もしくは両方の末端において、これより数個（５、４、３、２、または１

個）のヌクレオチドだけ大きいかまたは小さなサイズを含む。

      【００３８】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドフラグメントの代表的な例としては、例えば

、おおよそヌクレオチド１～１３０、１３０～１８０、１８１～２３１、２３２

～２８２、２８３～３３３、３３４～３８４、３８５～４３５、４３６～４８６

、４８７～５３７、５３８～５８８、５８９～６３９、６４０～６８１、６８２

～７３２、７３３～７５３、７５４～８０４、８０５～８５５、８５６～９０６

、９０７～９５７、９５８～１００８、１００９～１０５９、１０６０～１０９

８、１０９９～１１４９、１１５０～１２００、１２０１～１２５１、１２５２

～１３０２、１３０３～１３５３、１３５４～１３６２および１３６３～配列番
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号１の末端までの配列、もしくはこれらに対して相補的なＤＮＡ鎖、または寄託

されたプラスミド中に含まれるｃＤＮＡを含むか、あるいはそれらからなるフラ

グメントが挙げられる。この文脈において「約（おおよそ）」は、特に示される

範囲、いずれかの末端もしくは両方の末端において、これより数個（５、４、３

、２、または１個）のヌクレオチドだけ大きいかまたは小さな範囲を含む。これ

らのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドもまた、本発明によっ

て包含される。

      【００３９】

  本発明はさらに、ＤＲ５のドメインをコードする単離された核酸分子を含むか

、あるいはそれからなるポリヌクレオチドに関する。１つの局面では、本発明は

、表Ｉに示されるＤＲ５タンパク質のβシート領域をコードする核酸分子を含む

か、あるいはそれからなるポリヌクレオチドを提供する。このようなポリヌクレ

オチドの代表的な例としては、配列番号２において約－１６位～約－２位のアミ

ノ酸残基、約２位～約９位のアミノ酸残基、約６０位～約６７位のアミノ酸残基

、約１３５位～約１５１位のアミノ酸残基、約１９３位～約１９９位のアミノ酸

残基、そして約３０２位～約３１０位のアミノ酸残基からなる群から選択される

１個、２個、３個、４個、５個、またはそれより多くのアミノ酸配列を含むか、

あるいはそれらからなるポリペプチドをコードする核酸分子が挙げられる。この

文脈において「約（おおよそ）」は、特に示される値、これより数個（５、４、

３、２、または１個）のアミノ酸残基だけ大きいかまたは小さな値を含む。これ

らのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドもまた、本発明によっ

て包含される。

      【００４０】

  特定の実施形態では、本発明のポリヌクレオチドフラグメントは、ＤＲ５の機

能的活性を示すポリペプチドをコードする。ＤＲ５の「機能的活性」を示すポリ

ペプチドとは、完全（全長）ＤＲ５ポリペプチドまたは成熟ＤＲ５ポリペプチド

、ならびにＤＲ５の分泌形態に関連した１以上の既知の機能的活性を示し得るポ

リペプチドを意味する。このような機能的活性としては、以下が挙げられるが、

これらに限定されない：生物学的活性（例えば、ポリペプチドを発現する細胞に
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おいてアポトーシスを誘導する能力（例えば、実施例５を参照のこと））；抗原

性（抗ＤＲ５抗体に結合する（すなわち、結合について、ＤＲ５ポリペプチドと

競合する）能力）、免疫原性（ＤＲ５ポリペプチドに結合する抗体を産生する能

力）、マルチマーを形成する能力、およびＤＲ５ポリペプチドについてのレセプ

ターまたはリガンドに結合する能力（例えば、ＴＲＡＩＬ；Ｗｉｌｅｙら、Ｉｍ

ｍｕｎｉｔｙ  ３、６７３－６８２（１９９５））。

      【００４１】

  ＤＲ５ポリペプチド、ならびにそれらのフラグメント、改変体、誘導体、およ

びアナログの機能的活性を、種々の方法によってアッセイし得る。

      【００４２】

  例えば、抗ＤＲ５抗体に結合するか、または抗ＤＲ５抗体への結合について全

長（完全）ＤＲ５ポリペプチドと競合する能力についてアッセイする、１つの実

施形態では、当該分野で公知の種々のイムノアッセイが使用され得る。このよう

なアッセイとしては、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合イムノソル

ベント検定法）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、イムノラジオメトリックア

ッセイ、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノアッセイ（

例えば、金コロイド、酵素または放射性同位体標識を用いる）、ウェスタンブロ

ット、沈降反応、凝集アッセイ（例えば、ゲル凝集アッセイ、血球凝集アッセイ

）、補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイ、および免疫

電気泳動アッセイなどのような技術を用いる競合的および非競合的アッセイ系が

挙げられるが、これらに限定されない。１つの実施形態では、抗体結合は、一次

抗体の標識を検出することによって検出される。別の実施形態では、一次抗体は

、この一次抗体に対する二次抗体または試薬の結合を検出することによって検出

される。さらなる実施形態では、二次抗体が標識される。多くの手段が、イムノ

アッセイにおける結合の検出について当該分野で公知であり、そして本発明の範

囲内にある。

      【００４３】

  ＤＲ５リガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）を同定するか、または本発明のポリペ

プチドフラグメント、改変体、もしくは誘導体が多量体化する能力を評価する別
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の実施形態において、結合は、例えば、還元および非還元ゲルクロマトグラフィ

ー、タンパク質アフィニティークロマトグラフィー、ならびにアフィニティーブ

ロッティングのような当該分野で周知の手段によってアッセイされ得る。一般に

は、Ｐｈｉｚｉｃｋｙら、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．５９：９４－１２３（

１９９５）を参照のこと。別の実施形態では、その基質へのＤＲ５結合の生理学

的相関（シグナル伝達）をアッセイし得る。

      【００４４】

  さらに、本明細書中に記載されるアッセイ（実施例５および６を参照のこと）

さもなくば当該分野で公知のアッセイが、ＤＲ５ポリペプチドおよびそのフラグ

メント、改変体、誘導体、およびアナログが、ＤＲ５に関連した生物学的活性を

誘発する能力（例えば、このポリペプチドを発現する細胞においてアポトーシス

を誘導する能力（例えば、実施例５を参照のこと）、およびインビトロまたはイ

ンビボにおいて、リガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）に結合する能力（例えば、実

施例６を参照のこと））を測定するために慣用的に適用され得る。例えば、生物

学的活性は、本質的に、以前に記載されたように（Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｃ

ｅｌｌ  ８１：５０５－５１２（１９９５）；Ｂｏｌｄｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．

Ｃｈｅｍ．２７０：７７９５－８（１９９５）；Ｋｉｓｃｈｋｅｌら、ＥＭＢＯ

  １４：５５７９－５５８８（１９９５）；Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：４９６１－４９６５（１９９６））、そして以下の実

施例５において示されたように実施される細胞死アッセイを使用して、慣用的に

測定され得る。ＭＣＦ７細胞の関与する１つの実施形態では、全長ＤＲ５または

レセプターを含む候補細胞死ドメインをコードするプラスミドを、グリーン蛍光

タンパク質をコードするｐＬａｎｔｅｒｎレセプター構築物と共に同時トランス

フェクトする。ＤＲ５をトランスフェクトされた細胞の核は、ＤＡＰＩ染色によ

って評価される場合に、アポトーシス形態を示す。

      【００４５】

  他の方法は、当業者に公知であり、そして本発明の範囲内である。

      【００４６】

  本発明の好ましい核酸フラグメントとしては、以下が挙げられるが、これらに
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限定されない：ＤＲ５細胞外ドメイン（図１のアミノ酸残基約５２～約１８４（

配列番号２のアミノ酸残基約１～約１３３））を含むか、あるいはそれからなる

ポリペプチド；ＤＲ５膜貫通ドメイン（図１のアミノ酸残基約１８５～約２０８

（配列番号２のアミノ酸残基約１３４～約１５７））を含むか、あるいはそれか

らなるポリペプチド；ＤＲ５のシステインリッチドメイン（図１のアミノ酸残基

約８４～約１７９（配列番号２の約３３～約１２８））を含むか、あるいはそれ

からなるポリペプチド；ＤＲ５細胞内ドメイン（図１のアミノ酸残基約２０９～

約４１１（配列番号２のアミノ酸残基約１５８～約３６０））を含むか、あるい

はそれからなるポリペプチド；推定成熟ＤＲ５ポリペプチドのフラグメント（こ

こで、このフラグメントは、ＤＲ５の機能的活性（例えば、抗原性活性または生

物学的活性）を有する）を含むか、あるいはそれからなるポリペプチド；膜貫通

ドメインのすべてまたは一部分が欠失した、ＤＲ５レセプターの細胞外ドメイン

および細胞内ドメインを含むか、あるいはそれからなるポリペプチド；ＤＲ５死

ドメイン（図１のアミノ酸残基約３２４～約３９１（配列番号２の約２７３～約

３４０））を含むか、あるいはそれからなるポリペプチド；ならびに、ＤＲ５レ

セプタータンパク質の１個、２個、３個、４個、またはそれより多くのエピトー

プ保有部分を含むか、あるいはそれからなるポリペプチド。さらなる実施形態で

は、本発明のポリヌクレオチドフラグメントは、１個、２個、３個、４個、５個

、６個、７個、または８個すべての上記メンバーの任意の組合せを含むか、ある

いはそれらからなるポリペプチドをコードする。これらのドメインの位置は、コ

ンピューターグラフィックスによって推定されたので、当業者は、これらのドメ

インを構成するアミノ酸残基が、各ドメインを規定するために使用された判断基

準に依存して、わずかに（例えば、約１～１５残基程度）変動し得ることを理解

する。これらの核酸分子によってコードされるポリペプチドもまた、本発明によ

って包含される。

      【００４７】

  図１に開示されるＤＲ５の細胞外システインリッチモチーフの１つまたは両方

が、ＤＲ５とそのリガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）との間の相互作用に重要であ

ると考えられる。従って、本発明の特定の実施形態は、図１に示されるＤＲ５配
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列のアミノ酸残基８４～１３１、および／またはアミノ酸残基１３２～１７９（

配列番号２のアミノ酸残基３３～８０、および／またはアミノ酸残基８１～１２

８）からなる群から選択される、１つまたは両方のアミノ酸配列を含むか、ある

いはそれらからなるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに関する。特定

の実施形態では、本発明のＤＲ５ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは

、図１に開示される細胞外システインリッチモチーフの両方を含むか、あるいは

それからなる。

      【００４８】

  特定の実施形態では、本発明のポリヌクレオチドは、上記のシステインリッチ

ドメインをコードするポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも８０％、８５

％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であ

るポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはそれらからなる。本発明はまた、異

種ポリヌクレオチド配列に融合された上記ポリヌクレオチド配列を包含する。こ

れらのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドもまた、本発明によ

って包含される。参照ポリヌクレオチド配列に対するポリヌクレオチド配列のパ

ーセント同一性を測定するための方法は、以下に記載される。

      【００４９】

  別の実施形態では、本発明は、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条

件下で、上記のポリヌクレオチドをコードするシステインリッチドメインに相補

的な核酸にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むか、あるいはそれらから

なる、単離された核酸分子を提供する。本明細書中で使用される場合、句「スト

リンジェントな条件」の意味は、以下に説明される。このようなポリヌクレオチ

ドによってコードされるポリペプチドもまた、本発明によって包含される。

      【００５０】

  本発明の好ましい核酸フラグメントは、アミノ末端メチオニンをコードするヌ

クレオチドを欠く全長ＤＲ５ポリペプチド（配列番号１のヌクレオチド１３０～

１３２）をコードする。なぜなら、メチオニンは天然で切断されることが公知で

あり、そしてこのような配列は、ＤＲ５発現ベクターを遺伝子操作するにおいて

おそらく有用であるからである。このようなポリヌクレオチドによってコードさ
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れるポリペプチドもまた、本発明によって意図される。

      【００５１】

  さらなる実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、ＤＲ５の機能的特

性をコードする。この点に関して、本発明の好ましい実施形態は、１、２、３、

４、またはそれより多くの以下の機能ドメインを含むか、あるいはそれらからな

るフラグメントを含む：ＤＲ５のα－へリックスおよびα－へリックス形成領域

（「α－領域」）、β－シートおよびβ－シート形成領域（「β－領域」）、タ

ーンおよびターン形成領域（「ターン－領域」）、コイルおよびコイル形成領域

（「コイル－領域」）、親水性領域、疎水性領域、α両親媒性領域、β両親媒性

領域、可撓性領域、表面形成領域および高抗原性指標領域。

      【００５２】

  上記のように、図３および／または表Ｉに示されるＤＲ５の構造的特性もしく

は機能的特性を表わすデータを、デフォルトパラメータに設定したＤＮＡ*ＳＴ

ＡＲの種々の同定されたモジュールおよびアルゴリズムを使用して作成した。好

ましい実施形態において、表Ｉの欄ＶＩＩＩ、ＩＸ、ＸＩＩＩ、およびＸＩＶに

示されるデータを使用して、抗原性について高い程度の可能性を示すＤＲ５の領

域を決定し得る。高抗原性の領域は、抗原認識が免疫応答の開始のプロセスにお

いて生じ得る環境で、ポリペプチドの表面に露出される可能性が高いポリペプチ

ドの領域を示す値を選択することによって、欄ＶＩＩＩ、ＩＸ、ＸＩＩＩ、およ

び／またはＸＩＶに示されるデータから決定される。

      【００５３】

  これらに関して特定の好ましい領域を図３に示すが、これは、表Ｉに示される

ように、図３に示されるデータの表計算表示を使用することによって、提示また

は同定されてもよい。図３を作成するために使用されたＤＮＡ*ＳＴＡＲコンピ

ュータアルゴリズム（最初のデフォルトパラメータに設定された）を使用して、

表計算形式（表Ｉを参照のこと）で図３のデータを示した。図３におけるデータ

の表計算形式を使用して、好ましい領域の特定の境界を容易に決定し得る。

      【００５４】

  図３および表Ｉに示される上記の好ましい領域は、配列番号２に示されるアミ
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ノ酸配列の分析によって同定される上述の型の領域を含むが、これらに限定され

ない。図３および表Ｉに示されるように、そのような好ましい領域としては、Ｇ

ａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ  α－領域、β－領域、ターン－領域、およびコイ

ル－領域（表Ｉにおける欄Ｉ、ＩＩＩ、Ｖ、およびＶＩＩ）、Ｃｈｏｕ－Ｆａｓ

ｍａｎ  α－領域、β－領域、およびターン－領域（表Ｉにおける欄ＩＩ、ＩＶ

、およびＶＩ）、Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ親水性領域（表Ｉの欄ＶＩＩＩ

）、Ｈｏｐｐ－Ｗｏｏｄｓ疎水性領域（表Ｉの欄ＩＸ）、Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ  

α－両親媒性領域およびＥｉｓｅｎｂｅｒｇ  β－両親媒性領域（表Ｉにおける

欄ＸおよびＸＩ）、Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ可撓性領域（表Ｉの欄ＸＩＩ

）、高抗原性指標のＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ領域（表Ｉの欄ＸＩＩＩ）、およ

びＥｍｉｎｉ表面形成領域（表Ｉの欄ＸＩＶ）が挙げられる。

      【００５５】

【表１】
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  この点において非常に好ましいフラグメントは、いくつかの構造的特徴（例え

ば、上記のいくつかの特徴）を組合せるＤＲ５の領域を含むか、またあるいはこ

れらからなるフラグメントである。本発明の好ましい核酸フラグメントとしては

また、ＤＲ５タンパク質の１個、２個、３個、４個、５個、またはそれより多く

のエピトープ保有部分を含むか、あるいはそれらからなる、ポリペプチドをコー
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ドする核酸分子が挙げられるが、これらに限定されない。特に、本発明のそのよ

うな核酸フラグメントとしては、以下のポリぺプチドをコードする核酸分子が挙

げられる：以下からなる群から選択される１、２、３またはそれより多くのアミ

ノ酸配列を含むか、またあるいはそれらからなるポリぺプチド：図１のおよそ６

２～およそ１１０のアミノ酸残基（配列番号２のアミノ酸残基およそ１１～およ

そ５９）；図１のアミノ酸残基およそ１１９～およそ１６４（配列番号２のアミ

ノ酸残基およそ６８～およそ１１３）を含むか、あるいはそれらからなる、ポリ

ペプチド；図１のアミノ酸残基およそ２２４～およそ２７１（配列番号２のアミ

ノ酸残基およそ１７３～およそ２２０）を含むか、あるいはそれらからなる、ポ

リペプチド；および図１のアミノ酸残基およそ２７５～３７０（配列番号２のア

ミノ酸残基およそ２２４～およそ３１９）を含むか、あるいはそれらからなる、

ポリペプチド。本発明者らは、上記ポリペプチドフラグメントが、ＤＲ５タンパ

ク質の抗原領域であることを決定した。ＤＲ５のタンパク質のそのようなエピト

ープ保有部分を決定するための方法が、以下に詳細に記載される。この文脈にお

いて、「およそ（約）」とは、特に列挙されたいくつか（５、４、３、２または

１）のアミノ酸残基だけ大きいかまたは小さい値（単数または複数）を意味する

。これらの核酸にコードされるポリぺプチドもまた、本発明に含まれる。

      【００５６】

  さらに、本発明は、配列番号１の残基２８３～１，３６２、好ましくは２８３

～６８１のうち、少なくとも約３０ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約５０

ヌクレオチドの任意の部分を含むか、またはこれらからなるポリぺプチドを含む

。これらのポリヌクレオチドにコードされるポリぺプチドもまた本発明に含まれ

る。

      【００５７】

  特定の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、１０００００ｋｂ長

未満、５００００ｋｂ長未満、１００００ｋｂ長未満、１０００ｋｂ長未満、５

００ｋｂ長未満、４００ｋｂ長未満、３５０ｋｂ長未満、３００ｋｂ長未満、２

５０ｋｂ長未満、２００ｋｂ長未満、１７５ｋｂ長未満、１５０ｋｂ長未満、１

２５ｋｂ長未満、１００ｋｂ長未満、７５ｋｂ長未満、５０ｋｂ長未満、４０ｋ
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ｂ長未満、３０ｋｂ長未満、２５ｋｂ長未満、２０ｋｂ長未満、１５ｋｂ長未満

、１０ｋｂ長未満、７．５ｋｂ長未満、または５ｋｂ長未満である。

      【００５８】

  さらなる実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、ＤＲ５コード配列

の少なくとも１５個、少なくとも３０個、少なくとも５０個、少なくとも１００

個、または少なくとも２５０個、少なくとも５００個、または少なくとも１００

０個連続するヌクレオチドを含むか、あるいはそれらからなるが、図１（配列番

号１）に示される５’コードヌクレオチドまたは３’コードヌクレオチドに隣接

するゲノムＤＮＡのうちの１０００ｋｂ以下、５００ｋｂ以下、２５０ｋｂ以下

、２００ｋｂ以下、１５０ｋｂ以下、１００ｋｂ以下、７５ｋｂ以下、５０ｋｂ

以下、３０ｋｂ以下、２５ｋｂ以下、２０ｋｂ以下、１５ｋｂ以下、１０ｋｂ以

下、または５ｋｂ以下からなる。さらなる実施形態において、本発明のポリヌク

レオチドは、ＤＲ５コード配列の少なくとも１５個、少なくとも３０個、少なく

とも５０個、少なくとも１００個、または少なくとも２５０個、少なくとも５０

０個、または少なくとも１０００個連続するヌクレオチドを含むか、あるいはそ

れらからなるが、いかなるＤＲ５イントロンの全てまたは一部も含まないか、ま

たはそれらからならない。別の実施形態において、ＤＲ５コード配列を含むか、

あるいはそれらからなる、核酸は、ゲノム隣接遺伝子（すなわち、ゲノムにおけ

るＤＲ５遺伝子に対して５’側または３’側）のコード配列を含まない。別の実

施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、１０００個より多く、５００個

より多く、２５０個より多く、１００個より多く、５０個より多く、２５個より

多く、２０個より多く、１５個より多く、１０個より多く、５個より多く、４個

より多く、３個より多く、２個より多く、または１個より多くのゲノム隣接遺伝

子のコード配列を含まない。

      【００５９】

  別の実施形態において、本発明は、本明細書中に記載されるように、本発明の

核酸分子におけるポリヌクレオチドの一部に、ストリンジェントなハイブリダイ

ゼーション条件下においてハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むか、ある

いはそれらからなる、単離された核酸分子、例えば、配列番号１に示されるコー
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ド配列および／または非コード配列（すなわち転写された配列、転写されていな

い配列）と相補的な配列、ＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡなら

びにＤＲ５ドメインをコードする配列またはポリヌクレオチドフラグメントを提

供する。「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、５０％ホルム

アミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭ  ＮａＣｌ、７５ｍＭ  クエン酸三ナトリウム

）、５０ｍＭ  リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト溶液、１０％

デキストラン硫酸、および２０μｇ／ｍｌ変性剪断サケ精子ＤＮＡを含むか、あ

るいはそれらからなる溶液中で４２℃にて一晩インキュベーションし、続いて約

６５℃において０．１×ＳＳＣでそのフィルターを洗浄することが意図される。

これらのポリヌクレオチドにコードされるポリぺプチドもまた、本発明に含まれ

る。

      【００６０】

  ポリヌクレオチドの「部分（一部）」とハイブリダイズするポリヌクレオチド

とは、少なくとも参照ポリヌクレオチドの約１５ヌクレオチド（ｎｔ）、および

より好ましくは少なくとも約２０ｎｔ、さらにより好ましくは少なくとも約３０

ｎｔ、およびさらにより好ましくは約３０～７０ｎｔ、または８０～１５０ｎｔ

、あるいは全長とハイブリダイズするポリヌクレオチド（ＤＮＡまたはＲＮＡの

いずれか）が意図される。「少なくとも約２０ｎｔ長」のポリヌクレオチドの一

部とは、例えば、参照ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列（例えば、寄託され

たｃＤＮＡまたは配列番号１に示されるヌクレオチド配列）由来の２０個以上連

続するヌクレオチドを意図する。この文脈において、「およそ（約）」とは、特

に列挙されたサイズ（いずれかの末端または両方の末端において、いくつか（５

、４、３、２または１）のヌクレオチドだけ大きいかまたは小さいサイズ）を含

む。これらは、上記および以下に詳細に議論されるような診断プローブおよびプ

ライマーとしての使用が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００６１】

  もちろん、ポリＡ配列（例えば、図１（配列番号１）に示されるＤＲ５ｃＤＮ

Ａの３’末端ポリ（Ａ）トラクト（ｔｒａｃｔ））、あるいはＴ（またはＵ）残

基の相補ストレッチにのみハイブリダイズするポリヌクレオチドは、本発明の核
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酸の一部とハイブリダイズさせるために使用される本発明のポリヌクレオチドに

含まれない。なぜなら、そのようなポリヌクレオチドは、ポリ（Ａ）ストレッチ

またはその相補体（例えば、特に、オリゴｄＴでプライムされたｃＤＮＡライブ

ラリーから生成された任意の二本鎖ｃＤＮＡ）を含む任意の核酸分子とハイブリ

ダイズするためである。

      【００６２】

  示されるように、ＤＲ５ポリペプチドをコードする本発明の核酸分子としては

、以下が挙げられるが、これらに限定されない：成熟ポリヌクレオチドのアミノ

酸配列を単独でコードする配列；成熟ポリペプチドおよびさらなる配列のコード

配列（例えば、アミノ酸リーダー配列または分泌配列（例えば、プレタンパク質

配列、もしくはプロタンパク質配列もしくはプレプロタンパク質配列）をコード

する配列）；さらなる非コード配列（例えば、転写、ｍＲＮＡプロセシング（ス

プライシング、およびポリアデニル化シグナルを含む）において役割（例えば、

リボソーム結合およびｍＲＮＡの安定性）を果たす転写された非翻訳配列のよう

なイントロンおよび非コード５’および３’配列が挙げられるが、これらに限定

されない）と共に、上述のさらなるコード配列を含むか、または含まない成熟ポ

リペプチドのコード配列；さらなるアミノ酸（例えば、さらなる機能性を提供す

るアミノ酸）をコードするさらなるコード配列。従って、例えばポリペプチドは

、マーカー配列（例えば、融合ポリペプチドの精製を促進するペプチドをコード

する配列）と融合され得る。本発明のこの局面の特定の好ましい実施形態におい

て、マーカー配列は、ヘキサヒスチジンペプチド（例えば、ｐＱＥベクター（Ｑ

ｉａｇｅｎ、Ｉｎｃ．）において提供されるタグ）であり、中でも、これらの多

くは市販されている。Ｇｅｎｔｚら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ８６：８２１－８２４（１９８９）に記載されるように、例えば、ヘキ

サ－ヒスチジンは、融合タンパク質の簡便な精製を提供する。「ＨＡ」タグは、

インフルエンザ赤血球凝集素タンパク質に由来するエピトープに対応する、精製

のための有用な別のペプチドであり、これは、Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７

：７６７－７７８（１９８４）によって記載されている。以下に議論されるよう

に、他のそのような融合タンパク質としては、Ｎ末端またはＣ末端でＦｃと融合
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されたＤＲ５レセプターが挙げられる。

      【００６３】

  本発明はさらに、本発明の核酸分子の改変体に関し、その改変体は、ＤＲ５レ

セプターの部分、アナログまたは誘導体をコードする。改変体は、例えば、天然

の対立遺伝子改変体として天然に存在し得る。「対立遺伝子改変体」によって、

生物体の染色体上の所定の遺伝子座を占める遺伝子のいくつかの代替形態の中の

一つが意図される。Ｇｅｎｅｓ  ＩＩ、Ｌｅｗｉｎ，Ｂ．編、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌ

ｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８５）。天然に存在しない改変体は、

当該分野で公知の変異誘発技術を使用して作製され得る。

      【００６４】

  そのような改変体としては、ヌクレオチド置換、欠失または付加によって産生

される改変体が挙げられる。置換、欠失または付加は、一つ以上のヌクレオチド

を含み得る。これらの改変体は、コード領域、非コード領域または両方において

変更され得る。コード領域における変更は、保存的または非保存的アミノ酸置換

、欠失または付加を生じ得る。これらの中で特に好ましいのは、サイレントな置

換、付加および欠失であり、これらはＤＲ５レセプターまたはそれら部分の特性

ならびに機能的活性を変更しない。この点において特に好ましいのは、保存的置

換である。

      【００６５】

  本発明のさらなる実施形態は、以下：（ａ）配列番号２のアミノ酸配列を含む

か、あるいはそれらからなるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；（ｂ

）アミノ末端メチオニンを欠く（配列番号２のアミノ酸配列を含むか、あるいは

それらからなるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；（ｃ）配列番号２

において、およそ１位～およそ３６０位アミノ酸配列を含むか、あるいはそれら

からなる、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；（ｄ）ＡＴＣＣ登録番

号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列を含むか、

あるいはそれらからなる、ＤＲ５ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；

（ｅ）ＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによってコードされるア

ミノ酸配列を含むか、あるいはそれらからなる成熟ＤＲ５ポリペプチドをコード
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するヌクレオチド配列；（ｆ）配列番号２のおよそ１～１３３位のアミノ酸配列

、またはＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによりコードされるＤ

Ｒ５細胞外ドメインを含むか、あるいはそれらからなる、ＤＲ５細胞外ドメイン

をコードするヌクレオチド配列；（ｇ）配列番号２のおよそ３３～およそ１２８

位のアミノ酸配列、またはＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによ

りコードされるＤＲ５システインリッチドメインを含むか、あるいはそれらから

なるＤＲ５システインリッチドメインをコードするヌクレオチド配列；（ｈ）配

列番号２のおよそ１３４～およそ１５７位のアミノ酸配列、またはＡＴＣＣ登録

番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによりコードされるＤＲ５膜貫通ドメインを

含むか、あるいはそれらからなるＤＲ５膜貫通ドメインをコードするヌクレオチ

ド配列；（ｉ）配列番号２のおよそ１５８～およそ３６０位のアミノ酸配列、ま

たはＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによりコードされるＤＲ５

細胞内ドメインを含むか、あるいはそれらからなるＤＲ５細胞内ドメインをコー

ドするヌクレオチド配列；（ｊ）全てまたは一部削除された膜貫通ドメインを有

するＤＲ５レセプター細胞外ドメインおよび細胞内ドメインをコードするヌクレ

オチド配列；（ｋ）配列番号２のおよそ２７３～およそ３４０位のアミノ酸配列

、またはＡＴＣＣ登録番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによりコードされるＤ

Ｒ５デスドメインを含むか、あるいはそれらからなるＤＲ５デスドメインをコー

ドするヌクレオチド配列；（ｌ）ＤＲ５機能活性（例えば、抗原性活性または生

物学的活性）を有する（ｃ）のポリペプチドのフラグメントをコードするヌクレ

オチド配列；および（ｍ）上記の（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（

ｆ）、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、（ｊ）、（ｋ）、または（ｌ）におけるヌクレ

オチド配列のいずれかと相補的なヌクレオチド配列と、少なくとも８０％同一、

そしてより好ましくは、少なくとも８５％、９０％，９２％，９５％、９６％、

９７％、９８％または９９％同一である単離された核酸分子を含む。これらのポ

リヌクレオチドによってコードされるポリペプチドもまた、本発明によって含ま

れる。

      【００６６】

  ＤＲ５ポリペプチドをコードする参照ヌクレオチド配列に、例えば、少なくと
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も９５％「同一」なヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドとは、そのポリ

ヌクレオチド配列が、ＤＲ５をコードする参照ヌクレオチド配列の各１００ヌク

レオチドあたり５つまでのミスマッチを含み得ることを除いて、そのポリヌクレ

オチドのヌクレオチド配列が、参照配列に対して同一であることを意図する。換

言すれば、参照ヌクレオチド配列に対して少なくとも９５％同一のヌクレオチド

配列を有するポリヌクレオチドを得るために、その参照配列のヌクレオチドの５

％までが、欠失され得るかまたは別のヌクレオチドで置換され得、あるいは、そ

の参照配列中の総ヌクレオチドの５％までの数のヌクレオチドが、その参照配列

に挿入され得る。本明細書に記載されるように、参照（照会（ｑｕｅｒｙ））配

列は、図１（配列番号１）または任意のポリヌクレオチドフラグメント（例えば

、本明細書に記載されるようなＤＲ５のＮ末端および／またはＣ末端欠失のアミ

ノ酸配列をコードするポリヌクレオチド）に示されるような全ＤＲ５ヌクレオチ

ド配列であり得る。

      【００６７】

  実際問題として、任意の特定の核酸分子が、例えば、配列番号１に示されるヌ

クレオチド配列、または寄託されたｃＤＮＡのヌクレオチド配列に対して、少な

くとも８０％同一、８５％同一、９０％同一、９２％同一、９５％同一、９６％

同一、９７％同一、９８％同一、または９９％同一であるか否かは、Ｂｅｓｔｆ

ｉｔプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  

Ｐａｃｋａｇｅ，Ｕｎｉｘ（登録商標）用バージョン８、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃ

ｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａ

ｒｋ，５７５  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ  ５３７１

１）のような公知のコンピュータープログラムを使用して従来通りに決定され得

る。Ｂｅｓｔｆｉｔは、２つの配列間で相同性の最も高いセグメントを見出すた

めに、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ（Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌ

ｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ  ２：４８２－４８９（１９８１））の局所的

相同性アルゴリズムを使用する。特定の配列が本発明に従う参照配列に対して、

例えば、９５％同一であるか否かを決定するために、Ｂｅｓｔｆｉｔまたは任意

の他の配列整列プログラムを使用する場合、当然のことながら、同一性のパーセ
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ンテージが参照ヌクレオチド配列の全長にわたって計算され、そして参照配列内

のヌクレオチドの総数の５％までの相同性におけるギャップが許容されるように

パラメーターを設定する。

      【００６８】

  特定の実施形態では、参照（照会）配列（本発明の配列）と対象配列との間の

同一性（全体的な配列整列ともいわれる）は、Ｂｒｕｔｌａｇら（Ｃｏｍｐ．Ａ

ｐｐ．Ｂｉｏｓｃｉ．６：２３７－２４５（１９９０））のアルゴリズムに基づ

くＦＡＳＴＤＢコンピュータープログラムを使用して決定される。同一性パーセ

ントを算定するためにＤＮＡ配列のＦＡＳＴＤＢ整列において使用される好まし

いパラメーターは：Ｍａｔｒｉｘ＝Ｕｎｉｔａｒｙ、ｋ－ｔｕｐｌｅ＝４、Ｍｉ

ｓｍａｔｃｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝１、Ｊｏｉｎｉｎｇ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝３０、

Ｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ  Ｇｒｏｕｐ  Ｌｅｎｇｔｈ＝０、Ｃｕｔｏｆｆ  

Ｓｃｏｒｅ＝１、Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝５、Ｇａｐ  Ｓｉｚｅ  Ｐｅｎａｌ

ｔｙ  ０．０５、Ｗｉｎｄｏｗ  Ｓｉｚｅ＝５００または対象ヌクレオチド配列

の長さ（いずれかより短い方）である。この実施形態に従って、同一性パーセン

トを計算する場合に、ＦＡＳＴＤＢプログラムが対象配列の５’および３’の短

縮を考慮しないという事実を考慮するために、対象配列が、５’または３’欠失

のために（内部欠失が理由ではなく）、照会配列より短い場合、手動の補正が結

果に対してなされる。照会配列に対して、５’末端または３’末端で短縮化され

た対象配列について、同一性パーセントは、照会配列の総塩基のパーセントとし

て、一致／整列されない対象配列の５’および３’である照会配列の塩基の数を

計算することによって補正される。ヌクレオチドが一致／整列されるか否かの決

定は、ＦＡＳＴＤＢ配列整列の結果によって決定される。次いで、このパーセン

トが、特定のパラメーターを用いて上記のＦＡＳＴＤＢプログラムによって算定

された同一性パーセントから差し引かれ、最終的な同一性パーセントのスコアに

到達する。この補正されたスコアが、本実施形態の目的に使用されるものである

。ＦＡＳＴＤＢ整列によって示される場合、照会配列と一致／整列されいていな

い、対象配列の５’および３’塩基の外側の塩基のみが、同一性パーセントのス

コアを手動で調整する目的で算定される。例えば、９０塩基の対象配列は、同一
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性パーセントを決定するために１００塩基の照会配列に整列される。欠失は、対

象配列の５’末端で生じ、従って、ＦＡＳＴＤＢ整列は、５’末端の最初の１０

塩基で一致／整列を示さない。１０個の不対合塩基は、配列の１０％（一致して

いない５’および３’末端での塩基の数／照会配列の塩基の総数）を表し、その

ため１０％は、ＦＡＳＴＤＢプログラムによって算定される同一性パーセントの

スコアから差し引かれる。残りの９０塩基が完全に一致する場合は、最終的な同

一性パーセントは９０％である。別の例では、９０塩基の対象配列が、１００塩

基の照会配列と比較される。この場合、欠失は、内部欠失であり、その結果、照

会と一致／整列しない対象配列の５’または３’の塩基は存在しない。この場合

、ＦＡＳＴＤＢによって算定される同一性パーセントは手動で補正されない。再

び、照会配列と一致／整列しない対象配列の５’および３’の塩基のみが手動で

補正される。他の手動の補正は、本実施形態の目的のためにはなされない。

      【００６９】

  本願は、配列番号１に示される核酸配列、寄託されたｃＤＮＡの核酸配列また

はそのフラグメントに対して、それらがＤＲ５の機能的活性を有するポリペプチ

ドをコードするか否かに関わらず、少なくとも８０％同一、８５％同一、９０％

同一、９２％同一、９５％同一、９６％同一、９７％同一、９８％同一、または

９９％同一である核酸分子に関する。これらのポリヌクレオチドによってコード

されるポリペプチドはまた、本発明によって包含される。特定の核酸分子が、Ｄ

Ｒ５機能活性を有するポリペプチドをコードしない場合ですら、当業者はこの核

酸分子を使用する方法（例えば、ハイブリダイゼーションプローブまたはポリメ

ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーとして）をなお知っているからである。Ｄ

Ｒ５機能活性を有するポリペプチドをコードしない本発明の核酸分子の使用は、

特に、（１）ｃＤＮＡライブラリー中のＤＲ５遺伝子またはその対立遺伝子改変

体を単離する工程；（２）Ｖｅｒｍａら（Ｈｕｍａｎ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｂａｓｉｃ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ｐｅｒｇａｍ

ｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８８））に記載されるような、ＤＲ

５遺伝子の正確な染色体位置を提供するための、分裂中期染色体スプレッド（ｓ

ｐｒｅａｄ）に対するインサイチュハイブリダイゼーション（例えば、「ＦＩＳ
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Ｈ」）；および（３）特定の組織におけるＤＲ５のｍＲＮＡ発現を検出するため

のノーザンブロット分析が挙げられる。

      【００７０】

  しかし、配列番号１に示される核酸配列、寄託されたｃＤＮＡの核酸配列、ま

たはそれらのフラグメントに対して、少なくとも８０％、８５％、９０％、９２

％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一な配列を有する核酸分子

が好ましい。これらは、事実、ＤＲ５タンパク質の機能的活性を有するポリペプ

チドをコードする。「ＤＲ５の機能的活性を有するポリペプチド」によって、特

定の生物学的アッセイにおいて測定されるように、本発明のＤＲ５タンパク質（

全長（すなわち、完全）タンパク質または好ましくは成熟タンパク質のいずれか

）の機能活性と類似する活性（しかし、同一である必要はない）を示すポリペプ

チドが意図される。例えば、ＤＲ５ポリペプチド機能活性は、本明細書中に記載

されるポリペプチド配列が完全ＤＲ５とマルチマー（例えば、ホモダイマーおよ

びホモトリマー）を形成して、そしてＤＲ５リガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）を

結合する能力によって測定され得る。ＤＲ５ポリペプチド機能活性はまた、例え

ば、このポリペプチドを発現している細胞でアポトーシスを誘導する能力を決定

することによって測定され得る。これらの機能活性は、本明細書中に記載される

技術および当該分野で公知のそれ以外の技術を使用して慣用的に行われ得る。

      【００７１】

  例えば、ＤＲ５タンパク質機能活性（例えば、生物学的活性）は、本質的に以

前に記載されたように（Ａ．Ｍ．Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｃｅｌｌ  ８１：５

０５～５１２（１９９５）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ

．２７０：７７９５～８（１９９５）；Ｆ．Ｃ．Ｋｉｓｃｈｋｅｌら、ＥＭＢＯ

  １４：５５７９～５５８８（１９９５）；Ａ．Ｍ．Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、

Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：４９６１～４９６５（１９９６））、および

以下の実施例５に示されるように行われる細胞死アッセイを使用して測定され得

る。ＭＣＦ７細胞では、全長ＤＲ５、または候補となるデスドメイン含有レセプ

ターをコードするプラスミドが、緑色蛍光タンパク質をコードするｐＬａｎｔｅ

ｒｎレポーター構築物とともに同時トランスフェクトされる。ＤＲ５をトランス
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フェクトされた細胞の核は、ＤＡＰＩ染色によってアッセイされるようなアポト

ーシスの形態を示す。ＴＮＦＲ－１およびＦａｓ／ＡＰＯ－１（Ｍ．Ｍｕｚｉｏ

ら、Ｃｅｌｌ  ８５：８１７～８２７（１９９６）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、

Ｃｅｌｌ  ８５：８０３～８１５（１９９６）；Ｍ．Ｔｅｗａｒｉら、Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：３２５５～６０（１９９５））と同様に、ＤＲ５誘導

性アポトーシスは、ＩＣＥ様プロテアーゼのインヒビター（ＣｒｍＡおよびｚ－

ＶＡＤ－ｆｍｋ）によって好ましくはブロックされる。

      【００７２】

  もちろん、遺伝コードの縮重に起因して、当業者は、例えば、寄託されたｃＤ

ＮＡの核酸配列、もしくは配列番号１に示される核酸配列、またはそれらのフラ

グメントに対して、少なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６

％、９７％、９８％または９９％同一な配列を有する多くの核酸分子が「ＤＲ５

タンパク質の機能的活性を有する」ポリペプチドをコードすることを直ちに認識

する。事実、これらのヌクレオチド配列の縮重改変体は全て、同じポリペプチド

をコードするので、多くの場合において、これは、上記の比較アッセイを行うこ

となく、なお当業者に明らかである。縮重改変体ではないこのような核酸分子に

ついては、妥当な数がまたＤＲ５タンパク質機能活性を有するポリペプチドをコ

ードすることは当該分野でさらに認識される。これは、以下にさらに記載される

ように、当業者が、タンパク質機能をあまり有意にもたらすようではないまたは

もたらさないようであるかのいずれかであるアミノ酸置換（例えば、１つの脂肪

族アミノ酸を第２の脂肪族アミノ酸と置換すること）を十分認識しているためで

ある。

      【００７３】

  例えば、表現型的にサイレントなアミノ酸置換の作製方法に関するガイダンス

は、Ｂｏｗｉｅ，Ｊ．Ｕ．ら、「Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ  ｔｈｅ  Ｍｅｓｓａ

ｇｅ  ｉｎ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ：Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ  ｔｏ

  Ａｍｉｎｏ  Ａｃｉｄ  Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ」Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４

７：１３０６－１３１０（１９９０）に提供される。ここで、著者らは、タンパ

ク質がアミノ酸置換に驚くほど許容性であることを示す。
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      【００７４】

  （ポリヌクレオチドアッセイ）

  本発明はまた、相補的なポリヌクレオチドを検出するためのＤＲ５ポリヌクレ

オチド（例えば、診断試薬として）の使用に関する。機能不全と関連するＤＲ５

の変異形態の検出は、ＤＲ５またはその可溶性形態の発現の低下、過剰発現、ま

たは発現の変更から生じる、疾患（例えば、腫瘍または自己免疫疾患など）また

は疾患に対する感受性の診断を加え得るか、または定義し得る診断ツールを提供

する。

      【００７５】

  ＤＲ５遺伝子に変異を保有する個体は、種々の技術により、ＤＮＡレベルで検

出され得る。診断のための核酸は、患者の細胞（例えば、血液、尿、唾液、組織

生検および剖検材料に由来する）から得られ得る。ゲノムＤＮＡは、検出のため

に直接使用され得るか、または分析の前に、ＰＣＲを用いることにより酵素的に

増幅され得る（Ｓａｉｋｉら、Ｎａｔｕｒｅ、３２４：１６３－１６６（１９８

６））。ＲＮＡまたはｃＤＮＡはまた同じ目的のために使用され得る。例として

、ＤＲ５をコードする核酸に相補的なＰＣＲプライマーを使用して、ＤＲ５の発

現および変異を同定および分析し得る。例えば、欠失および挿入は、正常な遺伝

子型と比較した際に、増幅産物のサイズの変化により検出され得る。点変異は、

放射性標識されたＤＲ５  ＲＮＡまたは代替的に、放射性標識されたＤＲ５アン

チセンスＤＮＡ配列に対して、増幅されたＤＮＡがハイブリダイズすることによ

り同定され得る。完全に一致した配列は、ＲＮａｓｅ  Ａ消化または融解点の差

異により一致しなかった二重鎖から区別され得る。

      【００７６】

  参照遺伝子と変異を有する遺伝子との間の配列の差異もまた、直接的なＤＮＡ

配列決定によって示され得る。さらに、クローニングされたＤＮＡセグメントは

、特定のＤＮＡセグメントを検出するプローブとして用いられ得る。このような

方法の感度は、ＰＣＲまたは別の増幅方法の適切な使用によって大いに増強され

得る。例えば、配列決定プライマーは、改変ＰＣＲによって作製された、二本鎖

ＰＣＲ産物または一本鎖鋳型分子を用いて使用される。配列の決定は、放射性標
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識ヌクレオチドを用いる従来の手順によってか、または蛍光タグを用いる自動配

列決定手順によって行われる。

      【００７７】

  ＤＮＡ配列の差異に基づく遺伝子試験は、変性剤を含むか、または含まないゲ

ルにおけるＤＮＡフラグメントの電気泳動移動度における変化の検出により達成

され得る。小さな配列の欠失および挿入は、高い分解能のゲル電気泳動により可

視化され得る。異なる配列のＤＮＡフラグメントは、異なるＤＮＡフラグメント

の移動度が、それらの特異的な融解温度または部分融解温度により異なる位置で

ゲルにおいて遅延される変性ホルムアミド勾配ゲルにおいて区別され得る（例え

ば、Ｍｙｅｒｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３０：１２４２（１９８５）を参照のこ

と）。

      【００７８】

  特定の位置での配列変化はまた、ヌクレアーゼ保護アッセイ（例えば、ＲＮａ

ｓｅおよびＳ１保護、または化学切断方法）により明らかにされ得る（例えば、

Ｃｏｔｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：４３

９７－４４０１（１９８５））。

      【００７９】

  従って、特定のＤＮＡ配列の検出は、例えば、ハイブリダイゼーション、ＲＮ

ａｓｅ保護、化学切断、直接ＤＮＡ配列決定または制限酵素の使用（例えば、制

限フラグメント長多型（「ＲＦＬＰ」）、およびゲノムＤＮＡのサザンブロッテ

ィング）を含むが、これらに限定されない方法により達成され得る。

      【００８０】

  より従来のゲル電気泳動およびＤＮＡ配列決定に加えて、変異はまた、インサ

イチュ分析により検出され得る。

      【００８１】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  本発明はまた、本発明のＤＮＡ分子を含むベクター、本発明のベクターで遺伝

子操作された宿主細胞、および組換え技術による本発明のポリペプチドの産生に

関する。
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      【００８２】

  宿主細胞は、遺伝子操作されて核酸分子を組込み得、そして本発明のポリペプ

チドを発現し得る。ポリヌクレオチドは、単独または他のポリヌクレオチドと共

に導入され得る。このような他のポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドか

ら独立して導入されるか、本発明のポリペプチドと共に導入されるか、または本

発明のポリペプチドに結合して導入され得る。

      【００８３】

  本発明のこの局面に従って、このベクターは、例えばプラスミドベクター、一

本鎖または二本鎖ファージベクター、一本鎖または二本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡウ

イルスベクターであり得る。このようなベクターは、ＤＮＡおよびＲＮＡを細胞

に導入するための周知の技術によって、ポリヌクレオチド、好ましくはＤＮＡと

して細胞に導入され得る。ウイルスベクターは、複製適格性または複製欠損であ

り得る。後者の場合、一般的にウイルス増殖は、相補的な宿主細胞においてのみ

起こる。

      【００８４】

  特定の観点においては、ベクターの中でも、本発明のポリヌクレオチドおよび

ポリペプチドの発現のためのベクターが好ましい。一般的に、このようなベクタ

ーは、発現されるべきポリヌクレオチドに作動可能に結合した宿主における発現

のために有効なシス作用制御領域を含む。適切なトランス作用因子は、宿主によ

って供給されるか、相補ベクターによって供給されるか、または宿主への導入の

際にベクター自身によって供給されるかのいずれかである。

      【００８５】

  非常に様々な発現ベクターを使用して、本発明のポリペプチドを発現し得る。

このようなベクターとしては、染色体ベクター、エピソームベクター、およびウ

イルス誘導ベクター（例えば、細菌プラスミド、バクテリオファージ、酵母エピ

ソーム、酵母染色体要素、ウイルス（例えば、バキュロウイルス、パポバウイル

ス（例えば、ＳＶ４０）、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス

、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルス）由来のベクターならびにこれらの

組み合わせ由来のベクター（例えば、プラスミドおよびバクテリオファージ遺伝
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子要素（例えば、コスミドおよびファージミド）由来のベクター）が挙げられ、

すべて本発明のこの局面に従う発現のために使用され得る。一般的に、宿主にお

いてポリペプチドを発現するために維持し、増殖し、またはポリヌクレオチドを

発現するのに適した任意のベクターは、この点において発現のために使用され得

る。

      【００８６】

  発現ベクターにおけるＤＮＡ配列は、適切な発現制御配列（例えば、直接的な

ｍＲＮＡ転写に対するプロモーターを含む）に作動可能に連結される。このよう

なプロモーターの例としては、周知のプロモーターのうちのほんの少しの名前を

挙げると、ファージλＰＬプロモーター、Ｅ．ｃｏｌｉ  ｌａｃ、ｔｒｐおよび

ｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期および後期プロモーターならびにレトロウイ

ルスＬＴＲのプロモーターが挙げられる。一般的に、発現構築物は、転写開始お

よび終止に関する部位、ならびに転写された領域中に、翻訳のためのリボソーム

結合部位を含む。この構築物により発現された成熟転写産物のコード部分は、翻

訳されるポリペプチドの先頭で翻訳開始ＡＵＧおよび翻訳されるポリペプチドの

末端に適切に配置された終止コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡ、またはＵＡＧ）を含む。

      【００８７】

  さらに、構築物は、発現を調節し、そして発現を引き起こす制御領域を含み得

る。一般的に、このような領域は、転写を制御することによって、例えば、リプ

レッサー結合部位およびエンハンサーなどを操作する。

      【００８８】

  増殖および発現のためのベクターは、一般的に選択マーカーを含む。このよう

なマーカーはまた、増殖のために適切であり得るか、またはこのベクターは、こ

の目的のためにさらなるマーカーを含み得る。この点において、発現ベクターは

、好ましくは、形質転換された宿主細胞の選択のための表現型特徴を提供するた

めに、１以上の選択マーカー遺伝子を含む。このようなマーカーとしては、真核

生物細胞培養のためにはジヒドロ葉酸レダクターゼまたはネオマイシン耐性、な

らびにＥ．ｃｏｌｉおよび他の細菌を培養するためにはテトラサイクリンまたは

アンピシリン耐性遺伝子が挙げられるが、これらに限定されない。
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      【００８９】

  本明細書中のいずれかに記載されるような適切なＤＮＡ配列、ならびに適切な

プロモーターおよび他の適切な制御配列を含むベクターは、所望のポリペプチド

をそこにおいて発現するために適切な種々の周知の技術を用いて、適切な宿主に

導入され得る。適切な宿主の代表的な例には、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ

、ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓおよびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉｍｕｒｉ

ｕｍ細胞）；真菌細胞（例えば、酵母細胞）；昆虫細胞（例えば、Ｄｒｏｓｏｐ

ｈｉｌａ  Ｓ２およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ  Ｓｆ９細胞）；動物細胞（例えば

、ＣＨＯ、ＣＯＳ、およびＢｏｗｅｓ  ｍｅｌａｎｏｍａ細胞）；および植物細

胞が挙げられる。上記の宿主細胞のために適切な培養培地および条件は、当該分

野において公知である。

      【００９０】

  細菌における使用に好ましいベクター中には、ｐＱＥ７０、ｐＱＥ６０および

ｐＱＥ－９（Ｑｉａｇｅｎから入手可能）；ｐＢＳベクター、Ｐｈａｇｅｓｃｒ

ｉｐｔベクター、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、

ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅから入手可能）；ならびに

ｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩ

Ｔ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａから入手可能）が挙げられる。好ましい真核生物ベク

ターの中には、ｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１およびｐ

ＳＧ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅから入手可能）；ならびにｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、

ｐＭＳＧおよびｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａから入手可能）がある。これらの

ベクターは、当業者が利用可能な多くの市販ベクターおよび周知のベクターの例

示のみの目的で列挙される。

      【００９１】

  宿主細胞における発現のための適切なベクターおよびプロモータの選択は、周

知の手順であり、そしてベクター構築物の発現のため、ベクターの宿主への導入

のためおよび宿主における発現のために必要な技術は、当該分野における慣用的

な技術である。

      【００９２】
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  本発明はまた、本明細書中に記載される上記のベクター構築物を含む宿主細胞

に関し、そしてさらに、当該分野において公知の技術を用いて１以上の異種制御

領域（例えば、プロモーターおよび／またはエンハンサー）に作動可能に結合す

る本発明のヌクレオチド配列を含む宿主細胞を包含する。この宿主細胞は、高等

真核生物細胞（例えば、哺乳動物細胞（例えば、ヒト由来細胞））、もしくは下

等真核生物細胞（例えば、酵母細胞）であり得るか、またはこの宿主細胞は、原

核生物細胞（例えば、細菌細胞）であり得る。宿主鎖は、所望の特定の様式で、

挿入された遺伝子配列の発現を調節するかまたは遺伝子産物を修飾および処理す

るように選択され得る。特定のプロモーターからの発現は、特定の誘導因子の存

在下で増大され得；従って遺伝子操作されたポリペプチドの発現が制御され得る

。さらに、異なる宿主細胞は、翻訳プロセシングおよび翻訳後プロセシングなら

びにタンパク質の改変（例えば、リン酸化、切断）のための特徴および特定の機

構を有する。適切な細胞株は、発現された外来タンパク質の所望の改変およびプ

ロセシングを確実にするために選択され得る。

      【００９３】

  宿主細胞への構築物の導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥ

ＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、カチオン性脂質媒介トランスフ

ェクション、エレクトロポレーション、形質導入、感染または他の方法によって

もたらされ得る。このような方法は、多くの標準的研究室マニュアルに記載され

ている（例えば、Ｄａｖｉｓら、Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８６））。

      【００９４】

  本明細書において議論されるベクター構築物を含む宿主細胞を含むことに加え

て、本発明はまた、脊椎動物起源（特に、哺乳動物起源）の一次（ｐｒｉｍａｒ

ｙ）宿主細胞、二次（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ）宿主細胞、および不死化宿主細胞を

含む。これらの宿主細胞は、内因性の遺伝物質（例えば、ＤＲ５コード配列）を

欠失または置換するように操作されており、そして／または本発明のＤＲ５ポリ

ヌクレオチドと作動可能に連結された遺伝物質（例えば、異種ポリヌクレオチド

配列）を含むように操作され、そして内因性のＤＲ５ポリヌクレオチドを活性化
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、変更、および／または増幅する。例えば、当該分野で公知の技術は、相同組換

えを介して、異種制御領域（例えば、プロモーターおよび／またはエンハンサー

）ならびに内因性ＤＲ５ポリヌクレオチド配列を作動可能に連結するために使用

され得る（例えば、１９９７年６月２４日に発行された米国特許第５，６４１，

６７０号；１９９６年９月２６日に公開された国際公開第ＷＯ  ９６／２９４１

１号；１９９４年８月４日に公開された国際公開第ＷＯ  ９４／１２６５０号；

Ｋｏｌｌｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８９

３２－８９３５（１９８９）；およびＺｉｊｌｓｔｒａら，Ｎａｔｕｒｅ  ３４

２：４３５－４３８（１９８９）を参照のこと。これらの開示の各々は、それら

全体において参考として援用される）。

      【００９５】

  本発明のポリペプチドは、改変された形態（例えば、融合タンパク質（ペプチ

ド結合を介して（異なるタンパク質の）異種タンパク質配列に結合したポリペプ

チドを含む）で発現され得、そして分泌シグナルのみならず、さらなる異種機能

領域をも含み得る。このような融合タンパク質は、当該分野において公知の方法

によって、適切なリーディングフレームにおいて、本発明のポリヌクレオチドお

よび所望のアミノ酸配列をコードする所望の核酸配列を互いに連結させる工程、

ならびに当該分野において公知の方法によって、この融合タンパク質産物を発現

させる工程により作製され得る。あるいは、このような融合タンパク質は、例え

ば、ペプチド合成装置を使用することにより、タンパク質合成技術によって作製

され得る。従って、例えば、さらなるアミノ酸（特に、荷電アミノ酸）の領域が

、精製の間または引き続く取り扱いおよび保存の間の宿主細胞における安定性お

よび持続性を改善するために、ポリペプチドのＮ末端に付加され得る。また、領

域はまた、精製を容易にするためにポリペプチドに付加され得る。このような領

域は、ポリペプチドの最終的な調製の前に除去され得る。例えば、１つの実施形

態において、本発明のＤＲ５ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、グ

ラム陰性細菌においてこのようなポリペプチドの発現および精製の効率を増加す

るためにｐｅｌＢペクチン酸リアーゼシグナル配列に融合され得る。米国特許第

５，５７６，１９５号および同第５，８４６，８１８号（これらの内容は、本明
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細書中でその全体が参考として援用される）を参照のこと。

      【００９６】

  あるいは、このような融合タンパク質は、例えば、ペプチド合成装置を使用す

ることにより、タンパク質合成技術によって作製され得る。従って、例えば、さ

らなるアミノ酸（特に、荷電アミノ酸）の領域が、精製の間または引き続く取り

扱いおよび保存の間の宿主細胞における安定性および持続性を改善するために、

ポリペプチドのＮ末端に付加され得る。さらに、領域はまた、精製を容易にする

ためにポリペプチドに付加され得る。このような領域は、ポリペプチドの最終的

な調製の前に除去され得る。特に、分泌または排出を生じさせるため、安定性を

改善するため、および精製を容易にするためにポリペプチドにペプチド部分を付

加することは、当該分野でよく知られておりかつ慣用的な技術である。好ましい

融合タンパク質は、タンパク質の可溶化に有用な免疫グロブリン由来の異種領域

を含む。例えば、ＥＰ－Ａ－Ｏ  ４６４  ５３３（カナダ国対応出願２０４５８

６９）は、別のヒトタンパク質またはその一部とともに免疫グロブリン分子の定

常領域の種々の部分を含む、融合タンパク質を開示する。多くの場合、融合タン

パク質中のＦｃ部分は、治療および診断における使用に十分に有利であり、従っ

て、例えば改善された薬物動態学的特性を生じる（ＥＰ－Ａ  ０２３２  ２６２

）。一方、いくつかの使用について、融合タンパク質が、記載される有利な様式

で発現、検出、および精製された後に、Ｆｃ部分が欠失され得ることが望ましい

。これは、Ｆｃ部分が、治療および診断における使用の障害であると判明する場

合（例えば、融合タンパク質が免疫のための抗原として使用されるべき場合）で

ある。薬物探索において、例えばｈＩＬ－５レセプターのようなヒトタンパク質

が、ｈＩＬ－５のアンタゴニストを同定するためのハイスループットスクリーニ

ングアッセイの目的のためにＦｃ部分と融合されている。Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔら

、Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，８：

５２－５８（１９９５）およびＫ．Ｊｏｈａｎｓｏｎら、Ｔｈｅ  Ｊｏｕｒｎａ

ｌ  ｏｆ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２７０：９４５９－９

４７１（１９９５）を参照のこと。

      【００９７】
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  本発明のポリペプチドは、天然に精製された産物、化学合成手順の生成物およ

び組換え技術によって原核生物宿主または真核生物宿主（例えば、細菌細胞、酵

母細胞、高等植物細胞、昆虫細胞および哺乳動物細胞を含む）から産生された産

物を含む。組換え産生手順において使用される宿主に依存して、本発明のポリペ

プチドは、グリコシル化されていてもグリコシル化されていなくてもよい。さら

に、本発明のポリペプチドはまた、いくつかの場合において宿主媒介プロセスの

結果として、初期改変メチオニン残基を含み得る。

（トランスジェニックおよび「ノックアウト」）

  本発明のＤＲ５ポリペプチドはまた、トランスジェニック動物中で発現され得

る。任意の種の動物（マウス、ラット、ウサギ、ハムスター、モルモット、ブタ

、ミクロピッグ（ｍｉｃｒｏ－ｐｉｇ）、ヤギ、ヒツジ、ウシ、および非ヒト霊

長類（例えば、ヒヒ、サル、およびチンパンジー）を含むがこれらに限定されな

い）が、トランスジェニック動物を作製するために使用され得る。特定の実施形

態において、本明細書中に記載されるかさもなくば当該分野の公知の技術が、遺

伝子治療プロトコルの一部として、ヒトにおいて本発明のポリペプチドを発現す

るために使用される。

      【００９８】

  当該分野で公知の任意の技術が、導入遺伝子（すなわち、本発明の核酸）を動

物に導入して、トランスジェニック動物の創始系統を作製するために使用され得

る。このような技術としては、前核マイクロインジェクション（Ｐａｔｅｒｓｏ

ｎら、Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４０：６９１－

６９８（１９９４）；Ｃａｒｖｅｒら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＮＹ）１

１：１２６３－１２７０（１９９３）；Ｗｒｉｇｈｔら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｙ（ＮＹ）９：８３０－８３４（１９９１）；およびＨｏｐｐｅら、米国特

許第４，８７３，１９１号（１９８９））；生殖系列へのレトロウイルス媒介遺

伝子移入（Ｖａｎ  ｄｅｒ  Ｐｕｔｔｅｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：６１４８－６１５２（１９８５））、胚盤胞または胚へ

のレトロウイルス媒介遺伝子移入；胚性幹細胞における遺伝子標的化（Ｔｈｏｍ

ｐｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ５６：３１３－３２１（１９８９））；細胞または胚の
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エレクトロポレーション（Ｌｏ、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：１８０３－

１８１４（１９８３））；遺伝子銃を用いた本発明のポリヌクレオチドの導入（

例えば、Ｕｌｍｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５９：１７４５（１９９３）を参照

のこと）；胚性多能性幹細胞への核酸構築物の導入および胚盤胞へのこの幹細胞

の再移入；ならびに精子媒介遺伝子移入（Ｌａｖｉｔｒａｎｏら、Ｃｅｌｌ  ５

７：７１７－７２３（１９８９））；などを含むがこれらに限定されない。この

ような技術の総説については、本明細書中にその全体が参考として援用される、

Ｇｏｒｄｏｎ、「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ  Ａｎｉｍａｌｓ」、Ｉｎｔｌ．Ｒｅｖ

．Ｃｙｔｏｌ．１１５：１７１－２２９（１９８９）を参照のこと。米国特許第

５，４６４，７６４号（Ｃａｐｅｃｃｈｉら、Ｐｒｏｓｉｔｉｖｅ－Ｎｅｇａｔ

ｉｖｅ  Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ｖｅｃｔｏｒｓ）；米

国特許第５，６３１，１５３号（Ｃａｐｅｃｃｈｉら、Ｃｅｌｌｓ  ａｎｄ  Ｎ

ｏｎ－Ｈｕｍａｎ  Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ  Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ  Ｐｒｅｄｅｔ

ｅｒｍｉｎｅｄ  Ｇｅｎｏｍｉｃ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  Ｐｏ

ｓｉｔｉｖｅ－Ｎｅｇａｔｉｖｅ  Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎ

ｄ  Ｖｅｃｔｏｒｓ  ｆｏｒ  Ｍａｋｉｎｇ  Ｓａｍｅ）；米国特許第４，７３

６，８６６号（Ｌｅｄｅｒら、Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ  Ｎｏｎ－Ｈｕｍａｎ  Ａ

ｎｉｍａｌｓ）；ならびに米国特許第４，８７３，１９１号（Ｗａｇｎｅｒら、

Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｚｙｇｏｔｅｓ）；も

また参照のこと（これらの各々は、本明細書中にその全体が参考として援用され

る）。さらに、この段落に列挙された資料の各々の内容が、本明細書中でその全

体が参考として援用される。

      【００９９】

  当該分野で公知の任意の技術が、本発明のポリヌクレオチドを含むトランスジ

ェニッククローンを作製するために使用され得、そのような技術は、例えば、徐

核した卵母細胞への、休止期に誘導された培養した、胚性（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

）細胞由来の核、胎児細胞由来の核または成体細胞由来の核の、核移入である（

Ｃａｍｐｅｌｌら、Ｎａｔｕｒｅ  ３８０：６４－６６（１９９６）；Ｗｉｌｍ

ｕｔら、Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３（１９９７）、これらのそれぞ
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れは、本明細書中でその全体が参考として援用される）。

      【０１００】

  本発明は、その全ての細胞に導入遺伝子を有するトランスジェニック動物、な

らびにいくつかの細胞（しかしその全ての細胞ではない）に導入遺伝子を有する

動物（すなわち、モザイクまたはキメラ動物）を提供する。導入遺伝子は、１つ

の導入遺伝子としてまたはコンカテマー（例えば、頭－頭タンデム型または頭－

尾タンデム型）のような複数のコピーとして組み込まれ得る。この導入遺伝子は

また、例えば、Ｌａｓｋｏらの教示（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ８９：６２３２－６２３６（１９９２））に従って特定の細胞型に選択

的に導入され得、そして活性化され得る。このような細胞型特異的活性化に必要

とされる調節配列は、目的の特定の細胞型に依存し、そしてそれらは当業者に明

らかである。ポリヌクレオチド導入遺伝子が、内在性遺伝子の染色体部位に組み

込まれることが所望される場合、遺伝子の標的化が好ましい。手短に言えば、こ

のような技術が利用される場合、内在性遺伝子に対して相同ないくつかのヌクレ

オチド配列を含むベクターが、染色体配列との相同な組換えを介して内在性遺伝

子のヌクレオチド配列に組み込まれ、そのヌクレオチド配列の機能を破壊するこ

とを目的として設計される。導入遺伝子はまた、特定の細胞型に選択的に導入さ

れ得、従って、例えば、Ｇｕら（Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６５：１０３－１０６（１

９９４））の教示に従って、導入された細胞型においてのみ内在性遺伝子が不活

化される。そのような細胞型特異的不活化に必要とされる調節配列は、目的の特

定の細胞型に依存し、そしてそれらは当業者に明らかである。この段落に列挙さ

れた資料の各々の内容が、本明細書中でその全体が参考として援用される。

      【０１０１】

  一旦トランスジェニック動物が作製されると、その組換え遺伝子の発現は、標

準的な技術を利用してアッセイされ得る。最初のスクリーニングは、サザンブロ

ット分析またはＰＣＲ技術によって達成されて、導入遺伝子の組み込みが起きた

ことを動物組織の分析により確認し得る。トランスジェニック動物の組織におけ

る導入遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルはまた、動物由来の組織サンプルのノーザン

ブロット分析、インサイチュハイブリダイゼーション分析、および逆転写酵素Ｐ
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ＣＲ（ｒｔ－ＰＣＲ）を含むがこれらに限定されない技術を用いて評価され得る

。トランスジェニック遺伝子発現組織のサンプルはまた、導入遺伝子産物に特異

的な抗体を用いて免疫細胞化学的または免疫組織化学的に評価され得る。

      【０１０２】

  一旦、創始動物が生成されると、それらは、交配され、同系交配され、異系交

配されるかまたは交雑されて、特定の動物のコロニーを生成し得る。そのような

交配戦略の例は、以下を含むがこれらに限定されない：別の系統を樹立するため

の１つより多くの組み込み部位を有する創始動物の異系交配；各導入遺伝子の相

加的発現効果によって、より高いレベルで導入遺伝子を発現する複合トランスジ

ェニックを生成するための別々の系統の同系交配；発現の増強およびＤＮＡ分析

による動物のスクリーニングの必要性の排除の両方のための、所定の組み込み部

位に対してホモ接合性の動物を生成するヘテロ接合性トランスジェニック動物の

交雑；複合ヘテロ接合性またはホモ接合性系統を生成するための別々のホモ接合

系統の交雑；ならびに目的の実験モデルに適切な異なるバックグラウンド上に導

入遺伝子を配置するための交配。

      【０１０３】

  本発明のトランスジェニックおよび「ノックアウト」動物は、ＤＲ５ポリペプ

チドの生物学的機能の詳述、異常なＤＲ５発現に関連する状態および／または障

害の研究、ならびにこのような状態および／または障害の改善に有効な化合物に

ついてのスクリーニングに有用な動物モデル系を含むがこれらに限定されない用

途を有する。

      【０１０４】

  本発明のさらなる実施形態において、本発明のタンパク質を発現するために遺

伝子操作される細胞、あるいは本発明のタンパク質を発現しないように遺伝子操

作された細胞（例えば、ノックアウト）を、インビボで患者に投与する。このよ

うな細胞は、患者（すなわち、ヒトを含む動物）またはＭＨＣ適合性ドナーから

入手され得、そして線維芽細胞、骨髄細胞、血球（例えば、リンパ球）、脂肪細

胞、筋細胞、内皮細胞などを含み得るが、それらに限定されない。この細胞を、

例えば、形質導入（ウイルスベクターおよび好ましくは細胞ゲノム中に導入遺伝
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子を組み込むベクターを使用する）、またはトランスフェクション手順（プラス

ミド、コスミド、ＹＡＣ、裸のＤＮＡ、エレクトロポレーション、リポソームな

どの使用を含むが、これらに限定されない）によって、細胞中に本発明のポリペ

プチドのコード配列を導入するために、あるいは本発明のポリペプチドに結合し

ているコード配列および／または内因性の調節配列を破壊するために、組換えＤ

ＮＡ技術を使用してインビトロで遺伝子操作する。本発明のポリペプチドのコー

ド配列を強力な構成的プロモーターもしくは誘導性プロモーターまたはプロモー

ター／エンハンサーの制御下に配置し、本発明のポリペプチドの発現および好ま

しくは分泌を達成し得る。本発明のポリペプチドを発現および好ましくは分泌す

る操作した細胞を、例えば、循環中において、または腹腔内で患者中へ全身的に

導入し得る。あるいは、この細胞をマトリックスに組み込み得、そして身体に移

植し得る（例えば、遺伝子操作した線維芽細胞を皮膚移植片の一部として移植し

得る）；遺伝子操作した内皮細胞をリンパ移植片または脈管移植片の一部として

移植し得る（例えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎら、米国特許第５，３９９，３４９号；

ならびにＭｕｌｌｉｇａｎおよびＷｉｌｓｏｎ、米国特許第５，４６０，９５９

号を参照のこと。これらの各々は、本明細書中でその全体が参考として援用され

る）。

      【０１０５】

  投与される細胞が非自己または非ＭＨＣ適合性細胞である場合、それらを、こ

の導入細胞に対する宿主免疫応答の発生を妨害する周知の技術を使用して投与し

得る。例えば、この細胞をカプセル性の形態で導入し得、この形態は、構成成分

と即時の細胞外環境との交換を可能にしつつ、導入細胞が宿主免疫系によって認

識されることを可能にしない。

      【０１０６】

  （ＤＲ５タンパク質およびフラグメント）

  本発明はさらに、本発明のポリヌクレオチドによってコードされるポリぺプチ

ド配列を含むタンパク質を提供する。

      【０１０７】

  本発明のＤＲ５タンパク質は、モノマーまたはマルチマー（すなわち、ダイマ
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ー、トリマー、テトラマーおよびより高度のマルチマー）であり得る。従って、

本発明は、モノマーおよびマルチマーの本発明のＤＲ５タンパク質、それらの調

製物ならびにそれらを含む組成物（好ましくは薬学的組成物）に関する。特定の

実施形態では、本発明のポリペプチドは、モノマー、ダイマー、トリマーまたは

テトラマーである。さらなる実施形態では、本発明のマルチマーは、少なくとも

ダイマー、少なくともトリマー、または少なくともテトラマーである。

      【０１０８】

  本発明によって含まれるマルチマーは、ホモマーまたはヘテロマーであり得る

。本明細書中で用いられる場合、用語ホモマーは、本発明のＤＲ５タンパク質（

本明細書中に記載されるＤＲ５フラグメント、改変体、および融合タンパク質を

含む）のみを含むマルチマーをいう。これらのホモマーは、同一または異なるポ

リぺプチド配列を有するＤＲ５タンパク質を含み得る。特定の実施形態では、本

発明のホモマーは、同一のポリぺプチド配列を有するＤＲ５タンパク質のみを含

むマルチマーである。別の特定の実施形態では、本発明のホモマーは、異なるポ

リぺプチド配列を有するＤＲ５タンパク質を含むマルチマーである。特定の実施

形態では、本発明のマルチマーは、ホモダイマー（例えば、同一または異なるポ

リぺプチド配列を有するＤＲ５タンパク質を含む）あるいはホモトリマー（例え

ば、同一または異なるポリぺプチド配列を有するＤＲ５タンパク質を含む）であ

る。さらなる実施形態では、本発明のホモマー性マルチマーは、少なくともホモ

ダイマー、少なくともホモトリマーまたは少なくともホモテトラマーである。

      【０１０９】

  本明細書中で用いられる場合、用語ヘテロマーとは、本発明のＤＲ５タンパク

質に加えて異種タンパク質（すなわち、ＤＲ５遺伝子によりコードされるポリペ

プチド配列に対応しないポリぺプチド配列のみを含むタンパク質）を含むマルチ

マーをいう。特定の実施形態では、本発明のマルチマーは、ヘテロダイマー、ヘ

テロトリマーまたはヘテロテトラマーである。さらなる実施形態では、本発明の

ヘテロマー性マルチマーは、少なくともヘテロダイマー、少なくともヘテロトリ

マーまたは少なくともヘテロテトラマーである。

      【０１１０】
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  本発明のマルチマーは、疎水性、親水性、イオン性および／もしくは共有結合

的な結合の結果であり得、そして／または例えば、リポソーム形成によって間接

連結され得る。従って、１つの実施形態では、本発明のマルチマー（例えば、ホ

モダイマーまたはホモトリマーなど）は、本発明のタンパク質が溶液中で互いに

接触する場合に形成される。別の実施形態では、本発明のへテロマルチマー（例

えば、ヘテロトリマーまたはヘテロテトラマーなど）は、本発明のタンパク質が

、溶液中で本発明のポリペプチドに対する抗体（本発明の融合タンパク質におけ

る異種ポリペプチド配列に対する抗体を含む）と接触した場合に形成される。他

の実施形態では、本発明のマルチマーは、本発明のＤＲ５タンパク質との、およ

び／または本発明のＤＲ５タンパク質間での共有結合によって形成される。この

ような共有結合は、タンパク質のポリぺプチド配列（例えば、配列番号２に記載

されるポリぺプチド配列に含まれるか、または寄託されたｃＤＮＡによってコー

ドされるポリペプチド）に含まれる１以上のアミノ酸残基を含み得る。１例では

、この共有結合は、ネイティブ（すなわち、天然に存在する）ポリペプチドにお

いて相互作用するタンパク質のポリペプチド配列内に存在するシステイン残基間

での架橋である。別の例では、この共有結合は、化学的操作または組換え操作の

結果である。あるいは、このような共有結合は、ＤＲ５融合タンパク質中の異種

ポリペプチド配列において含まれる１以上のアミノ酸残基を含み得る。１例では

、共有結合は、本発明の融合タンパク質に含まれる異種配列間にある（例えば、

米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。特定の例では、この共有結合

は、（本明細書中に記載されるような）本発明のＤＲ５－Ｆｃ融合タンパク質に

含まれる異種配列間にある。別の特定の例では、本発明の融合タンパク質の共有

結合は、共有結合したマルチマーを形成し得る別のＴＮＦファミリーリガンド／

レセプターメンバー（例えば、オステオプロテゲリン（ｏｓｅｔｅｏｐｒｏｔｅ

ｇｅｒｉｎ）など）由来の異種ポリペプチド配列間にある（例えば、国際公開番

号ＷＯ  ９８／４９３０５号（この内容はその全体が本明細書中で参考として援

用される）を参照のこと）。別の実施形態では、２以上の本発明のＤＲ５ポリペ

プチドは、合成リンカー（例えば、ペプチド、炭水化物、または可溶性ポリマー

リンカー）を通して連結される。例としては、米国特許第５，０７３，６２７号
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（本明細書中に参考として援用される）に記載されるペプチドリンカーが挙げら

れるが、これらに限定されない。ペプチドリンカーによって隔てられた複数のＤ

Ｒ５ポリペプチドを含むタンパク質は、従来の組換えＤＮＡ技術を用いて生成さ

れ得る。

      【０１１１】

  本発明のマルチマーＤＲ５ポリペプチドを調製するための別の方法は、ロイシ

ンジッパーポリペプチド配列またはイソロイシンジッパーポリペプチド配列に融

合されたＤＲ５ポリペプチドの使用を含む。ロイシンジッパードメインおよびイ

ソロイシンジッパードメインは、そのドメインが見出されるタンパク質のマルチ

マー形成を促進するポリペプチドである。ロイシンジッパーは元々、いくつかの

ＤＮＡ結合タンパク質において同定され（Ｌａｎｄｓｃｈｕｌｚら，Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２４０：１７５９、（１９８８））、そしてそれ以来種々の異なるタンパ

ク質において見出されている。とりわけ公知のロイシンジッパーは、ダイマー形

成またはトリマー形成をする、天然に存在するペプチドおよびその誘導体である

。可溶性マルチマーＤＲ５タンパク質を生成するために適切なロイシンジッパー

ドメインの例は、本明細書中に参考として援用されるＰＣＴ出願ＷＯ  ９４／１

０３０８に記載されるロイシンジッパードメインである。溶液中でダイマー形成

またはトリマー形成をするペプチドに融合された可溶性ＤＲ５ポリペプチドを含

む組換え融合タンパク質は、適切な宿主細胞中で発現され、そして得られる可溶

性マルチマーＤＲ５は、当該分野で公知の技術を用いて培養上清から回収される

。

      【０１１２】

  ＴＮＦファミリーの特定のメンバーは、トリマーの形態で存在すると考えられ

る（ＢｅｕｔｌｅｒおよびＨｕｆｆｅｌ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６４：６６７、１

９９４；Ｂａｎｎｅｒら、Ｃｅｌｌ７３：４３１（１９９３））。従って、トリ

マーＤＲ５は、増強された生物学的活性の利点を提供し得る。好ましいロイシン

ジッパー部分は、有線的な形態のトリマーである。１例は、肺界面活性剤タンパ

ク質Ｄ（ＳＰＤ）由来のロイシンジッパーであり、Ｈｏｐｐｅら（ＦＥＢＳ  Ｌ

ｅｔｔｅｒｓ  ３４４：１９１（１９９４））および米国特許出願番号第０８／
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４４６、９２２に記載され、本明細書中において参考として援用される。天然に

存在するトリマータンパク質由来の他のペプチドは、トリマーＤＲ５を調製する

際に使用され得る。

      【０１１３】

  別の例において、本発明のタンパク質は、Ｆｌａｇ（登録商標）ＤＲ５に含ま

れるＦｌａｇ（登録商標）ポリペプチド配列または本発明のＦｌａｇ（登録商標

）ＤＲ５融合タンパク質の間の相互作用によって結合する。さらなる実施形態に

おいて、本発明の結合タンパク質は、Ｆｌａｇ（登録商標）ＤＲ５に含まれる異

種ポリペプチド配列または本発明のＦｌａｇ（登録商標）ＤＲ５融合タンパク質

と抗Ｆｌａｇ（登録商標）抗体との間の相互作用によって結合される。

      【０１１４】

  本発明のマルチマーは、当該分野で公知の化学技術を使用して生成され得る。

例えば、本発明のマルチマーに含まれることが所望されるタンパク質は、当該分

野で公知のリンカー分子およびリンカー分子長最適化技術を使用して、化学的に

架橋され得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５号（これは本明細書中で

その全体が参考として援用される）を参照のこと）。さらに、本発明のマルチマ

ーは、当該分野で公知の技術を使用して生成されて、マルチマー中に含まれるこ

とが所望されるタンパク質のポリぺプチド配列内に位置するシステイン残基間に

、１つ以上の分子間架橋を形成し得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５

号（これは、本明細書中にその全体が参考として援用される）を参照のこと）。

      【０１１５】

  さらに、本発明のタンパク質は、このタンパク質のポリぺプチド配列のＣ末端

またはＮ末端へのシステインまたはビオチンの付加により慣用的に改変され得、

当該分野で公知の技術が、１つ以上のこれらの改変されたタンパク質を含むマル

チマーを生成するために適用され得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５

号（これはその全体が本明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。さ

らに、当該分野で公知技術は、本発明のマルチマーに含まれることを所望される

タンパク質成分を含むリポソームを生成するために適用され得る（例えば、米国

特許第５，４７８，９２５号（これはその全体が本明細書中で参考として援用さ
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れる）を参照のこと）。

      【０１１６】

  あるいは、本発明のマルチマーは、当該分野で公知の遺伝子操作技術を用いて

生成され得る。１つの実施形態では、本発明のマルチマーに含まれるタンパク質

は、本明細書中に記載されるかさもなくば当該分野で公知の融合タンパク質技術

を用いて組換え生成される（例えば、本明細書中にその全体が参考として援用さ

れる、米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。特定の実施形態では、

本発明のホモダイマーをコードするポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチド

をコードするポリヌクレオチド配列を、リンカーポリペプチドをコードする配列

に連結し、次いでさらに元々のＣ末端からＮ末端の方向とは逆方向でポリペプチ

ドの翻訳産物をコードする合成ポリヌクレオチド（リーダー配列を欠く）に連結

することによって生成される（例えば、本明細書中にその全体が参考として援用

される、米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。別の実施形態では、

本明細書中に記載されるかさもなくば当該分野で公知の組換え技術を適用して、

膜貫通ドメインを含み、そして膜再構成技術によってリポソームに取り込まれ得

る、本発明の組換えポリペプチドを生成する（例えば、本明細書中にその全体が

参考として援用される、米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。

      【０１１７】

  本発明のポリペプチドは、好ましくは、単離された形態で提供される。「単離

されたポリペプチド」によって、そのネイティブ環境から取り出されたポリペプ

チドが意図される。従って、組換え宿主内で産生されるポリペプチドおよび／ま

たは組換え宿主細胞内に含まれるポリペプチドは、本発明の目的のために単離さ

れたと考えられる。「単離されたポリペプチド」としてまた意図されるのは、組

換え宿主から、部分的または実質的に精製されたポリペプチドである。例えば、

ＤＲ５ポリペプチドの組換え産生されたバージョンは、ＳｍｉｔｈおよびＪｈｏ

ｎｓｏｎ（Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０（１９８８））に記載される一工程法に

よって実質的に精製され得る。

      【０１１８】

  １つの実施形態では、本発明は、寄託されたｃＤＮＡによりコードされるアミ
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ノ酸配列、もしくは配列番号２のアミノ酸配列を有する単離されたＤＲ５ポリペ

プチド、あるいは上記ポリペプチドの一部（すなわち、フラグメント）を含むか

、あるいはそれらからなるポリペプチドまたはペプチドを提供する。これらのポ

リペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本発明に含まれる。

      【０１１９】

  本発明のポリぺプチドフラグメントは、以下を含むか、またあるいは以下から

なる、ポリぺプチドを含む：配列番号２に含まれるアミノ酸配列、寄託されたプ

ラスミドに含まれるｃＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列、あるいは寄託さ

れたプラスミドに含まれるヌクレオチド配列に（例えば、ストリンジェントなハ

イブリダイゼーション条件下で）ハイブリダイズする核酸によりコードされるア

ミノ酸配列か、または図１（配列番号１）に示されるアミノ酸配列か、またはそ

れらの相補鎖。タンパク質フラグメントは、「自立構造（ｆｒｅｅ－ｓｔａｎｄ

ｉｎｇ）」であり得るか、あるいはより大きなポリぺプチド内（そのフラグメン

トが、部分または領域を、最も好ましくは単一の連続した領域として形成する）

に含まれ得る。本発明のポリペプチドフラグメントの代表的な例としては、例え

ば、以下を含むかあるいは以下からなる、フラグメントが挙げられる：配列番号

２のコード領域のアミノ酸残基およそ－５１～－１、１～２７、２８～４０、４

１～６０、６１～８３、８４～１００、１０１～１２７、１２８～１３３、１３

４～１５７、１５８～１６７、１６８～１８０、１８１～２００、２０１～２２

０、２２１～２４０、２４１～２６０、２６１～２７２、２７３～３１０、３１

１～３４０および３４１～３６０からな群より選択されるメンバー、ならびにこ

れらのポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチド。さらなる本発明

のポリペプチドフラグメントの代表的な例としては、例えば、以下を含むかある

いは以下からなる、フラグメントが挙げられる：配列番号２のコード領域のアミ

ノ酸残基１～６０、１１～７０、２１～８０、３１～９０、４１～１００、５１

～１１０、６１～１２０、７１～１３０、８１～１４０、９１～１５０、１０１

～１６０、１１１～１７０、１２１～１８０、１３１～１９０、１４１～２００

、１５１～２１０、１６１～２２０、１７１～２３０、１８１～２４０、１９１

～２５０、２０１～２６０、２１１～２７０、２２１～２８０、２３１～２９０
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、２４１～３００、２５１～３１０、２６１～３２０、２７１～３３０、２８１

～３４０、２９１～３５０および３０１～３６０からな群より選択されるメンバ

ー、ならびに、これらのポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチド

はまた、本発明に含まれる。

      【０１２０】

  さらに、ポリぺプチドフラグメントは、少なくとも約１０、２０、３０、４０

、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０ま

たは１５０アミノ酸長であり得る。この文脈における、「およそ」とは、いずれ

かの末端もしくは両末端において、特に列挙された範囲のいくつか（５、４、３

、２もしくは１）のアミノ酸だけ大きいか、もしくは小さい範囲を含む。これら

のポリぺプチドをコードするポリヌクレオチドはまた本発明に含まれる。

      【０１２１】

  本発明の好ましいポリペプチドフラグメントは、以下の群から選択される１、

２、３、４、５またはそれ以上のアミノ酸配列を含むか、あるいはそれらからな

るポリペプチドを含む：ＤＲ５レセプター細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ

酸残基およそ１～およそ１３３を構成すると推定される）を含むか、あるいはそ

れらからなる、ポリペプチド；ＤＲ５のシステインリッチドメイン（配列番号２

のアミノ酸残基３３～１２８を構成すると推定される）を含むか、あるいはそれ

らからなる、ポリペプチド；ＤＲ５レセプター膜貫通ドメイン（配列番号２のア

ミノ酸残基およそ１３４～およそ１５７を構成すると推定される）を含むか、あ

るいはそれらからなる、ポリペプチド；推定成熟ＤＲ５ポリペプチドのフラグメ

ントを含むか、あるいはそれらからなる、ポリペプチド（ここで、そのフラグメ

ントは、ＤＲ５機能活性（例えば、抗原性活性もしくは生物学的活性）を有する

）；ＤＲ５レセプター細胞内ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基およそ１５８

～およそ３６０を構成すると推定される）を含むか、あるいはそれらからなる、

ポリペプチド；欠失した膜貫通ドメインの全てか、もしくは部分を有する、ＤＲ

５レセプター細胞外ドメインおよび細胞内ドメインを含むか、あるいはそれらか

らなる、ポリペプチド；ＤＲ５レセプターデスドメイン（配列番号２のアミノ酸

残基およそ２７３～およそ３４０を構成すると推定される）を含むか、あるいは
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それらからなる、ポリペプチド；およびＤＲ５レセプタータンパク質の１、２、

３、４個以上のエピトープ保有部分を含むか、あるいはそれらからなる、ポリペ

プチド。さらなる実施形態において、本発明のポリペプチドフラグメントは、上

記のメンバーの１、２、３、４、５、６、７または８個全ての任意の組み合わせ

を含むか、あるいはそれらからなる。上記のように、リーダー配列と共に、ＤＲ

５レセプター細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞内ドメインを構成する

アミノ酸残基がコンピュータ分析によって推定される。従って、当業者が理解す

るように、これらのドメインを構成するアミノ酸残基は、各ドメインを定義する

ために使用される判定基準に依存して、わずかに変動し得る（例えば、およそ１

～およそ１５アミノ酸残基）。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドはまた、本発明に含まれる。

      【０１２２】

  上記で議論されるように、ＤＲ５の１つまたは両方の細胞外システインリッチ

モチーフが、ＤＲ５とそのリガンドとの間の相互作用のために重要であると考え

られる。従って、好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドフラグメン

トは、配列番号２のアミノ酸残基３３～８０および／または８１～１２８を含む

か、あるいはそれらからなる。特定の実施形態において、本発明のポリペプチド

は、配列番号２に開示される両方の細胞外システインリッチモチーフを含むか、

あるいはこれらからなる。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチド

もまた本発明に含まれる。

      【０１２３】

  とりわけ、特に好ましい本発明のフラグメントは、ＤＲ５の構造的特性もしく

は機能的特性を含むか、あるいはそれらからなる、フラグメントである。そのよ

うなフラグメントは、ＤＲ５のα－へリックスおよびα－へリックス形成領域（

「α領域」）、β－シートおよびβ－シート形成領域（「β領域」）、ターンお

よびターン形成領域（「ターン領域」）、コイルおよびコイル形成領域（「コイ

ル領域」）、親水性領域、疎水性領域、α両親媒性領域、β両親媒性領域、表面

形成領域、および高抗原性指標領域（すなわち、Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆプロ

グラムのデフォルトパラメータを使用して同定されるように、１．５以上の抗原
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性指標を有するアミノ酸残基を構成するポリペプチドの領域）を含むアミノ酸残

基を含むか、あるいは、これらの機能的ドメインの１、２、３、４、またはそれ

以上からなるアミノ酸残記載を含む。

      【０１２４】

  特定の好ましい領域は、図３および表１に開示される領域であり、そして、図

１に示されるアミノ酸配列の分析によって同定される上述の型の領域を含むが、

それらに限定されず、そのような好ましい領域としては、これらのコンピュータ

プログラムのデフォルトパラメーターを使用して推定されるような、Ｇａｒｎｉ

ｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ推定α領域、β領域、ターン領域、およびコイル領域；Ｃｈ

ｏｕ－Ｆａｓｍａｎ推定α領域、β領域、ターン領域およびコイル領域；Ｋｙｔ

ｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ推定親水性領域および疎水性領域；Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ

  α両親媒性領域およびβ両親媒性領域；Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ可撓性

領域；Ｅｍｉｎｉ表面形成領域ならびにＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ高抗原性指標

領域が挙げられる。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドはまた

、本発明により含まれる。

      【０１２５】

  別の局面において、本発明は、１、２、３、４、５またはそれ以上の本発明の

ポリペプチドのエピトープ保有部分を含むか、あるいはそれらからなるペプチド

またはポリペプチドを提供する。このポリペプチド部分のエピトープは、本明細

書中に記載のポリペプチドの免疫原性または抗体性エピトープをである。これら

のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本発明に含まれる。

      【０１２６】

  抗原性エピトープを保有するペプチドまたはポリペプチド（すなわち、抗体が

結合し得るタンパク質分子の領域を含む）の選択について、タンパク質配列の一

部に模倣する比較的短い合成ペプチドが、部分的に模倣されたタンパク質と反応

する抗血清を慣用的に誘発し得ることが、当該分野で周知である。例えば、Ｓｕ

ｔｃｌｉｆｆｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ｔｈａｔ  ｒｅａｃｔ  ｗｉｔｈ  ｐ

ｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ  ｓｉｔｅｓ  ｏｎ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２１９：６６０～６６６（１９８３）を参照のこと。タンパク質反応性の
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血清を誘発し得るペプチドは、タンパク質の一次配列においてしばしば示され、

一組の単純な化学法則によって特徴付けられ得、そしてインタクトなタンパク質

の免疫優性領域（すなわち、免疫原性エピトープ）にもアミノ末端もしくはカル

ボキシ末端のいずれにも制限されない。

      【０１２７】

  従って、本発明の抗原性エピトープ保有ペプチドおよびポリペプチドは、本発

明のポリペプチドに特異的に結合する抗体（モノクローナル抗体を含む）を惹起

するために有用である。例えば、Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７：７６７－７

７８（１９８４）の７７７頁を参照のこと。本発明の抗原性エピトープ保有ペプ

チドおよびポリペプチドは、好ましくは本発明のポリペプチドのアミノ酸配列内

に含まれる少なくとも７つ、より好ましくは少なくとも９つ、そして最も好まし

くは少なくとも約１５～約３０の間のアミノ酸の配列を含む。本発明において、

抗原性エピトープは、好ましくは、少なくとも４個、少なくとも５個、少なくと

も６個、少なくとも７個、より好ましくは少なくとも８個、少なくとも９個、少

なくとも１０個、少なくとも１５個、少なくとも２０個、少なくとも２５個、そ

して最も好ましくは約１５～約３０個の間のアミノ酸の配列を含む。免疫原性ま

たは抗原性のエピトープを含むか、またはこれらからなる好ましいポリペプチド

は、少なくとも１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５

、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、または１００のアミノ酸

残基長である。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本

発明に含まれる。

      【０１２８】

  抗原性エピトープは、例えば、このエピトープに特異的に結合する抗体（モノ

クローナル抗体を含む）を惹起するために有用である。さらに、抗原性エピトー

プは、イムノアッセイにおける標的分子として使用され得る（例えば、Ｗｉｌｓ

ｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７：７６７－７７８（１９８４）；Ｓｕｔｃｌｉｆｆｅら

、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２１９：６６０－６６６（１９８３）を参照のこと）。

      【０１２９】

  ＤＲ５レセプター特異的抗体を作製するために使用され得る抗原性ポリペプチ



(74) 特表２００２－５４３１５１

ドまたはペプチドの非限定的な例としては、以下が挙げられる：配列番号２にお

ける約１１～約５９のアミノ酸残基、配列番号２における約６８～約１１３のア

ミノ酸残基、配列番号２における約１７３～約２２０のアミノ酸残基、および配

列番号２における約２２４～約３１９のアミノ酸残基を含むか、あるいはこれら

からなるポリペプチド。この文脈において、「約」は、いずれかの末端または両

方の末端で、いくつか（５、４、３、２または１）のアミノ酸残基だけ大きいか

または小さい、特定の列挙された範囲を含む。上記に示されるように、本発明者

らは、上記のポリペプチドフラグメントがＤＲ５レセプタータンパク質の抗原性

領域であることを決定した。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチ

ドもまた、本発明に含まれる。

      【０１３０】

  本発明のエピトープ保有ペプチドおよびポリペプチドは、従来の任意の手段に

よって産生され得る。Ｒ．Ａ．Ｈｏｕｇｈｔｅｎ、「Ｇｅｎｅｒａｌ  Ｍｅｔｈ

ｏｄ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  Ｒａｐｉｄ  Ｓｏｌｉｄ－Ｐｈａｓｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓ

ｉｓ  ｏｆ  Ｌａｒｇｅ  Ｎｕｍｂｅｒｓ  ｏｆ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ｓｐｅｃ

ｉｆｉｃｉｔｙ  ｏｆ  Ａｎｔｉｇｅｎ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｉｎｔｅｒａｃｔ

ｉｏｎ  ａｔ  ｔｈｅ  Ｌｅｖｅｌ  ｏｆ  Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ  Ａｍｉｎｏ

  Ａｃｉｄｓ，」Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１

３１－５１３５（１９８５）。この「Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ  Ｍｕｌｔｉｐ

ｌｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（ＳＭＰＳ）」プロセスは、Ｈｏｕ

ｇｈｔｅｎら（１９８６）の米国特許第４，６３１，２１１号においてさらに記

載される。

      【０１３１】

  免疫原性エピトープは、例えば、当該分野で周知の方法に従って抗体を誘導す

るために使用され得る（例えばＳｕｔｃｌｉｆｆｅら、前出；Ｗｉｌｓｏｎら、

前出；Ｃｈｏｗら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：９

１０－９１４；およびＢｉｔｔｌｅら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２３４

７－２３５４（１９８５）を参照のこと）。好ましい免疫原性エピトープは、分

泌されたタンパク質を含む。１つ以上の免疫原性エピトープを含むポリペプチド
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は、動物系（例えば、ウサギまたはマウス）に抗体応答を誘発するために、アル

ブミンのようなキャリアータンパク質と一緒に存在し得るか、またはこのポリペ

プチドが十分な長さ（少なくとも約２５アミノ酸）である場合、このポリペプチ

ドはキャリアーなしで存在し得る。しかし、８～１０程度のアミノ酸を含む免疫

原性エピトープは、少なくとも変性ポリペプチドにおける直鎖エピトープに結合

し得る（例えば、ウエスタンブロッティングにおいて）抗体を惹起するのに十分

であることが示された。

      【０１３２】

  本発明のエピトープ保有ポリペプチドは、当該分野で周知の方法（インビボ免

疫化、インビトロ免疫化、およびファージディスプレイ法が挙げられるがこれら

に限定されない）に従って抗体を誘導するために使用され得る。例えば、Ｓｕｔ

ｃｌｉｆｆｅら、前出；Ｗｉｌｓｏｎら、前出、およびＢｉｔｔｌｅら、Ｊ．Ｇ

ｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．，６６：２３４７－２３５４（１９８５）を参照のこと。イ

ンビボ免疫化が使用される場合、動物は、遊離ペプチドで免疫化され得るが；抗

ペプチド抗体の力価は、このペプチドの、キーホールインプレットヘモシアニン

（ＫＬＨ）または破傷風トキソイドのような高分子キャリアーとの結合によって

ブーストされ得る。例えば、システイン残基を含むペプチドは、マレイミドベン

ゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）のようなリンカーを

使用してキャリアーと結合され得、一方、他のペプチドはグルタルアルデヒドの

ようなより一般的な連結剤を使用してキャリアーに結合され得る。例えばウサギ

、ラット、およびマウスのような動物は、遊離ペプチドまたはキャリアー結合ペ

プチドのいずれかで、例えば、約１００マイクログラムのペプチドまたはキャリ

アータンパク質およびＦｒｅｕｎｄアジュバントまたは免疫応答を刺激すること

が公知の他の任意のアジュバントを含むエマルジョンの腹腔内および／または皮

内注射によって免疫化される。例えば、固体表面に吸着された遊離ペプチドを使

用するＥＬＩＳＡアッセイで検出され得る抗ペプチド抗体の有用な力価を提供す

るために、例えば約２週間の間隔で、いくつかのブースターの注射が必要とされ

得る。免疫化動物由来の血清における抗ペプチド抗体の力価は、例えば、固体支

持体上のペプチドへの吸着および当該分野で周知の方法に従う選択された抗体の
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溶出による、抗ペプチド抗体の選択によって増加され得る。

      【０１３３】

  当業者に理解されるように、本発明のＤＲ５レセプターポリペプチドおよび本

明細書中に記載されるそのエピトープ保有フラグメント（例えば、配列番号２の

アミノ酸残基１～１３３のような細胞外ドメインの部分に対応する）は、異種ポ

リペプチド配列と組合わされ得る。例えば、本発明のポリペプチドは、免疫グロ

ブリン（ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＭ）またはその部分（ＣＨ１、ＣＨ２、

ＣＨ３、ならびにドメイン全体およびその部分の両方を含むその任意の組合わせ

）の定常ドメインに融合され得、キメラポリペプチドを生じる。これらの融合タ

ンパク質は、精製を容易にし、そして増加した半減期を示す。これは、例えば、

ヒトＣＤ４－ポリペプチドの最初の２つのドメインおよび哺乳動物免疫グロブリ

ンの重鎖または軽鎖の定常領域の種々のドメインからなるキメラタンパク質につ

いて示されている（ＥＰ  Ａ  ３９４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａ

ｔｕｒｅ  ３３１：８４－８６（１９８８））。ＩｇＧ部分によるジスルフィド

結合二量体構造を有する融合タンパク質はまた、単量体ＤＲ５タンパク質または

タンパク質フラグメント単独よりも、他の分子の結合および中和においてより効

率的であり得る（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７０：

３９５８－３９６４（１９９５））。上記のエピトープをコードする核酸はまた

、発現されたポリペプチドの検出および精製を助けるためのエピトープタグ（例

えば、赤血球凝集素（「ＨＡ」）タグまたはフラッグタグ（ｆｌａｇ  ｔａｇ）

）として、目的の遺伝子と組合わされ得る。例えば、Ｊａｎｋｎｅｃｈｔらによ

って記載される系は、ヒト細胞株において発現された未変性の融合タンパク質の

迅速な精製を可能にする（Ｊａｎｋｎｅｃｈｔら、１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：８９７２－８９７）。この系において、

目的の遺伝子は、この遺伝子のオープンリーディングフレームが６つのヒスチジ

ン残基からなるアミノ末端タグに翻訳的に融合されるように、ワクシニア組換え

プラスミド内にサブクローニングされる。このタグは、融合タンパク質のための

マトリックス結合ドメインとして役立つ。組換えワクシニアウイルスに感染した

細胞からの抽出物は、Ｎｉ2+ニトリロ酢酸－アガロースカラム上にロードされ、
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そしてヒスチジンタグ付けされたタンパク質は、イミダゾール含有緩衝液で選択

的に溶出され得る。これらの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドもま

た、本発明に含まれる。

      【０１３４】

  遺伝子シャッフリング、モチーフシャッフリング、エキソンシャッフリング、

および／またはコドンシャッフリング（集合的に「ＤＮＡシャッフリング」とい

われる）の技術は、ＤＲ５の活性を調節するために使用され得、それによってＤ

Ｒ５のアゴニストおよびアンタゴニストが効率的に作製される。一般的には、米

国特許第５，６０５，７９３号；同第５，８１１，２３８号；同第５，８３０，

７２１号；同第５，８３４，２５２号；および同第５，８３７，４５８号、なら

びにＰａｔｔｅｎ，Ｐ．Ａ．ら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎ

ｏｌ．８：７２４－３３（１９９７）；Ｈａｒａｙａｍａ，Ｓ．Ｔｒｅｎｄｓ  

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６（２）：７６－８２（１９９８）；Ｈａｎｓｓｏｎ

，Ｌ．Ｏ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８７：２６５－７６（１９９９）；な

らびにＬｏｒｅｎｚｏ，Ｍ．Ｍ．およびＢｌａｓｃｏ，Ｒ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉ

ｑｕｅｓ  ２４（２）：３０８－１３（１９９８）を参照のこと（これらの特許

および刊行物の各々は、ここで参考として援用される）。１つの実施形態におい

て、ＤＲ５ポリヌクレオチドおよび対応するポリペプチドの変化は、ＤＮＡシャ

ッフリングによって達成され得る。ＤＮＡシャッフリングは、同種組換えまたは

部位特異的組換えによる２つ以上のＤＮＡセグメントの、所望のＤＲ５分子への

集合を含む。別の実施形態において、ＤＲ５ポリヌクレオチドおよび対応するポ

リペプチドは、組換えの前の誤りがちな（ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ）ＰＣＲ、ラ

ンダムヌクレオチド挿入または他の方法によるランダムな突然変異誘発に供され

ることによって変化され得る。

      【０１３５】

  別の実施形態において、ＤＲ５の１つ以上の成分、モチーフ、切片、部分、ド

メイン、フラグメントなどは、１つ以上の異種分子の１つ以上の成分、モチーフ

、切片、部分、ドメイン、フラグメントなどで組換えられ得る。好ましい実施形

態において、異種分子は、例えばＴＮＦ－α、リンホトキシン－α（ＬＴ－α、
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ＴＮＦ－βとしても公知）、ＬＴ－β（複合体へテロ三量体ＬＴ－α２－βにお

いて見出される）、ＯＰＧＬ、ＦａｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ４０Ｌ

、４－１ＢＢＬ、ＤｃＲ３、ＯＸ４０Ｌ、ＴＮＦ－γ（国際公開番号ＷＯ  ９６

／１４３２８）、ＡＩＭ－Ｉ（国際公開番号ＷＯ  ９７／３３８９９）、ＡＩＭ

－ＩＩ（国際公開番号ＷＯ  ９７／３４９１１）、ＡＰＲＩＬ（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ

ｅｄ．１８８（６）：１１８５－１１９０）、エンドカイン－α（国際公開番号

ＷＯ  ９８／０７８８０）、Ｎｅｕｔｒｏｋｉｎｅ－α（国際公開番号ＷＯ  ９

８／１８９２１）、ＯＰＧ、神経成長因子（ＮＧＦ）、ＤＲ３（国際公開番号Ｗ

Ｏ  ９７／３３９０４）、ＤＲ４（国際公開番号ＷＯ  ９８／３２８５６）、Ｔ

Ｒ５（国際公開番号ＷＯ  ９８／３０６９３）、ＴＲ６（国際公開番号ＷＯ  ９

８／３０６９４）、ＴＲＡＮＫ、ＴＲ９（国際公開番号ＷＯ  ９８／５６８９２

）、ＴＲ１０（国際公開番号ＷＯ  ９８／５４２０２）、３１２Ｃ２（国際公開

番号ＷＯ  ９８／０６８４２）、ＴＲ１２、ＴＮＦ－Ｒ１、ＴＲＡＭＰ／ＤＲ３

／ＡＰＯ－３／ＷＳＬ／ＬＡＲＤ、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１／ＤＲ４／ＡＰＯ－２、Ｔ

ＲＡＩＬ－Ｒ２／ＤＲ５、ＤｃＲｌ／ＴＲＡＩＬ－Ｒ３／ＴＲＩＤ／ＬＩＴ、Ｄ

ｃＲ２／ＴＲＡＩＬ－Ｒ４、ＣＡＤ、ＴＲＡＩＬ、ＴＲＡＭＰ、およびｖ－ＦＬ

ＩＰである。さらなる好ましい実施形態において、この異種分子は、例えばＦａ

ｓ、ＣＤ３０、ＣＤ２７、ＣＤ４０および４－ＩＢＢの可溶化形態である。

      【０１３６】

  さらに好ましい実施形態において、この異種分子はＴＮＦファミリーの任意の

メンバーである。

      【０１３７】

  ＤＲ５ポリペプチドの特徴を改善または変化させるために、タンパク質工学が

使用され得る。当業者に公知の組換えＤＮＡ技術は、１つまたは複数のアミノ酸

の置換、欠失、付加、または融合タンパク質を含む新規な変異体タンパク質また

は「ムテイン」を生成するために使用され得る。このような改変されたポリペプ

チドは、例えば、増大した活性または増加した安定性を示し得る。さらに、これ

らは高収率で精製され得、そして、少なくとも特定の精製条件下および貯蔵条件

下で、対応する天然のポリペプチドよりも高い溶解性を示す。



(79) 特表２００２－５４３１５１

      【０１３８】

  例えば、膜会合タンパク質または分泌タンパク質の成熟形態の細胞外ドメイン

を含む多くのタンパク質について、生物学的機能の実質的な損失なく、１つ以上

のアミノ酸がＮ末端またはＣ末端から欠失され得ることが当該分野において公知

である。しかし、タンパク質のＮ末端またはＣ末端からの１つ以上のアミノ酸の

欠失がこのタンパク質の１つ以上の生物学的機能の改変または損失を生じたとし

ても、他のＤＲ５の機能的活性は依然として保持され得る。例えば、多くの場合

において、短縮されたタンパク質が、ＤＲ５を認識する抗体（好ましくは、ＤＲ

５に特異的に結合する抗体）を誘導し、および／または結合する能力は、欠失の

大きさまたは位置に関係なく保持される。実際、６つのＤＲ５アミノ酸残基から

なるペプチドは、しばしば免疫応答を惹起し得る。完全なタンパク質のＮ末端お

よび／またはＣ末端の残基を欠く特定のポリペプチドがこのような免疫原性活性

を保有するか否かは、本明細書中に記載の、およびさもなくば当該分野で公知の

慣用的方法によって、容易に決定され得る。

      【０１３９】

  上記のように、タンパク質のＮ末端からの１つ以上のアミノ酸の欠失がこのタ

ンパク質の１つ以上の生物学的機能の改変または損失を生じたとしても、他の機

能的活性（例えば、生物学的活性、多量体化する能力、ＤＲ５リガンドに結合す

る能力）は依然として保持され得る。例えば、短縮されたＤＲ５ムテインが、こ

のポリペプチドの完全形態または成熟形態を認識する抗体を誘導し、および／ま

たは結合する能力は、完全または成熟したポリペプチドの大部分未満の残基がＮ

末端から除去される場合、一般的に保持される。完全なポリペプチドのＮ末端残

基を欠く特定のポリペプチドがこのような免疫性の活性を保持しているか否かは

、本明細書中に記載され、そしてさもなくば当該分野で公知の慣用的な方法によ

って容易に決定され得る。おそらく、多数の欠失Ｎ末端アミノ酸残基を有するＤ

Ｒ５ムテインは、ある程度の生物学的活性または免疫原性の活性を保持し得る。

      【０１４０】

  ＤＲ５のいくつかのアミノ酸配列は、このタンパク質の構造または機能上の有

意な効果なく変化され得ることが、当該分野で認識されている。配列におけるこ
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のような差異が意図される場合、活性を決定するタンパク質上に重大な領域が存

在することを記憶しておくべきである。このような領域は、通常リガンド結合部

位または死ドメインを構成する残基、またはこれらのドメインに影響する三次構

造を形成する残基を含む。

      【０１４１】

  従って、本発明は、図１に示されるＤＲ５アミノ酸配列のアミノ末端から４０

６位のアラニン残基までの１つ以上の残基の欠失を有するポリペプチド、および

このようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドをさらに提供する。詳細

には、本発明は、図１の残基ｎ1－４１１のアミノ酸配列を含むか、あるいはこ

れらからなるポリペプチドを提供し、ここで、ｎ1は図１（これは、図１におけ

るアミノ酸残基がＮ末端からＣ末端に１～４１１まで連続的に番号付けされてい

るが、配列番号２におけるアミノ酸残基は予想されるシグナルペプチドの位置を

反映して－５１～３６０まで連続的に番号付けされていることを除いて、配列番

号２に示される配列と同一である）におけるアミノ酸残基の位置に対応する２～

４０６の整数である。

      【０１４２】

  より詳細には、本発明は、図１（これは、図１におけるアミノ酸残基がＮ末端

からＣ末端に１～４１１まで連続的に番号付けされているが、配列番号２におけ

るアミノ酸残基は予想されるシグナルペプチドの位置を反映して－５１～３６０

まで連続的に番号付けされていることを除いて、配列番号２に示される配列と同

一である）において示されるＤＲ５の配列の以下の残基からなる群から選択され

るメンバーのアミノ酸配列を含むか、あるいはこれらからなるポリペプチドをコ

ードするポリヌクレオチドを提供する：Ｅ－２～Ｓ－４１１；Ｑ－３～Ｓ－４１

１；Ｒ－４～Ｓ－４１１；Ｇ－５～Ｓ－４１１；Ｑ－６～Ｓ－４１１；Ｎ－７～

Ｓ－４１１；Ａ－８～Ｓ－４１１；Ｐ－９～Ｓ－４１１；Ａ－１０～Ｓ－４１１

；Ａ－１１～Ｓ－４１１；Ｓ－１２～Ｓ－４１１；Ｇ－１３～Ｓ－４１１；Ａ－

１４～Ｓ－４１１；Ｒ－１５～Ｓ－４１１；Ｋ－１６～Ｓ－４１１；Ｒ－１７～

Ｓ－４１１；Ｈ－１８～Ｓ－４１１；Ｇ－１９～Ｓ－４１１；Ｐ－２０～Ｓ－４

１１；Ｇ－２１～Ｓ－４１１；Ｐ－２２～Ｓ－４１１；Ｒ－２３～Ｓ－４１１；
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Ｅ－２４～Ｓ－４１１；Ａ－２５～Ｓ－４１１；Ｒ－２６～Ｓ－４１１；Ｇ－２

７～Ｓ－４１１；Ａ－２８～Ｓ－４１１；Ｒ－２９～Ｓ－４１１；Ｐ－３０～Ｓ

－４１１；Ｇ－３１～Ｓ－４１１；Ｐ－３２～Ｓ－４１１；Ｒ－３３～Ｓ－４１

１；Ｖ－３４～Ｓ－４１１；Ｐ－３５～Ｓ－４１１；Ｋ－３６～Ｓ－４１１；Ｔ

－３７～Ｓ－４１１；Ｌ－３８～Ｓ－４１１；Ｖ－３９～Ｓ－４１１；Ｌ－４０

～Ｓ－４１１；Ｖ－４１～Ｓ－４１１；Ｖ－４２～Ｓ－４１１；Ａ－４３～Ｓ－

４１１；Ａ－４４～Ｓ－４１１；Ｖ－４５～Ｓ－４１１；Ｌ－４６～Ｓ－４１１

；Ｌ－４７～Ｓ－４１１；Ｌ－４８～Ｓ－４１１；Ｖ－４９～Ｓ－４１１；Ｓ－

５０～Ｓ－４１１；Ａ－５１～Ｓ－４１１；Ｅ－５２～Ｓ－４１１；Ｓ－５３～

Ｓ－４１１；Ａ－５４～Ｓ－４１１；Ｌ－５５～Ｓ－４１１；Ｉ－５６～Ｓ－４

１１；Ｔ－５７～Ｓ－４１１；Ｑ－５８～Ｓ－４１１；Ｑ－５９～Ｓ－４１１；

Ｄ－６０～Ｓ－４１１；Ｌ－６１～Ｓ－４１１；Ａ－６２～Ｓ－４１１；Ｐ－６

３～Ｓ－４１１；Ｑ－６４～Ｓ－４１１；Ｑ－６５～Ｓ－４１１；Ｒ－６６～Ｓ

－４１１；Ａ－６７～Ｓ－４１１；Ａ－６８～Ｓ－４１１；Ｐ－６９～Ｓ－４１

１；Ｑ－７０～Ｓ－４１１；Ｑ－７１～Ｓ－４１１；Ｋ－７２～Ｓ－４１１；Ｒ

－７３～Ｓ－４１１；Ｓ－７４～Ｓ－４１１；Ｓ－７５～Ｓ－４１１；Ｐ－７６

～Ｓ－４１１；Ｓ－７７～Ｓ－４１１；Ｅ－７８～Ｓ－４１１；Ｇ－７９～Ｓ－

４１１；Ｌ－８０～Ｓ－４１１；Ｃ－８１～Ｓ－４１１；Ｐ－８２～Ｓ－４１１

；Ｐ－８３～Ｓ－４１１；Ｇ－８４～Ｓ－４１１；Ｈ－８５～Ｓ－４１１；Ｈ－

８６～Ｓ－４１１；Ｉ－８７～Ｓ－４１１；Ｓ－８８～Ｓ－４１１；Ｅ－８９～

Ｓ－４１１；Ｄ－９０～Ｓ－４１１；Ｇ－９１～Ｓ－４１１；Ｒ－９２～Ｓ－４

１１；Ｄ－９３～Ｓ－４１１；Ｃ－９４～Ｓ－４１１；Ｉ－９５～Ｓ－４１１；

Ｓ－９６～Ｓ－４１１；Ｃ－９７～Ｓ－４１１；Ｋ－９８～Ｓ－４１１；Ｙ－９

９～Ｓ－４１１；Ｇ－１００～Ｓ－４１１；Ｑ－１０１～Ｓ－４１１；Ｄ－１０

２～Ｓ－４１１；Ｙ－１０３～Ｓ－４１１；Ｓ－１０４～Ｓ－４１１；Ｔ－１０

５～Ｓ－４１１；Ｈ－１０６～Ｓ－４１１；Ｗ－１０７～Ｓ－４１１；Ｎ－１０

８～Ｓ－４１１；Ｄ－１０９～Ｓ－４１１；Ｌ－１１０～Ｓ－４１１；Ｌ－１１

１～Ｓ－４１１；Ｆ－１１２～Ｓ－４１１；Ｃ－１１３～Ｓ－４１１；Ｌ－１１

４～Ｓ－４１１；Ｒ－１１５～Ｓ－４１１；Ｃ－１１６～Ｓ－４１１；Ｔ－１１
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７～Ｓ－４１１；Ｒ－１１８～Ｓ－４１１；Ｃ－１１９～Ｓ－４１１；Ｄ－１２

０～Ｓ－４１１；Ｓ－１２１～Ｓ－４１１；Ｇ－１２２～Ｓ－４１１；Ｅ－１２

３～Ｓ－４１１；Ｖ－１２４～Ｓ－４１１；Ｅ－１２５～Ｓ－４１１；Ｌ－１２

６～Ｓ－４１１；Ｓ－１２７～Ｓ－４１１；Ｐ－１２８～Ｓ－４１１；Ｃ－１２

９～Ｓ－４１１；Ｔ－１３０～Ｓ－４１１；Ｔ－１３１～Ｓ－４１１；Ｔ－１３

２～Ｓ－４１１；Ｒ－１３３～Ｓ－４１１；Ｎ－１３４～Ｓ－４１１；Ｔ－１３

５～Ｓ－４１１；Ｖ－１３６～Ｓ－４１１；Ｃ－１３７～Ｓ－４１１；Ｑ－１３

８～Ｓ－４１１；Ｃ－１３９～Ｓ－４１１；Ｅ－１４０～Ｓ－４１１；Ｅ－１４

１～Ｓ－４１１；Ｇ－１４２～Ｓ－４１１；Ｔ－１４３～Ｓ－４１１；Ｆ－１４

４～Ｓ－４１１；Ｒ－１４５～Ｓ－４１１；Ｅ－１４６～Ｓ－４１１；Ｅ－１４

７～Ｓ－４１１；Ｄ－１４８～Ｓ－４１１；Ｓ－１４９～Ｓ－４１１；Ｐ－１５

０～Ｓ－４１１；Ｅ－１５１～Ｓ－４１１；Ｍ－１５２～Ｓ－４１１；Ｃ－１５

３～Ｓ－４１１；Ｒ－１５４～Ｓ－４１１；Ｋ－１５５～Ｓ－４１１；Ｃ－１５

６～Ｓ－４１１；Ｒ－１５７～Ｓ－４１１；Ｔ－１５８～Ｓ－４１１；Ｇ－１５

９～Ｓ－４１１；Ｃ－１６０～Ｓ－４１１；Ｐ－１６１～Ｓ－４１１；Ｒ－１６

２～Ｓ－４１１；Ｇ－１６３～Ｓ－４１１；Ｍ－１６４～Ｓ－４１１；Ｖ－１６

５～Ｓ－４１１；Ｋ－１６６～Ｓ－４１１；Ｖ－１６７～Ｓ－４１１；Ｇ－１６

８～Ｓ－４１１；Ｄ－１６９～Ｓ－４１１；Ｃ－１７０～Ｓ－４１１；Ｔ－１７

１～Ｓ－４１１；Ｐ－１７２～Ｓ－４１１；Ｗ－１７３～Ｓ－４１１；Ｓ－１７

４～Ｓ－４１１；Ｄ－１７５～Ｓ－４１１；Ｉ－１７６～Ｓ－４１１；Ｅ－１７

７～Ｓ－４１１；Ｃ－１７８～Ｓ－４１１；Ｖ－１７９～Ｓ－４１１；Ｈ－１８

０～Ｓ－４１１；Ｋ－１８１～Ｓ－４１１；Ｅ－１８２～Ｓ－４１１；Ｓ－１８

３～Ｓ－４１１；Ｇ－１８４～Ｓ－４１１；Ｉ－１８５～Ｓ－４１１；Ｉ－１８

６～Ｓ－４１１；Ｉ－１８７～Ｓ－４１１；Ｇ－１８８～Ｓ－４１１；Ｖ－１８

９～Ｓ－４１１；Ｔ－１９０～Ｓ－４１１；Ｖ－１９１～Ｓ－４１１；Ａ－１９

２～Ｓ－４１１；Ａ－１９３～Ｓ－４１１；Ｖ－１９４～Ｓ－４１１；Ｖ－１９

５～Ｓ－４１１；Ｌ－１９６～Ｓ－４１１；Ｉ－１９７～Ｓ－４１１；Ｖ－１９

８～Ｓ－４１１；Ａ－１９９～Ｓ－４１１；Ｖ－２００～Ｓ－４１１；Ｆ－２０

１～Ｓ－４１１；Ｖ－２０２～Ｓ－４１１；Ｃ－２０３～Ｓ－４１１；Ｋ－２０
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４～Ｓ－４１１；Ｓ－２０５～Ｓ－４１１；Ｌ－２０６～Ｓ－４１１；Ｌ－２０

７～Ｓ－４１１；Ｗ－２０８～Ｓ－４１１；Ｋ－２０９～Ｓ－４１１；Ｋ－２１

０～Ｓ－４１１；Ｖ－２１１～Ｓ－４１１；Ｌ－２１２～Ｓ－４１１；Ｐ－２１

３～Ｓ－４１１；Ｙ－２１４～Ｓ－４１１；Ｌ－２１５～Ｓ－４１１；Ｋ－２１

６～Ｓ－４１１；Ｇ－２１７～Ｓ－４１１；Ｉ－２１８～Ｓ－４１１；Ｃ－２１

９～Ｓ－４１１；Ｓ－２２０～Ｓ－４１１；Ｇ－２２１～Ｓ－４１１；Ｇ－２２

２～Ｓ－４１１；Ｇ－２２３～Ｓ－４１１；Ｇ－２２４～Ｓ－４１１；Ｄ－２２

５～Ｓ－４１１；Ｐ－２２６～Ｓ－４１１；Ｅ－２２７～Ｓ－４１１；Ｒ－２２

８～Ｓ－４１１；Ｖ－２２９～Ｓ－４１１；Ｄ－２３０～Ｓ－４１１；Ｒ－２３

１～Ｓ－４１１；Ｓ－２３２～Ｓ－４１１；Ｓ－２３３～Ｓ－４１１；Ｑ－２３

４～Ｓ－４１１；Ｒ－２３５～Ｓ－４１１；Ｐ－２３６～Ｓ－４１１；Ｇ－２３

７～Ｓ－４１１；Ａ－２３８～Ｓ－４１１；Ｅ－２３９～Ｓ－４１１；Ｄ－２４

０～Ｓ－４１１；Ｎ－２４１～Ｓ－４１１；Ｖ－２４２～Ｓ－４１１；Ｌ－２４

３～Ｓ－４１１；Ｎ－２４４～Ｓ－４１１；Ｅ－２４５～Ｓ－４１１；Ｉ－２４

６～Ｓ－４１１；Ｖ－２４７～Ｓ－４１１；Ｓ－２４８～Ｓ－４１１；Ｉ－２４

９～Ｓ－４１１；Ｌ－２５０～Ｓ－４１１；Ｑ－２５１～Ｓ－４１１；Ｐ－２５

２～Ｓ－４１１；Ｔ－２５３～Ｓ－４１１；Ｑ－２５４～Ｓ－４１１；Ｖ－２５

５～Ｓ－４１１；Ｐ－２５６～Ｓ－４１１；Ｅ－２５７～Ｓ－４１１；Ｑ－２５

８～Ｓ－４１１；Ｅ－２５９～Ｓ－４１１；Ｍ－２６０～Ｓ－４１１；Ｅ－２６

１～Ｓ－４１１；Ｖ－２６２～Ｓ－４１１；Ｑ－２６３～Ｓ－４１１；Ｅ－２６

４～Ｓ－４１１；Ｐ－２６５～Ｓ－４１１；Ａ－２６６～Ｓ－４１１；Ｅ－２６

７～Ｓ－４１１；Ｐ－２６８～Ｓ－４１１；Ｔ－２６９～Ｓ－４１１；Ｇ－２７

０～Ｓ－４１１；Ｖ－２７１～Ｓ－４１１；Ｎ－２７２～Ｓ－４１１；Ｍ－２７

３～Ｓ－４１１；Ｌ－２７４～Ｓ－４１１；Ｓ－２７５～Ｓ－４１１；Ｐ－２７

６～Ｓ－４１１；Ｇ－２７７～Ｓ－４１１；Ｅ－２７８～Ｓ－４１１；Ｓ－２７

９～Ｓ－４１１；Ｅ－２８０～Ｓ－４１１；Ｈ－２８１～Ｓ－４１１；Ｌ－２８

２～Ｓ－４１１；Ｌ－２８３～Ｓ－４１１；Ｅ－２８４～Ｓ－４１１；Ｐ－２８

５～Ｓ－４１１；Ａ－２８６～Ｓ－４１１；Ｅ－２８７～Ｓ－４１１；Ａ－２８

８～Ｓ－４１１；Ｅ－２８９～Ｓ－４１１；Ｒ－２９０～Ｓ－４１１；Ｓ－２９
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１～Ｓ－４１１；Ｑ－２９２～Ｓ－４１１；Ｒ－２９３～Ｓ－４１１；Ｒ－２９

４～Ｓ－４１１；Ｒ－２９５～Ｓ－４１１；Ｌ－２９６～Ｓ－４１１；Ｌ－２９

７～Ｓ－４１１；Ｖ－２９８～Ｓ－４１１；Ｐ－２９９～Ｓ－４１１；Ａ－３０

０～Ｓ－４１１；Ｎ－３０１～Ｓ－４１１；Ｅ－３０２～Ｓ－４１１；Ｇ－３０

３～Ｓ－４１１；Ｄ－３０４～Ｓ－４１１；Ｐ－３０５～Ｓ－４１１；Ｔ－３０

６～Ｓ－４１１；Ｅ－３０７～Ｓ－４１１；Ｔ－３０８～Ｓ－４１１；Ｌ－３０

９～Ｓ－４１１；Ｒ－３１０～Ｓ－４１１；Ｑ－３１１～Ｓ－４１１；Ｃ－３１

２～Ｓ－４１１；Ｆ－３１３～Ｓ－４１１；Ｄ－３１４～Ｓ－４１１；Ｄ－３１

５～Ｓ－４１１；Ｆ－３１６～Ｓ－４１１；Ａ－３１７～Ｓ－４１１；Ｄ－３１

８～Ｓ－４１１；Ｌ－３１９～Ｓ－４１１；Ｖ－３２０～Ｓ－４１１；Ｐ－３２

１～Ｓ－４１１；Ｆ－３２２～Ｓ－４１１；Ｄ－３２３～Ｓ－４１１；Ｓ－３２

４～Ｓ－４１１；Ｗ－３２５～Ｓ－４１１；Ｅ－３２６～Ｓ－４１１；Ｐ－３２

７～Ｓ－４１１；Ｌ－３２８～Ｓ－４１１；Ｍ－３２９～Ｓ－４１１；Ｒ－３３

０～Ｓ－４１１；Ｋ－３３１～Ｓ－４１１；Ｌ－３３２～Ｓ－４１１；Ｇ－３３

３～Ｓ－４１１；Ｌ－３３４～Ｓ－４１１；Ｍ－３３５～Ｓ－４１１；Ｄ－３３

６～Ｓ－４１１；Ｎ－３３７～Ｓ－４１１；Ｅ－３３８～Ｓ－４１１；Ｉ－３３

９～Ｓ－４１１；Ｋ－３４０～Ｓ－４１１；Ｖ－３４１～Ｓ－４１１；Ａ－３４

２～Ｓ－４１１；Ｋ－３４３～Ｓ－４１１；Ａ－３４４～Ｓ－４１１；Ｅ－３４

５～Ｓ－４１１；Ａ－３４６～Ｓ－４１１；Ａ－３４７～Ｓ－４１１；Ｇ－３４

８～Ｓ－４１１；Ｈ－３４９～Ｓ－４１１；Ｒ－３５０～Ｓ－４１１；Ｄ－３５

１～Ｓ－４１１；Ｔ－３５２～Ｓ－４１１；Ｌ－３５３～Ｓ－４１１；Ｙ－３５

４～Ｓ－４１１；Ｔ－３５５～Ｓ－４１１；Ｍ－３５６～Ｓ－４１１；Ｌ－３５

７～Ｓ－４１１；Ｉ－３５８～Ｓ－４１１；Ｋ－３５９～Ｓ－４１１；Ｗ－３６

０～Ｓ－４１１；Ｖ－３６１～Ｓ－４１１；Ｎ－３６２～Ｓ－４１１；Ｋ－３６

３～Ｓ－４１１；Ｔ－３６４～Ｓ－４１１；Ｇ－３６５～Ｓ－４１１；Ｒ－３６

６～Ｓ－４１１；Ｄ－３６７～Ｓ－４１１；Ａ－３６８～Ｓ－４１１；Ｓ－３６

９～Ｓ－４１１；Ｖ－３７０～Ｓ－４１１；Ｈ－３７１～Ｓ－４１１；Ｔ－３７

２～Ｓ－４１１；Ｌ－３７３～Ｓ－４１１；Ｌ－３７４～Ｓ－４１１；Ｄ－３７

５～Ｓ－４１１；Ａ－３７６～Ｓ－４１１；Ｌ－３７７～Ｓ－４１１；Ｅ－３７
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８～Ｓ－４１１；Ｔ－３７９～Ｓ－４１１；Ｌ－３８０～Ｓ－４１１；Ｇ－３８

１～Ｓ－４１１；Ｅ－３８２～Ｓ－４１１；Ｒ－３８３～Ｓ－４１１；Ｌ－３８

４～Ｓ－４１１；Ａ－３８５～Ｓ－４１１；Ｋ－３８６～Ｓ－４１１；Ｑ－３８

７～Ｓ－４１１；Ｋ－３８８～Ｓ－４１１；Ｉ－３８９～Ｓ－４１１；Ｅ－３９

０～Ｓ－４１１；Ｄ－３９１～Ｓ－４１１；Ｈ－３９２～Ｓ－４１１；Ｌ－３９

３～Ｓ－４１１；Ｌ－３９４～Ｓ－４１１；Ｓ－３９５～Ｓ－４１１；Ｓ－３９

６～Ｓ－４１１；Ｇ－３９７～Ｓ－４１１；Ｋ－３９８～Ｓ－４１１；Ｆ－３９

９～Ｓ－４１１；Ｍ－４００～Ｓ－４１１；Ｙ－４０１～Ｓ－４１１；Ｌ－４０

２～Ｓ－４１１；Ｅ－４０３～Ｓ－４１１；Ｇ－４０４～Ｓ－４１１；Ｎ－４０

５～Ｓ－４１１；およびＡ－４０６～Ｓ－４１１。

      【０１４３】

  本発明はまた、上記のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列に、少

なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、

または９９％同一であるポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはこれらからな

る核酸分子に関する。本発明はさらに、上記のポリペプチドに少なくとも８０％

、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同

一であるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはこ

れらからなる核酸分子に関する。本発明はまた、異種ポリヌクレオチド配列に融

合した上記のポリヌクレオチドを含む。これらのポリヌクレオチドによってコー

ドされるポリペプチドもまた、本発明に含まれる。

      【０１４４】

  別の実施形態において、ＤＲ５ポリペプチドのＮ末端欠失は、一般式ｎ2－１

８４で記載され得、ここで、ｎ2は図１において同定されるアミノ酸配列に対応

する１～１７９の数である（または、ｎ2は配列番号２において同定されるアミ

ノ酸配列に対応する－５１～１２８の数である）。特定の実施形態において、本

発明のＤＲ５のＮ末端欠失は、図１（これは、図１におけるアミノ酸残基がＮ末

端からＣ末端に１～４１１まで連続的に番号付けされているが、配列番号２にお

けるアミノ酸残基は予想されるシグナルペプチドの位置を反映して－５１～３６

０まで連続的に番号付けされていることを除いて、配列番号２に示される配列と
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同一である）において示されるＤＲ５細胞外ドメイン配列の以下の残基のアミノ

酸残基からなる群から選択されるメンバーを含むか、あるいはこれらからなる：

Ｅ－２～Ｇ－１８４；Ｑ－３～Ｇ－１８４；Ｒ－４～Ｇ－１８４；Ｇ－５～Ｇ－

１８４；Ｑ－６～Ｇ－１８４；Ｎ－７～Ｇ－１８４；Ａ－８～Ｇ－１８４；Ｐ－

９～Ｇ－１８４；Ａ－１０～Ｇ－１８４；Ａ－１１～Ｇ－１８４；Ｓ－１２～Ｇ

－１８４；Ｇ－１３～Ｇ－１８４；Ａ－１４～Ｇ－１８４；Ｒ－１５～Ｇ－１８

４；Ｋ－１６～Ｇ－１８４；Ｒ－１７～Ｇ－１８４；Ｈ－１８～Ｇ－１８４；Ｇ

－１９～Ｇ－１８４；Ｐ－２０～Ｇ－１８４；Ｇ－２１～Ｇ－１８４；Ｐ－２２

～Ｇ－１８４；Ｒ－２３～Ｇ－１８４；Ｅ－２４～Ｇ－１８４；Ａ－２５～Ｇ－

１８４；Ｒ－２６～Ｇ－１８４；Ｇ－２７～Ｇ－１８４；Ａ－２８～Ｇ－１８４

；Ｒ－２９～Ｇ－１８４；Ｐ－３０～Ｇ－１８４；Ｇ－３１～Ｇ－１８４；Ｐ－

３２～Ｇ－１８４；Ｒ－３３～Ｇ－１８４；Ｖ－３４～Ｇ－１８４；Ｐ－３５～

Ｇ－１８４；Ｋ－３６～Ｇ－１８４；Ｔ－３７～Ｇ－１８４；Ｌ－３８～Ｇ－１

８４；Ｖ－３９～Ｇ－１８４；Ｌ－４０～Ｇ－１８４；Ｖ－４１～Ｇ－１８４；

Ｖ－４２～Ｇ－１８４；Ａ－４３～Ｇ－１８４；Ａ－４４～Ｇ－１８４；Ｖ－４

５～Ｇ－１８４；Ｌ－４６～Ｇ－１８４；Ｌ－４７～Ｇ－１８４；Ｌ－４８～Ｇ

－１８４；Ｖ－４９～Ｇ－１８４；Ｓ－５０～Ｇ－１８４；Ａ－５１～Ｇ－１８

４；Ｅ－５２～Ｇ－１８４；Ｓ－５３～Ｇ－１８４；Ａ－５４～Ｇ－１８４；Ｌ

－５５～Ｇ－１８４；Ｉ－５６～Ｇ－１８４；Ｔ－５７～Ｇ－１８４；Ｑ－５８

～Ｇ－１８４；Ｑ－５９～Ｇ－１８４；Ｄ－６０～Ｇ－１８４；Ｌ－６１～Ｇ－

１８４；Ａ－６２～Ｇ－１８４；Ｐ－６３～Ｇ－１８４；Ｑ－６４～Ｇ－１８４

；Ｑ－６５～Ｇ－１８４；Ｒ－６６～Ｇ－１８４；Ａ－６７～Ｇ－１８４；Ａ－

６８～Ｇ－１８４；Ｐ－６９～Ｇ－１８４；Ｑ－７０～Ｇ－１８４；Ｑ－７１～

Ｇ－１８４；Ｋ－７２～Ｇ－１８４；Ｒ－７３～Ｇ－１８４；Ｓ－７４～Ｇ－１

８４；Ｓ－７５～Ｇ－１８４；Ｐ－７６～Ｇ－１８４；Ｓ－７７～Ｇ－１８４；

Ｅ－７８～Ｇ－１８４；Ｇ－７９～Ｇ－１８４；Ｌ－８０～Ｇ－１８４；Ｃ－８

１～Ｇ－１８４；Ｐ－８２～Ｇ－１８４；Ｐ－８３～Ｇ－１８４；Ｇ－８４～Ｇ

－１８４；Ｈ－８５～Ｇ－１８４；Ｈ－８６～Ｇ－１８４；Ｉ－８７～Ｇ－１８

４；Ｓ－８８～Ｇ－１８４；Ｅ－８９～Ｇ－１８４；Ｄ－９０～Ｇ－１８４；Ｇ
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－９１～Ｇ－１８４；Ｒ－９２～Ｇ－１８４；Ｄ－９３～Ｇ－１８４；Ｃ－９４

～Ｇ－１８４；Ｉ－９５～Ｇ－１８４；Ｓ－９６～Ｇ－１８４；Ｃ－９７～Ｇ－

１８４；Ｋ－９８～Ｇ－１８４；Ｙ－９９～Ｇ－１８４；Ｇ－１００～Ｇ－１８

４；Ｑ－１０１～Ｇ－１８４；Ｄ－１０２～Ｇ－１８４；Ｙ－１０３～Ｇ－１８

４；Ｓ－１０４～Ｇ－１８４；Ｔ－１０５～Ｇ－１８４；Ｈ－１０６～Ｇ－１８

４；Ｗ－１０７～Ｇ－１８４；Ｎ－１０８～Ｇ－１８４；Ｄ－１０９～Ｇ－１８

４；Ｌ－１１０～Ｇ－１８４；Ｌ－１１１～Ｇ－１８４；Ｆ－１１２～Ｇ－１８

４；Ｃ－１１３～Ｇ－１８４；Ｌ－１１４～Ｇ－１８４；Ｒ－１１５～Ｇ－１８

４；Ｃ－１１６～Ｇ－１８４；Ｔ－１１７～Ｇ－１８４；Ｒ－１１８～Ｇ－１８

４；Ｃ－１１９～Ｇ－１８４；Ｄ－１２０～Ｇ－１８４；Ｓ－１２１～Ｇ－１８

４；Ｇ－１２２～Ｇ－１８４；Ｅ－１２３～Ｇ－１８４；Ｖ－１２４～Ｇ－１８

４；Ｅ－１２５～Ｇ－１８４；Ｌ－１２６～Ｇ－１８４；Ｓ－１２７～Ｇ－１８

４；Ｐ－１２８～Ｇ－１８４；Ｃ－１２９～Ｇ－１８４；Ｔ－１３０～Ｇ－１８

４；Ｔ－１３１～Ｇ－１８４；Ｔ－１３２～Ｇ－１８４；Ｒ－１３３～Ｇ－１８

４；Ｎ－１３４～Ｇ－１８４；Ｔ－１３５～Ｇ－１８４；Ｖ－１３６～Ｇ－１８

４；Ｃ－１３７～Ｇ－１８４；Ｑ－１３８～Ｇ－１８４；Ｃ－１３９～Ｇ－１８

４；Ｅ－１４０～Ｇ－１８４；Ｅ－１４１～Ｇ－１８４；Ｇ－１４２～Ｇ－１８

４；Ｔ－１４３～Ｇ－１８４；Ｆ－１４４～Ｇ－１８４；Ｒ－１４５～Ｇ－１８

４；Ｅ－１４６～Ｇ－１８４；Ｅ－１４７～Ｇ－１８４；Ｄ－１４８～Ｇ－１８

４；Ｓ－１４９～Ｇ－１８４；Ｐ－１５０～Ｇ－１８４；Ｅ－１５１～Ｇ－１８

４；Ｍ－１５２～Ｇ－１８４；Ｃ－１５３～Ｇ－１８４；Ｒ－１５４～Ｇ－１８

４；Ｋ－１５５～Ｇ－１８４；Ｃ－１５６～Ｇ－１８４；Ｒ－１５７～Ｇ－１８

４；Ｔ－１５８～Ｇ－１８４；Ｇ－１５９～Ｇ－１８４；Ｃ－１６０～Ｇ－１８

４；Ｐ－１６１～Ｇ－１８４；Ｒ－１６２～Ｇ－１８４；Ｇ－１６３～Ｇ－１８

４；Ｍ－１６４～Ｇ－１８４；Ｖ－１６５～Ｇ－１８４；Ｋ－１６６～Ｇ－１８

４；Ｖ－１６７～Ｇ－１８４；Ｇ－１６８～Ｇ－１８４；Ｄ－１６９～Ｇ－１８

４；Ｃ－１７０～Ｇ－１８４；Ｔ－１７１～Ｇ－１８４；Ｐ－１７２～Ｇ－１８

４；Ｗ－１７３～Ｇ－１８４；Ｓ－１７４～Ｇ－１８４；Ｄ－１７５～Ｇ－１８

４；Ｉ－１７６～Ｇ－１８４；Ｅ－１７７～Ｇ－１８４；Ｃ－１７８～Ｇ－１８



(88) 特表２００２－５４３１５１

４；およびＶ－１７９～Ｇ－１８４。

      【０１４５】

  本発明はまた、上記のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列と、少

なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、

または９９％同一のポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはその配列からなる

核酸分子に関する。本発明はさらに、上記のポリペプチドと、少なくとも８０％

、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同

一であるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはそ

の配列からなる核酸分子に関する。本発明はまた、異種ポリヌクレオチド配列に

融合される上記のポリヌクレオチド配列を含む。これらのポリヌクレオチドによ

りコードされるポリペプチドはまた、本発明により含まれる。

      【０１４６】

  また上述のように、タンパク質のＣ末端から１つ以上のアミノ酸の欠失が、タ

ンパク質の１つ以上の生物学的機能の欠損の改変を生じる場合でさえ、他の機能

的な活性（例えば、生物学的活性、多量体化する能力、ＤＮ４リガンドに結合す

る能力（例えば、ＴＲＡＩＬ））は、なお保持され得る。完全ポリペプチドまた

は成熟ポリペプチドの大多数ではない残基がＣ末端から除去される場合、例えば

、ポリペプチドの完全な形態または成熟形態を認識する抗体を誘導および／また

はそれに結合する短縮されたＤＲ５ムテインの能力が、一般に保持される。完全

ポリペプチドのＣ末端残基を欠く特定のポリペプチドが、このような免疫学的活

性を保持するか否かは、本明細書中に記載される慣例的な方法および当該分野で

公知の他の方法により容易に決定され得る。多数の欠失Ｃ末端アミノ酸残基を有

するＤＲ５ムテインは、おそらく、いくつかの生物学的活性または免疫原性活性

を保持し得るだろう。事実、６個ものＤＲ５アミノ酸残基から構成されるペプチ

ドは、しばしば、免疫応答を惹起し得る。

      【０１４７】

  従って、本発明はさらに、図１（配列番号２）に示されるＤＲ５ポリペプチド

のアミノ酸配列のカルボキシ末端から、位置番号５２のグルタミン酸残基まで、

欠失される１つ以上の残基を有するポリペプチドおよびこのようなポリペプチド
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をコードするポリヌクレオチドを提供する。特に、本発明は、図１（すなわち、

配列番号２）の残基５２－ｍ1のアミノ酸配列を含むか、あるいはそのアミノ酸

からなるポリペプチドを提供し、ここでｍ1は、図１（または、ここでｍ1は、配

列番号２におけるアミノ酸残基の位置に対応する６から３６０までの整数である

）におけるアミノ酸残基の位置に対応する５７から４１０までの整数である。よ

り特に、本発明は、図１において示されるＤＲ５配列の以下の残基からなる群よ

り選択されるメンバーを含むか、あるいはそのメンバーからなるポリペプチドを

コードするポリヌクレオチドを提供する（これは、図１におけるアミノ酸残基が

Ｎ末端～Ｃ末端まで、１～４１１まで連続して番号を付けられる他は、配列番号

２として示される配列と同一であり、一方配列番号２におけるアミノ酸残基は、

５１～３６０まで連続して番号を付けられ、予測されたシグナルペプチドの位置

に反映する）：

      【０１４８】

【化１】
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  本発明はまた、上記のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列と、少

なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、

または９９％同一であるポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはこのポリヌク

レオチド配列からなる核酸分子に関する。本発明はさらに、上記のポリペプチド

と、少なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％同一のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含

むか、あるいはその配列からなる核酸分子に関する。本発明はまた、異種ポリヌ

クレオチド配列に融合される上記のポリヌクレオチド配列を含む。これらのポリ

ヌクレオチドによりコードされるポリペプチドはまた、本発明により含まれる。

      【０１４９】

  別の実施形態において、ＤＲ５ポリペプチドのＣ末端欠失は、一般式５２－ｍ

2により記載され得、ここでｍ2は、図１（配列番号２）に同定されるアミノ酸配

列に対応する５７～１８３の数である。特定の実施形態において、本発明のＤＲ

５のＣ末端欠失は、図１（配列番号２）において示されるＤＲ５細胞外ドメイン

配列の以下の残基からなる群より選択されるメンバーを含むか、あるいはそのメ

ンバーからなる：

      【０１５０】

【化２】
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  本発明はまた、上記のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列と、少

なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、

または９９％同一であるポリヌクレオチド配列を含むか、あるいはその配列から

なる核酸分子に関する。本発明はさらに、上記のポリペプチドと、少なくとも８

０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９

％同一であるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含むか、あるい

はその配列からなる核酸分子に関する。本発明はまた、異種ポリヌクレオチド配
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列に融合される上記のポリヌクレオチド配列を含む。これらのポリヌクレオチド

によりコードされるポリペプチドはまた、本発明により含まれる。

      【０１５１】

  本発明はまた、ＤＲ５ポリペプチドのアミノ末端およびカルボキシ末端の両方

から欠失される１つ以上アミノ酸を有するポリペプチドを提供し、このポリペプ

チドは、図１（すなわち、配列番号２）の残基ｎ1－ｍ1および／またはｎ2－ｍ2

を有するとして一般に記載され得、ここで、ｎ1、ｎ2、ｍ1、およびｍ2は、上記

のように整数である。

      【０１５２】

  ＡＴＣＣ受託番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡクローンによりコードされる

完全ＤＲ５アミノ酸配列の部分からなるポリペプチドをコードするヌクレオチド

配列もまた含まれ、ここで、この部分はＡＴＣＣ受託番号９７９２０に含まれる

ｃＤＮＡによりコードされる完全アミノ酸配列のアミノ末端由来の１～約７８の

アミノ酸、またはカルボキシル末端由来の１～約２３３のアミノ酸、あるいはＡ

ＴＣＣ受託番号９７９２０に含まれるｃＤＮＡによりコードされる完全アミノ酸

配列の上記のアミノ末端欠失およびカルボキシル末端欠失の任意の組合せを除外

する。上記の欠失変異ポリペプチド形態の全てをコードするポリヌクレオチドも

また提供される。

      【０１５３】

  Ｎ末端欠失変異体およびＣ末端欠失変異体のなかで好ましいのは、細胞外ドメ

インの部分のみを含むか、あるいはそれのみからなる変異体である；すなわち、

残基５２～１８４である。なぜなら、その任意の部分は、可溶性であると予測さ

れるからである。

      【０１５４】

  ＤＲ５のいくつかのアミノ酸配列が、タンパク質の構造または機能に有意な効

果なしに変化され得ることが、当該分野で認識される。配列中でのこのような差

違を意図する場合、活性を決定するタンパク質の決定的な領域が存在することに

留意すべきである。そのような領域は、通常、リガンド結合部位、もしくは死ド

メインを構成するか、またはこれらのドメインに影響する３次構造を形成する残
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基を含む。

      【０１５５】

  従って、本発明はさらに、実質的なＤＲ５タンパク質活性を示すＤＲ５タンパ

ク質の改変体、または以下で議論されるタンパク質部分のようなＤＲ５の領域を

含むＤＲ５タンパク質改変体を含む。このような変異体は、欠失、挿入、反転、

反復、および、型置換を含む。先に示されるように、どのアミノ酸変化が表現型

的にサイレントであるようであるかに関するガイダンスは、Ｂｏｗｉｅ，Ｊ．Ｕ

．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４７：１３０６－１３１０（１９９０）で見い出され

得る。

      【０１５６】

  従って、配列番号２のポリペプチドのフラグメント、誘導体またはアナログ、

あるいは寄託されたｃＤＮＡによりコードされるポリペプチドのフラグメント、

誘導体またはアナログは、（ｉ）少なくとも１つ以上のアミノ酸残基が保存アミ

ノ酸残基もしくは非保存アミノ酸残基（好ましくは保存アミノ酸残基、そしてよ

り好ましくは少なくとも１個であるが１０個より少ない保存アミノ酸残基）で置

換され、そしてこのような置換されたアミノ酸残基は、遺伝コードによりコード

されるものであってもよいしそうでなくともよいもの、または（ｉｉ）１つ以上

のアミノ酸残基が置換基を含むもの、または（ｉｉｉ）成熟ポリペプチドが、ポ

リペプチドの半減期を増加させるための化合物（例えば、ポリエチレングリコー

ル）のような別の化合物と融合したもの、または（ｉｖ）さらなるアミノ酸が成

熟ポリペプチド（例えば、ＩｇＧ  Ｆｃ融合領域ペプチド配列）、またはリーダ

ー配列もしくは分泌配列、または成熟ポリペプチドもしくはプロタンパク質配列

の精製に使用される配列と融合されたものであり得る。このようなフラグメント

、誘導体およびアナログは、本明細書中の教示より当業者の範囲内であると考え

られる。これらのフラグメント、誘導体またはアナログをコードするポリヌクレ

オチドはまた、本発明により含まれる。

      【０１５７】

  特に興味深いのは、荷電したアミノ酸の、別の荷電したアミノ酸、および中性

のアミノ酸、または負に荷電したアミノ酸との置換である。後者は、正の電荷が
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減少したタンパク質を生じてＤＲ５タンパク質の特徴を改善する。さらに、本発

明の１つ以上のアミノ酸残基（例えば、アルギニン残基およびリジン残基）は、

欠失されるかまたは別の残基で置換され得、プロテアーゼ（例えば、フリンまた

はケキシンのような）による望まないプロセシングを排除し得る。凝集の防止は

非常に望ましい。タンパク質の凝集は活性を減少させるだけではなく、凝集体は

免疫原性であり得ることから薬学的処方物を調製する場合にまた、問題であり得

る（Ｐｉｎｃｋａｒｄら、Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：３３１－３

４０（１９６７）；Ｒｏｂｂｉｎｓら、Ｄｉａｂｅｔｅｓ  ３６：８３８－８４

５（１９８７）；Ｃｌｅｌａｎｄら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉ

ｃ  Ｄｒｕｇ  Ｃａｒｒｉｅｒ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  １０：３０７－３７７（１９

９３））。

      【０１５８】

  アミノ酸の置換はまた、細胞表面のレセプターに対する結合の選択性を変化さ

せ得る。Ｏｓｔａｄｅら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６１：２６６－２６８（１９９３）

は、ＴＮＦ－レセプターの２つの公知の型の１つのみに対するＴＮＦ－αの選択

的な結合を生じる特定の変異を記載する。従って、本発明のＤＲ５レセプターは

、天然の変異または人工操作のいずれかに由来する１つ以上のアミノ酸の置換、

欠失、または付加を含み得る。

      【０１５９】

  示されるように、タンパク質の折り畳みまたは活性に有意には影響を与えない

保存的アミノ酸置換のような、重要でない性質の変化が好ましい（表ＩＩを参照

のこと）。

      【０１６０】

【表２】
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  特定の実施形態において、図１のアミノ酸配列および／または本明細書中に記

載されるポリペプチドフラグメント（例えば、細胞外ドメインまたは細胞内ドメ

イン）のいずれかにおける置換、付加または欠失の数は、７５、７０、６０、５

０、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１０、９、８、７、６、５、４、３

、２、１あるいは３０～２０、２０～１５、２０～１０、１５～１０、１０～１

、５～１０、１～５、１～３、または１～２である。これらのポリペプチドをコ

ードするポリヌクレオチドはまた、本発明によって包含される。

      【０１６１】

  機能に必須である、本発明のＤＲ５タンパク質のアミノ酸は、当該分野におい

て公知の方法（例えば、部位特異的変異誘発またはアラニンスキャン変異誘発（
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ＣｕｎｎｉｎｇｈａｍおよびＷｅｌｌｓ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１０８１～

１０８５（１９８９））によって同定され得る。後者の手順は、分子中の各残基

に１個のアラニン変異を導入する。次いで、得られた変異体分子は、生物学的活

性（例えば、レセプター結合、またはインビトロもしくはインビボでの増殖活性

）について試験される。リガンド－レセプター結合に重要である部位はまた、結

晶化、核磁気共鳴または光親和性標識のような構造分析（Ｓｍｉｔｈら、Ｊ．Ｍ

ｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２４：８９９～９０４（１９９２）およびｄｅ  Ｖｏｓら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５５：３０６～３１２（１９９２））によって決定され得る

。

      【０１６２】

  さらに、タンパク質工学を使用して、ＤＲ５ポリペプチドの特徴を改善または

変更し得る。当業者に公知の組換えＤＮＡ技術を使用して、単一または複数のア

ミノ酸の置換タンパク質、欠失タンパク質、付加タンパク質または融合タンパク

質を含む、新規な変異体タンパク質またはムテインを作製し得る。このような改

変ポリペプチドは、例えば、増強された活性または増加された安定性を示し得る

。さらに、それらは、少なくとも特定の精製条件下および保存条件下でより高い

収量で生成され得、そして対応する天然のポリペプチドよりも上昇した溶解度を

示し得る。

      【０１６３】

  天然に存在しない改変体は、当該分野で公知の変異誘発技術を用いて生成され

得る。これらの技術としては、オリゴヌクレオチド媒介変異誘発、アラニンスキ

ャニング、ＰＣＲ変異誘発、部位特異的変異誘発（例えば、Ｃａｒｔｅｒら、Ｎ

ｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１３：４３３１（１９８６）；およびＺｏｌｌｅ

ｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１０：６４８７（１９８２）を参照のこ

と）、カセット変異誘発（例えば、Ｗｅｌｌｓら、Ｇｅｎｅ  ３４：３１５（１

９８５）を参照のこと）、制限選択変異誘発（例えば、Ｗｅｌｌｓら、Ｐｈｉｌ

ｏｓ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｌｏｎｄｏｎ  ＳｅｒＡ  ３１７：４１５（１

９８６）を参照のこと）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０１６４】
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  従って、本発明はまた、選択された宿主細胞において、発現、スケールアップ

などにより良好に適したＤＲ５ポリペプチドを生成するために欠失、付加または

置換された１以上のアミノ酸残基を有する、ＤＲ５の誘導体およびアナログを包

含する。例えば、システイン残基は、ジスルフィド架橋を除去するために欠失さ

れ得るか、または別のアミノ酸残基で置換され得る；Ｎ結合型グリコシル化部位

は、例えば、Ｎ結合部位を高グリコシル化する（ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｏｓｙｌａ

ｔｅ）ことが公知である酵母宿主から、より容易に回収および精製される均質な

産物の発現を達成するために、改変または除去され得る。この目的のために、本

発明のＤＲ５ポリペプチドの任意の１以上のグリコシル化認識配列上の第１また

は第３のアミノ酸位置の１つあるいは両方での種々のアミノ酸置換、および／ま

たは任意の１以上のこのような認識配列の第２の位置でのアミノ酸欠失は、その

改変トリペプチド配列でのＤＲ５のグリコシル化を妨げる（例えば、Ｍｉｙａｊ

ｉｍｏら、ＥＭＢＯ  Ｊ  ５（６）：１１９３－１１９７を参照のこと）。

      【０１６５】

  本発明のポリペプチドはまた、リーダーを含む寄託されたｃＤＮＡ（ＡＴＣＣ

受託番号９７９２０を有する寄託物）によってコードされるポリペプチド；リー

ダーを有しない寄託されたｃＤＮＡによってコードされる成熟ポリペプチド（す

なわち、成熟タンパク質）；配列番号２において約－５１～約３６０のアミノ酸

を含むか、あるいはこのアミノ酸からなるポリペプチド；配列番号２において約

－５０～約３６０のアミノ酸を含むか、あるいはこのアミノ酸からなるポリペプ

チド；配列番号２において約１～約３６０のアミノ酸を含むか、あるいはこのア

ミノ酸からなるポリペプチド；ＤＲ５細胞外ドメインを含むか、あるいはこのド

メインからなるペプチド；ＤＲ５システインリッチドメインを含むか、あるいは

このドメインからなるポリペプチド；ＤＲ５膜貫通ドメインを含むか、あるいは

このドメインからなるポリペプチド；ＤＲ５細胞内ドメインを含むか、あるいは

このドメインからなるポリペプチド；欠失した膜貫通ドメインの全てまたは一部

を有する細胞外ドメインおよび細胞内ドメインを含むか、あるいはこのポリペプ

チドからなるポリペプチド；およびＤＲ５死ドメインを含むか、あるいはこのド

メインからなるポリペプチド；ならびに上記のポリペプチドに対して少なくとも
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８０％同一であるポリペプチド、より好ましくは少なくとも９０％または９５％

同一であるポリペプチド、なおより好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８

％または９９％同一であるポリペプチドを含み、そしてまた、少なくとも３０個

のアミノ酸およびより好ましくは少なくとも５０個のアミノ酸を有するこのよう

なポリペプチドの一部を含む。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドはまた、本発明によって包含される。

      【０１６６】

  ＤＲ５ポリペプチドの参照アミノ酸配列に、少なくとも例えば、９５％「同一

な」アミノ酸配列を有するポリペプチドによって、そのポリペプチドのアミノ酸

配列が、ＤＲ５ポリペプチドの参照アミノ酸の各１００アミノ酸あたり５つまで

のアミノ酸変異を含み得るポリペプチド配列を除いて、参照配列に同一である、

このポリペプチドのアミノ酸配列が意図される。言い換えれば、参照アミノ酸配

列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を有するポリヌクレオチドを得る

ために、参照配列において５％までのアミノ酸残基が欠失され得るか、もしくは

別のアミノ酸で置換され得るか、または参照配列において全アミノ酸残基の５％

までの多数のアミノ酸が、参照配列中に挿入され得る。参照配列のこれらの変異

は、参照配列における残基中、もしくは参照配列内の１つ以上連続する群におけ

る残基中のいずれかで個々に散在して、この参照アミノ酸配列のアミノ末端位置

またはカルボキシ末端位置で、またはこれらの末端位置間のどこかで起こり得る

。

      【０１６７】

  実際には、例えば、任意の特定のポリペプチドが、図１（配列番号２）に示さ

れるアミノ酸配列、寄託されたｃＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列、また

はそのフラグメントに少なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９

６％、９７％、９８％または９９％同一であるかどうかは、Ｂｅｓｔｆｉｔプロ

グラムのような公知のコンピュータープログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑ

ｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、Ｖｅｒｓｉｏｎ  ８  ｆｏｒ

  Ｕｎｉｘ（登録商標）、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ、５７５  Ｓｃｉｅｎｃｅ
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  Ｄｒｉｖｅ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ  ５３７１１）を使用して慣習的に決定さ

れ得る。例えば、特定の配列が本発明に従う参照配列に９５％同一であるか否か

を決定するために、Ｂｅｓｔｆｉｔまたは任意の他の配列アライメントプログラ

ムを使用する場合、パラメータは、当然、同一性のパーセンテージが参照アミノ

酸配列の全長に対して算定され、そして参照配列中のアミノ酸残基の総数の５％

までの、相同性におけるギャップが許容されるように設定される。

      【０１６８】

  特定の実施形態において、全体的な配列アライメントともいわれる、参照（問

合せ）配列（本発明の配列）と対象配列との間の同一性は、Ｂｒｕｔｌａｇら（

Ｃｏｍｐ．Ａｐｐ．Ｂｉｏｓｃｉ．６：２３７～２４５（１９９０））のアルゴ

リズムに基づくＦＡＳＴＤＢコンピュータプログラムを使用して決定される。Ｆ

ＡＳＴＤＢアミノ酸アライメントにおいて使用される好ましいパラメータは、以

下である：Ｍａｔｒｉｘ＝ＰＡＭ  ０、ｋ－ｔｕｐｌｅ＝２、Ｍｉｓｍａｔｃｈ

  Ｐｅｎａｌｔｙ＝１、Ｊｏｉｎｉｎｇ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝２０、Ｒａｎｄｏｍ

ｉｚａｔｉｏｎ  Ｇｒｏｕｐ  Ｌｅｎｇｔｈ＝０、Ｃｕｔｏｆｆ  Ｓｃｏｒｅ＝

１、Ｗｉｎｄｏｗ  Ｓｉｚｅ＝配列の長さ、Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝５、Ｇａ

ｐ  Ｓｉｚｅ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝０．０５、Ｗｉｎｄｏｗ  Ｓｉｚｅ＝５００ま

たは対象アミノ酸配列の長さ（いずれかの短い方）。この実施形態に従うと、対

象配列が、内部の欠失のためではなく、Ｎ末端またはＣ末端の欠失に起因して問

合せ配列よりも短い場合、全体的なパーセント同一性を算定する場合に、ＦＡＳ

ＴＤＢプログラムが対象配列のＮ末端およびＣ末端の短縮型を説明しない事実を

考慮に入れて、手動の補正が、結果に対してなされる。問合せ配列に対してＮ末

端およびＣ末端にて短縮した対象配列について、パーセント同一性は、対応する

対象残基と一致／整列しない、対象配列のＮ末端およびＣ末端である問合せ配列

の残基数を、問合せ配列の総塩基のパーセントとして算定することによって補正

される。残基が一致／整列されるか否かの決定は、ＦＡＳＴＤＢ配列アライメン

トの結果によって決定される。次いで、このパーセントは、特定のパラメータを

使用する上記のＦＡＳＴＤＢプログラムによって算定されるパーセント同一性か

ら差し引かれ、最終的なパーセント同一性スコアに至る。この最終パーセント同
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一性スコアは、この実施形態の目的のために使用されるものである。問合せ配列

と一致／整列されない、対象配列のＮ末端およびＣ末端の残基のみが、パーセン

ト同一性スコアを手動で調整する目的のために考慮される。すなわち、対象配列

の最も遠いＮ末端残基およびＣ末端残基の外側の問合せ残基位置のみである。例

えば、９０アミノ酸残基の対象配列が、パーセント同一性を決定するために、１

００残基の問合せ配列と整列される。この欠失は、対象配列のＮ末端にて生じ、

従って、ＦＡＳＴＤＢアライメントは、Ｎ末端の最初の１０残基に一致／整列を

示さない。１０個の非対残基は、１０％の配列（一致されないＮ末端およびＣ末

端の残基数／問合せ配列中の残基の総数）を表す。その結果、１０％が、ＦＡＳ

ＴＤＢプログラムによって算定されるパーセント同一性スコアから差し引かれる

。残りの９０残基が、完全に一致された場合に、最終的なパーセント同一性は、

９０％である。別の例において、９０残基の対象配列が、１００残基の問合せ配

列と比較される。今回この欠失が内部欠失であり、対象配列のＮ末端またはＣ末

端に、この問合せと一致／整列しない残基が存在しない。この場合、ＦＡＳＴＤ

Ｂによって算定されるパーセント同一性が手動で補正されない。もう一度、ＦＡ

ＳＴＤＢアライメントにおいて示されるような、問合せ配列と一致／整列しない

、対象配列のＮ末端およびＣ末端の外側の残基位置のみが、手動で補正される。

他の手動の補正は、この実施形態の目的のためになされない。

      【０１６９】

  本発明のポリペプチドは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルまたは分子ふるいゲル濾過カ

ラムにおける分子量マーカーとして、および当業者に周知の方法を使用して本発

明のポリペプチドを結合する抗体を生成するための供給源としての用途を含むが

、これらに限定されない用途を有する。

      【０１７０】

  本願はまた、ｎ1－ｍ1、および／またはｎ2－ｍ2として本明細書中で示される

ＤＲ５ポリペプチド配列に対して少なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、

９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるポリペプチドを含む

タンパク質に関する。好ましい実施形態において、本願は、本明細書中に記載し

た特定のＤＲ５のＮ末端欠失およびＣ末端欠失のアミノ酸配列を有するポリペプ
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チドに対して少なくとも８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９

７％、９８％、または９９％同一であるポリペプチドを含むタンパク質に関する

。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドはまた、本発明によって

包含される。

      【０１７１】

  特定の好ましい実施形態において、本発明のＤＲ５タンパク質は、上記の融合

タンパク質を含み、ここでこのＤＲ５ポリペプチドは、本明細書中でｎ1－ｍ1、

およびｎ2－ｍ2として記載されるポリペプチドである。好ましい実施形態におい

て、本願は、本明細書中に記載した特定のＮ末端欠失およびＣ末端欠失のアミノ

酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列に対して少なくとも８０％、

８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一

である核酸分子に関する。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチド

はまた、本発明によって包含される。

      【０１７２】

  ＤＲ５ポリペプチドが、３つの主な構造ドメインを示す、４１１残基のタンパ

ク質であることが、本発明者らに発見された。第１に、リガンド結合ドメイン（

細胞外ドメイン）は、図１の約５２～約１８４の残基（配列番号２における約１

～約１３３のアミノ酸残基）内であると同定された。第２に、膜貫通ドメインは

、図１の約１８５～約２０８の残基（配列番号２における約１３４～約１５７の

アミノ酸残基）内であると同定された。第３に、細胞内ドメインは、図１の約２

０９～約４１１の残基（配列番号２における約１５８～約３６０のアミノ酸残基

）内であると同定された。重要なことには、この細胞内ドメインは、約３２４～

約３９１の残基（配列番号２における約２７３～約３４０のアミノ酸残基）の死

ドメインを含む。図１に示されているこのポリペプチドのさらなる好ましいフラ

グメントとしては、約５２～約４１１の残基（配列番号２における約１～約３６

０のアミノ酸残基）の成熟タンパク質および細胞外ドメインもしくは細胞内ドメ

インの全てまたは一部を含むが、膜貫通ドメインを欠失する可溶性ポリペプチド

が挙げられる。

      【０１７３】
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  本発明はさらに、リーダーを含む寄託されたｃＤＮＡによってコードされるＤ

Ｒ５ポリペプチドおよび成熟タンパク質、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細

胞内ドメイン、死ドメイン、およびそれらの全ての組み合わせから選択されるＤ

Ｒ５ポリペプチドフラグメントを提供する。

      【０１７４】

  さらに、本発明のタンパク質は、当該分野で公知の技術を用いて化学合成され

得る（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，１９８３，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅｓ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆ

ｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．，Ｎ．Ｙ．およびＨｕｎｋａｐｉｌｌｅｒ，Ｍら，Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３１０：１０５－１１１（１９８４）を参照のこと）。例えば、本

発明のＤＲ５ポリペプチドのフラグメントに対応するペプチドは、ペプチド合成

機の使用により合成され得る。さらに、所望の場合、非古典的アミノ酸または化

学的アミノ酸のアナログが、置換または付加としてこのＤＲ５ポリペプチド配列

に導入され得る。非古典的アミノ酸としては、以下が挙げられるがこれらに限定

されない：一般的なアミノ酸のＤ異性体、２，４－ジアミノ酪酸、ａ－アミノイ

ソ酪酸、４－アミノ酪酸、Ａｂｕ、２－アミノ酪酸、ｇ－Ａｂｕ、ｅ－Ａｈｘ、

６－アミノヘキサン酸、Ａｉｂ、２－アミノイソ酪酸、３－アミノプロピオン酸

、オルニチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、

シトルリン、ホモシトルリン、システイン酸、ｔ－ブチルグリシン、ｔ－ブチル

アラニン、フェニルグリシン、シクロヘキシルアラニン、ｂ－アラニン、フルオ

ロアミノ酸、デザイナーアミノ酸（例えば、ｂ－メチルアミノ酸）、Ｃａ－メチ

ルアミノ酸、Ｎａ－メチルアミノ酸、および一般のアミノ酸アナログ。さらに、

アミノ酸は、Ｄ（右旋性）またはＬ（左旋性）であり得る。

      【０１７５】

  天然に存在しない改変体は、当該分野で公知の変異誘発技術を使用して作製さ

れ得、それらの技術としては、オリゴヌクレオチド媒介変異誘発、アラニンスキ

ャニング、ＰＣＲ変異誘発、部位特異的変異誘発（例えば、Ｃａｒｔｅｒら、Ｎ

ｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１３：４３３１（１９８６）；およびＺｏｌｌｅ

ｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１０：６４８７（１９８２）を参照のこ
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と）、カセット変異誘発（例えば、Ｗｅｌｌｓら、Ｇｅｎｅ  ３４：３１５（１

９８５）を参照のこと）、制限選択変異誘発（例えば、Ｗｅｌｌら、Ｐｈｉｌｏ

ｓ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｌｏｎｄｏｎ  ＳｅｒＡ  ３１７：４１５（１９

８６）を参照のこと）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０１７６】

  本発明はさらに、翻訳の間または翻訳後に、例えば、グリコシル化、アセチル

化、リン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロック基による誘導体化、タンパク

質分解切断、抗体分子または他の細胞性リガンドへの結合などによって示差的に

改変されたＤＲ５ポリペプチドを包含する。多数の化学的改変のうちのいずれも

、以下を含むがこれらに限定されない公知の技術によって実施され得る：臭化シ

アン、トリプシン、キモトリプシン、パパイン、Ｖ８プロテアーゼ、ＮａＢＨ4

による特異的化学的切断、アセチル化、ホルミル化、酸化、還元；ツニカマイシ

ンの存在下での代謝合成；など。

      【０１７７】

  本発明によって包含されるさらなる翻訳後修飾としては、例えば、以下などが

挙げられる：Ｎ結合型もしくはＯ結合型の糖鎖（Ｎ末端またはＣ末端のプロセシ

ング）、アミノ酸骨格への化学部分の結合、Ｎ結合型もしくはＯ結合型の糖鎖の

化学修飾、および原核生物宿主細胞発現の結果としてのＮ末端メチオニン残基の

付加もしくは欠失。このポリペプチドはまた、検出可能な標識（例えば、酵素標

識、蛍光標識、同位体標識または親和性標識）を用いて改変して、このタンパク

質の検出および単離を可能にし得る。

      【０１７８】

  本発明によってまた、さらなる利点（例えば、このポリペプチドの溶解度、安

定性および循環時間の増加、または免疫原性の減少）を提供し得る、ＤＲ５の化

学修飾誘導体が提供される（米国特許第４，１７９，３３７号を参照のこと）。

誘導体化のための化学部分は、水溶性ポリマー（例えば、ポリエチレングリコー

ル、エチレングリコール／プロピレングリコールコポリマー、カルボキシメチル

セルロース、デキストラン、ポリビニルアルコールなど）から選択され得る。こ

のポリペプチドは、この分子内のランダムな位置でか、またはこの分子内の所定
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の位置で改変され得、そして１、２、３以上の結合した化学部分を含み得る。

      【０１７９】

  このポリマーは、任意の分子量のポリマーであり得、そして分枝状であっても

非分枝状であってもよい。ポリエチレングリコールに関しては、好ましい分子量

は、取り扱いおよび製造の容易さのために、約１ｋＤａと約１００ｋＤａとの間

（用語「約（およそ）」は、ポリエチレングリコールの調製において、いくつか

の分子は示した分子量よりも重く、いくつかは示した分子量よりも軽いことを示

す）である。所望の治療プロフィール（例えば、所望される持続放出の時間、（

存在する場合には）生物学的活性に対する効果、取り扱いの容易さ、抗原性の程

度または抗原性の欠如、および治療タンパク質またはアナログに対するポリエチ

レングリコールの他の公知の効果）に依存して、他のサイズが用いられ得る。例

えば、ポリエチレングリコールは、約２００、５００、１０００、１５００、２

０００、２５００、３０００、３５００、４０００、４５００、５０００、５５

００、６０００、６５００、７０００、７５００、８０００、８５００、９００

０、９５００、１０，０００、１０，５００、１１，０００、１１，５００、１

２，０００、１２，５００、１３，０００、１３，５００、１４，０００、１４

，５００、１５，０００、１５，５００、１６，０００、１６，５００、１７，

０００、１７，５００、１８，０００、１８、５００、１９，０００、１９，５

００、２０，０００、２５，０００、３０，０００、３５，０００、４０，００

０、５０，０００、５５，０００、６０，０００、６５，０００、７０，０００

、７５，０００、８０，０００、８５，０００、９０，０００、９５，０００、

または１００，０００ｋＤａの平均分子量を有し得る。

      【０１８０】

  上記のように、ポリエチレングリコールは、分枝構造を有し得る。分枝ポリエ

チレングリコールは、例えば、米国特許第５，６４３，５７５号；Ｍｏｒｐｕｒ

ｇｏら、Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．５６：５９－７２

（１９９６）；Ｖｏｒｏｂｊｅｖら、Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ  Ｎｕｃｌｅｏｔ

ｉｄｅｓ  １８：２７４５－２７５０（１９９９）；およびＣａｌｉｃｅｔｉら

、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ．Ｃｈｅｍ．１０：６３８－６４６（１９９９）（これら
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の各々の開示が、本明細書中で参考として援用される）において記載される。

      【０１８１】

  ポリエチレングリコール分子（または他の化学的部分）は、このタンパク質の

機能的ドメインまたは抗原性ドメインに対する効果を考慮してこのタンパク質に

結合されるべきである。当業者に利用可能な多数の結合方法が存在する（例えば

、本明細書中に参考として援用される、ＥＰ  ０  ４０１  ３８４（Ｇ－ＣＳＦ

にＰＥＧを結合する）、Ｍａｌｉｋら，Ｅｘｐ．Ｈｅｍａｔｏｌ．２０：１０２

８－１０３５（１９９２）（塩化トレシル（ｔｒｅｓｙｌ  ｃｈｌｏｒｉｄｅ）

を用いたＧＭ－ＣＳＦのペグ化を報告する）もまた参照のこと）。例えば、ポリ

エチレングリコールは、反応性基（例えば、遊離のアミノ基またはカルボキシル

基）を介してアミノ酸残基により共有結合され得る。反応性基は、活性化ポリエ

チレングリコール分子が結合し得る基である。遊離のアミノ基を有するアミノ酸

残基としては、例えば、リジン残基およびＮ末端アミノ酸残基が挙げられ得る；

遊離のカルボキシル基を有するアミノ酸残基としては、アスパラギン酸残基、グ

ルタミン酸残基およびＣ末端アミノ酸残基が挙げられ得る。スルフヒドリル基も

また、ポリエチレングリコール分子を結合するための反応性基として用いられ得

る。治療目的のために好ましいのは、アミノ基での結合、例えば、Ｎ末端または

リジン基での結合である。

      【０１８２】

  上記で示唆されるように、ポリエチレングリコールは、任意の多くのアミノ酸

残基への連結を介して、タンパク質に結合され得る。例えば、ポリエチレングリ

コールは、リジン残基、ヒスチジン残基、アスパラギン酸残基、グルタミン酸残

基、またはシステイン残基への共有結合を介して、タンパク質に連結され得る。

１つ以上の反応化学が使用されて、タンパク質の特定のアミノ酸残基（例えば、

リジン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、またはシステイン）また

はタンパク質の１より多い型のアミノ酸残基（例えば、リジン、ヒスチジン、ア

スパラギン酸、グルタミン酸、またはシステイン、およびそれらの組み合わせ）

にポリエチレングリコールを結合させ得る。

      【０１８３】
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  Ｎ末端で化学修飾されたタンパク質が特に所望され得る。ポリエチレングリコ

ールを本発明の組成物の例示として用いて、種々のポリエチレングリコール分子

から（分子量、分枝などによって）、反応混合物中でのタンパク質（または、ポ

リペプチド）分子に対するポリエチレングリコール分子の比、行われるべきペグ

化反応の型、および選択されたＮ末端ペグ化タンパク質の獲得方法が選択され得

る。Ｎ末端ペグ化調製物の獲得方法（すなわち、必要な場合、この部分を他のモ

ノペグ化部分から分離すること）は、ペグ化タンパク質分子の集団からの、Ｎ末

端ペグ化物質の精製により行われ得る。Ｎ末端修飾で化学修飾された選り抜きの

タンパク質は、特定のタンパク質における誘導体化に利用可能な異なる型の第１

級アミノ基（リジン対Ｎ末端）の示差的反応性を利用する還元的アルキル化によ

って達成され得る。適切な反応条件下では、カルボニル基含有ポリマーを用いた

、Ｎ末端でのタンパク質の実質的に選択的な誘導体化が達成される。

      【０１８４】

  上記で示されたように、本発明のタンパク質のペグ化は、かなり多数の手段に

よって達成され得る。例えば、ポリエチレングリコールは、直接的または介在リ

ンカーによってのいずれかで、タンパク質に結合され得る。タンパク質にポリエ

チレングリコールを結合させるためのリンカーレス（ｌｉｎｋｅｒｌｅｓｓ）系

は、Ｄｅｌｇａｄｏら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａ．Ｄｒｕｇ  Ｃａｒｒｉ

ｅｒ  Ｓｙｓ．９：２４９－３０４（１９９２）；Ｆｒａｎｃｉｓら、Ｉｎｔｅ

ｒｎ．Ｊ．ｏｆ  Ｈｅｍａｔｏｌ．６８：１－１８（１９９８）；米国特許第４

，００２，５３１号；米国特許第５，３４９，０５２号；ＷＯ９５／０６０５８

；およびＷＯ９８／３２４６６（これらの各々の開示は、本明細書中で参考とし

て援用される）に記載される。

      【０１８５】

  介在するリンカーを伴わずに、タンパク質のアミノ酸残基に直接的にポリエチ

レングリコールを結合させる１つの系は、トレシル化（ｔｒｅｓｙｌａｔｅｄ）

ＭＰＥＧ（これは、塩化トレシル（ｔｒｅｓｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ）（ＣｌＳＯ

2ＣＨ2ＣＦ3）を使用して、モノメトキシ（ｍｏｎｍｅｔｈｏｘｙ）ポリエチレ

ングリコール（ＭＰＥＧ）を改変することによって生成される）を使用する。ト
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レシル化ＭＰＥＧとのタンパク質の反応に際して、ポリエチレングリコールは、

タンパク質のアミン基に直接結合される。従って、本発明は、本発明のタンパク

質と２，２，２－トリフルオロエタン（ｔｒｉｆｌｕｏｒｅｏｔｈａｎｅ）スル

ホニル基を有するポリエチレングリコール分子とを反応させることによって生成

されるタンパク質－ポリエチレングリコール結合体を含む。

      【０１８６】

  ポリエチレングリコールはまた、多くの異なる介在リンカーを使用して、タン

パク質に結合され得る。例えば、米国特許第５，６１２，４６０号（この開示全

体が、本明細書中で参考として援用される）は、タンパク質にポリエチレングリ

コールを結合させるためのウレタンリンカーを開示する。ポリエチレングリコー

ルが、リンカーによってタンパク質に結合されるタンパク質－ポリエチレングリ

コール結合体はまた、ＭＰＥＧ－スクシンイミジルスクシネート（ｓｕｃｃｉｎ

ｉｍｉｄｙｌｓｕｃｃｉｎａｔｅ）、１，１'－カルボニルジイミダゾールで活

性化されたＭＰＥＧ、ＭＰＥＧ－２，４，５－トリクロロフェニルカルボネート

（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｅｎｙｌｃａｒｂｏｎａｔｅ）、ＭＰＥＧ－ｐ－ニトロ

フェノールカルボネート、および種々のＭＰＥＧ－スクシネート誘導体のような

化合物とのタンパク質の反応によって生成され得る。さらなる多くのポリエチレ

ングリコール誘導体およびタンパク質にポリエチレングリコールを結合させるた

めの反応化学が、ＷＯ９８／３２４６６（この開示全体が、本明細書中で参考と

して援用される）に記載される。本明細書中に示される反応化学を使用して生成

されるペグ化タンパク質産物は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０１８７】

  本発明の各タンパク質に結合されたポリエチレングリコール部分の数（すなわ

ち、置換の程度）もまた、変動し得る。例えば、本発明のペグ化タンパク質は、

平均して、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１５、１７、２

０またはそれより多いポリエチレングリコール分子を連結し得る。同様に、平均

の置換の程度は、タンパク質１分子あたり１～３、２～４、３～５、４～６、５

～７、６～８、７～９、８～１０、９～１１、１０～１２、１１～１３、１２～

１４、１３～１５、１４～１６、１５～１７、１６～１８、１７～１９、または
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１８～２０ポリエチレングリコール部分のような範囲内である。置換の程度を決

定する方法は、例えば、Ｄｅｌｇａｄｏら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａ．Ｄ

ｒｕｇ  Ｃａｒｒｉｅｒ  Ｓｙｓ．９：２４９－３０４（１９９２）において考

察される。

      【０１８８】

  上記のように、ＤＲ５ポリペプチドは、翻訳後プロセシングのような天然のプ

ロセスによって、または当該技術分野で周知の化学的改変技術のいずれかによっ

て、改変され得る。同じ型の改変が、所定のＤＲ５ポリペプチド中のいくつかの

部位で、同じまたは種々の程度で存在し得ることが理解される。また、所定のＤ

Ｒ５ポリペプチドは多くの型の改変を含み得る。ＤＲ５ポリペプチドは、例えば

、ユビキチン化の結果として分枝状であり得、そしてそのポリペプチドは、分枝

を含むかまたは含まない、環状であり得る。環状、分枝状および分枝した環状の

ＤＲ５ポリペプチドは、天然の翻訳後プロセスから生じ得るか、または合成方法

によって作製され得る。改変としては、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシ

ル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまた

はヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファ

チジルイノシトール（ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ）の共有結合

、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、シス

テインの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グ

リコシル化、ＧＰＩアンカー形成、水酸化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル

化、酸化、ペグ化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）、タンパク質分解プロセシング、リ

ン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル化のような

タンパク質へのアミノ酸のトランスファーＲＮＡ媒介付加、およびユビキチン化

が挙げられる。（例えば、ＰＲＯＴＥＩＮＳ－ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ  ＡＮＤ  Ｍ

ＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＰＲＯＰＥＲＴＩＥＳ、第２版、Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏ

ｎ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１

９９３）；ＰＯＳＴＴＲＡＮＳＬＡＴＩＯＮＡＬ  ＣＯＶＡＬＥＮＴ  ＭＯＤＩ

ＦＩＣＡＴＩＯＮ  ＯＦ  ＰＲＯＴＥＩＮＳ、Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編、Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１－１２頁（１９８３）；Ｓｅ
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ｉｆｔｅｒら、Ｍｅｔｈ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８２：６２６－６４６（１９９０

）；Ｒａｔｔａｎら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６３：４８－６２

（１９９２）を参照のこと）。

      【０１８９】

  ＤＲ５ポリペプチドは、以下に挙げられるが、これらに限定されない標準方法

により、化学合成および組み換え細胞培養から修復かつ精製され得る：硫酸アン

モニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出、アニオンまたはカチオン交換クロマト

グラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグ

ラフィー、親和性クロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフ

ィーおよびレシチンクロマトグラフィー。最も好ましくは、高性能液体クロマト

グラフィー（「ＨＰＬＣ」）は、精製のために使用され得る。タンパク質を再折

り畳みするための周知の技術が使用され、ポリペプチドが単離および／または精

製の間に変性される場合に、活性なコンホメーションを再産生し得る。

      【０１９０】

  ＤＲ５ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、種々の適用、特に、ＤＲ５の

化学的かつ生物学的特性を使用する種々の適用について本発明に従って使用され

得る。これらのうちの１つは、腫瘍、寄生虫感染、細菌感染、ウイルス感染、再

狭窄、および移植片対宿主疾患の処置および／または予防の際の適用であり、寄

生虫、細菌およびウイルスに対する耐性を誘導し；Ｔ細胞、内皮細胞および特定

の造血性細胞の増幅を誘導し；抗ウイルス応答を調節し；そしてアゴニストによ

るＤＲ５の刺激の後特定の自己免疫疾患を処置および／または予防する。さらな

る適用は、細胞、組織および器官の診断、処置および／または予防に関する。本

発明のこれらの局面は、さらに以下に議論される。

      【０１９１】

  本発明は、配列番号２のアミノ酸配列を有するポリペプチドのエピトープまた

はＡＴＣＣ寄託番号９７９２０として寄託されたｃＤＮＡに含まれるポリヌクレ

オチド配列によってコードされるかまたは前出に規定されたようなストリンジェ

ントなハイブリダイゼーション条件または低ストリンジェントなハイブリダイゼ

ーション条件下で配列番号１の配列の相補体にハイブリダイズするかもしくはＡ
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ＴＣＣ寄託番号９７９２０として寄託されたｃＤＮＡ中に含まれるポリヌクレオ

チドによってコードされるポリペプチド配列のエピトープを含むかあるいはこれ

らからなるポリペプチドを含む。本発明はさらに、本発明のポリペプチド配列の

エピトープをコードするポリヌクレオチド配列（例えば、配列番号１に開示され

る配列）、本発明のエピトープをコードするポリヌクレオチド配列の相補鎖のポ

リヌクレオチド配列、および前出に規定されるストリンジェントなハイブリダイ

ゼーション条件または低ストリンジェンシーなハイブリダイゼーション条件下で

相補鎖にハイブリダイズするポリヌクレオチド配列を含む。

      【０１９２】

  別の局面において、本発明は、本明細書中に記載されるポリペプチドのエピト

ープ保有部分を含むペプチドまたはポリペプチドを提供する。このポリペプチド

部分のエピトープは、本発明のポリペプチドの免疫原性または抗原性エピトープ

である。本明細書中で使用される場合、用語「エピトープ」とは、動物において

、好ましくは、哺乳動物において、そして最も好ましくはヒトにおいて抗原性ま

たは免疫原性活性を有するポリペプチドの部分をいう。好ましい実施形態におい

て、本発明は、エピトープを含むポリペプチドおよびこのポリペプチドをコード

するポリヌクレオチドを含む。「免疫原性エピトープ」は、タンパク質全体が免

疫原である場合、抗体応答を誘導する、タンパク質の一部として定義される。一

方、抗体が結合し得るタンパク質分子の領域は、「抗原性エピトープ」として定

義され得る。タンパク質の免疫原性エピトープの数は、一般に、抗原性エピトー

プの数よりも少ない。例えば、Ｇｅｙｓｅｎ，Ｈ．Ｍ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８１：３９９８～４００２（１９８３）を参照の

こと。

      【０１９３】

  エピトープとして機能するフラグメントは、任意の従来の方法によって産生さ

れ得る。（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ  ８２：５１３１－５１３５（１９８５）を参照のこと。これはさらに

、米国特許第４，６３１，２１１号に記載される）。

      【０１９４】
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  抗原性エピトープを有するペプチドまたはポリペプチド（すなわち、抗体が結

合し得るタンパク質分子の領域を含むもの）の選択に関して、比較的短い合成ペ

プチド（タンパク質配列の部分を模倣する）が、その部分的に模倣されたタンパ

ク質と反応する抗血清を慣用的に惹起し得ることは当該分野において周知である

（例えば、Ｓｕｔｃｌｉｆｆｅ、Ｊ．Ｇ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２１９：６６０

－６６６（１９８３）を参照のこと）。タンパク質反応性の血清を誘発し得るペ

プチドは、しばしば、タンパク質の一次配列において示され、単純な化学的規則

のセットによって特徴付けられ得、そしてインタクトなタンパク質の免疫優性領

域（すなわち、免疫原性エピトープ）にも、アミノ末端もしくはカルボキシル末

端にも拘束されない。

      【０１９５】

  ＤＲ－５特異的抗体を産生するために使用され得る、抗原性ポリペプチドまた

はペプチドの非限定の例としては、以下が挙げられる：図１（配列番号２におけ

る約１１～約５９）中の約６２～約１１０のアミノ酸残基を含むかあるいはこれ

らからなるポリペプチド；図１（配列番号２における約６８～約１１３）中の約

１１９～約１６４のアミノ酸残基を含むかまたはこれらからなるポリペプチド；

図１（配列番号２における約１７３～約２２０）中の約２２４～約２７１のアミ

ノ酸残基を含むかまたはこれらからなるポリペプチド；ならびに図１（配列番号

２における約２２４～約３１９）中の約２７５～約３７０のアミノ酸残基を含む

かまたはこれらからなるポリペプチド。上記に示されるように、本発明者らは、

上記のポリペプチドフラグメントは、ＤＲ５タンパク質の抗原領域であると決定

した。

      【０１９６】

  本発明のエピトープ保有ペプチドおよびポリペプチドは、任意の従来の手段に

より生成され得る。Ｈｏｕｇｔｈｅｎ，Ｒ．Ａ，  「Ｇｅｎｅｒａｌ  Ｍｅｔｈ

ｏｄ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  Ｒａｐｉｄ  Ｓｏｌｉｄ－Ｐｈａｓｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓ

ｉｓ  ｏｆ  Ｌａｒｇｅ  Ｎｕｍｂｅｒｓ  ｏｆ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：  Ｓｐｅ

ｃｉｆｉｃｉｔｙ  ｏｆ  Ａｎｔｉｇｅｎ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｉｎｔｅｒａｃ

ｔｉｏｎ  ａｔ  ｔｈｅ  Ｌｅｖｅｌ  ｏｆ  Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ  Ａｍｉｎ
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ｏ  Ａｃｉｄｓ」，  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：

５１３１－５１３５（１９８５）。この「Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ  Ｍｕｌｔ

ｉｐｌｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（ＳＭＰＳ）」プロセスは、Ｈ

ｏｕｇｔｈｅｎらに対する米国特許第４，６３１，２１１号（１９８６）でさら

に記載される。当業者が理解するように、本発明のＤＲ５ポリペプチドおよび上

記のそのエピトープ保有フラグメントは、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の定常ドメ

インの一部と合わされ得、キメラポリペプチドを生じる。これらの融合タンパク

質は、精製を促進し、そしてインビボで半減期の増加を示す。これは、例えば、

ヒトＣＤ４－ポリペプチドの最初の２つのドメインおよび哺乳動物免疫グロブリ

ンのＨ鎖またはＬ鎖の定常領域の種々のドメインからなるキメラタンパク質につ

いて示されている（ＥＰＡ  ３９４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ３３１：８４－８６（１９８８））。ＩｇＧ部分によるジスルフィド結

合二量体構造を有する融合タンパク質はまた、他の分子との結合および中和にお

いて、単量体ＤＲ５タンパク質またはタンパク質フラグメント単独よりも効率的

であり得る（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ２７０：３９

５８－３９６４（１９９５））。

      【０１９７】

  （抗体）

  さらに、本発明のポリペプチドは、（特異的な抗体抗原結合をアッセイするた

めの当該分野で周知のイムノアッセイによって決定されるような）本発明の配列

番号２の、ポリペプチド、ポリペプチドフラグメント、または改変体、および／

またはエピトープに免疫特異的に結合する抗体およびＴ細胞抗原レセプター（Ｔ

ＣＲ）に関する。本発明の抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、

多重特異的抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂフ

ラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによって産生

されるフラグメント、抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体（例えば、本発明の抗体

に対する抗Ｉｄ抗体を含む）、および上記のいずれかのエピトープ結合フラグメ

ントを含むが、限定されない。本明細書中で使用される場合、用語「抗体」とは

、免疫グロブリン分子および免疫グロリン分子の免疫学的に活性な部分、すなわ
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ち、免疫特異的に抗原に結合する抗原結合部位を含む分子をいう。本発明の免疫

グロブリン分子は、免疫グロブリン分子の任意の型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、

ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、任意のクラス（例えば、ＩｇＧ１、

ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）または任意のサブク

ラスであり得る。

      【０１９８】

  最も好ましくは、この抗体は、本発明のヒト抗原結合抗体フラグメントであり

、これには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖｓ（ｓｃ

Ｆｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）ならびにＶＬまたはＶ

Ｈドメインのいずれかを含むフラグメントが挙げられるがこれらに限定されない

。単鎖抗体を含む抗原結合抗体フラグメントは、可変領域を単独で、または以下

の全体もしくは部分と組み合わせて含み得る：ヒンジ領域、ＣＨ１ドメイン、Ｃ

Ｈ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン。また、可変領域とヒンジ領域、ＣＨ１ドメ

イン、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメインとの任意の組み合わせもまた含む抗

原結合フラグメントがまた本発明に含まれる。本発明の抗体は、鳥類および哺乳

動物を含む任意の動物起点由来であり得る。好ましくは、この抗体は、ヒト、ネ

ズミ（ｍｕｒｉｎｅ）、ロバ、シップウサギ（ｓｈｉｐ  ｒａｂｂｉｔ）、ヤギ

、モルモット、ラクダ、ウマ、またはニワトリである。本明細書中で使用される

場合、「ヒト」抗体は、ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を有する抗体を含み

、そしてヒト免疫グロブリンライブラリーまたは１つ以上のヒト免疫グロブリン

についてトランスジェニックであり、そして内因性免疫グロブリンを発現しない

動物から単離さた抗体（下に記載のように、そして例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐ

ａｔｉらによる米国特許第５，９３９，５９８号において記載のような）を含む

。

      【０１９９】

  本発明の抗体は、一重特異的、二重特異的、三重特異的またはより多くの多重

特異性の抗体であり得る。多重特異的な抗体は、本発明のポリペプチドの異なる

エピトープに対して特異的であり得るか、または本発明のポリペプチドおよび異

種のエピトープ（例えば、異種ポリペプチドもしくは固体支持体物質）、の両方
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に特異的であり得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ  ９３／１７７１５；同ＷＯ  ９

２／０８８０２；同ＷＯ  ９１／００３６０；同ＷＯ  ９２／０５７９３；Ｔｕ

ｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９（１９９１）；米国特許第４

，４７４，８９３号、同第４，７１４，６８１号、同第４，９２５，６４８号、

同第５，５７３，９２０号、同第５，６０１，８１９号；Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、

Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１５４７－１５５３（１９９２）を参照のこと。

      【０２００】

  本発明の抗体は、これらが認識または特異的に結合する、本発明のポリペプチ

ドのエピトープまたは部分に関して記載または特定化され得る。このエピトープ

またはポリペプチドの部分は、例えば、Ｎ末端およびＣ末端位置によって、連続

するアミノ酸残基におけるサイズによって本明細書中に記載されるように、また

は表および図に列挙されるように、特定化され得る。本発明の任意のエピトープ

またはポリペプチドに特異的に結合する抗体はまた、排除され得る。従って、本

発明は、本発明のポリペプチドを特異的に結合し、そして本発明のポリペプチド

の排除を可能にする抗体を含む。

      【０２０１】

  本発明の抗体はまた、その交差反応性について記載または特定化され得る。本

発明のポリペプチドの任意の他のアナログ、オルソログまたはホモログを結合し

ない抗体が、含まれる。本発明のポリペプチドに対して少なくとも９５％、少な

くとも９０％、少なくとも８５％、少なくとも８０％、少なくとも７５％、少な

くとも７０％、少なくとも６５％、少なくとも６０％、少なくとも５５％および

少なくとも５０％の同一性（当該分野で公知の方法および本明細書中に記載され

る方法を用いて計算される場合）を有するポリペプチドを結合する抗体もまた、

本発明に含まれる。本発明のポリペプチドに対して９５％未満、９０％未満、８

５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６５％未満、６０％未満、５

５％未満および５０％未満の同一性（当該分野で公知の方法および本明細書中に

記載される方法を用いて計算される場合）を有するポリペプチドを結合しない抗

体もまた、本発明に含まれる。さらに、ハイブリダイゼーション条件下（本明細

書中で記載されるような）で本発明のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポ
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リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを結合する抗体が、本発明に含

まれる。本発明の抗体はまた、本発明のポリペプチドに対するそれらの結合親和

性について記載または特定化され得る。好ましい結合親和性としては、５×１０

-2Ｍ未満、１０-2Ｍ未満、５×１０-3Ｍ未満、１０-3Ｍ未満、５×１０-4Ｍ未満

、１０-4Ｍ未満、５×１０-5Ｍ未満、１０-5Ｍ未満、５×１０-6Ｍ未満、１０-6

Ｍ未満、５×１０-7Ｍ未満、１０-7Ｍ未満、５×１０-8Ｍ未満、１０-8Ｍ未満、

５×１０-9Ｍ未満、１０-9Ｍ未満、５×１０-10Ｍ未満、１０-10Ｍ未満、５×１

０-11Ｍ未満、１０-11Ｍ未満、５×１０-12Ｍ未満、１０-12Ｍ未満、５×１０-1

3Ｍ未満、１０-13Ｍ未満、５×１０-14Ｍ未満、１０-14Ｍ未満、５×１０-15Ｍ

未満または１０-15Ｍ未満の解離定数すなわちＫｄを有する親和性が挙げられる

。

      【０２０２】

  本発明はまた、競合性結合を決定するための当該分野で公知の任意の方法（例

えば、本明細書中で記載されるイムノアッセイ）によって決定されるような、本

発明のエピトープに対する抗体の結合を競合的に阻害する抗体を提供する。好ま

しい実施形態において、この抗体は、少なくとも９０％、少なくとも８０％、少

なくとも７０％、少なくとも６０％、または少なくとも５０％、エピトープへの

結合を競合的に阻害する。

      【０２０３】

  本発明の抗体は、本発明のポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストと

して作用し得る。例えば、本発明は、本発明のポリペプチドとのレセプター／リ

ガンド相互作用を部分的または完全にのいずれかで破壊する抗体を含む。本発明

は、レセプター特異的抗体およびリガンド特異的抗体の両方の特徴を有する。本

発明はまた、リガンド結合を妨害しないがレセプター活性化を妨害するレセプタ

ー特異的抗体の特徴を有する。レセプター活性化（すなわち、シグナル伝達）は

、本明細書中に記載の技術、そうでなければ、当該分野で公知の技術により決定

され得る。例えば、レセプター活性化は、レセプターのリン酸化（例えば、チロ

シンまたはセリン／トレオニン）、または免疫沈降それに続くウェスタンブロッ

ト分析（例えば、上記のような）によってその基質を検出することにより、決定
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され得る。特定の実施形態において、この抗体の非存在下で、リガンド活性また

はレセプター活性を、その活性の少なくとも９０％、少なくとも８０％、少なく

とも７０％、少なくとも６０％、または少なくとも５０％阻害する抗体が提供さ

れる。

      【０２０４】

  本発明はまた、リガンド結合およびレセプター活性化の両方を妨げるレセプタ

ー特異的抗体、ならびにレセプターリガンド複合体を認識し、そして好ましくは

、結合していないレセプターまたは結合していないリガンドを特異的に認識しな

い抗体の特徴を有する。同様に、本発明は、リガンドと結合し、そしてレセプタ

ーへのリガンドの結合を妨げる中和抗体、およびリガントと結合し、それにより

レセプター活性化を妨げるが、リガンドがレセプターを結合することを妨げない

抗体を含む。さらに、本発明は、レセプターを活性化する抗体を含む。これらの

抗体は、レセプターアゴニストとして作用し得、すなわち、例えば、レセプター

の二量化を誘発することによってリガンド媒介レセプター活性化の生物学的活性

化の全てまたはサブセットのいずれかを増強するかまたは活性化し得る。この抗

体は、本明細書中に開示される本発明のペプチドの特異的生物学的活性を含む生

物学的活性についてのアゴニスト、アンタゴニストまたは逆アゴニストとして特

定化され得る。したがって、本発明はさらに、本発明のポリペプチドのアゴニス

トまたはアンタゴニストとして作用する抗体に関する。上記抗体アゴニストは、

当該分野で公知の方法を用いて作製され得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９６／４

０２８１；米国特許第５，８１１，０９７号；Ｄｅｎｇら、Ｂｌｏｏｄ  ９２（

６）：１９８１－１９８８（１９９８）；Ｃｈｅｎら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．

５８（１６）：３６６８－３６７８（１９９８）；Ｈａｒｒｏｐら、Ｊ．Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．１６１（４）：１７８６－１７９４（１９９８）；Ｚｈｕら、Ｃａｎ

ｃｅｒ  Ｒｅｓ：５８（１５）：３２０９－３２１４（１９９８）；Ｙｏｏｎら

、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０（７）：３１７０－３１７９（１９９８）；Ｐｒ

ａｔら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｓｃｉ．１１１（Ｐｔ２）：２３７－２４７（１９９８

）；Ｐｉｔａｒｄら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  ２０５（２）：１

７７－１９０（１９９７）；Ｌｉａｕｔａｒｄら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  ９（４）
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：２３３－２４１（１９９７）；Ｃａｒｌｓｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２７２（１７）：１１２９５－１１３０１（１９９７）；Ｔａｒｙｍａｎら、Ｎ

ｅｕｒｏｎ  １４（４）：７５５－７６２（１９９５）；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｓｔ

ｒｕｃｔｕｒｅ  ６（９）：１１５３－１１６７（１９９８）；Ｂａｒｔｕｎｅ

ｋら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  ８（１）：１４－２０（１９９６）（これらは全て、

その全体が参考として本明細書中に援用される）を参照のこと。

      【０２０５】

  本発明の抗体は、例えば、これらに限定されないが、本発明のポリペプチドを

精製し、検出し、そして標的化するために使用され得る。これらは、インビトロ

およびインビボの両方での診断方法および治療方法を含む。例えば、この抗体は

、生物学的サンプルにおける本発明のポリペプチドのレベルを定性的におよび定

量的に測定するためのイムノアッセイにおける用途を有する。例えば、Ｈａｒｌ

ｏｗら，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，（

Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，

第２版，１９８８）（本明細書中でその全体が参照として援用される）を参照の

こと。

      【０２０６】

  以下にさらに詳細に議論されるように、本発明の抗体は、単独または他の化合

物との組み合わせのいずれかで使用され得る。この抗体はさらに、ポリペプチド

または他の化合物へＮ末端でもしくはＣ末端で異種ポリペプチドに組換え的に融

合され得るか、または化学的に結合（共有結合および非共有結合を含む）され得

る。例えば、本発明の抗体は、検出アッセイにおける標識として有用な分子およ

び異種ポリペプチド、薬剤、放射性核種、または毒素のようなエフェクター分子

へ組換え的に融合または結合され得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９２／０８４９

５；ＷＯ９１／１４４３８；ＷＯ８９／１２６２４；米国特許第５，３１４，９

９５号；および欧州特許第３９６，３８７号を参照のこと。

      【０２０７】

  本発明の抗体は、改変された（すなわち、共有結合性付着（ｃｏｖａｌｅｎｔ

  ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ）が、抗体が抗イディオタイプ応答を産生するのを妨げ
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ないような、抗体に対する任意の型の分子の共有結合性付着による）誘導体を含

む。例えば、制限されないが、抗体誘導体には、例えば、グリコシル化、アセチ

ル化、ぺグ化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）、リン酸化（ｐｈｏｓｐｈｙｌａｔｉｏ

ｎ）、アミド化、既知の保護基／ブロック基（ｂｌｏｃｋｉｎｇ  ｇｒｏｕｐ）

による誘導体化、タンパク質分解性切断、細胞性リガンドまたは他のタンパク質

への連結などによって改変された抗体が挙げられる。多数の任意の化学的改変が

、特異的化学切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシンの代謝的合成など

を含むが、これらに制限されない公知の技術によって実行され得る。さらに、誘

導体は、１つ以上の非古典的アミノ酸を含み得る。

      【０２０８】

  本発明の抗体は、当該分野で公知の任意の適切な方法によって産生され得る。

目的の抗原に対するポリクローナル抗体は、当該分野で周知の種々の手順によっ

て産生され得る。例えば、本発明のポリペプチドは、種々の宿主動物（ウサギ、

マウス、ラットなどを含むがこれらに限定されない）に投与されて、抗原に対し

て特異的なポリクローナル抗体を含む血清の産生を誘導し得る。種々のアジュバ

ントが、宿主種に依存して、免疫学的応答を増加させるために使用され得、そし

てこれにはフロイント（完全および不完全）、水酸化アルミニウムのようなミネ

ラルゲル（ｍｉｎｅｒａｌ  ｇｅｌ）、リゾレシチンのような界面活性物質、プ

ルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）ポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油エマ

ルジョン、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、ならびに

ＢＣＧ（カルメット－ゲラン杆菌）およびｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐ

ａｒｖｕｍのような潜在的に有用なヒトアジュバントを含むが、これらに限定さ

れない。このようなアジュバントはまた、当該分野で周知である。

      【０２０９】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ、組換え、およびファージディスプレ

イ技術、またはそれらの組み合わせの使用を含む、当該分野で公知の広範な種々

の技術を用いて調製され得る。例えば、モノクローナル抗体は、当該分野で公知

の以下に挙げられるハイブリドーマ技術を使用して産生され得、例えば、Ｈａｒ

ｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，
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（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ

，第２版、１９８８）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔ－Ｃｅｌｌ  Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ  ５６３－６

８１（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．１９８１）（上記の参考文献は、その全体が

参考として援用される）に教示される。本明細書中で使用される場合、用語「モ

ノクローナル抗体」とは、ハイブリドーマ技術を通して生成された抗体に限定さ

れない。用語「モノクローナル抗体」とは、任意の真核生物、原核生物、または

ファージクローンを含む単一のクローンに由来する抗体をいい、そしてそれが生

成される方法に由来する抗体ではない。従って、用語「モノクローナル抗体」は

、ハイブリドーマ技術を通じて産生される抗体に限定されない。モノクローナル

抗体は、ハイブリドーマおよび組換えならびにファージディスプレイ技術の使用

を含む、当該分野で公知の広範な種々の技術を使用して調製され得る。

      【０２１０】

  ハイブリドーマ技術を用いて特異的抗体を産生およびスクリーニングする方法

は、当該分野で慣用的かつ周知であり、そして実施例１１に詳細に議論される。

手短に言えば、マウスは、本発明のポリペプチドまたはそのようなペプチドを発

現する細胞を用いて免疫され得る。一旦免疫応答が検出される（例えば、抗原に

特異的な抗体がマウスの血清中に検出される）と、マウスの脾臓を収集しそして

脾細胞を単離する。次に、その脾細胞を周知の技術によって任意の適切な骨髄腫

細胞（例えば、ＡＴＣＣから入手可能な細胞株ＳＰ２０由来の細胞）に融合させ

る。ハイブリドーマを限界希釈によって選択およびクローン化する。次に、ハイ

ブリドーマクローンを、本発明のポリペプチドを結合し得る抗体を分泌する細胞

について、当該分野で公知の方法によってアッセイする。一般的に高いレベルの

抗体を含む腹水（ａｓｃｉｔｅｓ  ｆｌｕｉｄ）が、陽性ハイブリドーマクロー

ンを用いてマウスを免疫させることによって、産生され得る。

      【０２１１】

  従って、本発明は、モノクローナル抗体ならびに本発明の抗体を分泌するハイ

ブリドーマ細胞を培養する工程を包含する方法によって産生される抗体を、生成

する方法を提供し、ここで、好ましくは、このハイブリドーマは、骨髄腫細胞と
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本発明の抗原で免疫したマウスから単離された脾細胞とを融合させ、次いで本発

明のポリペプチドを結合し得る抗体を分泌するハイブリドーマクローンについて

、融合物から生じるハイブリドーマをスクリーニングすることによって生成され

る。

      【０２１２】

  特定のエピトープを認識する抗体フラグメントは、公知の技術によって生成さ

れ得る。例えば、本発明のＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントは、（Ｆａ

ｂフラグメントを生成するために）パパインまたは（Ｆ（ａｂ’）２フラグメン

トを産生するために）ペプシンのような酵素を使用して、免疫グロブリン分子の

タンパク質分解切断によって産生され得る。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、可

変領域、軽鎖定常領域および重鎖のＣＨ１ドメインを含む。

      【０２１３】

  例えば、本発明の抗体はまた、当該分野で公知の種々のファージディスプレイ

方法を用いて産生され得る。ファージディスプレイ法において、機能的抗体ドメ

インは、それらをコードするポリヌクレオチド配列を保有するファージ粒子の表

面に提示される。特に、そのようなファージは、レパートリー（ｒｅｐｅｒｔｏ

ｉｒｅ）またはコンビナトリアル抗体ライブラリー（例えば、ヒトまたはマウス

）から発現される抗原結合ドメインを提示するために利用され得る。目的の抗原

を結合する抗原結合ドメインを発現するファージは、抗原を用いて選択または同

定され得る（例えば、標識した抗原あるいは固体表面またはビーズに結合または

捕捉された抗原を使用する）。これらの方法において用いられるファージは、代

表的には、ファージ遺伝子ＩＩＩタンパク質またはファージ遺伝子ＶＩＩＩタン

パク質のいずれかに組換え的に融合されたＦａｂ、Ｆｖまたはジスルフィド安定

化されたＦｖの抗体ドメインを有するファージから発現されたｆｄおよびＭ１３

結合ドメインを含む糸状ファージ（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ  ｐｈａｇｅ）であ

る。本発明の抗体を作製するために用いられ得るファージディスプレイ方法の例

としては、以下に開示される方法が挙げられる：Ｂｒｉｎｋｍａｎら、Ｊ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １８２：４１－５０（１９９５）；Ａｍｅｓら、

Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １８４：１７７－１８６（１９９５）；



(123) 特表２００２－５４３１５１

Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：９５２－

９５８（１９９４）；Ｐｅｒｓｉｃら、Ｇｅｎｅ  １８７：９－１８（１９９７

）；Ｂｕｒｔｏｎら、Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ５７：

１９１－２８０（１９９４）；ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４；

ＰＣＴ公開ＷＯ  ９０／０２８０９；ＷＯ  ９１／１０７３７；ＷＯ  ９２／０

１０４７；ＷＯ  ９２／１８６１９；ＷＯ  ９３／１１２３６；ＷＯ  ９５／１

５９８２；ＷＯ  ９５／２０４０１；ならびに米国特許第５，６９８，４２６号

；同第５，２２３，４０９号；同第５，４０３，４８４号；同第５，５８０，７

１７号；同第５，４２７，９０８号；同第５，７５０，７５３号；同第５，８２

１，０４７号；同第５，５７１，６９８号；同第５，４２７，９０８号；同第５

，５１６，６３７号；同第５，７８０，２２５号；同第５，６５８，７２７号；

同第５，７３３，７４３号および同第５，９６９，１０８号（これらの各々は、

本明細書中でその全体が参考として援用される）。

      【０２１４】

  上記参考文献に記載されるように、ファージ選択後、ファージ由来の抗体をコ

ードする領域は、ヒト抗体を含む抗体の全体または任意の他の所望の抗原結合フ

ラグメントを生成するために単離されかつ用いられ得、そして例えば、以下に詳

細が記載されるように、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母および細菌を

含む任意の所望の宿主において発現され得る。例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’および

Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを組換え的に産生するための技術はまた、当該分野

で公知の方法を用いて使用され得、このような方法は、以下に開示される：ＰＣ

Ｔ公開ＷＯ  ９２／２２３２４；Ｍｕｌｌｉｎａｘら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕ

ｅｓ  １２（６）：８６４－８６９（１９９２）；およびＳａｗａｉら、ＡＪＲ

Ｉ  ３４：２６－３４（１９９５）；およびＢｅｔｔｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２４０：１０４１－１０４３（１９８８）（これらの参考文献は、その全体が参

考として援用される）。

      【０２１５】

  単鎖のＦｖｓおよび抗体を産生するために用いられ得る技術の例としては、米

国特許第４，９４６，７７８号および同第５，２５８，４９８号；Ｈｕｓｔｏｎ
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ら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  ２０３：４６－８８（１９

９１）；Ｓｈｕら、ＰＮＡＳ  ９０：７９９５－７９９９（１９９３）；および

Ｓｋｅｒｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０３８－１０４０（１９８８）に

記載される技術が挙げられる。ヒトにおける抗体のインビボの使用およびインビ

トロ検出アッセイを含むいくつかの用途のために、キメラ抗体、ヒト化抗体また

はヒト抗体の使用が好ましくあり得る。キメラ抗体とは、抗体の異なる部分が、

異なる動物種に由来する分子（例えば、マウスモノクローナル抗体由来の可変領

域およびヒト免疫グロブリン定常領域を有する抗体）である。キメラ抗体を産生

するための方法は、当該分野において公知である。例えば、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０２（１９８５）；Ｏｉら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉ

ｑｕｅｓ  ４：２１４（１９８６）；Ｇｉｌｌｉｅｓら、（１９８９）Ｊ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １２５：１９１－２０２；米国特許第５，８０７

，７１５号；同第４，８１６，５６７号；および同第４，８１６３９７号を参照

のこと（これらはそれらの全体が、参考として本明細書中に援用される）。ヒト

化抗体は、非ヒト種由来の１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒト免疫

グロブリン分子由来のフレームワーク領域を有する所望された抗原を結合する非

ヒト種抗体由来の抗体分子である。しばしば、ヒトフレームワーク領域内のフレ

ームワーク残基（ｆｒａｍｅｗｏｒｋ  ｒｅｓｉｄｕｅ）は、抗原結合を変化さ

せるため（好ましくは改善させるために）ＣＤＲドナー抗体由来の対応残基と置

換される。これらフレームワークの置換は、当該分野で周知の方法によって同定

され、例えば、抗原結合に重要なフレームワーク残基を同定するためのＣＤＲお

よびフレームワーク残基の相互作用のモデリング、ならびに特定の位置における

異常なフレームワーク残基を同定するための配列比較による。（例えば、Ｑｕｅ

ｅｎら、米国特許第５，５８５，０８９号；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３３２：３２３（１９８８）を参照のこと（これらはそれらの全体が参考と

して本明細書中に援用される）。）抗体は、以下を含む当該分野で公知の種々の

技術を用いてヒト化され得る：例えば、ＣＤＲ－移植（欧州特許第２３９，４０

０号；ＰＣＴ公開ＷＯ  ９１／０９９６７；米国特許第５，２２５，５３９号；

同第５，５３０，１０１号および同第５，５８５，０８９号）、ベニヤリング（
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ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）またはリサーフェイシング（ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎｇ）（

欧州特許第５９２，１０６号；同第５１９，５９６号；Ｐａｄｌａｎ、Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ２８（４／５）：４８９－４９８（１９９

１）；  Ｓｔｕｄｎｉｃｋａら、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ７

（６）：８０５－８１４（１９９４）；Ｒｏｇｕｓｋａら、ＰＮＡＳ  ９１：９

６９－９７３（１９９４））、およびチェーンシャッフリング（ｃｈａｉｎ  ｓ

ｈｕｆｆｌｉｎｇ）（米国特許第５，５６５，３３２号）。

      【０２１６】

  完全なヒト抗体は、ヒト患者の治療的処置に対して特に所望される。ヒト抗体

は、ヒト免疫グロブリン配列に由来する抗体ライブラリーを用いた上記のファー

ジディスプレイ法を含む当該分野で公知の種々の方法により作製され得る。米国

特許第４，４４４，８８７号および同第４，７１６，１１１号；ならびにＰＣＴ

公開ＷＯ  ９８／４６６４５、ＷＯ  ９８／５０４３３、ＷＯ  ９８／２４８９

３、ＷＯ  ９８／１６６５４、ＷＯ  ９６／３４０９６、ＷＯ  ９６／３３７３

５、およびＷＯ  ９１／１０７４１；（これらの各々はその全体が参考として本

明細書中に援用される）もまた参照のこと。

      【０２１７】

  ヒト抗体はまた、機能的内因性免疫グロブリンの発現は出来ないが、ヒト免疫

グロブリン遺伝子を発現し得るトランスジェニックマウスを用いて産生され得る

。例えば、ヒト重鎖免疫グロブリン遺伝子およびヒト軽鎖免疫グロブリン遺伝子

の複合体は、無作為にまたは相同組換えによってマウス胚性幹細胞に導入され得

る。あるいは、ヒト可変領域、定常領域および多様性領域（ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

  ｒｅｇｉｏｎ）は、ヒト重鎖遺伝子およびヒト軽鎖遺伝子に加えて、マウスの

胚性幹細胞に導入され得る。マウス重鎖免疫グロブリン遺伝子およびマウス軽鎖

免疫グロブリン遺伝子は、相同組換えによるヒト免疫グロブリン遺伝子座の導入

と別々にまたは同時に非機能的にされ得る。特に、ＪＨ領域のホモ接合性の欠失

は、内因性抗体の産生を妨げる。改変された胚性幹細胞を拡張させ、そしてキメ

ラマウスを産生するために胚盤胞中に微量注入する。次いで、キメラマウスを、

ヒト抗体を発現するホモ接合性の子孫を産生するために繁殖させる。トランスジ
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ェニックマウスを、選択された抗原（例えば、本発明のポリペプチドの全体また

は部分）を用いて通常の様式で免疫する。抗原に対するモノクローナル抗体は、

従来のハイブリドーマ技術を用いた免疫したトランスジェニックマウスから得ら

れ得る。トランスジェニックマウスに保持されたヒト免疫グロブリン導入遺伝子

は、Ｂ細胞分化の間に再編成し、そしてその後、クラススイッチングおよび体細

胞変異を受ける。従って、そのような技術を使用して、治療的に有用なＩｇＧ抗

体、ＩｇＡ抗体、ＩｇＭ抗体およびＩｇＥ抗体の産生が可能である。ヒト抗体を

産生するためのこの技術の概要については、ＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ

、１９９５、Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：６５－９３を参照のこと

。ヒト抗体およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのこの技術ならびにそ

のような抗体を産生するためのプロトコールの詳細な議論については、例えば、

ＰＣＴ公開ＷＯ９８／２４８９３；ＷＯ９６／３４０９６；ＷＯ９６／３３７３

５；米国特許第５，４１３，９２３号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６

３３，４２５号；同第５，５６９，８２５号；同第５，６６１，０１６号；同第

５，５４５，８０６号；同第５，８１４，３１８号；および同第５，９３９，５

９８号を参照のこと（これらはその全体が本明細書中に参考として援用される）

。さらに、Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｅｍｏｎｔ，ＣＡ）およびＧｅｎ

Ｐｈａｒｍ（Ｓａｎ  Ｊｏｓｅ，ＣＡ）のような企業は、上記の技術に類似した

技術を用いて選択された抗原に対するヒト抗体を提供することに従事し得る。

      【０２１８】

  選択されたエピトープを認識する完全なヒト抗体を、「誘導された（ｇｕｉｄ

ｅｄ）選択」といわれる技術を用いて産生し得る。このアプローチにおいて、選

択された非ヒトモノクローナル抗体（例えば、マウス抗体）は、同じエピトープ

を完全に認識するヒト抗体の選択を誘導するために使用される（Ｊｅｓｐｅｒｓ

ら、Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １２：８９９－９０３（１９８８））。

      【０２１９】

  さらに、本発明のポリペプチドに対する抗体は、当業者に周知の技術を用いて

本発明のポリペプチドを「模倣する」抗イディオタイプ抗体を産生するために順

々に利用され得る。（例えば、ＧｒｅｅｎｓｐａｎおよびＢｏｎａ、ＦＡＳＥＢ
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  Ｊ．７（５）：４３７－４４４；（１９８９）およびＮｉｓｓｉｎｏｆｆ，Ｊ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７（８）：２４２９－２４３８（１９９１）を参照のこ

と。）例えば、結合し、そしてポリペプチドの多量体化（ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｚ

ａｔｉｏｎ）および／またはリガンドに対する本発明のポリペプチドの結合を競

合的に阻害する抗体が、ポリペプチドの多量体化ドメインおよび／または結合ド

メインを「模倣する」抗イディオタイプを産生するために使用され得、そして結

果としてポリペプチドおよび／またはそのリガンドに結合し、そして中和する。

このような抗イディオタイプまたはそのような抗イディオタイプのＦａｂフラグ

メントの中和は、ポリペプチドリガンドを中和するための治療的レジメンに使用

され得る。例えば、そのような抗イディオタイプ抗体は、本発明のポリペプチド

を結合するためおよび／またはそのリガンド／レセプターを結合するために使用

され得、そしてそれによってその生物学的活性がブロックされる。

      【０２２０】

  （Ａ．抗体をコードするポリヌクレオチド）

  本発明はさらに、本発明の抗体およびそのフラグメントをコードするヌクレオ

チド配列を含むポリヌクレオチドを提供する。本発明はまた、ストリンジェント

な、またはより低いストリジェンシーなハイブリダイゼーション条件下で（例え

ば、上記に定義されるような）抗体（好ましくは、本発明のポリペプチドと特異

的に結合する、好ましくは、配列番号２のアミノ酸配列を有するポリペプチドに

結合する抗体）をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレ

オチドを含む。

      【０２２１】

  ポリヌクレオチドが、当該分野で公知の任意の方法によって得られ得、そして

そのポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が決定される。例えば、抗体のヌクレ

オチド配列が知られている場合、この抗体をコードするポリヌクレオチドは、化

学的に合成されたオリゴヌクレオチドから構築され得（例えば、Ｋｕｔｍｅｉｅ

ｒら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １７：２４２（１９９４）に記載されるよ

うな）、これは、簡単にいうと、以下の工程を包含する：この抗体をコードする

配列の部分を含むオーバーラップするオリゴヌクレオチドの合成、これらのオリ
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ゴヌクレオチドのアニーリングおよび連結、次いでＰＣＲによる連結されたオリ

ゴヌクレオチドの増幅。

      【０２２２】

  あるいは、抗体をコードするポリヌクレオチドは、適切な供給源からの核酸か

ら生成され得る。特定の抗体をコードする核酸を含むクローンは入手不可能だが

、その抗体分子の配列が既知である場合、その免疫グロブリンをコードする核酸

は、適切な供給源（例えば、抗体ｃＤＮＡライブラリー、または抗体を発現する

任意の組織もしくは細胞（例えば、本発明の抗体の発現のために選択されたハイ

ブリドーマ細胞）から生成されたｃＤＮＡライブラリー、またはそれから単離さ

れた核酸（好ましくはポリＡ＋ＲＮＡ））から、例えば、その抗体をコードする

ｃＤＮＡライブラリーからのｃＤＮＡクローンを同定するために、配列の３’末

端および５’末端にハイブリダイズ可能な合成プライマーを使用するＰＣＲ増幅

によって、または特定の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを使

用するクローニングによって得られ得る。ＰＣＲによって生成された増幅された

核酸は、次いで、当該分野で周知の任意の方法を用いて、複製可能なクローニン

グベクターにクローニングされ得る。

      【０２２３】

  一旦、抗体のヌクレオチド配列および対応するアミノ酸配列が決定されると、

抗体のヌクレオチド配列は、ヌクレオチド配列の操作について当該分野で周知の

方法（例えば、組換えＤＮＡ技術、部位特異的変異誘発、ＰＣＲなど（例えば、

Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９９０，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ

およびＡｕｓｕｂｅｌら編、１９９８，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ

，ＮＹに記載の技術を参照のこと。これらは両方がその全体において本明細書に

参考として援用される。））を用いて操作され、例えば、アミノ酸の置換、欠失

、および／または挿入を作製するように異なるアミノ酸配列を有する抗体を生成

し得る。
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      【０２２４】

  特定の実施形態において、重鎖および／または軽鎖の可変ドメインのアミノ酸

配列は、相補性決定領域（ＣＤＲ）の配列の同定のために、当該分野において周

知の方法によって（例えば、配列超可変性の領域を決定するために、他の重鎖、

および軽鎖の可変領域を既知のアミノ酸配列と比較することによって）調べられ

得る。慣用的な組換えＤＮＡ技術を用いて、１つ以上のＣＤＲが、前述のように

フレームワーク領域内に（例えば、非ヒト抗体をヒト化するために、ヒトフレー

ムワーク領域中に）挿入され得る。このフレームワーク領域は天然に存在し得る

か、またはコンセンサスフレームワーク領域であり得、そして好ましくはヒトフ

レームワーク領域であり得る（例えば、列挙したヒトフレームワーク領域につい

ては、Ｃｈｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７８：４５７－４７９（１

９９８）を参照のこと）。好ましくは、フレームワーク領域およびＣＤＲの組み

合わせによって生成されたポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドを特異的

に結合する抗体をコードする。好ましくは、上記に議論されるように、１つ以上

のアミノ酸置換は、フレームワーク領域内で作製され得、そして好ましくは、そ

のアミノ酸置換は、抗体のその抗原への結合を改善する。さらに、このような方

法は、１つ以上の鎖内ジスルフィド結合が欠如した抗体分子を生成するように、

鎖内ジスルフィド結合に関与する１つ以上の可変領域のシステイン残基のアミノ

酸置換または欠失を作製するために使用され得る。ポリヌクレオチドへの他の変

更は、本発明によって、および当該分野の技術において包含される。

      【０２２５】

  さらに、適切な抗原特異性のマウス抗体分子由来の遺伝子を、適切な生物学的

活性のヒト抗体分子由来の遺伝子と共にスプライシングさせることによって、「

キメラ抗体」を産生するために開発された技術（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、１９８４

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：８５１－８５５；Ｎｅｕｂｅ

ｒｇｅｒら、１９８４、Ｎａｔｕｒｅ  ３１２：６０４－６０８；Ｔａｋｅｄａ

ら、１９８５、Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４５２－４５４）が使用され得る。上記

のように、キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物種に由来する分子であり、こ

のような分子は、マウスモノクローナル抗体およびヒト免疫グロブリンの定常領
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域由来の可変領域を有する（例えば、ヒト化抗体）。

      【０２２６】

  あるいは、単鎖抗体の産生に関する記載された技術（米国特許第４，６９４，

７７８号；Ｂｉｒｄ、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：４２３－４２；Ｈｕ

ｓｔｏｎら、１９８８、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５

：５８７９－５８８３；およびＷａｒｄら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：

５４４－５５４）が、単鎖抗体の産生に適応され得る。単鎖抗体は、Ｆｖ領域の

重鎖フラグメントおよび軽鎖フラグメントがアミノ酸架橋を介して連結されるこ

とによって形成され、単鎖ポリペプチドを生じる。Ｅ．ｃｏｌｉにおける機能性

Ｆｖフラグメントのアセンブリのための技術もまた、使用され得る（Ｓｋｅｒｒ

ａら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：１０３８－１０４１）。

      【０２２７】

  （Ｂ．抗体を産生する方法）

  本発明の抗体は、抗体を合成するための当該分野で公知の任意の方法によって

、特に、化学合成によって、または、好ましくは、組換え発現技術によって産生

され得る。

      【０２２８】

  本発明の抗体、またはそのフラグメント、誘導体もしくはアナログ（例えば、

本発明の抗体の重鎖もしくは軽鎖）の組換え発現は、その抗体をコードするポリ

ヌクレオチドを含有する発現ベクターの構築を必要とする。一旦、本発明の抗体

分子または抗体の重鎖もしくは軽鎖、あるいはそれらの部分（好ましくは、重鎖

または軽鎖の可変ドメインを含有する）をコードするポリヌクレオチドが得られ

ると、抗体分子の産生のためのベクターは、当該分野で周知の技術を用いる組換

えＤＮＡ技術によって生成され得る。従って、抗体をコードするヌクレオチド配

列を含有するポリヌクレオチドの発現によってタンパク質を調製するための方法

は、本明細書に記載される。当業者に周知の方法は、抗体をコードする配列なら

びに適切な転写制御シグナルおよび翻訳制御シグナルを含有する発現ベクターの

構築のために使用され得る。これらの方法には、例えば、インビトロの組換えＤ

ＮＡ技術、合成技術、およびインビボの遺伝子組換えが挙げられる。従って、本
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発明は、プロモーターに作動可能に連結された、本発明の抗体分子、あるいはそ

の重鎖もしくは軽鎖、または重鎖もしくは軽鎖の可変ドメインをコードするヌク

レオチド配列を含む、複製可能なベクターを提供する。このようなベクターは、

抗体分子の定常領域（例えば、ＰＣＴ公開  ＷＯ８６／０５８０７；ＰＣＴ公開

  ＷＯ８９／０１０３６；および米国特許第５，１２２，４６４号を参照のこと

）をコードするヌクレオチド配列を含み得、そしてこの抗体の可変ドメインは、

重鎖または軽鎖の全体の発現のためにこのようなベクターにクローニングされ得

る。

      【０２２９】

  この発現ベクターは、従来技術によって宿主細胞へと移入され、そしてこのト

ランスフェクトされた細胞は、次いで、本発明の抗体を産生するために、従来技

術によって培養される。従って、本発明は、異種プロモーターに作動可能に連結

した、本発明の抗体、またはその重鎖もしくは軽鎖をコードするポリヌクレオチ

ドを含む宿主細胞を含む。二重鎖抗体の発現についての好ましい実施形態におい

て、重鎖および軽鎖の両方をコードするベクターは、以下に詳述されるように、

免疫グロブリン分子の全体の発現のために宿主細胞において同時発現され得る。

      【０２３０】

  種々の宿主発現ベクター系は、本発明の抗体分子を発現させるために利用され

得る。このような宿主発現系は、目的のコード配列が産生され、かつ続いて精製

され得るビヒクルを表すが、また、適切なヌクレオチドをコードする配列で形質

転換またはトランスフェクトされる場合には、インサイチュで本発明の抗体分子

を発現し得る細胞を表わす。これらには、抗体をコードする配列を含む組換えバ

クテリオファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮＡ発現ベクター

を用いて形質転換された細菌（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）

のような微生物；抗体をコードする配列を含む組換え酵母発現ベクターで形質転

換された酵母（例えば、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、Ｐｉｃｈｉａ）；抗体を

コードする配列を含む組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス

）に感染した昆虫細胞系；組換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワー

モザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）に感染した植
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物細胞系または抗体をコードする配列を含む組換えプラスミド発現ベクター（例

えば、Ｔｉプラスミド）で形質転換された植物細胞系；あるいは哺乳動物細胞の

ゲノムから誘導されたプロモーター（例えば、メタロチオネインプロモーター）

または哺乳動物のウイルスから誘導されたプロモーター（例えば、アデノウイル

ス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター）を含む組換え

発現構築物を保有する哺乳動物細胞系（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９

３、３Ｔ３細胞）が挙げられるが、これらに限定されない。組換え抗体分子の発

現のために、好ましくは、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉのような細菌細胞

、そしてより好ましくは、特に、組換え抗体分子全体の発現のために真核生物細

胞が使用される。例えば、ヒトサイトメガロウイルス由来の主要中間初期遺伝子

プロモーターエレメントのようなベクターと組み合わされた、チャイニーズハム

スターの卵巣細胞（ＣＨＯ）のような哺乳動物細胞が、抗体のための効果的な発

現系である（Ｆｏｅｃｋｉｎｇら、１９８６，Ｇｅｎｅ  ４５：１０１；Ｃｏｃ

ｋｅｔｔら、１９９０，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ８：２）。

      【０２３１】

  細菌系において、多くの発現ベクターが、抗体分子の発現を意図する使用に依

存して有利に選択され得る。例えば、多量のこのようなタンパク質が産生される

場合、抗体分子の薬学組成物の作製のために、容易に精製される融合タンパク質

産物の高レベルの発現を指向するベクターが所望され得る。このようなベクター

には、抗体をコードする領域がｌａｃＺをコードする領域と共にベクターにイン

フレームで個別に連結され得、その結果、融合タンパク質が産生されるＥ．ｃｏ

ｌｉ発現ベクターｐＵＲ２７８（Ｒｕｔｈｅｒら、１９８３，ＥＭＢＯ  Ｊ．２

：１７９１）；ｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅ＆Ｉｎｏｕｙｅ、１９８５，Ｎｕ

ｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１３：３１０１－３１０９；Ｖａｎ  Ｈｅｅ

ｋｅ＆Ｓｃｈｕｓｔｅｒ、１９８９，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２４：５５０３

－５５０９）などが挙げられるが、これらに限定されない。ｐＧＥＸベクターも

また、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質とし

て、外来性ポリペプチドを発現させるために使用され得る。一般に、このような

融合タンパク質は可溶性であり、そして溶解した細胞から、マトリックスグルタ
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チオン－アガロースビーズへの吸着および結合、それに続く遊離グルタチオン存

在化での溶出によって容易に精製され得る。このｐＧＥＸベクターは、トロンビ

ンまたはＸａ因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計され、その結果、この

クローン化された標的遺伝子産物は、ＧＳＴ部分から放出され得る。

      【０２３２】

  昆虫系において、オートグラファカリフォルニカ核多核体病ウイルス（Ａｕｔ

ｏｇｒａｐｈａ  Ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ  ｎｕｃｌｅａｒ  ｐｏｌｙｈｅｄｒ

ｏｓｉｓ  ｖｉｒｕｓ）（ＡｃＮＰＶ）は、外来性遺伝子を発現させるためのベ

クターとして使用される。このウイルスは、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ  ｆｒｕｇｉ

ｐｅｒｄａ細胞中で増殖する。この抗体をコードする配列は、ウイルスの非必須

領域（例えば、ポリヘドリン（ｐｏｌｙｈｅｄｒｉｎ）遺伝子）に個々にクロー

ン化され得、そしてＡｃＮＰＶプロモーター（例えば、ポリヘドリンプロモータ

ー）の制御下に配置され得る。

      【０２３３】

  哺乳動物の宿主細胞において、多くのウイルスベースの発現系が利用され得る

。アデノウイルスが発現ベクターとして使用される場合、抗体をコードする目的

の配列は、アデノウイルス転写／翻訳制御複合体（例えば、後期プロモーターお

よび３部からなるリーダー配列）に連結され得る。次いで、このキメラ遺伝子は

、インビトロまたはインビボの組換えによって、アデノウイルスゲノム中に挿入

され得る。ウイルスのゲノムの非必須領域（例えば、領域Ｅ１またはＥ３）への

挿入は、感染した宿主において生存し、かつ抗体分子を発現し得る組換えウイル

スを生じる。（例えば、Ｌｏｇａｎ＆Ｓｈｅｎｋ、１９８４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８１：３５５－３５９を参照のこと）。特定の

開始シグナルもまた、挿入された抗体をコードする配列の効率的な翻訳のために

必要とされ得る。これらのシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび隣接する配列を

含む。さらに、この開始コドンは、挿入物全体の翻訳を保証するように、所望の

コード配列のリーディングフレームと同調でなければならない。これらの外因性

翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然および合成の両方の種々の起源ので

あり得る。発現の効率は、適切な転写エンハンサーエレメント、転写ターミネー



(134) 特表２００２－５４３１５１

ターなどを含めることによって増大され得る（Ｂｉｔｔｎｅｒら、１９８７，Ｍ

ｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５３：５１－５４４を参照のこと）。

      【０２３４】

  さらに、挿入された配列の発現を調節するか、または遺伝子産物を所望の特定

の様式に改変およびプロセスする宿主細胞株が、選択され得る。タンパク質産物

のこのような改変（例えば、グリコシル化）およびプロセシング（例えば、切断

）は、タンパク質の機能にとって重要であり得る。異なる宿主細胞は、タンパク

質産物および遺伝子産物の翻訳後プロセシングおよび改変について特徴的かつ特

定の機構を有する。適切な細胞株または宿主系は、発現した外来性タンパク質の

正確な改変およびプロセシングを保証するように選択され得る。この目的のため

に、一次転写物の適切なプロセシング、遺伝子産物のグリコシル化、およびリン

酸化のための細胞の機構を有する真核生物の宿主細胞が使用され得る。このよう

な哺乳動物の宿主細胞には、ＣＨＯ、ＶＥＲＹ、ＢＨＫ、Ｈｅｌａ、ＣＯＳ、Ｍ

ＤＣＫ、２９３、３Ｔ３、ＷＩ３８、および、特に、乳癌細胞株（例えば、ＢＴ

４８３、Ｈｓ５７８Ｔ、ＨＴＢ２、ＢＴ２０およびＴ４７Ｄなど）、ならびに正

常な乳腺細胞株（例えば、ＣＲＬ７０３０およびＨｓ５７８Ｂｓｔなど）が挙げ

られるが、これらに限定されない。

      【０２３５】

  組換えタンパク質の長期的で高収率の産生のために、安定した発現が好ましい

。例えば、抗体分子を安定して発現する細胞株が操作され得る。宿主細胞は、ウ

イルスの複製起点を含む発現ベクターの使用ではなく、適切な発現制御エレメン

ト（例えば、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリア

デニル化部位など）、および選択マーカーによって制御されるＤＮＡで形質転換

され得る。外来性ＤＮＡの導入に続いて、操作された細胞は、濃縮された培地中

で１～２日間増殖され得、次いで選択培地に切り換えられる。組換えプラスミド

中の選択マーカーは、選択への耐性を与え、そして細胞がプラスミドをそれらの

染色体に安定に組み込むことを可能とし、そして増殖し、次いで細胞株にクロー

ニングおよび増殖され得る病巣を形成する。この方法は、抗体分子を発現する細

胞株を操作するために有利に使用され得る。このような操作された細胞株は、抗
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体分子と直接的または間接的に相互作用する化合物のスクリーニングおよび評価

において特に有用であり得る。

      【０２３６】

  多くの選択系が使用され得、それらには、それぞれｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－、ま

たはａｐｒｔ－細胞において使用され得る、単純ヘルペスウイルスチミジンキナ

ーゼ（Ｗｉｇｌｅｒら、１９７７，Ｃｅｌｌ  １１：２２３）、ヒポキサンチン

－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＳｚｙｂａｌｓｋａおよびＳｚ

ｙｂａｌｓｋｉ、１９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ４

８：２０２）、およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙら

、１９８０，Ｃｅｌｌ  ２２：８１７）遺伝子が挙げられるが、これらに限定さ

れない。また、代謝拮抗物質耐性は、以下の遺伝子の選択の基礎として使用され

得る：メトトレキサートへの耐性を与えるｄｈｆｒ（Ｗｉｇｌｅｒら、１９８０

，Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７７：３５７）；Ｏ’Ｈａｒｅら、１

９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：１５２７；ミ

コフェノール酸への耐性を与えるｇｐｔ（ＭｕｌｌｉｇａｎおよびＢｅｒｇ、１

９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：２０７２）；

アミノグリコシドＧ－４１８への耐性を与えるｎｅｏ（Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｐｈ

ａｒｍａｃｙ  １２：４８８－５０５；ＷｕおよびＷｕ、１９９１，Ｂｉｏｔｈ

ｅｒａｐｙ  ３：８７－９５；Ｔｏｌｓｔｏｓｈｅｖ、１９９３，Ａｎｎ．Ｒｅ

ｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２：５７３－５９６；Ｍｕｌｌｉ

ｇａｎ、１９９３，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６０：９２６－９３２；ならびにＭｏｒ

ｇａｎおよびＡｎｄｅｒｓｏｎ、１９９３，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．

６２：１９１－２１７；１９９３年５月，ＴＩＢ  ＴＥＣＨ  １１（５）：１５

５－２１５）；ならびにハイグロマイシンへの耐性を与えるｈｙｇｒｏ（Ｓａｎ

ｔｅｒｒｅら、Ｇｅｎｅ  １９８４，３０：１４７（））。当該分野で一般に公

知である組換えＤＮＡ技術の方法は、所望の組換えクローンの選択に慣用的に適

用され得、そしてこのような方法は、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編）、１９９

３，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ；Ｋｒｉｅｇｌｅｒ、１９９
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０，Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  ａｎｄ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ならび

にＤｒａｃｏｐｏｌｉら（編）、１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌ

ｓ  ｉｎ  Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，

ＮＹの１２および１３章；Ｃｏｌｂｅｒｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎら、１９８１，Ｊ

．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５０：１に記載され、これらはその全体が本明細書にお

いて参考として援用される。

      【０２３７】

  抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅によって増加され得る（総説について

は、ＢｅｂｂｉｎｇｔｏｎおよびＨｅｎｔｓｃｈｅｌ、Ｔｈｅ  ｕｓｅ  ｏｆ  

ｖｅｃｔｏｒｓ  ｂａｓｅｄ  ｏｎ  ｇｅｎｅ  ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  

ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏｆ  ｃｌｏｎｅｄ  ｇｅｎｅｓ  ｉ

ｎ  ｍａｍｍａｌｉａｎ  ｃｅｌｌｓ  ｉｎ  ＤＮＡ  ｃｌｏｎｉｎｇ，第３巻

（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８７））。抗体を発

現するベクター系においてマーカーが増幅可能である場合、宿主細胞の培養液に

おいて存在するインヒビターのレベルの増加は、マーカー遺伝子のコピーの数を

増加する。この増幅された領域が抗体遺伝子と結合しているために、この抗体の

産生もまた、増加する（Ｃｒｏｕｓｅら、１９８３，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ

ｌ．３：２５７）。

      【０２３８】

  その宿主細胞は、本発明の２つの発現ベクター（重鎖から誘導されるポリペプ

チドをコードする第１のベクターおよび軽鎖から誘導されるポリペプチドをコー

ドする第２のベクター）で同時トランスフェクトされ得る。この２つのベクター

は、重鎖および軽鎖のポリペプチドの等しい発現を可能とする同一の選択マーカ

ーを含み得る。あるいは、重鎖および軽鎖のポリペプチドの両方をコードする単

一のベクターが使用され得る。このような状況において、この軽鎖は、過剰の有

毒な遊離重鎖を避けるために、重鎖の前に配置されるべきである（Ｐｒｏｕｄｆ

ｏｏｔ、Ｎａｔｕｒｅ  １９８６，３２２：５２；Ｋｏｈｌｅｒ、１９８０，Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７７：２１９７）。重鎖および
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軽鎖のコード配列は、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡを含み得る。

      【０２３９】

  一旦、本発明の抗体分子が、動物、化学合成、または組換え的に発現されると

、この抗体分子は、免疫グロブリン分子の精製についての当該分野で公知の任意

の方法によって（例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換クロマトグ

ラフィー、アフィニティー（特にタンパク質Ａの後の特異的抗原へのアフィニテ

ィーによる）クロマトグラフィー、およびサイジングカラムクロマトグラフィー

）、遠心分離、差示的溶解度によって、またはタンパク質の精製についての他の

任意の標準的な技術によって）精製され得る。

      【０２４０】

  （Ｃ．抗体接合体）

  本発明は、融合タンパク質を作製するために、本発明のポリペプチド（または

それらの一部、好ましくは、ポリペプチドの少なくとも１０、２０もしくは５０

個のアミノ酸）と組換え的に融合したか、あるいは化学的に結合（共有結合およ

び非共有結合の両方を含む）した抗体を含む。この融合は、必ずしも直接的であ

る必要はないが、リンカー配列を介して起こり得る。この抗体は、本発明のポリ

ペプチド（またはそれらの一部、好ましくは、ポリペプチドの少なくとも１０、

２０もしくは５０個のアミノ酸）以外の抗原に特異的であり得る。例えば、抗体

は、本発明のポリペプチドを、インビトロまたはインビボのいずれかで、特定の

細胞表面レセプターに特異的な抗体に融合させるかまたは結合させることによっ

て、本発明のポリペプチドを特定の細胞型に標的化するために使用され得る。本

発明のポリペプチドに融合されたかまたは結合された抗体はまた、当該分野で公

知の方法を使用してインビトロイムノアッセイおよび精製方法にて使用され得る

。例えば、Ｈａｒｂｏｒら、前出およびＰＣＴ公開ＷＯ  ９３／２１２３２；Ｅ

Ｐ４３９，０９５；Ｎａｒａｍｕｒａら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｌｅｔｔ．３９：９

１－９９（１９９４）；米国特許第５，４７４，９８１号；Ｇｉｌｌｉｅｓら、

ＰＮＡＳ  ８９：１４２８－１４３２（１９９２）；Ｆｅｌｌら、Ｊ．Ｉｍｍｕ

ｎｏｌ．１４６：２４４６－２４５２（１９９１）（これらは、それらの全体が

参考として援用される）を参照のこと。
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      【０２４１】

  本発明はさらに、可変領域以外の抗体のドメインに融合されたかまたは結合さ

れた本発明のポリペプチドを含む組成物を含む。例えば、本発明のポリペプチド

を、抗体のＦｃ領域、あるいはその一部に融合または結合され得る。本発明のポ

リペプチドに融合された抗体部分は、定常領域、ヒンジ領域、ＣＨ１ドメイン、

ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメイン、あるいはそれらのドメイン全体または

部分の任意の組合せを含み得る。このポリペプチドはまた、上記の抗体部分に融

合または結合し、マルチマーを形成し得る。例えば、本発明のポリペプチドと融

合したＦｃ部分は、Ｆｃ部分間のジスルフィド結合を介して二量体を形成し得る

。より高次なマルチマー形態は、このポリペプチドをＩｇＡおよびＩｇＭの部分

に融合することにより作製され得る。本発明のポリペプチドを抗体部分に融合ま

たは結合するための方法は、当該分野において公知である。例えば、米国特許第

５，３３６，６０３号；同第５，６２２，９２９号；同第５，３５９，０４６号

；同第５，３４９，０５３号；同第５，４４７，８５１号；同第５，１１２，９

４６号；ＥＰ  ３０７，４３４；ＥＰ  ３６７，１６６；ＰＣＴ公開ＷＯ  ９６

／０４３８８；ＷＯ  ９１／０６５７０；Ａｓｈｋｅｎａｚｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１０５３５－１０５３９（１９９１

）；Ｚｈｅｎｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４：５５９０～５６００（１９９

５）；およびＶｉｌら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９

；１１３３７～１１３４１（１９９２）（上記の参考文献は、それらの全体が参

考として援用される）を参照のこと。

      【０２４２】

  上記で議論されるように、本発明のポリペプチドは、このポリペプチドのイン

ビボの半減期を増加するか、または当該分野で公知の方法を使用するイムノアッ

セイにおける使用のために、上記の抗体部分と融合または結合され得る。さらに

、本発明のポリペプチドは、精製を容易にするために、上記の抗体部分に融合ま

たは結合され得る。１つの報告された実施例は、ヒトＣＤ４ポリペプチドの第１

の２つのドメインおよび哺乳動物免疫グロブリンの重鎖もしくは軽鎖の定常領域

の種々のドメインからなるキメラタンパク質を記載する。（ＥＰ  ３９４，８２
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７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３１：８４－８６（１９８８）

）。ジスルフィド連結した二量体構造（ＩｇＧに起因する）を有する抗体に融合

または結合した本発明のポリヌクレオチドはまた、単量体分泌タンパク質または

タンパク質フラグメント単独よりも、他の分子との結合および中和においてより

効率的であり得る。（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７

０：３９５８－３９６４（１９９５））。多くの場合において、融合タンパク質

のＦｃ部分は、治療および診断において有利であり、従って、例えば、改良され

た薬物動態学的な特性を生じ得る。（ＥＰ  Ａ  ２３２，２６２）。あるいは、

融合タンパク質が発現、検出、および精製された後のＦｃ部分の欠損が、好まし

い。例えば、この融合タンパク質が免疫化のための抗原として使用される場合、

このＦｃタンパク質は、治療および診断を妨げ得る。薬物の開発において、例え

ば、ヒトタンパク質（例えばｈＩＬ－５）は、ｈＩＬ－５のアンタゴニストを同

定するためのハイスループットスクリーニングアッセイの目的のために、Ｆｃタ

ンパク質と融合された。（Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔら、Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｒ

ｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ  ８：５２－５８（１９９５）；Ｋ．Ｊｏｈａｎｓｏｎら

、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：９４５９－９４７１（１９９５）を参照の

こと）。

      【０２４３】

  さらに、本発明の抗体またはそれらのフラグメントは、精製を容易にするペプ

チドのような、マーカー配列と融合され得る。好ましい実施形態において、この

マーカーアミノ酸配列は、とりわけ、ｐＱＥベクター（ＱＩＡＧＥＮ、Ｉｎｃ．

，９２５９  Ｅｔｏｎ  Ａｖｅｎｕｅ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ，９１３１

１）において提供されるタグのようなヘキサ－ヒスチジンペプチドであり、それ

らの多くは市販されている。例えば、Ｇｅｎｔｚら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８２１－８２４（１９８４）に記載されるように

、ヘキサ－ヒスチジンは、融合タンパク質の簡便な精製を提供する。精製に有用

な他のペプチドタグには、インフルエンザ赤血球凝集素タンパク質由来のエピト

ープに対応する「ＨＡ」タグ（Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７：７６７（１９

８４））および「ｆｌａｇ」タグが挙げられるが、これらに限定されない。
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      【０２４４】

  本発明はさらに、診断剤、または試料薬剤に結合する抗体またはそのフラグメ

ントを含む。この抗体は、例えば、臨床試験の手順の一部（例えば、所定の治療

レジメおよび／または予防レジメの有効性を決定するための）として、腫瘍の発

生または進行をモニターするために診断的に使用され得る。検出は、抗体を検出

可能な物質にカップリングすることによって容易にされ得る。検出可能な物質の

例には、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射性

物質、種々の陽電子射出断層撮影法を使用する陽電子射出金属、および非放射性

常磁性金属イオンが挙げられる。本発明に従う診断薬として使用するための抗体

に結合され得る金属イオンとしては、例えば、米国特許第４，７４１，９００号

を参照のこと。適切な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホ

スファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが挙

げられ；適切な補欠分子族複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチンおよ

びアビジン／ビオチンが挙げられ；適切な蛍光物質の例には、ウンベリフェロン

、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロ

トリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロライドまたはフィコエリトリ

ンが挙げられ；発光物質の例には、ルミノールが挙げられ；生物発光物質の例に

は、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンが挙げられ；適切な放射

性物質の例には、125Ｉ、131Ｉ、111Ｉｎまたは99Ｔｃが挙げられる。

      【０２４５】

  さらに、抗体またはそのフラグメントは、細胞毒（例えば、細胞増殖抑制剤ま

たは細胞破壊剤）、試料薬剤または放射性金属イオンのような治療的な部分と結

合され得る。細胞毒または細胞毒性の薬剤は、細胞に有害な任意の薬剤を含む。

例には、パクリタキセル、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、エチジウムブロ

マイド、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド（ｔｅｎｏｐｏｓ

ｉｄｅ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダ

ウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトザントロン、ミトラマイ

シン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド

、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびプロマイ
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シンならびにそれらのアナログまたはホモログが挙げられる。試料薬剤としては

、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート、６－メルカプトプリン、６－チオ

グアニン、シタラビン、５－フルオロウラシルデカルバジン）、アルキル化剤（

例えば、メクロレタミン（ｍｅｃｈｌｏｒｅｔｈａｍｉｎｅ）、チオエパ（ｔｉ

ｏｅｐａ）クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロ

ムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド（ｃｙｃｌｏｔｈｏｓｐｈａｍｉｄ

ｅ）、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン（ｓｔｒｅｐ

ｔｏｚｏｔｏｃｉｎ）、マイトマイシンＣ、およびシス－ジクロロジアミン白金

（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイクリン（ａｎｔｈｒａｃｙｃ

ｌｉｎｅ）（例えば、ダウノルビシン（以前はダウノマイシン）、およびドキソ

ルビシン）、抗生物質（例えば、ダクチノマイシン（以前は、アクチノマイシン

）、ブレオマイシン、ミトラマイシン、およびアントラマイシン（ａｎｔｈｒａ

ｍｙｃｉｎ）（ＡＭＣ））、ならびに抗有糸分裂剤（例えば、ビンクリスチンお

よびビンブラスチン）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０２４６】

  本発明の結合体は、所定の生物学的応答の改変のために使用され得、この試料

薬剤または薬物部分は、古典的な化学療法剤に制限されると解釈されるべきでは

ない。例えば、この薬物部分は、所望の生物学的活性を保有するタンパク質また

はポリペプチドであり得る。このようなタンパク質には、例えば、アブリン、リ

シンＡ、シュードモナス外毒素、またはジフテリア毒素のような毒素；腫瘍壊死

因子、α－インターフェロン、β－インターフェロン、神経成長因子、血小板由

来成長因子、組織プラスミノーゲン活性化因子、血栓剤または抗脈管形成剤（例

えば、アンジオスタチン（ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ）またはエンドスタチン（ｅ

ｎｄｏｓｔａｔｉｎ））のようなタンパク質；あるいは、生物学的応答改変剤（

例えば、リンホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイ

キン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マ

クロファージコロニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子

（「Ｇ－ＣＳＦ」）、または他の増殖因子など）が挙げられ得る。

      【０２４７】
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  抗体はまた、標的抗原のイムノアッセイまたは精製に特に有用な固体支持体に

付着され得る。このような固体支持体には、ガラス、セルロース、ポリアクリル

アミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルまたはポリプロピレンが挙げ

られるが、これらに限定されない。

      【０２４８】

  このような治療部分を抗体に結合する技術は周知であり、例えば、Ａｒｎｏｎ

ら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆｏｒ  Ｉｍｍｕｎｏｔ

ａｒｇｅｔｉｎｇ  Ｏｆ  Ｄｒｕｇｓ  Ｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ」

Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅ

ｒａｐｙ、Ｒｅｉｓｆｅｌｄら（編）、２４３－５６頁（Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓ

ｓ，Ｉｎｃ．１９８５）；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆ

ｏｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」、Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅ

ｌｉｖｅｒｙ（第２版）、Ｒｏｂｉｎｓｏｎら（編）、６２３－５３頁（Ｍａｒ

ｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）；Ｔｈｏｒｐｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄ

ｙ  Ｃａｒｒｉｅｒｓ  Ｏｆ  Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ  Ａｇｅｎｔｓ  Ｉｎ  Ｃａ

ｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ  Ｒｅｖｉｅｗ」、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ‘８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｐｉｎｃｈｅｒａら（編）、４７５－５０６頁（１

９８５）；「Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ  Ｆｕｔｕｒｅ  Ｐｒ

ｏｓｐｅｃｔｉｖｅ  Ｏｆ  Ｔｈｅ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ  Ｕｓｅ  Ｏｆ  

Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｉｎ  Ｃｎａｃｅｒ  Ｔｈｅｒ

ａｐｙ」、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆｏｒ  Ｃａｎｃｅ

ｒ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｂａｌｄｗｉｎら（編）、

３０３－１６頁（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９８５）、およびＴｈｏｒ

ｐｅら、「Ｔｈｅ  Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ  Ｐ

ｒｏｐｅｒｔｉｅｓ  Ｏｆ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ  Ｃｏｎｊｕｇａｔ

ｅｓ」、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．６２：１１９－５８（１９８２）を参照のこ

と。

      【０２４９】
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  あるいは、抗体は２次抗体に結合され、米国特許第４，６７６，９８０号（こ

れは、その全体が本明細書に参考として援用される）におけるＳｅｇａｌによる

記載のような抗体異種結合体（ｈｅｔｅｒｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）を形成し得る

。

      【０２５０】

  単独、あるいは細胞毒性因子および／またはサイトカインと組み合わせて投与

される、抗体に結合される治療部分を有するかまたは有さない抗体が、試料薬剤

として使用され得る。

      【０２５１】

  （Ｄ．抗体結合についてのアッセイ）

  本発明の抗体は、当該分野において公知の任意の方法により、免疫特異的結合

についてアッセイされ得る。用いられ得る免疫アッセイとしては、（いくつかの

ものについてだけ名称を挙げると、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ

、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ

、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集ア

ッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射定量アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロ

テインＡイムノアッセイのような技術を用いる競合アッセイ系および非競合アッ

セイ系が挙げられるが、これらに限定されない。このようなアッセイは慣用的で

あり、そして当該分野において周知である（例えば、その全体が本明細書中に参

考として援用される、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ

  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと）。例

示的なイムノアッセイが、以下に簡潔に記載される（しかし、これらは限定を目

的とすることが意図されない）。

      【０２５２】

  免疫沈降プロトコルは一般に、タンパク質ホスファターゼおよび／またはプロ

テアーゼインヒビター（例えば、ＥＤＴＡ、ＰＭＳＦ、アプロチニン、バナジン

酸ナトリウム）を補充したＲＩＰＡ緩衝液（１％  ＮＰ－４０またはＴｒｉｔｏ

ｎ  Ｘ－１００、１％  デオキシコール酸ナトリウム、０．１％  ＳＤＳ、０．
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１５Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．２での０．０１Ｍ  リン酸ナトリウム、１％  Ｔｒ

ａｓｙｌｏｌ）のような溶解緩衝液中で細胞の集団を溶解する工程、目的の抗体

を細胞溶解物に添加する工程、一定時間（例えば、１～４時間）４℃でインキュ

ベートする工程、プロテインＡおよび／またはプロテインＧセファロースビーズ

を細胞溶解物に添加する工程、約１時間以上４℃でインキュベートする工程、溶

解緩衝液中でビーズを洗浄する工程、ならびにＳＤＳ／サンプル緩衝液中でビー

ズを再懸濁する工程を含む。目的の抗体の、特定の抗原を免疫沈降する能力は、

例えば、ウエスタンブロット分析により、アッセイされ得る。当業者は、抗体の

抗原への結合を増加させ、そしてバックグラウンドを減少させるように改変され

得るパラメータ（例えば、セファロースビーズを用いて細胞溶解物を事前にきれ

いにすること）に関して、精通している。免疫沈降プロトコルに関するさらなる

考察については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９９４、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐ

ｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏ

ｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１０．１６．

１を参照のこと。

      【０２５３】

  ウエスタンブロット分析は、一般に、タンパク質サンプルを調製する工程、タ

ンパク質サンプルをポリアクリルアミドゲル（例えば、抗原の分子量に応じた８

％～２０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）中で電気泳動する工程、タンパク質サンプルをそ

のポリアクリルアミドゲルからニトロセルロース、ＰＶＤＦまたはナイロンのよ

うな膜に移す工程、ブロッキング溶液（例えば、３％  ＢＳＡまたは脱脂粉乳を

有するＰＢＳ）中でその膜をブロッキングする工程、その膜を洗浄緩衝液（例え

ば、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ  ２０）中で洗浄する工程、ブロッキング緩衝液中で希

釈された一次抗体（目的の抗体）を有するその膜をブロッキングする工程、その

膜を洗浄緩衝液中で洗浄する工程、ブロッキング緩衝液中で希釈された酵素基質

（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）あるい

は放射性分子（例えば、32Ｐまたは125Ｉ）に結合した二次抗体（一次抗体を認

識する、例えば、抗ヒト抗体）を用いてその膜をブロッキングする工程、洗浄緩

衝液中でその膜を洗浄する工程、ならびにその抗原の存在を検出する工程を含む
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。当業者は、検出されるシグナルを増加させ、そしてバックグラウンドノイズを

減少させるように改変され得るパラメータに関して、精通している。ウエスタン

ブロットプロトコルに関するさらなる考察については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ

ら編，１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ

．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１０．８．１を参照のこと。

      【０２５４】

  ＥＬＩＳＡは、抗原を調製する工程、９６ウェルマイクロタイタープレートの

ウェルをその抗原でコーティングする工程、酵素基質（例えば、西洋ワサビペル

オキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）のような検出可能な化合物に結合

した目的の抗体をそのウェルに添加し、そして一定時間インキュベートする工程

、および抗原の存在を検出する工程を含む。ＥＬＩＳＡにおいて、目的の抗体は

、検出可能な化合物に結合されている必要はない；その代わり、検出可能な化合

物に結合した二次抗体（目的の抗体を認識する）がウェルに添加され得る。さら

に、ウェルを抗原でコーティングする代わりに、抗体がウェルにコーティングさ

れ得る。この場合、検出可能な化合物に結合した二次抗体が、コーティングされ

たウェルへの目的の抗原の添加に続いて、添加され得る。当業者は、検出される

シグナルを増加させるように改変され得るパラメータ、および当該分野において

公知のＥＬＩＳＡの他のバリエーションに関して、精通している。ＥＬＩＳＡに

関するさらなる考察については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９９４，Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ

，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ

，１１．２．１を参照のこと。

      【０２５５】

  抗体の抗原に対する抗体の結合親和性および抗体－抗原相互作用のオフレート

（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）が、競合結合アッセイにより決定され得る。競合結合アッ

セイの一つの例は、ラジオイムノアッセイであり、ラジオイムノアッセイは、漸

増量の非標識抗原の存在下での標識した抗原（例えば、3Ｈまたは125Ｉ）と目的

の抗体とのインキュベーション、および標識した抗原に結合した抗体の検出を含
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む。目的の抗体の、特定の抗原に対する親和性、および結合オフレートは、スキ

ャッチャードプロット分析によるデータから決定され得る。二次抗体との競合は

また、ラジオイムノアッセイを用いて決定され得る。この場合、抗原は、漸増量

の非標識二次抗体の存在下で、標識した化合物（例えば、3Ｈまたは125Ｉ）に結

合した目的の抗体とともにインキュベートされる。

      【０２５６】

  （Ｅ．抗体を基礎とした治療）

  本発明はさらに、抗体を基礎とした治療に関し、この治療は、本発明の抗体を

、本明細書中に記載される１つ以上の障害または状態を処置および／または予防

するために、動物、好ましくは哺乳動物、そして最も好ましくはヒトの患者に投

与する工程を含む。本発明の治療化合物としては、本発明の抗体（本明細書中に

記載するような、それらのフラグメント、アナログおよび誘導体を含む）ならび

に本発明の抗体をコードする核酸（本明細書中に記載されるような、それらのフ

ラグメント、アナログおよび誘導体を含む）が挙げられるがこれらに限定されな

い。

      【０２５７】

  理論に縛られることを意図しないが、ＤＲ５レセプターは、異なるレセプター

分子間のデスドメインの会合／架橋を包含するプロセスにより、プログラムされ

た細胞死を誘導すると考えられる。さらに、ＤＲ５媒介性プログラム細胞死を誘

導するＤＲ５リガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）は、ＤＲ５デスドメインの会合／

架橋を引き起こすことにより機能すると考えられる。従って、ＤＲ５デスドメイ

ンの会合／架橋を妨げる薬剤（例えば、抗体）は、ＤＲ５媒介性プログラム細胞

死を防止し、そしてＤＲ５デスドメインの会合／架橋を促進する薬剤（例えば、

抗体）は、ＤＲ５媒介性プログラム細胞死を誘導する。

      【０２５８】

  上記のように、ＤＲ５レセプターは、ＴＲＡＩＬに結合することが示されてき

た。ＤＲ５レセプターはまた、多数の組織中、および多数の細胞型の表面上に存

在することが知られている。これらの組織および細胞型には、慢性リンパ性白血

病を有する患者の一次樹状細胞、内皮組織、脾臓、リンパ球、およびヒト胸腺間
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質細胞が挙げられる。さらに、以下でより詳細に説明されるように、ＴＲＡＩＬ

は、アポトーシスを誘導し、そしてインビボで腫瘍細胞の増殖を阻害することが

示されている。さらに、ＴＲＡＩＬ活性は、少なくとも部分的に、ＤＲ４および

ＤＲ５レセプターとの相互作用によって、変調されると考えられる。

      【０２５９】

  ＴＲＡＩＬは、多くの腫瘍細胞株におけるアポトーシス細胞死を誘導すること

が示されている、サイトカインのＴＮＦファミリーのメンバーであり、そしてＤ

Ｒ４およびＤＲ５レセプターとの相互作用による効果を誘導そのアポトーシスを

媒介するようである。これらのデスドメイン含有レセプターは、カスパーゼの切

断によりアポトーシスを開始する膜結合自己活性化シグナル伝達複合体を形成す

ると考えられる。

      【０２６０】

  ＤＲ４およびＤＲ５レセプターに加えて、ＴＲＡＩＬはまた、「おとり（ｄｅ

ｃｏｙ）」レセプターであることが提案されるいくつかのレセプター、ＤｃＲ２

（切断されたデスドメインを有するレセプター）、ＤｃＲ１（ＧＰＩ固定ドメイ

ン）、およびＯＰＧ（ＴＮＦファミリーの別のメンバーに結合する分泌タンパク

質、ＲＡＮＫＬ）に結合する。

      【０２６１】

  さらに、最近の研究により、組換え可溶性形態のレセプターに対するＴＲＡＩ

Ｌの親和性の順位は、非常に温度依存性であることが示された。特に、３７℃に

おいて、ＤＲ５は、ＴＲＡＩＬに対する最も高い親和性を有し、そしてＯＰＧは

最も低い親和性を有する。

      【０２６２】

  ＤＲ４およびＤＲ５レセプター遺伝子、ならびに２つのおとりレセプターをコ

ードする遺伝子は、ヒト染色体８ｐ２１－２２上に位置することが示された。さ

らに、この領域のヒトゲノムは、頭部および頸部癌において頻繁に分裂する。

      【０２６３】

  ＦａＤｕ鼻咽癌細胞株は、異常染色体８ｐ２１－２２領域を含むことが、最近

見出された（Ｏｚｏｒｅｎら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．１６：９１７－９２５
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（２０００））。特に、ＤＲ５ではなくＤＲ４を含むホモ接合欠損が、これらの

細胞において見出された（Ｏｚｏｒｅｎら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．１６：９

１７－９２５（２０００））。これらのＦａＤｕ細胞中のＤＲ４レセプター遺伝

子内のホモ接合欠損は、ＤＲ４レセプターデスドメインを含む。ＤＲ４レセプタ

ーデスドメインのこの分裂は、ＴＲＡＩＬ媒介性細胞毒性に対する耐性に関連す

る。さらに、野生型ＤＲ４レセプター遺伝子の再導入は、アポトーシスおよびＦ

ａＤｕ細胞のＴＲＡＩＬ感受性の修復の両方を引き起こすことが示された（Ｏｚ

ｏｒｅｎら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．１６：９１７－９２５（２０００））。

これらのデータは、ＤＲ４レセプター遺伝子が、ヒト癌において不活性化され得

、そしてＤＲ４レセプター遺伝子分裂がＴＲＡＩＬ治療に対する耐性に寄与し得

ることを示す。ＤＲ５遺伝子における類似の欠失を有する細胞において、同様の

結果が見出されることが予想される。

      【０２６４】

  ヒト乳房、肺、および結腸ガン細胞株におけるＤＲ４レセプターの細胞質ドメ

インの過剰発現は、カスパーゼの切断を包含するｐ５３非依存性アポトーシス細

胞死を引き起こすことも示されている（Ｘｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ

ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２６９：１７９－１９０（２０００））。さらに、

ＤＲ４細胞質ドメインの過剰発現はまた、ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラー

ゼ（ＰＡＲＰ）およびＤＮＡ切断因子（すなわち、ＩＣＡＤ－ＤＦＦ４５）の両

方の切断を引き起こすことが示された（Ｘｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ

ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２６９：１７９－１９０（２０００））。さらに、

試験されたガン細胞と比較して同様のレベルのＤＲ４細胞質ドメインタンパク質

にもかかわらず、正常な肺線維芽細胞は、ＤＲ４細胞質ドメインの過剰発現に対

して耐性であることが示され、カスパーゼ切断の証拠を示さないことが示された

（Ｘｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２６９：

１７９－１９０（２０００））。また、同様の結果は、ＤＲ５の細胞質ドメイン

を過剰発現する細胞を用いた場合に予想される。従って、ＤＲ４およびＤＲ５レ

セプターの細胞質ドメインは、例えば、ガン細胞において、アポトーシスを誘導

するための薬剤として有用である。



(149) 特表２００２－５４３１５１

      【０２６５】

  さらに、サイクリン依存性キナーゼインヒビターｐ２１（ＷＡＦ１／ＣＩＰ１

）、ならびにこのタンパク質のＮ末端９１アミノ酸の過剰発現は、細胞サイクル

阻害活性を有し、そしてＤＲ４細胞質ドメイン依存性カスパーゼ切断を阻害する

。従って、ＤＲ４レセプターはまた、細胞サイクルの進行の調節に関与する。上

記のように、同様の結果が、ＤＲ５レセプターを用いた場合に期待される。従っ

て、ＤＲ４およびＤＲ５レセプター、ならびにそれらのレセプターのアゴニスト

およびアンタゴニストが、細胞サイクルの進行を調節するために有用である。

      【０２６６】

  ＤＲ５レセプターに結合する抗体は、増加または減少したＤＲ５誘導性アポト

ーシス細胞死に関連する疾患および状態を処置および／または予防するために有

用である。さらに、これらの抗体は、それらがＤＲ５レセプターに対して有する

効果が異なる。これらの効果は、抗体が結合するＤＲ５レセプターの特定の部分

、この抗体分子自体の三次元構造、および／またはそれらがＤＲ５レセプターと

相互作用する様式に基づいて異なる。従って、ＤＲ５レセプターの細胞外ドメイ

ンに結合する抗体は、ＤＲ５活性（例えば、アポトーシスの誘導）を刺激するか

阻害するかのいずれかであり得る。ＤＲ５レセプター活性を刺激する（例えば、

ＤＲ５レセプターデスドメイン間の会合を促進することによって）抗体はＤＲ５

アゴニストであり、そしてＤＲ５レセプター活性を阻害する（例えば、ＴＲＡＩ

Ｌの結合をブロックし、そして／またはＤＲ５レセプターデスドメイン間の会合

を妨げることにより）抗体は、ＤＲ５アンタゴニストである。

      【０２６７】

  ＤＲ５レセプターのアゴニストおよびアンタゴニストとして機能する本発明の

抗体には、抗原結合抗体フラグメント、例えば、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）2フ

ラグメント、Ｆｄ、単鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦ

ｖ）、およびＶLまたはＶHドメインのいずれかを含むフラグメント、ならびにポ

リクローナル抗体、モノクローナル抗体、およびヒト化抗体が挙げられる。二価

の抗体は、アゴニストとして好ましい。これらの抗原結合抗体フラグメントおよ

び抗体の各々は、本明細書の別の場所でより詳細に記載される。
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      【０２６８】

  上記の点から、本発明の抗体、ならびに他のアゴニストは、ＤＲ５デスドメイ

ン活性を刺激して、ＤＲ５レセプターを発現する細胞（例えば、ガン細胞）にお

けるアポトーシスを促進するために有用である。この型の抗体は、増加した細胞

生存および／またはアポトーシス誘導剤（例えば、ＴＲＡＩＬ）に対する非感受

性に関連する疾患および状態（例えば、充実性組織癌（例えば、皮膚癌、頭部お

よび頸部腫瘍、乳房腫瘍、内皮腫、肺癌、骨芽細胞腫、破骨細胞腫、およびカポ

ージ肉腫）、ならびに白血病）を予防および／または処置するために有用である

。

      【０２６９】

  本発明のアンタゴニスト（例えば、抗ＤＲ５抗体）は、ＤＲ５媒介性アポトー

シスを防止することにより機能し、そして増加したアポトーシス細胞死に関連す

る疾患を予防および／または処置するために有用である。このような疾患の例に

は、糖尿病、ＡＩＤＳ、神経変性障害、脊髄形成異常症、虚血性外傷、毒素誘発

性肝臓疾患、敗血症ショック、悪液質および食欲不振が挙げられる。

      【０２７０】

  上記のように、ＤＲ５レセプターは、Ｔ細胞の表面上に存在する。従って、本

発明のアゴニスト（例えば、抗ＤＲ５レセプター抗体）はまた、Ｔ細胞媒介性免

疫応答を阻害し、そして増加したＴ細胞増殖に関連する疾患および状態を予防お

よび／または処置するために有用である。Ｔ細胞媒介性免疫応答および増加した

Ｔ細胞増殖に関連する疾患および状態には、対宿主性反応および疾患、変形性関

節症、乾癬、敗血症、炎症性腸疾患、一般的な炎症、自己免疫疾患、およびＴ細

胞白血病が挙げられる。

      【０２７１】

  本発明のアゴニストが、増加したＴ細胞集団または増加した細胞増殖に関連す

る疾患および状態（例えば、癌）の処置および／または予防のために個体に投与

される場合、アンタゴニストが、アポトーシスを誘導する別の薬剤（例えば、Ｔ

ＲＡＩＬ）、またはそうでなければ細胞増殖を阻害する薬剤（例えば、抗癌剤）

と同時に投与され得る。この特徴の組み合わせ治療、ならびに他の組み合わせ治
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療は、以下でより詳細に議論される。

      【０２７２】

  さらに、本発明のアンタゴニスト（例えば、抗ＤＲ５－レセプター抗体）はま

た、Ｔ細胞媒介免疫応答を増強するため、ならびにＴ細胞増殖の減少に関連した

疾患および状態を予防および／または処置するために有用である。ＤＲ５レセプ

ターに対するＤＲ５レセプターリガンドの結合をブロックするか、または膜のシ

グナル伝達に関連する、ＤＲ５レセプターの立体構造的な変化を妨害する本発明

の抗体は、ＤＲ５媒介Ｔ細胞アポトーシスを阻害し得る。ＤＲ５媒介アポトーシ

スの阻害は、例えば、インビボでＴ細胞集団の増殖率の増加を生じ得るか、また

はこのような集団のサイズの減少を妨害し得るかのいずれかである。従って、本

発明のアンタゴニストは、減少したＴ細胞集団またはＴ細胞集団の減少と関連す

る疾患または状態を予防および／または処置するために使用され得る。このよう

な疾患および状態の例には、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）および関連する

苦痛（例えば、ＡＩＤＳ関連複合体）、Ｔ細胞免疫欠損、放射線宿酔、ならびに

放射線治療および化学療法によるＴ細胞欠損が挙げられる。

      【０２７３】

  本発明のアンタゴニストがＴ細胞集団の減少と関連した疾患または状態の処置

および／または予防のために個体に投与される場合、このアンタゴニストは、リ

ンパ球増殖を活性化および／または誘導する薬剤（例えば、サイトカイン）とと

もに同時投与され得る。この性質の組み合わせ治療、ならびに他の組み合わせ治

療は、以下により詳細に記載される。

      【０２７４】

  同様に、本発明のアゴニストおよびアンタゴニスト（例えば、抗ＤＲ５レセプ

ター抗体）もまた、単独でまたは別の治療薬剤と組み合わせて投与された場合に

、Ｂ細胞媒介免疫応答を阻害するためもしくは増強するためのいずれかで、なら

びに増加もしくは減少したＢ細胞増殖に関連した疾患および状態を予防および／

もしくは処置するために有用である。

      【０２７５】

  従って、抗ＤＲ５抗体は、ＤＲ５レセプターを発現する組織または細胞型（例
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えば、内皮細胞）が関与する悪性疾患、異常、疾患、および／または状態を処置

および／または予防するために有用である。さらに、ＤＲ５レセプターを発現す

る細胞におけるプログラムされた細胞死の誘導によって処置および／または予防

され得る悪性疾患、異常、疾患、および／または状態は、本発明のＤＲ５レセプ

ターアゴニストを使用して処置および／または予防され得る。同様に、ＤＲ５レ

セプターを発現する細胞におけるプログラムされた細胞死を阻害することによっ

て処置および／または予防され得る悪性疾患、異常、疾患、および／または状態

は、本発明のＤＲ５レセプターアンタゴニストを使用して処置および／または予

防され得る。

      【０２７６】

  さらに、本発明の抗体ならびに他のアゴニストは、内皮細胞中でＤＲ５死ドメ

イン活性を刺激するために有用であり、これは、抗血管形成活性を生じる。この

型の抗体は、慢性関節リウマチおよび固形組織癌のような過剰血管新生および新

生血管形成に関連する疾患および状態（例えば、皮膚癌、頭部および頸部腫瘍、

乳癌、内皮腫、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、およびカポージ肉腫）ならびに慢性炎

症と関連する疾患および状態を予防および／または処置するために有用である。

      【０２７７】

  慢性炎症（例えば、潰瘍性大腸炎およびクローン病）と関連する疾患および状

態は、しばしば、炎症を起こした組織中への新規な血管の内部成長と関連する組

織学的変化を示す。ＤＲ５死ドメインの活性を刺激する本発明のアゴニストは、

これらのレセプターを発現する内皮細胞においてアポトーシスを誘導する。結果

として、本発明のアゴニストは、血管およびリンパ管の形成を阻害し得、従って

、過剰血管形成および新生血管形成に関連する疾患および状態を予防および／ま

たは処置するために使用され得る。

      【０２７８】

  本発明のアゴニストを使用して予防および／または処置され得る血管形成に関

連する他の疾患および状態には、肥大性およびケロイド瘢痕、増殖性糖尿病性網

膜症、動静脈先天異常、アテローム性動脈硬化症プラーク、血友病性関節、偽関

節骨折、オースラー－ウェーバー症候群、乾癬、化膿性肉芽腫、強皮症、トラコ
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ーマ（ｔｒａｃｏｍａ）、月経過多、および血管癒着が挙げられる。

      【０２７９】

  さらに、ＤＲ５死ドメイン活性を阻害する薬剤（例えば、ＤＲ５アンタゴニス

ト）はまた、血管新生の減少に関連する多数の疾患および状態を予防および／ま

たは処置するために有用である。上記に示したように、ＤＲ５レセプター活性の

アンタゴニストの例には、抗ＦＲ５レセプター抗体が含まれる。これらの抗体は

、例えば、ＤＲ５レセプターに結合することおよびＤＲ５死ドメイン活性を刺激

するリガンド（例えば、ＴＲＡＩＬ）の結合をブロックすること、または膜シグ

ナル伝達に関連するＤＲ５レセプターの立体構造の変化を阻害するかのいずれか

によって機能し得る。

      【０２８０】

  本発明のアンタゴニストを使用して処置され得る血管新生の減少と関連する状

態の例は、創傷治癒の遅延である。特に高齢者は、しばしば、若い個体よりもよ

り遅い速度で治癒する。従って、本発明のアンタゴニストは、創傷部位にある内

皮細胞中でアポトーシスが発生することを予防および／または阻害し得、それに

よって、治癒が損なわれた個体、ならびに「正常な」速度で治癒する個体におけ

る創傷治癒を促進する。従って、本発明のアンタゴニストは、創傷治癒を促進お

よび／または加速するために使用され得る。本発明のアンタゴニストはまた、他

の疾患および状態（再狭窄、心筋梗塞、末梢動脈疾患、重症四肢虚血（ｃｒｉｔ

ｉｃａｌ  ｌｉｍｂ  ｉｓｃｈｅｍｉａ）、アンギナ、アテローム性動脈硬化症

、虚血、水腫、肝硬変、変形性関節症、および肺線維症を含む）を処置および／

または予防するために有用である。

      【０２８１】

  本発明のアゴニストおよびアンタゴニストを使用して処置され得る多数のさら

なる悪性疾患、異常、疾患、および／または状態は、本明細書中の他の箇所（例

えば、以下の「試料薬剤」と題された節）において示される。

      【０２８２】

  本発明の抗体は、多数の方法で治療的に使用され得る。例えば、本発明のポリ

ヌクレオチドまたはポリペプチドを結合する抗体は、局所的または全身的のいず
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れかで個体（例えば、ヒト）に投与され得る。さらに、これらの抗体は、単独で

、別の治療薬剤と組み合わせて、または毒素に付随してもしくは毒素に結合され

て、投与され得る。

      【０２８３】

  抗ＤＲ５抗体は、他のモノクローナル抗体またはキメラ抗体、あるいはリンホ

カイン、腫瘍壊死因子、またはＴＮＦ関連分子（例えば、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－

β、ＴＮＦ－γ、ＴＮＦ－γ－α、ＴＮＦ－γ－β、およびＴＲＡＩＬ）、また

は造血増殖因子（例えば、ＩＬ－２、ＩＬ－３およびＩＬ－７）と組み合わせて

利用され得る。例えば、アゴニスト性抗ＤＲ５抗体は、本発明のＤＲ５レセプタ

ーを発現する細胞においてＤＲ５媒介細胞死を誘導することを求める場合に、Ｔ

ＲＡＩＬとともに同時投与され得る。この性質の組み合わせ治療および他の組み

合わせ治療が、以下でより詳細に議論され得る。

      【０２８４】

  本発明の抗体は、単独で、または他の型の処置（例えば、放射線療法、化学療

法、ホルモン治療、免疫治療および抗腫瘍剤）との組み合わせで投与され得る。

一般的に、（抗体の場合には）患者の種と同じ種である種起源または種反応性の

生成物の投与が好ましい。従って、好ましい実施形態においては、ヒト抗体、フ

ラグメント誘導体、アナログ、または核酸が、治療または予防のために、ヒトの

患者に投与される。

      【０２８５】

  本発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチド（そのフラグメントを含む）に

関する免疫アッセイ、およびそれらに関連した障害の治療の両方のために、本発

明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対する、高親和性および／または強

力な、インビボでの阻害抗体および／または中和抗体、それらのフラグメント、

またはそれらの領域を使用することが好ましい。このような抗体、フラグメント

、または領域は、好ましくは、本発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチド（

そのフラグメントを含む）に対して親和性を有する。好ましい結合親和性として

は、５×１０-6Ｍ、１０-6Ｍ、５×１０-7Ｍ、１０-7Ｍ、５×１０-8Ｍ、１０-8

Ｍ、５×１０-9Ｍ、１０-9Ｍ、５×１０-10Ｍ、１０-10Ｍ、５×１０-11Ｍ、１
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０-11Ｍ、５×１０-12Ｍ、１０-12Ｍ、５×１０-13Ｍ、１０-13Ｍ、５×１０-14

Ｍ、１０-14Ｍ、５×１０-15Ｍ、および１０-15Ｍより小さい解離定数すなわち

Ｋｄを有する結合親和性が挙げられる。

      【０２８６】

  （ポリぺプチドアッセイ）

  本発明はまた、細胞および組織におけるＤＲ５タンパク質またはその可溶性形

態のレベルを検出する（正常および異常なレベルの判定を含む）ための定量的ア

ッセイおよび診断アッセイのような診断アッセイに関する。従って、例えば、正

常コントロール組織サンプルと比較して、ＤＲ５またはその可溶性形態の過剰発

現を検出するための、本発明に従う診断アッセイは、例えば腫瘍の存在を検出す

るために使用され得る。宿主由来のサンプルにおいて、タンパク質（例えば、本

発明のＤＲ５タンパク質またはその可溶性形態）のレベルを決定するために使用

され得るアッセイ技術は、当業者に周知である。このようなアッセイ方法として

は、ラジオイムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析および

ＥＬＩＳＡアッセイが挙げられる。

      【０２８７】

  生物学的サンプル中のＤＲ５タンパク質レベルのアッセイは、任意の当該分野

で公知の方法を使用して行われ得る。「生物学的サンプル」により、ＤＲ５レセ

プタータンパク質またはｍＲＮＡを含む、個体、細胞株、組織培養物、または他

の供給源から得られた任意の生物学的サンプルが意図される。抗体に基づく技術

が、生物学的サンプル中のＤＲ５タンパク質レベルをアッセイするために好まし

い。例えば、組織におけるＤＲ５タンパク質発現は、古典的な免疫組織学的方法

で研究され得る。（Ｊａｌｋａｎｅｎ，Ｍ．ら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０

１：９７６－９８５（１９８５）；Ｊａｌｋａｎｅｎ，Ｍ．ら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．

Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－３０９６（１９８７））。ＤＲ５タンパク質遺伝

子発現を検出するために有用な、抗体に基づく他の方法としては、イムノアッセ

イ（例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ検定法（ＥＬＩＳＡ）およびラジオイム

ノアッセイ（ＲＩＡ））が挙げられる。

      【０２８８】
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  適切な標識は、当該分野で公知であり、これらとしては、酵素標識（例えば、

グルコースオキシダーゼ）および放射性同位体（例えば、ヨウ素（125Ｉ、121Ｉ

）、炭素（14Ｃ）、硫黄（35Ｓ）、トリチウム（3Ｈ）、インジウム（112Ｉｎ）

およびテクネチウム（99mＴｃ））；ならびに蛍光標識（例えば、フルオレセイ

ンおよびローダミン）、ならびにビオチンが挙げられる。

      【０２８９】

  （試料薬剤）

  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）ファミリーリガンドが、細胞傷害性、抗ウイルス活性

、免疫調節活性、および数種の遺伝子の転写制御を含む、多数の細胞応答を誘導

する、最も多面的なサイトカインに属することは、公知である（Ｇｏｅｄｄｅｌ

，Ｄ．Ｖ．ら、「Ｔｕｍｏｒ  Ｎｅｃｒｏｓｉｓ  Ｆａｃｔｏｒｓ：Ｇｅｎｅ  

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ」

、Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５１：５９７－６０９（１９８６）、Ｃｏ

ｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ；Ｂｅｕｔｌｅｒ，Ｂ．およびＣｅｒａｍｉ

，Ａ．、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５７：５０５－５１８（１９８８

）；Ｏｌｄ，Ｌ．Ｊ．、Ｓｃｉ．Ａｍ．２５８：５９－７５（１９８８）；Ｆｉ

ｅｒｓ，Ｗ．、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２８５：１９９－２２４（１９９１））。

ＴＮＦ－ファミリーリガンドは、ＴＮＦ－ファミリーレセプター（本発明のＤＲ

５を含む）と結合することによって、このような種々の細胞応答を誘導する。

      【０２９０】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、およびポリペプチド、アゴニスト、および

／またはアンタゴニストは、欠損しているかまたは不十分な量のＤＲ５によって

（直接的または間接的に）媒介される任意の疾患または障害に罹患した患者（例

えば、哺乳動物、好ましくは、ヒト）に投与され得る。あるいは、遺伝子治療ア

プローチが、このような疾患または障害を処置および／または予防するために適

用され得る。本発明の１つの実施形態において、ＤＲ５ポリヌクレオチド配列は

、欠損遺伝子を含むムテインＤＲ５遺伝子を検出するために使用される。ムテイ

ン遺伝子は、インビトロ診断アッセイにおいて、および本明細書中に開示された

ＤＲ５ヌクレオチド配列の、この遺伝子の欠損を有すると疑われている患者から
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得られたＤＲ５遺伝子のヌクレオチド配列との比較によって同定され得る。欠損

遺伝子は、当業者に公知の技術を使用する通常のＤＲ５コード遺伝子で置換され

得る。

      【０２９１】

  別の実施形態において、本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、アゴニス

ト、および／またはアンタゴニストは、種々の細胞型でのＴＲＡＩＬ／ＤＲ５相

互作用を阻害することから生じる表現型的効果を研究するための研究用ツールと

して使用され得る。ＤＲ５ポリペプチドおよびアンタゴニストはまた、ＴＲＡＩ

ＬまたはＤＲ５またはそれらの相互作用を検出するためのインビトロアッセイに

おいて使用され得る。

      【０２９２】

  （ＴＲＡＩＬがそのメンバーである）ＴＮＦファミリーの特定のリガンドは、

１より多い別個の細胞表面レセプタータンパク質に結合することが報告されてい

る。例えば、ＤＲ４と名付けられたレセプタータンパク質は、ＴＲＡＩＬを結合

することが報告されているが、本発明のＤＲ５とは別のものである（Ｐａｎら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７６：１１１－１１３（１９９７）；本発明中に参考として

援用される）。別の実施形態において、精製したＤＲ５ポリペプチド、アゴニス

ト、および／またはアンタゴニストが、ＴＲＡＩＬの内因性細胞表面ＴＲＡＩＬ

への結合を阻害するために使用される。ＴＲＡＩＬ結合について競合することに

よって、本発明の可溶性ＤＲ５ポリペプチドは、ＴＲＡＩＬの、細胞表面ＤＲ５

への相互作用を阻害するためのみならず、ＤＲ５とは別個のＴＲＡＩＬレセプタ

ータンパク質への結合を阻害するためにもまた、利用され得る。従って、さらな

る実施形態において、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、アゴニ

スト、および／またはアンタゴニストは、インビトロまたはインビボ手順におい

て、ＴＲＡＩＬの機能的活性を阻害するために使用される。ＴＲＡＩＬの細胞表

面レセプターへの結合を阻害することによって、ＤＲ５はまた、内因性レセプタ

ーへのＴＲＡＩＬの結合から生じる生物学的効果を阻害する。ＤＲ５ポリペプチ

ドの種々の形態が利用され得、これらには、例えば、上記のＤＲ５フラグメント

、誘導体、およびＴＲＡＩＬを結合可能である改変体が含まれる。好ましい実施
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形態において、可溶性ＤＲ５は、ＴＲＡＩＬの機能的活性を阻害するために（例

えば、このようなアポトーシスに感受性である細胞のＴＲＡＩＬ媒介アポトーシ

スを阻害するために）使用される。従って、さらなる実施形態において、ＤＲ５

は、ＴＲＡＩＬ媒介障害を処置および／または予防するために哺乳動物（例えば

、ヒト）に投与される。このようなＴＲＡＩＬ媒介障害には、ＴＲＡＩＬによっ

て（直接的または間接的に）引き起こされるか、または悪化する状態が含まれる

。

      【０２９３】

  ＤＲ５ポリペプチドを発現し、かつＤＲ５リガンドに対する有効な細胞応答を

有すると考えられる細胞としては、初代樹状細胞、内皮組織、脾臓、慢性リンパ

性白血病、およびヒト胸腺間質細胞が挙げられる。「ＴＮＦファミリーリガンド

に対する細胞応答」により、ＴＮＦファミリーリガンドにより誘導される、細胞

、細胞株、組織、組織培養物または患者に対する、遺伝子型、表現型、および／

または形態型のいかなる変化もが意図される。示されるように、このような細胞

応答は、ＴＮＦファミリーのリガンドに対する正常な生理学的応答だけでなく、

増加したアポトーシスまたはアポトーシスの阻害に関連する疾患をも含む。アポ

トーシス（プログラムされた細胞死）は、免疫系の末梢Ｔリンパ球の欠失に関与

する生理学的メカニズムであり、その調節不全は、多くの異なる病原性のプロセ

スを導き得る（Ａｍｅｉｓｅｎ，Ｊ．Ｃ．、ＡＩＤＳ  ８：１１９７－１２１３

（１９９４）；Ｋｒａｍｍｅｒ，Ｐ．Ｈ．ら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．６：２７９－２８９（１９９４））。

      【０２９４】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、および／またはアゴニスト

もしくはアンタゴニストを用いて、処置、予防、診断、および／または予後判定

され得る、増加した細胞生存またはアポトーシスの阻害に関連する疾患としては

、以下が挙げられる：癌（例えば、濾胞性リンパ腫、ｐ５３変異を伴う癌、およ

びホルモン依存性腫瘍（大腸癌、心臓腫瘍、膵臓癌、黒色腫、網膜芽細胞腫、神

経膠芽細胞腫、肺癌、腸癌、精巣癌、胃癌、神経芽細胞腫、粘液腫、筋腫、リン

パ腫、内皮腫、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、骨肉腫、軟骨肉腫、腺腫、乳癌、前立
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腺癌、カポジ肉腫および卵巣癌が挙げられるが、これらに限定されない））；自

己免疫障害（例えば、多発性硬化症、シェーグレン症候群、橋本甲状腺炎、胆汁

性肝硬変、ベーチェット（Ｂｅｈｃｅｔ）病、クローン病、多発性筋炎、全身性

エリテマトーデスおよび免疫関連糸球体腎炎および慢性関節リウマチ）；および

ウイルス感染（例えば、ヘルペスウイルス、ポックスウイルスおよびアデノウイ

ルス）；炎症；対宿主性移植片病；急性移植片拒絶および慢性移植片拒絶。好ま

しい実施形態において、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリぺプチド、およ

び／またはアンタゴニストは、特に上記に列挙される癌の、増殖、進行および／

または転移を阻害するために使用される。

      【０２９５】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、および／あるいはアンタゴ

ニストまたはアゴニストによって処置、予防、診断および／またはまたは予後判

定され得る、細胞生存の増大に関連するさらなる疾患または状態には、悪性疾患

ならびに以下のような関連する障害の進行および／または転移が挙げられるが、

これらに限定されない：白血病（急性白血病（例えば、急性リンパ性白血病、急

性骨髄性白血病（骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性および赤白血病

を含む）を含む）ならびに慢性白血病（例えば、慢性骨髄性（顆粒球性）白血病

および慢性リンパ球性白血病））、真性赤血球増加症、リンパ腫（例えば、ホジ

キン病および非ホジキン病）、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレームマクログロ

ブリン血症、Ｈ鎖病、ならびに固形腫瘍（肉腫および癌腫（例えば、線維肉腫、

粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫（ｅ

ｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓａｒｃｏｍａ）、リンパ管肉腫、リンパ管内皮腫、骨膜腫

、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、膵臓癌、乳癌

、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭

状癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原生癌、腎細胞癌、肝細胞癌腫、

胆管癌、絨毛癌、セミノーマ、胎生期癌、ウィルムス腫瘍、頸部癌、精巣腫瘍、

肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、神経膠星状細胞腫、髄芽細胞腫

、頭蓋咽頭腫、脳室上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起神

経膠腫、髄膜腫（ｍｅｎａｎｇｉｏｍａ）、黒色腫、神経芽細胞腫、および網膜
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芽細胞腫）を含むが、これらに限定されない）。

      【０２９６】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、および／あるいはアンタゴ

ニストまたはアゴニストによって処置、予防、診断および／またはまたは予後判

定され得る、アポトーシスの増大に関連する疾患には、以下が挙げられるが、こ

れらに限定されない：ＡＩＤＳ；神経変性障害（例えば、アルツハイマー病、パ

ーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎、小脳変性および脳腫瘍また

は以前に関連した疾患）；自己免疫障害（例えば、多発性硬化症、シェーグレン

症候群、橋本甲状腺炎、胆汁性肝硬変、ベーチェット病（Ｂｅｈｃｅｔ’ｓ  ｄ

ｉｓｅａｓｅ）、クローン病、多発性筋炎、全身性エリテマトーデスおよび免疫

関連糸球体腎炎ならびに慢性関節リウマチ）、脊髄形成異常症候群（例えば、再

生不良性貧血）、対宿主性移植片病、虚血性傷害（心筋梗塞、発作および再灌流

傷害によって生じるようなもの）、肝臓傷害または疾患（例えば、肝炎関連肝臓

傷害、虚血／再灌流傷害、胆汁うっ滞（ｃｈｏｌｅｓｔｏｓｉｓ）（胆管傷害）

および肝臓癌）；毒物誘導性肝臓疾患（アルコール引き起こされるようなもの）

、敗血症性ショック、悪液質ならびに食欲不振。好ましい実施形態において、Ｄ

Ｒ５ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび／またはアゴニストは、上記の疾患

および障害を処置および／またはするために使用される。

      【０２９７】

  ＡＩＤＳを規定する免疫不全の状態は、ＣＤ４+Ｔリンパ球の数および機能の

減少に対して二次的である。最近の報告は、毎日のＣＤ４+Ｔ細胞の損失が、３

．５×１０7と２×１０9個の細胞の間であると推定する（Ｗｅｉ  Ｘら、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ３７３：１１７－１２２（１９９５））。ＨＩＶ感染のセッティングに

おけるＣＤ４+Ｔ細胞の枯渇の一つの原因は、ＨＩＶ誘導性アポトーシスと考え

られている（例えば、Ｍｅｙａａｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：２１７－２

１９、（１９９２）；Ｇｒｏｕｘら、Ｊ  Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．  １７５：３３１、

（１９９２）；およびＯｙａｉｚｕら、Ｃｅｌｌ  Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ  ａｎ

ｄ  Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ  ｉｎ  ＨＩＶ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，Ａｎｄｒｉｅｕ

およびＬｕ、編、Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９５、１
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０１－１１４頁を参照のこと）。実際に、ＨＩＶ誘導性アポトーシス細胞死は、

インビトロで実証されただけではなく、より重要なことに、感染した個体におい

て実証された（Ａｍｅｉｓｅｎ，Ｊ．Ｃ．、ＡＩＤＳ  ８：１１９７－１２１３

（１９９４）；Ｆｉｎｋｅｌ，Ｔ．Ｈ．およびＢａｎｄａ，Ｎ．Ｋ．、Ｃｕｒｒ

．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：６０５－６１５（１９９５）；Ｍｕｒｏ－Ｃ

ａｃｈｏ，Ｃ．Ａ．ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４：５５５５－５５６６（１

９９５））。さらに、アポトーシスおよびＣＤ４+Ｔリンパ球の枯渇は、ＡＩＤ

Ｓの異なる動物モデルに密接に相関し（Ｂｒｕｎｎｅｒ，Ｔ．ら、Ｎａｔｕｒｅ

  ３７３：４４１－４４４（１９９５）；Ｇｏｕｇｅｏｎ，Ｍ．Ｌ．ら、ＡＩＤ

Ｓ  Ｒｅｓ．Ｈｕｍ．Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ  ９：５５３－５６３（１９９

３））、そしてアポトーシスは、ウイルス複製がＡＩＤＳを生じないこれらの動

物モデルにおいては観察されない（Ｇｏｕｇｅｏｎ，Ｍ．Ｌ．ら、ＡＩＤＳ  Ｒ

ｅｓ．Ｈｕｍ．Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ  ９：５５３－５６３（１９９３））

。さらなるデータは、ＨＩＶに感染した個体由来の感染していないＴリンパ球で

あるが、プライムされるか活性化されたＴリンパ球が、ＴＦＮ－ファミリーリガ

ンドＦａｓＬと遭遇した後にアポトーシスを受けることを示す。ＨＩＶ感染後に

死を生じる単球細胞株を使用して、Ｕ９３７細胞のＨＩＶでの感染が、ＦａｓＬ

の新規の発現を生じ、そしてＦａｓＬが、ＨＩＶ誘導性アポトーシスを媒介する

ことが実証された（Ｂａｄｌｅｙ，Ａ．Ｄ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：１９９

－２０６（１９９６））。さらに、ＴＮＦファミリーのリガンドは、感染されて

いないマクロファージにおいて検出可能であり、そしてその発現は、上方制御さ

れ、その後ＨＩＶ感染が、感染されていないＣＤ４  Ｔリンパ球の選択的殺傷を

生じる（Ｂａｄｌｅｙ，Ａ．Ｄ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：１９９－２０６（

１９９６））。さらに、さらなる研究は、Ｆａｓ媒介性アポトーシスが、ＨＩＶ

個体におけるＴ細胞の損失を含意する（Ｋａｔｓｉｋｉｓら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅ

ｄ．１８１：２０２９－２０３６、１９９５）。

      【０２９８】

  従って、本発明によって、ＨＩＶ+個体を処置および／または予防するための

方法が提供され、この方法は、本発明のＤＲ５、ＤＲ５アゴニストおよび／また
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はＤＲ５アゴニストを投与する工程を包含し、ＣＤ４+Ｔリンパ球の選択的殺傷

を減少させる。投与および用量の様式を、以下に詳細に議論する。

      【０２９９】

  同種移植片拒絶では、レシピエント動物の免疫系は、ほとんどの場合免疫系は

周囲抗原によってのみ感作されるので、応答するように前もって感作されていな

い。同種のその他のメンバーからの組織は、例えば、ウイルスおよび細菌が提示

されるのと同じようには、提示されていない。同種移植片拒絶の場合、免疫抑制

養生法は、免疫系がエフェクター期に到達することを阻むように設計される。し

かし、異種移植片拒絶の免疫プロフィールは、同種移植片拒絶よりも疾患再発に

より類似し得る。疾患再発の場合、免疫系は、天然の島細胞の破壊によって示さ

れるように、すでに活性化されている。従って、疾患再発では、免疫系はすでに

エフェクター期にある。活性化され、エフェクター細胞へ分化されたリンパ球は

、ＤＲ５ポリペプチドを発現するので、本発明のアゴニストは、同種移植片およ

び異種移植片の両方に対する免疫応答を抑制し得、そのことによって、アポトー

シスを増強する化合物に感受性である。従って、本発明はさらに、免疫学的寛容

組織を作製するための方法を提供する。

      【０３００】

  本発明のＤＲ５アンタゴニストまたはアゴニストは、炎症疾患（例えば炎症腸

疾患、慢性関節リウマチ、変形性関節症、乾癬、および敗血症）の処置および／

または予防に有用であり得る。

      【０３０１】

  さらに、リンパ芽球のＤＲ５の発現に起因して、可溶性ＤＲ５アゴニスト、ま

たはアンタゴニスト（ｍＡＢ）この形態の癌の処置および／または予防に使用さ

れ得る。さらに、可溶性ＤＲ５または中和ｍＡＢは、種々の慢性および急性な形

態の炎症（例えば、慢性関節リウマチ、変形性関節症、乾癬、敗血症および炎症

性腸疾患）の処置および／または予防に使用され得る。

      【０３０２】

  本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドならびに／あるいはそ

のアゴニストおよび／またはアンタゴニストは、広範な疾患および／または状態
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の診断および処置、予防、診断および／または検出において有用である。このよ

うな疾患および状態には、癌（例えば、免疫細胞関連癌、乳癌、前立腺癌、卵巣

癌、濾胞性リンパ腫、膠芽腫、ｐ５３の変異または変化と関連した癌、脳腫瘍、

膀胱癌、子宮頸部癌、大腸癌、結腸直腸癌、肺の非小細胞癌、肺の小細胞癌、胃

癌など）、リンパ増殖性障害（例えば、リンパ節造影およびリンパ節腫瘍（例え

ば、ホジキン病））、微生物（例えば、ウイルス、細菌など）感染（例えば、Ｈ

ＩＶ－感染、ＨＩＶ－２感染、ヘルペスウイルス感染（ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２

、ＣＭＶ、ＶＺＶ、ＨＨＶ－６、ＨＨＶ－７、ＥＢＶを含むがこれらに限定され

ない）、アデノウイルス感染、ポックスウイルス感染、ヒトパピローマウイルス

感染、肝炎感染（例えば、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶなど）、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ

ｔｅｒ  ｐｙｌｏｒｉ感染、侵襲性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉａなど）、寄生

生物感染、腎炎、骨疾患（例えば、骨粗しょう症）、アテローム性動脈硬化症、

疼痛、心臓血管障害（例えば、新生血管形成、低血管形成または循環の減少（例

えば、虚血性疾患（例えば、心筋梗塞、発作など）））、ＡＩＤＳ、アレルギー

、炎症、神経変性性疾患（例えば、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮

性側索硬化症、色素性網膜症、小脳変性など）、移植拒絶（急性および慢性）、

対宿主性移植片病、骨髄形成異常症に起因する疾患（例えば、再生不良性貧血な

ど）、リウマチにおける関節組織破壊、肝臓疾患（例えば、急性および慢性肝炎

、肝臓損傷、および肝硬変）、自己免疫疾患（例えば、多発性硬化症、慢性関節

リウマチ、全身性エリテマトーデス、免疫複合体性糸球体腎炎、自己免疫性糖尿

病、自己免疫性血小板減少性紫斑病、グレーヴズ病、橋本甲状腺、炎炎症性自己

免疫疾患など）、心筋症（例えば、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（

例えば、糖尿病性腎症、糖尿病性ニューロパシー、糖尿病性網膜症）、インフル

エンザ、ぜん息、乾癬、骨髄炎、糸球体腎炎、敗血症性ショック、および潰瘍性

大腸炎が挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３０３】

  本発明のポリヌクレオチドおよび／もしくはポリペプチドならびに／あるいは

そのアゴニストおよび／もしくはアンタゴニストは、造血の調節、新脈管形成の

調節（例えば、促進）、創傷治癒（例えば、創傷、熱傷、および骨折）ならびに
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骨形成の調節において有用である。

      【０３０４】

  ＤＲ５ポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはＤＲ５のアゴニストは

、感染因子の処置および／または予防に用いられ得る。例えば、感染性因子に対

する免疫応答を上昇させることによって、特にＢ細胞および／またはＴ細胞の増

殖および分化を増加させることによって、感染性疾患が処置および／または予防

され得る。免疫応答は、既存の免疫応答を上昇させるか、または新たな免疫応答

を開始させるかのいずれかにより上昇され得る。あるいは、ＤＲ５ポリヌクレオ

チドもしくはポリペプチド、またはＤＲ５のアゴニストもしくはアンタゴニスト

はまた、必ずしも免疫応答を誘発することなく、感染因子を直接阻害し得る。

      【０３０５】

  ウイルスは、ＤＲ５ポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはＤＲ５ア

ゴニストにより処置および／または予防され得る疾患または症状を引き起こし得

る感染因子の一例である。ウイルスの例としては、以下のＤＮＡおよびＲＮＡの

ウイルスおよびウイルス科が挙げられるがこれらに限定されない：アルボウイル

ス、アデノウイルス科、アレナウイルス科、アルテリウイルス、ビルナウイルス

科、ブンヤウイルス科、カルシウイルス科、サルコウイルス科（Ｃｉｒｃｏｖｉ

ｒｉｄａｅ）、コロナウイルス科、デング熱ウイルス、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２

、フラビウイルス科、ヘパドナウイルス科（例えば、Ｂ型肝炎）、ヘルペスウイ

ルス科（例えば、サイトメガロウイルス、単純ヘルペス１および２、ヘルペス帯

状疱疹ウイルス、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、ヘルペスＢ型ウイル

ス、ならびにヒトヘルペスウイルス６，７および８）、モルビリウイルス科、ラ

ブドウイルス科（例えば、狂犬病ウイルス）、オルソミクソウイルス科（例えば

、インフルエンザＡウイルス、およびインフルエンザＢ）、パラミクソウイルス

科（例えば、パラインフルエンザウイルス）、パピローマウイルス、パポバウイ

ルス科、パルボウイルス科、ピコルナウイルス科（例えば、ＥＭＣＶおよびポリ

オウイルス）、ポックスウイルス科（例えば、痘瘡またはワクシニアウイルス）

、レオウイルス科（例えば、ロタウイルス）、レトロウイルス科（ＨＴＬＶ－Ｉ

、ＨＴＬＶ－ＩＩ、レンチウイルス）、ならびにトガウイルス科（例えば、ルビ
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ウイルス属）。これらのウイルスまたはウイルス科は、以下を含むがこれらに限

定されない種々の疾患または症状を引き起こし得る：関節炎、細気管支炎（ｂｒ

ｏｎｃｈｉｏｌｌｉｔｉｓ）、呼吸性疾患、脳炎、眼性感染症（例えば、結膜炎

、角膜炎）、慢性疲労症候群、肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｅ型、慢性活動性、デ

ルタ）、日本脳炎Ｂ型、アルゼンチン出血熱、チングニア、リフトバレー熱、黄

熱病、髄膜炎、痘瘡、日和見感染症（例えば、ＡＩＤＳ、カポージ肉腫）、肺炎

、バーキットリンパ腫、水痘、出血熱、麻疹、流行性耳下腺炎、パラインフルエ

ンザ、狂犬病、感冒、ポリオ、白血病、風疹、性感染症、皮膚病（例えば、カポ

ージ、いぼ）、ならびにウイルス血症。ＤＲ５ポリペプチドもしくはポリヌクレ

オチド、またはＤＲ５のアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて、任意のこ

れらの症状または疾患を処置、予防および／または検出し得る。特定の実施形態

において、ＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、またはアゴニストは、以下

の処置および／または予防に使用される：髄膜炎、デング熱、ＥＢＶ、および／

または肝炎。さらなる具体的な実施形態において、ＤＲ５ポリヌクレオチド、ポ

リペプチド、またはアゴニストは、１以上の他の市販の肝炎ワクチンに非応答性

の患者を処置するために使用される。さらに特定の実施形態において、ＤＲ５ポ

リヌクレオチド、ポリペプチド、またはアゴニストは、ＡＩＤＳを処置するため

に使用される。

      【０３０６】

  同様に、疾患または症状を引き起こし得、かつＤＲ５ポリヌクレオチドもしく

はポリペプチド、またはＤＲ５のアゴニストもしくはアンタゴニストによって処

置および／または予防され得る細菌あるいは真菌は、以下の細菌を含むがこれら

に限定されない。細菌としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：

      【０３０７】

【化３】
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真菌としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：

      【０３０８】

【化４】
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これらおよび他の細菌または真菌は、以下を含むがこれらに限定されない疾患ま

たは症状を引き起こし得る：菌血症、心内膜炎、眼感染症（結膜炎、ブドウ膜炎

）、歯肉炎、日和見感染症（例えば、ＡＩＤＳに関連した感染症）、爪周囲炎、

プロテーゼ関連感染症、ライター病、気道感染症（例えば、百日咳または蓄膿症

）、敗血症、ライム病、ネコ引っ掻き病、赤痢、パラチフス熱、食中毒、腸チフ

ス、肺炎、淋病、髄膜炎、クラミジア、梅毒、ジフテリア、ライ病、パラ結核、

結核、狼瘡、ボツリヌス中毒、壊疽、破傷風、膿痂疹、リウマチ熱、猩紅熱、性

感染病、皮膚病（例えば、蜂巣炎、皮膚真菌症（ｄｅｒｍａｔｏｃｙｃｏｓｅｓ

））、毒血症、尿路感染症、および創傷感染症。ＤＲ５ポリヌクレオチドもしく

はポリペプチド、またはＤＲ５のアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて、

任意のこれらの症状もしくは疾患を処置、予防および／または検出し得る。具体

的な実施形態において、ＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、またはそれら

のアゴニストは、以下を処置および／または予防するために使用される：破傷風

、ジフテリア、ボツリヅム、および／またはＢ型髄膜炎。

      【０３０９】

  さらに、ＤＲ５ポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはＤＲ５のアゴ

ニストにより処置および／または予防され得る、寄生性疾患または症状を引き起

こす寄生生物としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：

      【０３１０】

【化５】

を含むが、これらに限定されない原生動物寄生生物；ならびに
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      【０３１１】

【化６】

を含むが、これらに限定されない蠕虫寄生生物。これらの寄生生物は、以下を含

むがこれらに限定されない種々の疾患または症状を引き起こし得る：疥癬、ツツ

ガムシ病、眼性感染症（例えば、河川盲目症）、象皮病、腸疾患（例えば、赤痢

、ジアルジア鞭毛虫症）、肝臓疾患、肺疾患、日和見感染症（例えば、ＡＩＤＳ

関連）、マラリア、妊娠合併症、およびトキソプラスマ症。ＤＲ５ポリヌクレオ

チドもしくはポリペプチド、またはＤＲ５のアゴニストもしくはアンタゴニスト

を用いて、任意のこれらの症状または疾患を処置、予防および／または検出し得

る。特定の実施形態において、ＤＲ５ポリヌクレオチド、ポリペプチド、または

それらのアゴニストは、マラリアを処置および／または予防するために使用され

る。

      【０３１２】

  本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、ならびに／あるいは

それらのアゴニストおよび／またはアンタゴニストはまた、特定の抗原、腫瘍特

異的免疫応答、および／または抗ウイルス免疫応答に対する免疫応答性を増強す

るために、ワクチンアジュバントとして有用である。

      【０３１３】
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  抗ウイルス免疫応答を増強するアジュバント。アジュバントとして、本発明の

組成物を使用して増強され得る抗ウイルス免疫応答は、本明細書中に記載される

か、またはそうでなければ当該分野で公知のウイルス疾患もしくは症状、または

ウイルス関連性の疾患もしくは症状を含む。特定の実施形態において、本発明の

組成物は、以下からなる群より選択されるウイルス、疾患、または症状に対する

免疫応答を増強するためにアジュバントとして使用され得る：ＡＩＤＳ、髄膜炎

、デング熱、ＥＢＶおよび肝炎（例えば、Ｂ型肝炎）。別の特定の実施形態にお

いて、本発明の組成物は、以下からなる群より選択されるウイルス、疾患または

症状に対する免疫応答を増強するためにアジュバントとして使用される：ＨＩＶ

／ＡＩＤＳ、ＲＳウイルス、デング熱、ロタウイルス、日本脳炎Ｂ型、インフル

エンザＡおよびＢ、パラインフルエンザ、麻疹、サイトメガロウイルス、狂犬病

、アルゼンチン出血熱、チクングニヤ、リフトバレー熱、単純ヘルペスウイルス

、および黄熱病。

      【０３１４】

  アジュバントとして、本発明の組成物を使用して増強され得る抗細菌または抗

真菌免疫応答としては、本明細書中に記載されるか、またはそうでなければ当該

分野で公知である、細菌または真菌性疾患または症状、および細菌または真菌に

関連する疾患または症状が挙げられる。特定の実施形態において、本発明の組成

物は、以下からなる群より選択される細菌もしくは真菌、疾患または症状に対す

る免疫応答を増強するためにアジュバントとして使用される：破傷風、ジフテリ

ア、ボツリヌス中毒、および髄膜炎Ｂ型。別の特定の実施形態において、本発明

の組成物は、以下からなる群より選択される細菌に対する免疫応答を増強するた

めにアジュバントして使用される：

      【０３１５】

【化７】
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  アジュバントとして、本発明の組成物を使用して増強され得る抗寄生生物免疫

応答としては、本明細書中に記載されるか、またはそうでなければ当該分野で公

知である、寄生生物性疾患または症状、および寄生生物関連性疾患または症状が

挙げられる。特定の実施形態において、本発明の組成物は、寄生生物に対する免

疫応答を増強するためにアジュバントとして使用される。別の特定の実施形態に

おいて、本発明の組成物は、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ  ｓｐｐ．（マラリア）に対

する免疫応答を増強するためにアジュバントして使用される。

      【０３１６】

  より一般的には、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／もしくはポリペプ

チドならびに／あるいはそのアゴニストおよび／もしくはアンタゴニストは、免

疫応答を調節する（すなわち、上昇または減少させる）際に有用である。例えば

、本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドは、手術、外傷、放射

線治療、化学療法、および移植からの準備または回復において有用であり得る。

さらに、本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドは、また、高齢

の個体および免疫無防備状態の個体において免疫応答をブースとするため、なら

びに／または回復を促進するために、あるいは、免疫抑制治療を受ける前に個体

の免疫状態を上昇させる薬剤として、使用され有る。また、本発明のポリヌクレ

オチドおよび／もしくはポリペプチドは、より高い親和性の抗体を誘導するため

の薬剤として、または血清免疫グロブリン濃度を増加するための薬剤として、有

用であり得る。

      【０３１７】

  １つの実施形態において、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポ

リペプチド、ならびに／あるいはそのアゴニストは、骨髄移植および／または他
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の移植（例えば、同種異系器官移植または外因性器官移植）の前、間またはその

後に、免疫系エンハンサーとして使用され得る。移植に関して、本発明の組成物

は、移植の前、移植と同時、および／または移植の後に、投与され得る。特定の

実施形態において、本発明の組成物は、移植の後、Ｔ細胞集団の回復開始の前に

、投与される。別の特定の実施形態において、本発明の組成物は、まず、移植後

に、Ｔ細胞集団の回復開始後だが、Ｂ細胞集団の完全な回復の前に、投与される

。

      【０３１８】

  別の実施形態において、本発明のＤＲ５ポリペプチドおよび／またはポリヌク

レオチド、あるいはそのアゴニストは、Ｂ細胞免疫不全の個体間の免疫応答性を

ブーストするための因子として使用され得る。本発明のＤＲ５ポリヌクレオチド

および／またはポリペプチド、ならびに／あるいはそのアゴニストを投与するこ

とにより緩和または処置および／または予防され得るＢ細胞免疫不全としては、

重症複合型免疫不全（ＳＣＩＤ）、先天性無ガンマグロブリン血症、分類不能型

免疫不全、ヴィスコット－オールドリッチ症候群、および過剰ＩｇＭを伴うＸ連

鎖性免疫不全（Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ  ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ  ｗｉｔ

ｈ  ｈｙｐｅｒ  ＩｇＭ）が挙げられるが、こららに限定されない。

      【０３１９】

  さらに、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、なら

びに／あるいはそのアゴニストは、Ｂ細胞機能の後天的損失を有する個体の間で

免疫応答性をブーストするための因子として使用され得る。本発明のＤＲ５ポリ

ペプチドおよび／またはポリヌクレオチド、ならびに／あるいはそのアゴニスト

を投与することにより緩和、処置および／または予防され得る一時的免疫欠損を

生じる状態としては、ＨＩＶ感染、ＡＩＤＳ、骨髄移植、およびＢ細胞慢性リン

パ性白血病（ＣＬＬ）が、挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３２０】

  さらに、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、なら

びに／あるいはそのアゴニストは、一時的免疫不全を有する個体の間で免疫応答

性をブーストするための因子として使用され得る。本発明のＤＲ５ポリヌクレオ
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チドおよび／またはポリペプチド、ならびに／あるいはそのアゴニストを投与す

ることにより緩和、処置および／または予防され得る一時的免疫不全の後天性損

失を生じる状態としては、ウイルス感染（例えば、インフルエンザ）からの回復

、栄養失調に関係する状態、感染性単核細胞症からの回復、またはストレスに関

係する状態、麻疹からの回復、血液輸血からの回復、手術からの回復が挙げられ

るが、これらに限定されない。

      【０３２１】

  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、ならびに／あ

るいはそのアゴニストはまた、単球、樹状細胞および／またはＢ細胞による抗原

提示の調節因子として使用され得る。１つの実施形態において、ＤＲ５（可溶性

形態、膜結合形態または膜貫通形態）は、インビトロまたはインビボでの抗原提

示を増強するかまたは抗原提示と拮抗する。

      【０３２２】

  関連する実施形態において、この抗原提示の増強または拮抗作用は、抗腫瘍処

置としてかまたはその免疫系を調節するために、有用であり得る。例えば、本発

明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、ならびに／あるいは

そのアゴニストは、ＴＨ１細胞性応答とは対照的に、体液性応答（すなわち、Ｔ

Ｈ２）の発生へと個体の免疫系を向けるための因子として使用され得る。また、

本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、ならびに／ある

いはそのアゴニストは、病因（例えば、ＡＩＤＳ、慢性リンパ球障害および／ま

たは分類不能型免疫不全）におけるＢ細胞産生の刺激因子として使用され得る。

      【０３２３】

  別の実施形態において、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリ

ペプチド、ならびに／あるいはそのアゴニストは、腫瘍増殖を誘導するため、従

って抗腫瘍性因子に対してその腫瘍をより感受性にするための、手段として使用

され得る。例えば、多発性骨髄種は、ゆっくり分裂する疾患であり、従って事実

上すべての抗腫瘍性レジメンに対して治療抵抗性である。これらの細胞が無理に

より迅速に増殖させられた場合、おそらくその感受性プロフィールは変化する。

      【０３２４】
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  本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、ならびに／あ

るいはそのアゴニストが使用され得る他の実施形態としては、病因（例えば、Ａ

ＩＤＳ、慢性リンパ球障害および／または分類不能型免疫不全）におけるＢ細胞

産生の刺激因子として；手術、外傷または遺伝子欠損の後のリンパ系組織の産生

および／または再生のための治療として；ＳＣＩＤ患者の間で観察されるような

免疫不全を生じる、遺伝的障害についての遺伝子に基づく治療として；ＤＲ５媒

介性応答を阻害または増強するための抗体の産生のための抗原として；Ｔ細胞を

活性化するための手段として；移植前の骨髄サンプルの事前処理として（このよ

うな処理は、Ｂ細胞提示を増大し、それにより回復を促進させる）；ＤＲ５によ

り惹起される分泌サイトカインを調節する手段として；インビトロまたはインビ

ボでのＩｇＥ濃度を調節するため；ならびに喘息、鼻炎、および湿疹を含むがこ

れらに限定されない、ＩｇＥ媒介性アレルギー反応を処置および／または予防す

るため、が挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３２５】

  あるいは、本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、な

らびに／あるいはそのアゴニストは、例えば、自己免疫障害の処置および／また

は予防する際に、免疫抑制因子として有用である。特定の実施形態において、本

発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドは、慢性の炎症状態、アレ

ルギー状態または自己免疫状態（例えば、本明細書中に記載される状態さもなけ

れば当該分野で公知である状態）を処置および／または予防するために使用され

る。

      【０３２６】

  好ましくは、ＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、あるいは

そのＤＲ５のアゴニストを使用する処置は、患者に有効量のＤＲ５ポリペプチド

を投与することか、または患者から細胞を取り出し、その細胞にＤＲ５ポリペプ

チドを供給し、そしてその患者に操作した細胞を戻すこと（エキソビボ治療）の

いずれかによってであり得る。さらに、本明細書中にさらに考察されるように、

このＤＲ５ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、感染性疾患に対する免疫応

答を惹起するためのワクチンにおけるアジュバントとして使用され得る。
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      【０３２７】

  本発明のさらに好ましい実施形態としては、適用後におけるＤＲ５ポリペプチ

ドおよび機能性アゴニストの使用；免疫系をブーストするために動物（例えば、

マウス、ラット、ウサギ、ハムスター、モルモット、ブタ、ミクロピッグ（ｍｉ

ｃｒｏ－ｐｉｇ）、ニワトリ、ラクダ、ヤギ、ウマ、ウシ、ヒツジ、イヌ、ネコ

、非ヒト霊長類、およびヒト（最も好ましくは、ヒト））に投与して、１つ以上

の抗体（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、およびＩｇＥ）の量の増大を生じる

ため、より高親和性の抗体産生（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、およびＩｇ

Ｅ）を誘導するため、そして／または免疫応答を増強するため；あるいは機能性

の内因性抗体分子を産生し得ないか、さもなければ弱められた内因性免疫系を有

するが、別の動物由来の再構築または部分的再構築された免疫系によりヒト免疫

グロブリン分子を産生し得る動物（上記に列挙したものを含むがそれらに限定さ

れず、そしてトランスジェニック動物も含む）への投与が、挙げられるがこれら

に限定されない（例えば、公開されたＰＣＴ出願番号ＷＯ９８／２４８９３、Ｗ

Ｏ９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５およびＷＯ９１／１０７４１を参照

のこと）。

      【０３２８】

  ＤＲ５のアンタゴニストは、ＤＲ５レセプターの結合抗体および／または阻害

抗体、アンチセンス核酸、リボザイムまたは可溶性形態を含む。これらは、本明

細書中の活性の多くを逆転すること、ならびに以下の適用を含むがそれらに限定

されない臨床適用または実地適用を見出すことが、予期される。ＤＲ５アンタゴ

ニストは、外来因子または自己に対する免疫応答の種々の局面（例えば、自己免

疫障害（例えば、狼瘡、および関節炎、ならびに皮膚アレルギーに対する免疫応

答性、炎症、腸疾患、損傷および病原体）をブロックすることにより使用され得

る。本発明者らの現在のデータは、Ｂ細胞およびＴ細胞に関連する病因における

ＤＲ５の潜在的役割を直接に述べるが、他の細胞型がＤＲ５に対する発現または

応答性を獲得し得ることが可能なままである。従って、ＤＲ５は、ＣＤ４０およ

びそのリガンドと同様に、免疫系の状態および細胞が位置する微小環境によって

調節され得る。ＤＲ５アンタゴニストは、自己免疫疾患（例えば、特発性血小板
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減少性紫斑病、全身エリテマトーデス）と関連するＢ細胞増殖およびＩｇ分泌を

予防するための治療として；対宿主性移植片病または移植片拒絶のインヒビター

として；Ｂ細胞悪性疾患（例えば、ＡＬＬ、ホジキン病、非ホジキンリンパ種、

慢性リンパ性白血病、プラズマ細胞腫、多発性骨髄腫、バーキットリンパ腫、お

よびＥＢＶ形質転換疾患）の治療として；慢性高ガンマグロブリン血症事象（例

えば、原因不明の単一クローン性高ガンマグロブリン血症（ｍｏｎｏｃｌｏｎａ

ｌｇａｍｍｏｐａｔｈｙ  ｏｆ  ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ  ｓｉｇｎｉｆｉｃ

ａｎｃｅ）（ＭＧＵＳ）、ヴァルデンストレーム病、関連する特発性単一クロー

ン性高ガンマグロブリン血症、およびプラズマ細胞腫）の治療として；大Ｂ細胞

リンパ腫の細胞増殖を減少するための治療として；慢性骨髄性白血病と関連する

Ｂ細胞およびＩｇの関与を減少する手段として；あるいは免疫抑制剤として、使

用され得る。

      【０３２９】

  さらに、本発明のＤＲ５ポリペプチドまたはポリヌクレオチド、あるいはそれ

らのアンタゴニストは、インビトロまたはインビボでＩｇＥ濃度を調節するため

、あるいはＩｇＥ媒介性アレルギー反応（喘息、鼻炎および湿疹を含むが、これ

らに限定されない）を処置および／または予防するために、使用され得る。

      【０３３０】

  本明細書中に記載の本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプ

チド、ならびに／あるいはそのアゴニストおよび／またはアンタゴニストの治療

適用のすべては、ヒト医療におけるそれらの使用に加えて、脊椎動物医療におい

て使用され得る。本発明は、伴侶動物（イヌ、ネコ、フェレット、鳥類、および

ウマを含むがこれらに限定されない）；食用動物（ウシ、ブタ、ニワトリ、およ

びヒツジを含むがこれらに限定されない）；ならびに風変わりな動物（例えば、

動物園の動物）の処置を含む。

      【０３３１】

  上記に言及される適用は、広範な種類の宿主における使用を有する。このよう

な宿主としては、ヒト、マウス、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、マ

ウス、ラット、ハムスター、ブタ、ミクロピッグ（ｍｉｃｒｏ－ｐｉｇ）、ニワ
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トリ、ヤギ、ウシ、ヒツジ、イヌ、ネコ、非ヒト霊長類、およびヒトが挙げれら

れるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、この宿主は、マウス

、ウサギ、ヤギ、モルモット、ニワトリ、ラット、ハムスター、ブタ、ヒツジ、

イヌ、またはネコである。好ましい実施形態において、この宿主は哺乳動物であ

る。最も好ましい実施形態において、この宿主はヒトである。

      【０３３２】

  本明細書中に記載される本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよび／またはポリ

ペプチド、ならびに／あるいはそのアゴニストおよび／またはアンタゴニストは

、例えば、本明細書中に記載されるように、薬学的に受容可能なキャリアを含む

組成物において、使用され得る。

      【０３３３】

  １つの局面において、本発明は、本発明は、ＴＮＦ－ファミリーリガンドによ

り誘導されるアポトーシスを増強するための方法に関し、この方法は、このＤＲ

５ポリペプチドを発現する細胞に、ＤＲ５媒介性シグナル伝達を増強し得るＤＲ

５リガンド、アナログ、またはアゴニストの有効量を投与する工程を包含する。

好ましくは、ＤＲ５媒介性シグナル伝達は、アポトーシスの減少またはサイトカ

インおよび接着分子の発現の減少が示される疾患を、処置および／または予防す

るように増加される。アゴニストとしては、ＤＲ５の可溶性形態、およびＤＲ５

ポリペプチドに対するモノクローナル抗体が、挙げられ得る。

      【０３３４】

  さらなる局面において、本発明は、ＴＮＦ－ファミリーリガンドにより誘導さ

れるアポトーシスを阻害するための方法に関し、この方法は、このＤＲ５ポリペ

プチドを発現する細胞に、ＤＲ５媒介性シグナル伝達を減少し得るアンタゴニス

トの有効量を投与する工程を包含する。好ましくは、ＤＲ５媒介性シグナル伝達

は、アポトーシスまたはＮＦ－κＢ発現の増加が示される疾患を、処置および／

または予防するように減少される。アンタゴニストとしては、ＤＲ５の可溶性形

態（例えば、ＤＲ５の細胞外ドメインのすべてまたは一部を含む、ポリペプチド

）およびＤＲ５ポリペプチドに対するモノクローナル抗体が挙げられ得る。

      【０３３５】
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  「アゴニスト」によって、アポトーシスを増強または強化し得る、天然に存在

する化合物および合成の化合物が意図される。「アンタゴニスト」によって、ア

ポトーシスを阻害し得る、天然に存在する化合物および合成の化合物が意図され

る。本発明の任意の候補「アゴニスト」または「アンタゴニスト」がアポトーシ

スを増強し得るかまたは阻害し得るかは、当該分野で公知のＴＮＦ－ファミリー

リガンド／レセプター細胞応答アッセイ（以下により詳細に記載されるものを含

む）を用いて決定され得る。

      【０３３６】

  １つのこのようなスクリーニング手順は、本発明のレセプターを発現するよう

にトランスフェクトされたメラニン保有細胞の使用を包含する。このようなスク

リーニング技術は、１９９２年２月６日に公開された、ＰＣＴ  ＷＯ９２／０１

８１０に記載される。このようなアッセイは、例えば、本発明のレセプターポリ

ペプチドの活性化を阻害（または増強）する化合物についてスクリーニングする

ために使用され得、このスクリーニングは、レセプターをコードするメラニン保

有細胞をＴＮＦファミリーリガンドおよび候補アンタゴニスト（またはアゴニス

ト）の両方と接触させることによる。リガンドによって生成されるシグナルの阻

害または増強は、その化合物が、リガンド／レセプターシグナル伝達経路のアン

タゴニストまたはアゴニストであることを示す。

      【０３３７】

  他のスクリーニング技術には、レセプター活性化によって引き起こされる細胞

外ｐＨ変化を測定する系においてレセプターを発現する細胞（例えば、トランス

フェクトしたＣＨＯ細胞）の使用が含まれる。例えば、化合物は、本発明のレセ

プターポリペプチドを発現する細胞と接触され得、そしてセカンドメッセンジャ

ー応答（例えば、シグナル伝達またはｐＨ変化）が測定され得、その潜在的な化

合物がレセプターを活性化するかまたは阻害するかを決定し有る。

      【０３３８】

  別のこのようなスクリーニング技術は、そのレセプターをコードするＲＮＡを

Ｘｅｎｏｐｕｓ卵母細胞に導入して、そのレセプターを一過性に発現する工程を

包含する。次いで、そのレセプター卵母細胞は、レセプターリガンドおよびスク
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リーニングされる化合物と接触され得、続いてレセプターの活性化を阻害すると

考えられている化合物についてのスクリーニングの場合、カルシウムシグナルの

阻害または活性化を検出することによって行われ得る。

      【０３３９】

  別のスクリーニング技術には、構築物を細胞中で発現することが含まれ、ここ

でそのレセプターは、ホスホリパーゼＣまたはＤに連結されている。このような

細胞には、内皮細胞、平滑筋細胞、胚腎臓細胞なとが含まれる。このスクリーニ

ングは、本明細書中上記のように、ホスホリパーゼシグナルから、レセプターの

活性化またはレセプターの活性化の阻害の検出によって達成され得る。

      【０３４０】

  別の方法は、その表面上にレセプターを有する細胞への標識リガンドの結合の

阻害を決定することによって、本発明のレセプターポリペプチドの活性化を阻害

する化合物（アンタゴニスト）についてスクリーニングする工程を包含する。こ

のような方法は、レセプターをコードするＤＮＡで真核生物細胞をトランスフェ

クトして、その結果その細胞がその表面でそのレセプターを発現するようにする

工程、および標識した形態の既知のリガンドの存在下でその細胞を化合物と接触

させる工程を包含する。そのリガンドは、例えば、放射能によって標識され得る

。レセプターに結合した標識されたリガンドの量は、例えば、レセプターの放射

能を測定することによって測定される。その化合物が、レセプターに結合する標

識されたリガンドの減少によって決定されるようにレセプターに結合する場合、

そのレセプターに対する標識されたリガンドの結合は阻害される。

      【０３４１】

  本発明のアゴニストおよびアンタゴニストについてのさらなるスクリーニング

アッセイは、Ｔａｒｔａｇｌｉａ，Ｌ．Ａ．およびＧｏｅｄｄｅｌ，Ｄ．Ｖ．、

Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７（７）：４３０４－４３０７（１９９２）に記

載される。

      【０３４２】

  従って、さらなる局面において、候補アゴニストまたはアンタゴニストがＴＮ

Ｆファミリーリガンドに対する細胞応答を増強し得るかまたは阻害し得るかを決
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定するためのスクリーニング方法が提供される。この方法は、ＤＲ５ポリペプチ

ドを発現する細胞を候補化合物およびＴＮＦファミリーリガンドと接触させる工

程、細胞応答をアッセイする工程、ならびにその細胞応答を標準的な細胞応答と

比較する工程を包含し、その標準は、候補化合物の非存在下でリガンドとの接触

がなされた場合にアッセイされ、それによって、標準を上回る細胞応答の増加は

、その候補化合物がリガンド／レセプターシグナル伝達経路のアゴニストである

ことを示し、そして標準と比較して減少した細胞応答は、その候補化合物がリガ

ンド／レセプターシグナル伝達経路のアンタゴニストであることを示す。「細胞

応答をアッセイする」によって、候補化合物および／またはＴＮＦファミリーリ

ガンドに対する細胞応答を定性的または定量的に測定すること（例えば、Ｔ細胞

増殖またはＢ細胞増殖あるいはトリチウム化されたチミジン標識における、増加

または減少を決定または見積もること）が意図される。本発明によって、ＤＲ５

ポリペプチドを発現する細胞は、内因性ＴＮＦファミリーリガンドまたは外因性

投与されたＴＮＦファミリーリガンドのいずれかと接触され得る。

      【０３４３】

  本発明に従うアゴニストには、天然に存在する化合物および合成化合物（例え

ば、ＴＮＦファミリーリガンドペプチドフラグメント、トランスホーミング増殖

因子、神経伝達物質（例えば、グルタミン酸、ドパミン、Ｎ－メチル－Ｄ－アス

パラギン酸）、腫瘍サプレッサー（ｐ５３）、細胞溶解性Ｔ細胞、および代謝拮

抗物質）が含まれる。好ましいアゴニストには、化学療法剤（例えば、シスプラ

チン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、シトシンアラビノシド、ナイトロジェ

ンマスタード、メトトレキサート、およびビンクリスチン）が含まれる。他のア

ゴニストには、エタノールおよびアミロイドペプチドが含まれる（Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２６７：１４５７－１４５８（１９９５））。さらに好ましいアゴニストに

は、ＤＲ５ポリペプチドまたはそのフラグメントに対して惹起されたポリクロー

ナル抗体およびモノクローナル抗体が含まれる。ＴＮＦファミリーレセプターに

対して惹起されたこのようなアゴニスト抗体は、Ｔａｒｔａｇｌｉａ，Ｌ．Ａ．

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：９２９２－９２９

６（１９９１）；ならびにＴａｒｔａｇｌｉａ，Ｌ．Ａ．およびＧｏｅｄｄｅｌ
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，Ｄ．Ｖ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７（７）：４３０４－４３０７（１

９９２）に開示される。ＰＣＴ出願ＷＯ  ９４／０９１３７もまた参照のこと。

      【０３４４】

  本発明に従うアンタゴニストには、天然に存在する化合物および合成化合物（

例えば、ＣＤ４０リガンド、天然アミノ酸、亜鉛、エストロゲン、アンドロゲン

、ウイルス遺伝子（例えば、アデノウイルス  ＥｌＢ、バキュロウイルスｐ３５

およびＩＡＰ、牛痘ウイルスｃｒｍＡ、エプスタイン－バーウイルスＢＨＲＦ１

、ＬＭＰ－１、アフリカ豚コレラウイルスＬＭＷ５－ＨＬ、およびヘルペスウイ

ルスｙｌ  ３４．５）、カルパインインヒビター、システインプロテアーゼイン

ヒビター、および腫瘍プロモーター（例えば、ＰＭＡ、フェノバルビタール、お

よびα－ヘキサクロロシクロヘキサン））が含まれる。

      【０３４５】

  他の可能なアンタゴニストとしては、アンチセンス核酸が挙げられる。アンチ

センス技術は、アンチセンスＤＮＡもしくはＲＮＡを通して、または三重ヘリッ

クス形成を通して、遺伝子発現を制御するために使用され得る。アンチセンス技

術は、例えば、Ｏｋａｎｏ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．５６：５６０（１９９１

）；Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  ａｓ  Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＲＣ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，ＦＬ（１９８８）において議論される。三重

ヘリックス形成は、例えば、Ｌｅｅら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅ

ａｒｃｈ  ６：３０７３（１９７９）；Ｃｏｏｎｅｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４

１：４５６（１９８８）；およびＤｅｒｖａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１

３６０（１９９１）において議論される。この方法は、相補的ＤＮＡまたはＲＮ

Ａへのポリヌクレオチドの結合に基づく。

      【０３４６】

  例えば、本発明の成熟ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの５’コー

ド部分は、約１０～４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドを設

計するために使用され得る。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に関与する遺伝

子の領域に相補的であるように設計され、それによってレセプターの転写および
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産生を妨害する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドは、インビボでｍＲＮ

Ａにハイブリダイズし、そしてレセプターポリペプチドへのｍＲＮＡ分子の翻訳

をブロックする。上記のオリゴヌクレオチドはまた、そのアンチセンスＲＮＡま

たはＤＮＡがＤＲ５レセプターの産生を阻害するようにインビボで発現され得る

ように、細胞に送達され得る。

      【０３４７】

  １つの実施形態において、本発明のＤＲ５アンチセンス核酸は、外因性配列か

らの転写によって細胞内で産生される。例えば、ベクターまたはその部分は、転

写されて、本発明のアンチセンス核酸（ＲＮＡ）を産生する。このようなベクタ

ーは、ＤＲ５アンチセンス核酸をコードする配列を含む。このようなベクターは

、所望のアンチセンスＲＮＡを産生するために転写され得る限りにおいて、エピ

ソームのままであっても、または染色体に組み込まれてもよい。このようなベク

ターは、当該分野で標準的な組換えＤＮＡ技術方法によって構築され得る。ベク

ターは、脊椎動物細胞中での複製および発現のために使用される、プラスミド、

ウイルス、または当該分野において公知の他のものであり得る。ＤＲ５またはそ

のフラグメントをコードする配列の発現は、脊椎動物（好ましくは、ヒト）の細

胞において作用することが当該分野において公知の任意のプロモーターによって

であり得る。このようなプロモーターは、誘導性であってもまたは構成的であっ

てもよい。このようなプロモーターには、ＳＶ４０初期プロモーター領域（Ｂｅ

ｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ  ２９：３０４－３１０（１

９８１））、ラウス肉腫ウイルスの３’長末端反復に含まれるプロモーター（Ｙ

ａｍａｍｏｔｏら、Ｃｅｌｌ  ２２：７８７－７９７（１９８０））、ヘルペス

チミジンプロモーター（Ｗａｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４１－１４４５（１９８１））、メタロチオネイン

遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２（

１９８２））などが含まれるがこれらに限定されない。

      【０３４８】

  本発明のアンチセンス核酸は、ＤＲ５遺伝子のＲＮＡ転写物の少なくとも一部

に相補的な配列を含む。しかし、完全な相補性は、好ましいものの、必要なわけ
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ではない。「ＲＮＡの少なくとも一部に相補的な」配列とは、本明細書中で言及

される場合、ＲＮＡにハイブリダイズして、安定な二重鎖を形成し得るに十分な

相補性を有する配列を意味し；二本鎖ＤＲ５アンチセンス核酸の場合、一本鎖の

二重鎖ＤＮＡがそのように試験され得るか、または三重鎖形成がアッセイされ得

る。ハイブリダイズする能力は、相補性の程度およびアンチセンス核酸の長さの

両方に依存する。一般的に、ハイブリダイズする核酸が長いほど、それが二重鎖

を含み得、そしてなお安定な二重鎖（または場合によっては三重鎖）を形成し得

るＤＲ５  ＲＮＡとの塩基のミスマッチがより多くなる。当業者は、ハイブリダ

イズした複合体の融点を決定するための標準的な手段の使用によってミスマッチ

の許容できる程度を確認し得る。

      【０３４９】

  メッセージの５’末端に相補的なオリゴヌクレオチド（例えば、ＡＵＧ開始コ

ドンまでおよびＡＵＧ開始コドンを含む５’非翻訳配列）は、翻訳を阻害する際

に最も効率的に働くはずである。しかし、ｍＲＮＡの３’非翻訳配列に相補的な

配列は、ｍＲＮＡの翻訳を阻害する際にも同様に有効であることが示されてきた

。一般的には、Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．、Ｎａｔｕｒｅ  ３７２：３３３－３３５（

１９９４）を参照のこと。従って、図１に示されるＤＲ５の５’非翻訳非コード

領域または３’ 非翻訳非コード領域のいずれかに相補的なオリゴヌクレオチド

は、内因性ＤＲ５  ｍＲＮＡの翻訳を阻害するためのアンチセンスアプローチに

おいて使用され得る。ｍＲＮＡの５’非翻訳領域に相補的なオリゴヌクレオチド

は、ＡＵＧ開始コドンの相補物を含むべきである。ｍＲＮＡコード領域に相補的

なアンチセンスオリゴヌクレオチドは、翻訳のより効率的でないインヒビターで

あるが、本発明に従って使用され得る。ＤＲ５  ｍＲＮＡの５’、３’、または

コード領域にハイブリダイズするように設計されたかどうかに関わらず、アンチ

センス核酸は、少なくとも６ヌクレオチド長であるべきであり、そして好ましく

は、６～約５０ヌクレオチド長の範囲のオリゴヌクレオチドである。特定の局面

において、このオリゴヌクレオチドは、少なくとも約１０ヌクレオチド、少なく

とも約１７ヌクレオチド、少なくとも約２５ヌクレオチド、または少なくとも約

５０ヌクレオチドである。
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      【０３５０】

  本発明のポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖のＤＮＡもしくはＲＮＡま

たはそのキメラ混合物または誘導体または修飾バージョンであり得る。このオリ

ゴヌクレオチドは、塩基部分、糖部分、またはリン酸骨格で修飾されて、例えば

、分子の安定性、ハイブリダイゼーションなどを改善し得る。このオリゴヌクレ

オチドは、ペプチドのような他の付加された基（例えば、インビボで宿主細胞レ

セプターを標的化するために）または細胞膜を横切る輸送を容易にするための薬

剤（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ，Ｓｃｉ．

Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－６５５６（１９８９）；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８４．６４８－６５２（１

９８７）；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０（１９８８年１２月１５日公開

）を参照のこと）、または血液脳関門横切る輸送を容易にするための薬剤（例え

ば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３４（１９８８年４月２５日公開）を参照

のこと）、ハイブリダイゼーションによって誘発される切断剤（例えば、Ｋｒｏ

ｌら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６（１９８８）を参照の

こと）またはインターカレート（ｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇ）薬剤（例えば、

Ｚｏｎ，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９－５４９（１９８８）を参照のこと）

を含み得る。この目的のために、このオリゴヌクレオチドは、別の分子（例えば

、ペプチド、ハイブリダイゼーションによって誘発される架橋剤、輸送剤、ハイ

ブリダイゼーションによって誘発される切断剤など）と結合体化され得る。

      【０３５１】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの改変された塩基部分を

含み得、この塩基部分は、以下を含むがそれらに限定されない群から選択される

：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨー

ドウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カル

ボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２

－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシ

ル、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデ

ニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、
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２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシ

トシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシ

ル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルキュー

オシン、５－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－

メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）

、ワイブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシル、キュー

オシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル

、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエ

ステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、３

－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ

、および２，６－ジアミノプリン。

      【０３５２】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、以下を含むがそれらに限定されない

群から選択される少なくとも１つの改変された糖部分を含み得る：アラビノース

、２－フルオロアラビノース、キシルロース、およびヘキソース。

      【０３５３】

  さらなる別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、以下を

含むがそれらに限定されない群から選択される少なくとも１つの改変されたリン

酸骨格を含む：ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロアミドチ

オエート、ホスホロアミデート（ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄａｔｅ）、ホスホロ

ジアミデート、メチルホスホネート、アルキルホスホトリエステル、およびホル

ムアセタール（ｆｏｒｍａｃｅｔａｌ）またはそれらのアナログ。

      【０３５４】

  さらに別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、－アノマ

ーオリゴヌクレオチドである。－アノマーオリゴヌクレオチドは、相補的なＲＮ

Ａと特異的な二本鎖ハイブリッドを形成し、通常の－ユニットとは反対に、その

鎖は互いに平行にする（Ｇａｕｔｉｅｒら、１９８７、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  

Ｒｅｓ．、１５：６６２５－６６４１）。このオリゴヌクレオチドは、２－０－

メチルリボヌクレオチドであるか（Ｉｎｏｕｅら、１９８７、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉ
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ｄｓ  Ｒｅｓ．、１５：６１３１－６１４８）、またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡア

ナログである（Ｉｎｏｕｅら、１９８７、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２１５：３２７

－３３０）。

      【０３５５】

  本発明による潜在的なアンタゴニストはまた、触媒ＲＮＡ、すなわちリボザイ

ムを含む（例えば、ＰＣＴ国際公開ＷＯ９０／１１３６４、１９９０年１０月４

日公開；Ｓａｒｖｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４７：１２２２－１２２５（１９

９０）を参照のこと）。一方、部位特異的認識配列でｍＲＮＡを切断するリボザ

イムを使用して、ＤＲ５  ｍＲＮＡを破壊し得るが、ハンマーヘッド型リボザイ

ムの使用が好ましい。ハンマーヘッド型リボザイムは、標的ｍＲＮＡと相補的な

塩基対を形成する隣接領域により決定される位置で、ｍＲＮＡを切断する。たっ

た１つの必要条件は、標的ｍＲＮＡが以下の２つの塩基配列を有することである

：５’－ＵＧ－３’。ハンマーヘッド型リボザイムの構築および生成は当該分野

で周知であり、そしてＨａｓｅｌｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ、Ｎａｔｕｒｅ、

３３４：５８５－５９１（１９８８）により十分に記載される。ＤＲ５のヌクレ

オチド配列（図１）内に多くの潜在的なハンマーヘッド型リボザイム切断部位が

存在する。好ましくは、このリボザイムは、切断認識部位がＤＲ５  ｍＲＮＡの

５’末端付近に位置するように；すなわち、効率を増大し、そして非機能的ｍＲ

ＮＡ転写物の細胞内蓄積を最小化するように、操作される。リボザイムをコード

するＤＮＡ構築物は、ＤＮＡをコードするアンチセンスの導入についての上記と

同様の様式で細胞に導入され得る。リボザイムは、アンチセンス分子とは違って

触媒性であるので、より低い細胞内濃度が効率のために必要である。

      【０３５６】

  本発明によるさらなるアンタゴニストは、ＤＲ５の可溶性型（すなわち、全長

レセプターの細胞外領域からリガンド結合ドメインを含むＤＲ５フラグメント）

を含む。レセプターのこのような可溶性型（天然に存在するか、または合成であ

り得る）は、ＴＮＦ－ファミリーリガンドへの結合について細胞表面ＤＲ５と競

合することにより、ＤＲ５媒介性シグナリングに拮抗する。従って、リガンド結

合ドメインを含むレセプターの可溶性型は、ＴＮＦ－ファミリーリガンドによっ
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て誘導されるアポトーシスを阻害し得る、新規サイトカインである。これらは、

モノマーとして発現され得るが、好ましくは、二量体または三量体として発現さ

れる。なぜなら、これらはアンタゴニストとしての可溶性レセプターの単量体の

形態（例えば、ＩｇＧＦｃ－ＴＮＦレセプターファミリー融合体）より優れるこ

とが示されているからである。その他のこのようなサイトカインは当該分野で公

知であり、Ｆａｓリガンドにより誘導されるアポトーシスを制限するように生理

学的に作用する、Ｆａｓ  Ｂ（マウスＦａｓレセプターの可溶性形態）を含む（

Ｈｕｇｈｅｓ，Ｄ．Ｐ．およびＣｒｉｓｐｅ，Ｉ．Ｎ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．

１８２：１３９５－１４０１（１９９５））。

      【０３５７】

  上で議論されるように、本明細書で使用される用語「抗体」（Ａｂ）または「

モノクローナル抗体」（ｍＡｂ）は、抗原に結合し得るインタクトな分子ならび

にそれらのフラグメント（例えば、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）2フラグメント）

を含むことを意味する。Ｆａｂ、Ｆａｂ’、およびＦ（ａｂ’）2フラグメント

はインタクトな抗体のＦｃフラグメントを欠落し、循環からより迅速に除去され

、そしてインタクトな抗体の非特異的な組織へのより少ない結合を有し得る（Ｗ

ａｈｌら、Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．２４：３１６－３２５（１９８３））。

      【０３５８】

  本発明による抗体は、本発明のＤＲ５免疫原を使用する種々の方法のいずれか

により、調製され得る。示されるように、このようなＤＲ５免疫原は、全長ＤＲ

５ポリペプチド（リーダー配列を含むか、または含まなくとも良い）およびＤＲ

５ポリペプチドフラグメント（例えば、リガンド結合ドメイン、膜貫通ドメイン

、細胞内ドメインおよび死ドメイン）を含む。

      【０３５９】

  本発明の抗体は、本発明のポリペプチド配列の位置および活性に関して、当該

分野で公知の方法（例えば、これらのポリペプチドを画像化するため、適切な生

理学的サンプルにおけるそのレベルを測定するためなど）において使用され得る

。抗体はまた、ＤＲ５のアゴニストおよびアンタゴニストとして、イムノアッセ

イおよび治療法における使用もまた有する。
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      【０３６０】

  ＤＲ５ドメインに結合するタンパク質および他の化合物はまた、本発明の候補

アゴニストおよび候補アンタゴニストである。このような結合化合物は、酵母ツ

ーハイブリッドシステムを用いて「捕捉され」得る（ＦｉｅｌｄｓおよびＳｏｎ

ｇ，Ｎａｔｕｒｅ  ３４０：２４５－２４６（１９８９））。酵母ツーハイブリ

ッドシステムの改変型は、Ｒｏｇｅｒ  Ｂｒｅｎｔおよび彼の共同研究者らによ

って記載されている（Ｇｙｕｒｉｓ，Ｊ．ら、Ｃｅｌｌ  ７５：７９１－８０３

（１９９３）；Ｚｅｒｖｏｓ，Ａ．Ｓ．ら、Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２（

１９９３））。好ましくは、酵母ツーハイブリッドシステムは、ＤＲ５リガンド

結合ドメインまたはＤＲ５細胞内ドメインのいずれかに結合する化合物を捕捉す

るために、本発明に従って使用される。このような化合物は、本発明の良い候補

アゴニストおよび良い候補アンタゴニストである。

      【０３６１】

  「ＴＮＦ－ファミリーリガンド」によって、ＴＮＦレセプターファミリーのメ

ンバーに結合し得る、天然に存在するリガンド、組換えリガンド、および合成リ

ガンドが意図され、これは、リガンド／レセプターシグナリング経路を誘導し得

る。ＴＮＦリガンドファミリーのメンバーには、ＤＲ５リガンド、ＴＲＡＩＬ、

ＴＮＦ－α、リンホトキシン－α（ＬＴ－α、ＴＮＦ－βとしても公知である）

、ＬＴ－β（複合体へテロトリマーＬＴ－α２－βに見出される）、ＦａｓＬ、

ＣＤ４０、ＣＤ２７、ＣＤ３０、４－１ＢＢ、ＯＸ４０、および神経成長因子（

ＮＧＦ）が含まれるが、これらに限定されない。ＤＲ５およびその誘導体（フラ

グメントを含む）ならびにそのアナログのＴＲＡＩＬに結合する能力を決定する

ために行われ得るアッセイの例は、以下の実施例６に記載される。

      【０３６２】

  （遺伝子治療）

  特定の実施形態において、抗体またはその機能的誘導体をコードする配列を含

む核酸は、本発明のポリペプチドの異常な発現および／または活性に関連した疾

患または障害を処置、阻害および／または予防するために、遺伝子治療の目的で

投与される。遺伝子治療とは、発現したか、または発現可能な核酸の、被験体へ
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の投与により行われる治療をいう。本発明のこの実施形態において、核酸は、そ

れらのコードされたタンパク質を産生し、そのタンパク質は治療効果を媒介する

。

      【０３６３】

  当該分野で利用可能な遺伝子治療のための任意の方法は、本発明に従って使用

され得る。例示的な方法が以下に記載される。

      【０３６４】

  遺伝子治療の方法の一般的な概説については、Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌら，Ｃｌｉ

ｎｉｃａｌ  Ｐｈａｒｍａｃｙ  １２：４８８－５０５（１９９３）；Ｗｕおよ

びＷｕ，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ  ３：８７－９５（１９９１）；Ｔｏｌｓｔｏｓ

ｈｅｖ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２：５７３

－５９６（１９９３）；Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６０：９２６－

９３２（１９９３）；ならびにＭｏｒｇａｎおよびＡｎｄｅｒｓｏｎ，Ａｎｎ．

Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６２：１９１－２１７（１９９３）；Ｍａｙ，ＴＩＢ

ＴＥＣＨ  １１（５）：１５５－２１５（１９９３）を参照のこと。使用され得

る、組換えＤＮＡ技術分野において一般的に公知である方法は、Ａｕｓｕｂｅｌ

ら（編），Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  

Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９３）；および

Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  ａｎｄ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ

ｎ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ

，ＮＹ（１９９０）に記載される。

      【０３６５】

  好ましい局面において、化合物は抗体をコードする核酸配列を含有し、上記核

酸配列は、適切な宿主において、抗体、またはそのフラグメントもしくはキメラ

タンパク質、あるいはその重鎖もしくは軽鎖を発現する発現ベクターの一部であ

る。特に、このような核酸配列は、抗体コード領域に作動可能に連結したプロモ

ーターを有し、上記プロモーターは誘導性であるかまたは構成性であり、そして

必要に応じて組織特異的である。別の特定の実施形態においては、抗体をコード

する配列および任意の他の所望の配列がゲノム中の所望の部位での相同組換えを
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促進する領域に隣接した核酸分子が使用され、従って抗体をコードする核酸の染

色体内の発現を提供する（ＫｏｌｌｅｒおよびＳｍｉｔｈｉｅｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８９３２－８９３５（１９８９）；

Ｚｉｊｌｓｔｒａら，Ｎａｔｕｒｅ  ３４２：４３５－４３８（１９８９））。

特定の実施形態において、発現した抗体分子は単鎖抗体であるか；あるいはこの

核酸配列は、この抗体の重鎖および軽鎖の両方をコードする配列またはそのフラ

グメントを含む。

      【０３６６】

  核酸の患者への送達は、直接的（この場合、患者は核酸または核酸保有ベクタ

ーに直接的に曝される）か、または間接的（この場合、細胞は最初にインビトロ

で核酸で形質転換され、次いで患者に移植される）のいずれかであり得る。これ

らの２つのアプローチは、インビボ遺伝子治療として、またはエキソビボ遺伝子

治療としてそれぞれ公知である。

      【０３６７】

  特定の実施形態において、核酸配列はインビボで直接的に投与され、そこで核

酸配列は発現されて、コードされた生成物を産生する。これは、当該分野で公知

の多数の方法（例えば、それらを適切な核酸発現ベクターの一部分として構築し

、そしてそれを（例えば、欠損性または弱毒化したレトロウイルスまたは他のウ

イルスベクター（米国特許第４，９８０，２８６号を参照のこと）を用いる感染

により）細胞内になるように投与することにより、あるいは、裸のＤＮＡの直接

注射により、あるいは、微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃；Ｂｉｏｌ

ｉｓｔｉｃ、Ｄｕｐｏｎｔ）の使用により、あるいは脂質または細胞表面のレセ

プターでコーティングするか、もしくは薬剤をトランスフェクトすることにより

、あるいは、リポソーム、微粒子、またはマイクロカプセル中へのカプセル化に

より、あるいは、それらを核に入ることが公知であるペプチドと結合させて投与

することにより、レセプター媒介のエンドサイトーシスを受けるリガンドと結合

させて投与することにより（例えば、ＷｕおよびＷｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ

．２６２：４４２９－４４３２（１９８７）を参照のこと）（レセプターを特異

的に発現する細胞の型を標的にするために用いられ得る）などのいずれかにより
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達成され得る。別の実施形態において、核酸－リガンド複合体が形成され得、こ

こで、このリガンドはエンドソームを破壊するフソジェニック（ｆｕｓｏｇｅｎ

ｉｃ）ウイルス性ペプチドを含み、この核酸がリソゾーム分解を回避することを

可能にする。さらに別の実施形態において、核酸は、特定のレセプターを標的化

することにより、細胞特異的な取り込みおよび発現についてインビボで標的化さ

れ得る（例えば、１９９２年４月１６日のＰＣＴ公開第ＷＯ９２／０６１８０号

（Ｗｕら）；１９９２年１２月２３日の同第ＷＯ９２／２２６３５号（Ｗｉｌｓ

ｏｎら）；１９９２年１１月２６日の同第ＷＯ９２／２０３１６号（Ｆｉｎｄｅ

ｉｓら）；１９９３年７月２２日の同第ＷＯ９３／１４１８８号（Ｃｌａｒｋｅ

ら）、１９９３年１０月１４日の同第ＷＯ９３／２０２２１号（Ｙｏｕｎｇ）を

参照のこと）。あるいは、核酸は、細胞内部に導入され得、そして相同組換えに

より、発現のために宿主細胞ＤＮＡ中に組み込まれ得る（ＫｏｌｌｅｒおよびＳ

ｍｉｔｈｉｅｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８９

３２－８９３５（１９８９）；Ｚｉｊｌｓｔｒａら，Ｎａｔｕｒｅ  ３４２：４

３５－４３８（１９８９））。

      【０３６８】

  特定の実施形態において、本発明の抗体をコードする核酸配列を含むウイルス

ベクターが使用される。例えば、レトロウイルスベクターが用いられ得る（Ｍｉ

ｌｌｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：５８１－５９９（１９９３）

を参照のこと）。これらのレトロウイルスベクターは、ウイルス性ゲノムのパッ

ケージングおよび宿主細胞ＤＮＡへの組込みのために必要でないレトロウイルス

配列を欠失している。遺伝子治療において使用される抗体をコードする核酸配列

は、一つ以上のベクター中にクローニングされ、これは、患者内への遺伝子の送

達を容易にする。レトロウイルスベクターに関するさらなる詳細は、Ｂｏｅｓｅ

ｎら，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ  ６：２９１－３０２（１９９４）（これは、幹細

胞を化学療法に対してより耐性にするために、ｍｄｒ１遺伝子を造血性幹細胞に

送達するための、レトロウイルスベクターの使用を記載する）に見出され得る。

遺伝子治療におけるレトロウイルスベクターの使用を説明する他の参考文献は、

以下である：Ｃｌｏｗｅｓら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９３：６４４－６
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５１（１９９４）；Ｋｉｅｍら，Ｂｌｏｏｄ  ８３：１４６７－１４７３（１９

９４）；ＳａｌｍｏｎｓおよびＧｕｎｚｂｅｒｇ，Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈ

ｅｒａｐｙ  ４：１２９－１４１（１９９３）；ならびにＧｒｏｓｓｍａｎおよ

びＷｉｌｓｏｎ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｄｅ

ｖｅｌ．３：１１０－１１４（１９９３）。

      【０３６９】

  アデノウイルスは、遺伝子治療において使用され得る他のウイルスベクターで

ある。アデノウイルスは、特に、気道上皮へ遺伝子を送達するための魅力的なビ

ヒクルである。アデノウイルスは、自然に気道上皮に感染し、そこで軽い疾患を

起こす。アデノウイルスベースの送達システムの他の標的は、肝臓、中枢神経系

、内皮細胞、および筋肉である。アデノウイルスは、非分裂細胞を感染すること

ができるという利点を有する。ＫｏｚａｒｓｋｙおよびＷｉｌｓｏｎ，Ｃｕｒｒ

ｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍ

ｅｎｔ  ３：４９９－５０３（１９９３）は、アデノウイルスベースの遺伝子治

療の概説を示す。Ｂｏｕｔら，Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ５：３

－１０（１９９４）は、アカゲザルの気道上皮に遺伝子を移すためのアデノウイ

ルスベクターの使用を示した。遺伝子治療におけるアデノウイルスの使用の他の

例は、Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５２：４３１－４３４（１９

９１）；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら，Ｃｅｌｌ  ６８：１４３－１５５（１９９２）

；Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｉら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９１：２２５－２

３４（１９９３）；ＰＣＴ公開第ＷＯ９４／１２６４９号；およびＷａｎｇら，

Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ２：７７５－７８３（１９９５）に見出され得る。

好ましい実施形態において、アデノウイルスベクターが使用される。

      【０３７０】

  アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）はまた、遺伝子治療における使用が提案されて

きた（Ｗａｌｓｈら，Ｐｒｏｃ．Ｓｏｃ．Ｅｘｐ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．２０４：

２８９－３００（１９９３）；米国特許第５，４３６，１４６号）。

      【０３７１】

  遺伝子治療への別のアプローチは、エレクトロポレーション、リポフェクショ
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ン、リン酸カルシウム媒介トランスフェクション、またはウイルス感染のような

方法により、組織培養中の細胞へ遺伝子を移入する工程を包含する。通常、移入

の方法は、選択マーカーの細胞への移入を含む。次いで、細胞は、移入された遺

伝子を取り込みそして発現する細胞を単離するために選択下に置かれる。次いで

、それらの細胞は患者に送達される。

      【０３７２】

  この実施形態においては、得られた組換え細胞のインビボ投与の前に、核酸が

細胞に導入される。このような導入は、当該分野において公知の任意の方法によ

り実施され得、それらの方法としては以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：トランスフェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクショ

ン、核酸配列を含むウイルスベクターまたはバクテリオファージベクターでの感

染、細胞融合、染色体媒介の遺伝子移入、マイクロセル媒介の遺伝子移入、スフ

ェロプラスト融合など。外来遺伝子の細胞への導入については、当該分野におい

て多数の技術が公知であり（例えば、ＬｏｅｆｆｌｅｒおよびＢｅｈｒ，Ｍｅｔ

ｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：５９９－６１８（１９９３）；Ｃｏｈｅｎら，Ｍ

ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：６１８－６４４（１９９３）；Ｃｌｉｎｅ，

Ｐｈａｒｍａｃ．Ｔｈｅｒ．２９：６９－９２（１９８５）を参照のこと）、そ

してレシピエント細胞の必要な発生的および生理学的機能が破壊されないならば

、本発明に従って使用され得る。この技術は、細胞への核酸の安定した移入を提

供するべきであり、その結果、この核酸は、細胞により発現可能であり、好まし

くは、その細胞の子孫により遺伝性でかつ発現可能である。

      【０３７３】

  得られた組換え細胞は、当該分野において公知の様々な方法により、患者へ送

達され得る。組換え血球（例えば、造血幹細胞または造血前駆細胞）は、好まし

くは、静脈内に投与される。使用が考えられる細胞の量は、所望の効果、患者の

状態などに依存し、当業者により決定され得る。

      【０３７４】

  遺伝子治療の目的のために核酸が導入され得る細胞は、任意の所望の入手可能

な細胞型を包含し、以下を含むがそれらに限定されない：上皮細胞、内皮細胞、
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ケラチノサイト、線維芽細胞、筋細胞、肝細胞；Ｔリンパ球、Ｂリンパ球、単球

、マクロファージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球のような血球；様々な幹細

胞または前駆細胞、特に、造血幹細胞または造血前駆細胞（例えば、骨髄、臍帯

血、末梢血、胎児の肝臓などから得られるような細胞）。

      【０３７５】

  好ましい実施形態において、遺伝子治療に使用される細胞は、患者に対して自

己である。

      【０３７６】

  遺伝子治療において組換え細胞が使用される実施形態において、抗体をコード

する核酸配列は、細胞またはそれらの子孫により核酸配列が発現可能であるよう

に細胞に導入され、そして次いで組み換え細胞は、治療的効果のためにインビボ

で投与される。具体的な実施形態において、幹細胞または前駆細胞が用いられる

。インビトロで単離され得、そしてインビトロで維持され得る任意の幹細胞およ

び／または前駆細胞は、本発明のこの実施形態に従って潜在的に使用され得る（

例えば、１９９４年４月２８日のＰＣＴ公開第ＷＯ９４／０８５９８号：Ｓｔｅ

ｍｐｌｅおよびＡｎｄｅｒｓｏｎ，Ｃｅｌｌ  ７１：９７３－９８５（１９９２

）；Ｒｈｅｉｎｗａｌｄ，Ｍｅｔｈ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏ．２１Ａ：２２９（１９

８０）；ならびにＰｉｔｔｅｌｋｏｗおよびＳｃｏｔｔ，Ｍａｙｏ  Ｃｌｉｎｉ

ｃ  Ｐｒｏｃ．６１：７７１（１９８６）を参照のこと）。

      【０３７７】

  特定の実施形態において、遺伝子治療の目的で導入されるべき核酸は、コード

領域に作動可能に連結された誘導性プロモーターを含有し、その結果、核酸の発

現は、適切な転写誘導因子の存在または不在を制御することにより制御可能であ

る。

      【０３７８】

  （投与の形態）

  本発明は、被験体への有効量の本発明の化合物または薬学的組成物、好ましく

は本発明のポリペプチドまたは抗体の投与による処置、阻害および予防の方法を

提供する。好ましい局面において、化合物は実質的に精製される（例えば、その
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効果を制限するかまたは望ましくない副作用を生じる物質は実質的にない）。被

験体は好ましくは、ウシ、ブタ、ウマ、ニワトリ、ネコ、イヌなどの動物が挙げ

られるがそれらに限定されない動物であり、そして好ましくは哺乳動物であり、

そして最も好ましくはヒトである。

      【０３７９】

  化合物が核酸または免疫グロブリンを含む場合に使用され得る処方および投与

方法は、上記に記載され；さらなる適切な処方および投与経路は、本明細書中で

以下に記載されたものの中から選択され得る。

      【０３８０】

  本明細書中に記載されるアゴニストまたはアンタゴニストは、インビトロ、エ

キソビボ、またはインビボで、細胞に投与され得る。それらは、本発明のレセプ

ターを発現する。アゴニストまたはアンタゴニストの「有効量」の投与とは、化

合物の量を意図する。これは、ＴＮＦファミリーリガンドの細胞応答を、十分に

増強または阻害し、そしてポリペプチドを含む。特に、アゴニストまたはアンタ

ゴニストの「有効量」の投与とは、ＤＲ５媒介性アポトーシスを増強または阻害

する有効量を意図する。もちろん、アポトーシスが増強されることが望まれる場

合、本発明に従うアゴニストは、ＴＮＦファミリーリガンドと共に投与され得る

。当業者は以下のことを理解する。アゴニストまたはアンタゴニストの有効量が

、経験的に決定され得、そして純粋な形態または薬学的に受容可能な塩の形態、

エステルの形態、あるいはプロドラッグの形態で使用され得ることを理解する。

アゴニストまたはアンタゴニストは、１以上の薬学的に受容可能な賦形剤と組み

合わされた組成物において投与され得る（すなわち、キャリア）。

      【０３８１】

  以下のことが理解される。ヒト患者に投与される場合、本発明の化合物および

組成物の全体の日々の使用は、主治医である医師によって信頼できる医療の判断

の範囲内で決定される。任意の特別な患者に対する特定の治療有効量の用量レベ

ルは、医療分野で周知の因子に依存する。

      【０３８２】

  一般的提案として、１用量あたりで非経口投与されるＤＲ５ポリペプチドの総
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薬学的有効量は、患者の体重の約１μｇ／ｋｇ／日～１０ｍｇ／ｋｇ／日の範囲

であるが、上記のように、これは治療的自由裁量に供される。より好ましくは、

この用量は、少なくとも０．０１ｍｇ／ｋｇ／日、そして最も好ましくはヒトに

ついて、ホルモンに関して約０．０１ｍｇ／ｋｇ／日と１ｍｇ／ｋｇ／日との間

である。連続的に与えられる場合、ＤＲ５アドニストまたはアンタゴニストは、

代表的には、約１μｇ／ｋｇ／時間～約５０μｇ／ｋｇ／時間の用量速度で、１

日あたり１～４回の注射、または例えば、ミニポンプを用いる連続的皮下注入の

いずれかにより投与される。静脈内バック溶液もまた用いられ得る。

      【０３８３】

  投与はまた、患者に特異的な様式でアレンジされ、決定された濃度のアゴニス

トまたはアンタゴニストを血液に提供する（ＲＩＡ技術によって決定されたよう

に）。従って、患者に投与することは、調節され得、ＲＩＡによって測定される

血液レベルによってレギュラーな継続を達成する。そのオーダーは、５０～１０

００ｎｇ／ｍｌ、好ましくは１５０～５００ｎｇ／ｍｌである。

      【０３８４】

  アゴニストまたはアンタゴニスト（本発明のＤＲ５ポリヌクレオチドおよびポ

リペプチドを含む）、および薬学的に受容可能なキャリアまたは賦形剤を含む薬

学的組成物が提供され、これは、経口投与、直腸投与、非経口投与、槽内（ｉｎ

ｔｒａｃｉｓｔｅｍａｌｌｙ）投与、鞘膜内投与、腹腔内投与、局所投与（散剤

、軟膏、ドロップまたは経皮パッチによって）、頬投与され得るか、あるいは経

口スプレーまたは経鼻スプレーとして投与され得る。重要なことに、アゴニスト

およびＴＮＦ－ファミリーリガンドを同時投与することによって、臨床的な副作

用は、リガンドおよびアゴニストの両方のより低い用量によって軽減され得る。

特定の治療適用の緊急性に依存して、アゴニストがＴＮＦ－ファミリーリガンド

の前に、後に、またはＴＮＦ－ファミリーリガンドと同時に「同時投与」され得

ることが理解される。「薬学的に受容可能なキャリア」とは、非毒性の固体、半

固体または液体の充填剤、希釈剤、被包材または任意の型の製剤補助剤をいう。

具体的な実施形態において、用語「薬学的に受容可能な」とは、動物における、

そしてさらに特にヒトにおける使用のために、連邦規制当局もしくは米国政府に
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より認められたか、または米国薬局方もしくは他の一般に認められた薬局方に列

挙されたことを意味する。用語「キャリア」とは、試料薬剤とともに投与される

、希釈剤、アジュバンド、賦形剤、またはビヒクルをいう。このような薬学的な

キャリアは、水および油（石油起源、動物起源、植物起源、または合成起源の油

（例えば、ピーナッツ油、大豆油、鉱油、ゴマ油など）を含む）のような滅菌し

た液体であり得る。水は、薬学的組成物が静脈内に投与される場合に、好ましい

キャリアである。生理食塩水溶液、ならびにデキストロースおよびグリセロール

の水溶液はまた、特に注射可能な溶液のために、液体キャリアとして使用され得

る。適切な薬学的賦形剤としては、デンプン、グルコース、ラクトース、スクロ

ース、ゼラチン、麦芽、イネ、フラワー、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸

ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、滑石、塩化ナトリウム、脱脂粉乳

、グリセロール、プロピレン、グリコール、水、エタノールなどが挙げられる。

組成物はまた、所望されるならば、少量の湿潤剤もしくは乳化剤、またはｐＨ緩

衝剤を含み得る。これらの組成物は、液剤、懸濁剤、乳剤、錠剤、丸剤、カプセ

ル剤、散剤、持続放出処方物などの形態を取り得る。この組成物は、従来の結合

剤およびトリグリセリドのようなキャリアとともに、坐剤として処方され得る。

経口処方物は、薬学的等級のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン

酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどの

ような標準キャリアを含み得る。適切な薬学的キャリアの例は、Ｅ．Ｗ．Ｍａｒ

ｔｉｎによる「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃ

ｉｅｎｃｅｓ」に記載される。このような組成物は、治療有効量の化合物を、好

ましくは精製された形態で、適切な量のキャリアとともに含んで、患者への適切

な投与のための形態を提供する。処方物は、投与形態に適するべきである。

      【０３８５】

  好ましい実施形態において、組成物は、慣用手順に従って、ヒトへの静脈内投

与のために採用された薬学的組成物として、処方される。代表的には、静脈内投

与のための組成物は、滅菌等張水性緩衝液の溶液である。必要な場合、組成物は

また、可溶化剤および注射の部位での痛みを緩和するリグノカインのような局部

麻酔を含み得る。一般的には、成分は、別々にかまたは単一投薬形態で一緒に混
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合してのどちらかで、例えば、一定量の活性薬剤を示すアンプルまたは小袋（ｓ

ａｃｈｅｔｔｅ）のような密封された容器中の凍結乾燥粉末または水を含まない

濃縮物として供給される。組成物が注入により投与されるべき場合には、組成物

は、滅菌した薬学的等級の水または生理食塩水を含む注入ボトルに分配され得る

。組成物が注射により投与される場合、成分が投与の前に混合され得るように、

注射用滅菌水または生理食塩水のアンプルが提供され得る。

      【０３８６】

  本発明の化合物は、中性のまたは塩の形態として処方され得る。薬学的に受容

可能な塩としては、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するもの

のようなアニオンとともに形成される塩、およびナトリウム、カリウム、アンモ

ニウム、カルシウム、水酸化第２鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、

２－エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来するもののよ

うなカチオンとともに形成される塩が挙げられる。

      【０３８７】

  用語「非経口的」とは本明細書中において使用される場合、静脈内、筋肉内、

腹腔内、胸骨内、皮下および関節内の注射および注入を含む投与の様式をいう。

      【０３８８】

  様々な送達系が公知であり、そして本発明の化合物を投与するために用いられ

得る（例えば、リポソーム、微粒子、マイクロカプセル、この化合物の発現が可

能な組換え細胞中でのカプセル化、レセプター媒介エンドサイトーシス（例えば

、ＷｕおよびＷｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２（１

９８７）を参照のこと）、レトロウイルスまたは他のベクターの一部としての核

酸の構築など）。導入方法としては、皮内、筋内、腹腔内、静脈内、皮下、鼻腔

内、硬膜外、および経口経路が挙げられるがそれらに限定されない。化合物また

は組成物は、任意の好都合な経路により（例えば、注入またはボーラス注射によ

り、上皮または粘膜内層（例えば、口腔粘膜、直腸粘膜および腸粘膜など）を通

しての吸収により）投与され得、そして他の生物学的に活性な薬剤と一緒に投与

され得る。投与は、全身的または局所的であり得る。さらに、本発明の薬学的化

合物または組成物を、任意の適切な経路（脳室内注射および髄腔内注射を包含し
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；脳室内注射は、例えば、Ｏｍｍａｙａリザーバのようなリザーバに取り付けら

れた脳室内カテーテルにより容易にされ得る）により中枢神経系に導入すること

が望まれ得る。例えば、吸入器または噴霧器の使用、およびエアゾール化剤を用

いた処方により、肺投与もまた使用され得る。

      【０３８９】

  具体的な実施形態において、本発明の薬学的化合物または組成物を、処置の必

要な領域に局所的に投与することが望まれ得る；これは、制限する目的ではない

が、例えば、手術中の局部注入、局所適用（例えば、手術後の創傷包帯との組み

合わせて）により、注射により、カテーテルにより、坐剤により、またはインプ

ラント（このインプラントは、シアラスティック（ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜のよ

うな膜または繊維を含む、多孔性、非多孔性、または膠様材料である）により達

成され得る。好ましくは、抗体を含む本発明のタンパク質を投与する際、タンパ

ク質が吸収されない材料を使用するために注意が払われなければならない。

      【０３９０】

  別の実施形態において、化合物または組成物は、小胞、特に、リポソーム中へ

送達され得る（Ｌａｎｇｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７－１５３３（

１９９０）；Ｔｒｅａｔら，Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  Ｔｈｅｒａｐ

ｙ  ｏｆ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ，Ｌ

ｏｐｅｚ－ＢｅｒｅｓｔｅｉｎおよびＦｉｄｌｅｒ（編），Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ，３５３～３６５頁（１９８９）；Ｌｏｐｅｚ－Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎ，

同書３１７～３２７頁を参照のこと；広く同書を参照のこと）。

      【０３９１】

  さらに別の実施形態において、化合物または組成物は、徐放系中で送達され得

る。１つの実施形態において、ポンプが用いられ得る（Ｌａｎｇｅｒ，（前出）

；Ｓｅｆｔｏｎ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２

０１（１９８７）；Ｂｕｃｈｗａｌｄら，Ｓｕｒｇｅｒｙ  ８８：５０７（１９

８０）；Ｓａｕｄｅｋら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：５７４（１９８

９）を参照のこと）。別の実施形態において、高分子材料が用いられ得る（Ｍｅ

ｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｒｅｌ
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ｅａｓｅ，ＬａｎｇｅｒおよびＷｉｓｅ（編），ＣＲＣ  Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ

  Ｒａｔｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄａ（１９７４）；Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｄｒｕｇ

  Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ  Ｐｒｏｄｕｃｔ  Ｄｅｓｉｇｎ

  ａｎｄ  Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ＳｍｏｌｅｎおよびＢａｌｌ（編），Ｗｉ

ｌｅｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８４）；ＲａｎｇｅｒおよびＰｅｐｐａｓ，Ｊ

．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｒｅｖ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３：６

１（１９８３）を参照のこと；Ｌｅｖｙら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２８：１９０（

１９８５）；Ｄｕｒｉｎｇら，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２５：３５１（１９８９

）；Ｈｏｗａｒｄら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７１：１０５（１９８９）もま

た参照のこと）。さらに別の実施形態において、徐放系は、治療標的、即ち、脳

の近くに置かれ得、従って、全身用量の一部のみを必要とする（例えば、Ｇｏｏ

ｄｓｏｎ，Ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｌｅｄ  Ｒｅｌｅａｓｅ，（前出），第２巻，１１５～１３８頁（１９８４）を

参照のこと）。

      【０３９２】

  他の徐放系は、Ｌａｎｇｅｒにより総説において議論される（Ｓｃｉｅｎｃｅ

  ２４９：１５２７－１５３３（１９９０））。

      【０３９３】

  本発明のＤＲ５組成物はまた、徐放性の系により、適切に投与される。徐放性

組成物の適切な例としては、適切なポリマー材料（例えば、成形品の形態の半透

過性ポリマーマトリックス（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）のよう

な）、適切な疎水性材料（例えば、受容可能な油における乳剤として）またはイ

オン交換樹脂、および控えめに（ｓｐａｒｉｎｇｌｙ）可溶性の誘導体（例えば

、控えめに可溶性な塩のような）が挙げられる。

      【０３９４】

  徐放性マトリックスとしては、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９

号、ＥＰ５８，４８１）、Ｌ－グルタミン酸およびγ－エチル－Ｌ－グルタメー

トのコポリマー（Ｓｉｄｍａｎ，Ｕら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ  ２２：５４７

－５５６（１９８３））、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）（Ｒ．
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Ｌａｎｇｅｒら、Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１５：１６７－２７

７（１９８１）およびＲ．Ｌａｎｇｅｒ、Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．１２：９８－１

０５（１９８２））、エチレンビニルアセテート（Ｒ．Ｌａｎｇｅｒら、同書）

またはポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸（ＥＰ１３３，９８８）が挙げら

れる。

      【０３９５】

  徐放性組成物はまた、リポソームに封入された本発明の組成物（一般に、Ｌａ

ｎｇｅｒ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７－１５３３（１９９０）；Ｔｒｅ

ａｔら、Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ｏｆ  Ｉｎｆｅ

ｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ、Ｌｏｐｅｚ  Ｂｅｒｅ

ｓｔｅｉｎおよびＦｉｄｌｅｒ（編）、Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、３１７－

３２７頁および３５３－３６５頁（１９８９）を参照のこと）を包含する。ＤＲ

５を含有するリポソームは、それ自体が公知である方法により調製される（ＤＥ

３，２１８，１２１；Ｅｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ  ８２：３６８８－３６９２（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７７：４０３０－４０３４（１９８０

）；ＥＰ５２，３２２；ＥＰ３６，６７６；ＥＰ８８，０４６；ＥＰ１４３，９

４９；ＥＰ１４２，６４１；日本国特許出願第８３－１１８００８号；米国特許

第４，４８５，０４５号および同第４，５４４，５４５号；ならびにＥＰ１０２

，３２４）。通常、リポソームは、小さな（約２００～８００Å）ユニラメラ型

であり、そこでは、脂質含有量は、約３０モル％コレステロールよりも多く、選

択された比率が、最適なＤＲ５ポリペプチド治療のために調整される。

      【０３９６】

  本発明の化合物がタンパク質をコードする核酸である、具体的な実施形態にお

いて、その核酸は、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構成し、そして

それが細胞内になるように投与することにより（例えば、レトロウイルスベクタ

ーの使用により（米国特許第４，９８０，２８６号を参照のこと）、または直接

注射により、または微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃；Ｂｉｏｌｉｓ

ｔｉｃ，Ｄｕｐｏｎｔ）の使用により、または脂質もしくは細胞表面レセプター
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もしくはトランスフェクト剤でコーティングすることにより、または核に入るこ

とが公知であるホメオボックス様ペプチドと結合させて投与すること（例えば、

Ｊｏｌｉｏｔら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１８

６４－１８６８（１９９１）を参照のこと）などにより、そのコードされたタン

パク質の発現を促進するようにインビボで投与され得る。あるいは、核酸は、細

胞内に導入され得、そして、発現のために相同組換えにより宿主細胞ＤＮＡ内に

組み込まれ得る。

      【０３９７】

  さらに別の実施形態において、本発明の組成物は、ポンプの方法によって送達

される。（Ｌａｎｇｅｒ，（前出）；Ｓｅｆｔｏｎ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ

．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０１（１９８７）；Ｂｕｃｈｗａｌｄら，Ｓ

ｕｒｇｅｒｙ  ８８：５０７（１９８０）；Ｓａｕｄｅｋら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ

．Ｍｅｄ．３２１：５７４（１９８９）を参照のこと）。

      【０３９８】

  他の制御された放出システムは、Ｌａｎｇｅｒにより総説において議論される

（Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７－１５３３（１９９０））。

      【０３９９】

  本発明の化合物がタンパク質をコードする核酸である、具体的な実施形態にお

いて、その核酸は、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構築し、そして

それが細胞内になるように投与することにより（例えば、レトロウイルスベクタ

ーの使用により（米国特許第４，９８０，２８６号を参照のこと）、または直接

注射により、または微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃；Ｂｉｏｌｉｓ

ｔｉｃ，Ｄｕｐｏｎｔ）の使用により、または脂質もしくは細胞表面レセプター

もしくはトランスフェクト剤でコーティングすることにより、または核に入るこ

とが公知であるホメオボックス様ペプチドと結合させて投与すること（例えば、

Ｊｏｌｉｏｔら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１８

６４－１８６８（１９９１）を参照のこと）などにより、そのコードされたタン

パク質の発現を促進するようにインビボで投与され得る。あるいは、核酸は、細

胞内に導入され得、そして、発現のために相同組換えにより宿主細胞ＤＮＡ内に
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組み込まれ得る。

      【０４００】

  非経口注射のための本発明の薬学的組成物は、使用の直前に滅菌注射溶液また

は分散剤（ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ）への再形成のために以下を含み得る。薬学的

に受容可能な滅菌された水性または非水性溶液、分散剤、懸濁液またはエマルジ

ョン、ならびにの滅菌粉末。

      【０４０１】

  可溶性ＤＲ５ポリペプチドに加えて、膜貫通領域を含むＤＲ５ポリペプチドは

また、以下の場合に使用され得る。界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳまたはＮＰ

－４０）を含むことによって緩衝液に適切に可溶化される場合。

      【０４０２】

  本発明の化合物または薬学的組成物は、好ましくは、ヒトでの使用の前にイン

ビトロで、次いでインビボで、所望の治療活性または予防活性について試験され

る。例えば、化合物または薬学的組成物の治療有用性または予防有用性を実証す

るためのインビトロアッセイとしては、細胞株または患者組織サンプルに対する

化合物の効果が挙げられる。細胞株および／または組織サンプルに対する化合物

または組成物の効果は、当業者に公知である技術（ロゼット形成アッセイおよび

細胞溶解アッセイが挙げられるがこれらに限定されない）を利用して決定され得

る。本発明に従って、特定の化合物の投与が示されるかどうかを決定するために

用いられ得るインビトロアッセイとしては、インビトロ細胞培養アッセイが挙げ

られ、このアッセイでは、患者組織サンプルが培養において増殖され、そして化

合物に曝されるか、そうでなければ化合物が投与され、そして、組織サンプルに

対するそのような化合物の効果が観察される。

      【０４０３】

  本発明の組成物を単独でまたは他の補助剤と組み合わせて投与し得る。本発明

の組成物と共に投与され得る補助剤は、ミョウバン、ミョウバンおよびデオキシ

コール酸（ＩｍｍｕｎｏＡｇ）、ＭＴＰ－ＰＥ（Ｂｉｏｃｉｎｅ  Ｃｏｒｐ．）

、ＱＳ２１（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）、ＢＣＧ、およびＭＰＬを含み得

るが、これに限定されない。特定の実施形態において、本発明の組成物をミョウ
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バンと組み合わせて投与する。別の特定の実施形態において、本発明の組成物を

ＱＳ－２１と組み合わせて投与する。本発明の組成物と共に投与され得るさらな

る補助剤は、モノホスホリル液体免疫調節物質、ＡｄｊｕＶａｘ  １００ａ、Ｑ

Ｓ－２１、ＱＳ－１８、ＣＲＬ１００５、アルミニウム塩、ＭＦ－５９、および

Ｖｉｒｏｓｏｍａｌアジュバント技術を含むが、これらに限定されない。本発明

の組成物と共に投与され得るワクチンは、ＭＭＲ（はしか、おたふくかぜ、風疹

）、ポリオ、水痘、破傷風／ジフテリア、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｂ型インフルエ

ンザ菌、百日咳、肺炎、インフルエンザ、ライム病、ロタウイルス、コレラ、黄

熱病、日本脳炎、ポリオ、狂犬病、腸チフス、および百日咳に対する防御へ指向

されるワクチンを含むがこれらに限定されない。同時に（例えば、混合剤として

）、別々であるが同時もしくは並行して；または経時的にのいずれかの配合物を

投与し得る。これは、組み合わせた薬剤を治療混合剤として共に投与する提示、

また組み合わせ剤を別々であるが、同時に（例えば、別々の静脈内ラインを個々

の同じ静脈ラインへ通すように）投与する手順を含む。さらに、「組み合わせて

の」投与は、化合物の１つの別々の投与または、所与の第１の、続いて第２の薬

剤の投与を含む。

      【０４０４】

  上で示されるように、本発明の組成物は、単独で、または他の治療的薬剤と組

み合わせて投与され得る。本発明の組成物とともに投与され得る治療的薬剤とし

ては、以下が挙げられるが、それらに限定されない：ＴＮＦファミリーの他のメ

ンバー、化学療法剤、抗生物質、抗ウイルス剤、ステロイド性および非ステロイ

ド性の抗炎症剤、従来の免疫療法剤、サイトカイン、ケモカインならびに／また

は増殖因子。組み合わせは、例えば、混合物として同時に、別々であるが同時に

もしくは並行して；または逐次的にかのいずれかで投与され得る。これは、組み

合わされた薬剤が、治療混合物としてともに投与される提示を含み、そして組み

合わせた薬剤が、別々であるが同時に（例えば、同じ個体へ別々の静脈ラインを

通じての場合）投与される手順もまた含む。「組み合わせ」投与は、第１に与え

られ、続いて第２に与えられる化合物または薬剤のうちの１つを別々に投与する

ことをさらに含む。
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      【０４０５】

  １つの実施形態において、本発明の組成物は、ＴＮＦファミリーの他のメンバ

ーと組み合わせて投与される。本発明の組成物とともに投与され得るＴＮＦ分子

、ＴＮＦ関連分子、またはＴＮＦ様分子としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：可溶性形態のＴＮＦ－α、リンホトキシン－α、（ＬＴ－α、

ＴＮＦ－βとしても公知）、ＬＴ－β（複合ヘテロトリマーＬＴ－α２－βの状

態で見出された）、ＯＰＧＬ、ＦａｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ４０Ｌ

、４－１ＢＢＬ、ＤｃＲ３、ＯＸ４０Ｌ、ＴＮＦ－γ（国際公開番号ＷＯ９６／

１４３２８）、ＴＲＡＩＬ、ＡＩＭ－ＩＩ、（国際公開番号ＷＯ９７／３４９１

１）、ＡＰＲＩＬ（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８（６）：１１８５－１１９０）

、エンドカイン（ｅｎｄｏｋｉｎｅ）－α（国際公開番号ＷＯ９８／０７８８０

）、ＴＲ６（国際公開番号ＷＯ９８／３０６９４）、ＯＰＧ、および神経成長因

子（ＮＧＦ）、ならびに可溶性形態のＦａｓ、可溶性形態のＣＤ３０、可溶性形

態のＣＤ２７、可溶性形態のＣＤ４０および可溶性形態の４－ＩＢＢ、ＴＲ２（

国際公開番号ＷＯ９６／３４０９５）、ＤＲ３（国際公開番号ＷＯ９７／３３９

０４）、ＤＲ４（国際公開番号ＷＯ９８／３２８５６）、ＴＲ５（国際公開番号

ＷＯ９８／３０６９３）、ＴＲＡＮＫ、ＴＲ９（国際公開番号ＷＯ９８／５６８

９２）、ＴＲ１０（国際公開番号ＷＯ９８／５４２０２）、３１２Ｃ２（国際公

開番号ＷＯ９８／０６８４２）、およびＴＲ１２、ならびに可溶性形態のＣＤ１

５４、可溶性形態のＣＤ７０、および可溶性形態のＣＤ１５３。

      【０４０６】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、ＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）

、可溶性形態のＣＤ４０Ｌ（例えば、ＡＶＲＥＮＤTM）、生物学的に活性なフラ

グメント、変異体、またはＣＤ４０Ｌの誘導体、抗ＣＤ４０Ｌ抗体（例えば、ア

ゴニストまたはアンタゴニストの抗体）、および／または抗ＣＤ４０抗体（例え

ば、アゴニストまたはアンタゴニストの抗体）と組み合わせて、投与される。

      【０４０７】

  なお別の実施形態において、本発明の組成物は、１個、２個、３個、４個、５

個、またはそれ以上の以下の組成物と組み合わせて投与される：タクロリムス（
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Ｆｕｊｉｓａｗａ）、サリドミド（例えば、Ｃｅｌｇｅｎｅ）、抗Ｔａｃ（Ｆｖ

）－ＰＥ４０（例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｄｅｓｉｇｎ  Ｌａｂｓ）、イノリモ

マブ（ｉｎｏｌｉｍｏｍａｂ）（Ｂｉｏｔｅｓｔ）、ＭＡＫ－１９５Ｆ（Ｋｎｏ

ｌｌ）、ＡＳＭ－９８１（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）、インターロイキン－１レセプタ

ー（例えば、Ｉｍｍｕｎｅｘ）、インターロイキン－４レセプター（例えば、Ｉ

ｍｍｕｎｅｘ）、ＩＣＭ３（ＩＣＯＳ）、ＢＭＳ－１８８６６７（Ｂｒｉｓｔｏ

ｌ－Ｍｙｅｒｓ  Ｓｑｕｉｂｂ）、抗ＴＮＦ  Ａｂ（例えば、Ｔｈｅｒａｐｅｕ

ｔｉｃ抗体）、ＣＧ－１０８８（Ｃｅｌｇｅｎｅ）、抗－Ｂ７モノクローナル抗

体（例えば、Ｉｎｎｏｇｅｔｉｃｓ）、ＭＥＤＩ－５０７（Ｂｉｏ  Ｔｒａｎｓ

ｐｌａｎｔ）、ＡＢＸ－ＣＢＬ（Ａｂｇｅｎｉｘ）。

      【０４０８】

  本発明によれば、Ｆａｓリガンド（Ｆａｓ－Ｌ）媒介細胞死およびＴＲＡＩＬ

媒介細胞死の両方に敏感な患者は、ＴＲＡＩＬ／ＴＲＡＩＬ－Ｒ相互作用を阻害

する薬剤およびＦａｓ－Ｌ／Ｆａｓ相互作用を阻害する薬剤の両方を用いて処置

され得る。Ｆａｓ－ＬのＦａｓへの結合を遮断するための適切な薬剤として、以

下が挙げられるが、これらに限定されない：可溶性Ｆａｓポリペプチド；可溶性

Ｆａｓポリペプチド（例えば、ｓＦａｓ／Ｆｃのダイマー）のオリゴマー形態；

アポトーシスを生じる生物学的シグナルを変換することなくＦａｓと結合する抗

Ｆａｓ抗体；Ｆａｓ－ＬのＦａｓへの結合を遮断する抗Ｆａｓ－Ｌ抗体；および

Ｆａｓと結合するが、アポトーシスを生じる生物学的シグナルを変換しないＦａ

ｓ－Ｌのムテイン。好ましくは、この方法に従って使用された抗体は、モノクロ

ーナル抗体である。Ｆａｓ－Ｌ／Ｆａｓ相互作用を遮断するための適切な薬剤（

抗Ｆａｓモノクローナル抗体を含む）の例は、本明細書中において参考として援

用されるＷＯ９５／１０５４０に記載される。

      【０４０９】

  特定の実施形態において、本発明の組成物は、抗レトロウイルス薬剤、ヌクレ

オシド逆転写酵素インヒビター、非ヌクレオシド逆転写酵素インヒビター、およ

び／またはプロテアーゼインヒビターとの組み合わせで投与される。本発明の組

成物との組み合わせで投与され得るヌクレオシド逆転写酵素インヒビターは、Ｒ
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ＥＴＲＯＶＩＲTM（ジドブジン／ＡＺＴ）、ＶＩＤＥＸTM（ジダノシン／ｄｄｌ

）、ＨＩＶＩＤTM（ザルシタビン／ｄｄＣ）、ＺＥＲＩＴTM（スタブジン（ｓｔ

ａｖｕｄｉｎｅ）／ｄ４Ｔ）、ＥＰＩＶＩＲTM（ラミブジン（ｌａｍｉｖｕｄｉ

ｎｅ）／３ＴＣ）、およびＣＯＭＢＩＶＩＲTM（ジドブジン／ラミブジン）が挙

げられるがこれらに限定されない。本発明の組成物との組み合わせで投与され得

る非ヌクレオシド逆転写酵素インヒビターは、ＶＩＲＡＭＵＮＥTM（ネビラピン

（ｎｅｖｉｒａｐｉｎｅ））、ＲＥＳＣＲＩＰＴＯＲTM（デラビジン（ｄｅｌａ

ｖｉｒｄｉｎｅ））、およびＳＵＳＴＩＶＡTM（エファビレン（ｅｆａｖｉｒｅ

ｎｚ））が挙げられるがこれらに限定されない。本発明の組成物との組み合わせ

で投与され得るプロテアーゼインヒビターは、ＣＲＩＸＩＶＡＮTM（インディナ

ビル（ｉｎｄｉｎａｖｉｒ））、ＮＯＲＶＩＲTM（リトナビル（ｒｉｔｏｎａｖ

ｉｒ））、ＩＮＶＩＲＡＳＥTM（サキナビル（ｓａｑｕｉｎａｖｉｒ））、およ

びＶＩＲＡＣＥＰＴTM（ネルフィナビル（ｎｅｌｆｉｎａｖｉｒ））が挙げられ

るがこれらに限定されない。特定の実施形態において、抗レトロウイルス薬剤、

ヌクレオシド逆転写酵素インヒビター、非ヌクレオシド逆転写酵素インヒビター

、および／またはプロテアーゼインヒビターは、ＡＩＤＳの処置、および／また

はＨＩＶ感染を予防または処置するために、本発明の組成物との任意の組み合わ

せにおいて使用され得る。

      【０４１０】

  他の実施形態において、本発明の組成物は、抗日和見感染薬剤と組み合わせて

投与され得る。本発明の組成物と組み合わせて投与され得る抗日和見感染薬剤は

、ＴＲＩＭＥＴＨＯＰＲＩＭ－ＳＵＬＦＡＭＥＴＨＯＸＡＺＯＬＥTM、ＤＡＰＳ

ＯＮＥTM、ＰＥＮＴＡＭＩＤＩＮＥTM、ＡＴＯＶＡＱＵＯＮＥTM、ＩＳＯＮＩＡ

ＺＩＤTM、ＲＩＦＡＭＰＩＮTM、ＰＹＲＡＺＩＮＡＭＩＤＥTM、ＥＴＨＡＭＢＵ

ＴＯＬTM、ＲＩＦＡＢＵＴＩＮTM、ＣＬＡＲＩＴＨＲＯＭＹＣＩＮTM、ＡＺＩＴ

ＨＲＯＭＹＣＩＮTM、ＧＡＮＣＩＣＬＯＶＩＲTM、ＦＯＳＣＡＲＮＥＴTM、ＣＩ

ＤＯＦＯＶＩＲTM、ＦＬＵＣＯＮＡＺＯＬＥTM、ＩＴＲＡＣＯＮＡＺＯＬＥTM、

ＫＥＴＯＣＯＮＡＺＯＬＥTM、ＡＣＹＣＬＯＶＩＲTM、ＦＡＭＣＩＣＯＬＶＩＲ

TM、ＰＹＲＩＭＥＴＨＡＭＩＮＥTM、ＬＥＵＣＯＶＯＲＩＮTM、ＮＥＵＰＯＧＥ
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ＮTM（フィルグラスチン（ｆｉｌｇｒａｓｔｉｍ）／Ｇ－ＣＳＦ）、およびＬＥ

ＵＫＩＮＥTM（サルグラモスチン（ｓａｒｇｒａｍｏｓｔｉｍ）／ＧＭ－ＣＳＦ

）が挙げられるがこれらに限定されない。特定の実施形態において、本発明の組

成物は、日和見性のニューモシスティス肺炎感染を予防的に処置または予防する

ために、ＴＲＩＭＥＴＨＯＰＲＩＭ－ＳＵＬＦＡＭＥＴＨＯＸＡＺＯＬＥTM、Ｄ

ＡＰＳＯＮＥTM、ＰＥＮＴＡＭＩＤＩＮＥTM、および／またはＡＴＯＶＡＱＵＯ

ＮＥTMとの任意の組み合わせで使用される。別の特定の実施形態では、本発明の

組成物は、日和見性のトリ菌感染を予防的に処置または予防するために、ＩＳＯ

ＮＩＡＺＩＤTM、ＲＩＦＡＭＰＩＮTM、ＰＹＲＡＺＩＮＡＭＩＤＥTM、および／

またはＥＴＨＡＭＢＵＴＯＬTMとの任意の組み合わせで使用される。別の特定の

実施形態では、日和見性の結核菌感染を予防的に処置または予防するために、本

発明の組成物は、ＲＩＦＡＢＴＩＮTM、ＣＬＡＲＩＴＨＲＯＭＹＣＩＮTM、およ

び／またはＡＺＩＴＨＲＯＭＹＣＩＮTMとの任意の組み合わせで使用される。別

の特定の実施形態において、本発明の組成物は、日和見性のサイトメガロウイル

ス感染を予防的に処置または予防するために、ＧＡＮＣＩＣＬＯＶＩＲTM、ＦＯ

ＳＣＡＲＮＥＴTM、および／またはＣＩＤＯＦＯＶＩＲTMとの任意の組み合わせ

で使用される。別の特定の実施形態において、本発明の組成物は、日和見性の真

菌症感染を予防的に処置または予防するために、ＦＬＵＣＯＮＡＺＯＬＥTM、Ｉ

ＴＲＡＣＯＮＡＺＯＬＥTM、および／またはＫＥＴＯＣＯＮＡＺＯＬＥTMとの任

意の組み合わせで使用される。別の特定の実施形態において、本発明の組成物は

、日和見性の単純性疱疹ウイルスＩ型および／またはＩＩ型感染を予防的に処置

または予防するために、ＡＣＹＣＬＯＶＩＲTMおよび／またはＦＡＭＣＩＣＯＬ

ＶＩＲTMとの任意の組み合わせで使用される。別の特定の実施形態において、本

発明の組成物は、日和見性のＴｏｘｏｐｌａｓｍａ  ｇｏｎｄｉｉ感染を予防的

に処置または予防するために、ＰＹＲＩＭＥＴＨＡＭＩＮＥTMおよび／またはＬ

ＥＵＣＯＶＯＲＩＮTMとの任意の組み合わせで使用される。別の特定の実施形態

において、本発明の組成物は、日和見性の細菌感染を予防的に処置または予防す

るために、ＬＥＵＣＯＶＯＲＩＮTMおよび／またはＮＥＵＰＯＧＥＮTMとの任意

の組み合わせで使用される。
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      【０４１１】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、抗ウイルス薬剤と組み合わせ

て投与される。本発明の組成物と共に投与され得る抗ウイルス薬剤は、アシクロ

ビル、リバビリン、アマンタジン、およびリマンタジンが挙げられるがこれらに

限定されない。

      【０４１２】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、抗生物質薬剤と組み合わせて

投与される。本発明の組成物と共に投与され得る抗生物質薬剤は、アモキシリン

、アミノグリコシド、β－ラクタム（グリコペプチド）、β－ラクタマーゼ、ク

リンダマイシン、クロラムフェニコール、セファロスポリン、シプロフロキサシ

ン、シプロフロキサシン、エリスロマイシン、フルオロキノロン、マクロライド

、メトロニダゾル、ペニシリン、キノロン、リファンピン、ストレプトマイシン

、スルホンアミド、テトラサイクリン、トリムトプリム、トリムトプリム－スル

ファメトキサゾールおよびバンコマイシンが挙げられるがこれらに限定されない

。

      【０４１３】

  本発明の組成物と組み合わせて投与され得る従来の非特異的免疫抑制剤として

は、ステロイド、シクロスポリン、シクロスポリン類似体、シクロホスファミド

、メチルプレドニゾン、プレドニゾン、アザチオプリン、ＦＫ－５０６、１５－

デオキシスパガリン、およびＴ細胞に応答する機能を抑制することによって作用

する他の免疫抑制剤が挙げられるがこれらに限定されない。

      【０４１４】

  特定の実施形態において、本発明の組成物は、免疫抑制剤調製物と組み合わせ

て投与される。さらに、本発明の組成物と組み合わせて投与され得る免疫抑制剤

調製物は、ＯＲＴＨＯＣＬＯＮＥTM（ＯＫＴ３）、ＳＡＮＤＩＭＭＵＮＥTM／Ｎ

ＥＯＲＡＬTM／ＳＡＮＧＤＹＡTM（シクロスポリン）、ＰＲＯＧＲＡＦTM（タク

ロリムス）、ＣＥＬＬＣＥＰＴTM（マイコフェノラート）、アザチオプリン、グ

ルコミコステロイド（ｇｌｕｃｏｍｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ）、およびＲＡＰＡＭ

ＵＮＥTM（シロリムス（ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ））が挙げられるがこれらに限定さ
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れない。特定の実施形態において、免疫抑制薬が、器官の拒絶または骨髄移植の

拒絶を予防するために使用され得る。

      【０４１５】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、単独でかまたは１以上の静脈

内免疫グロブリン調製物と組み合わせて投与される。本発明の組成物とともに投

与され得る静脈内免疫グロブリン調製物としては、ＧＡＭＭＡＲTM、ＩＶＥＥＧ

ＡＭTM、ＳＡＮＤＯＧＬＯＢＵＬＩＮTM、ＧＡＭＭＡＧＡＲＤ  Ｓ／ＤTMおよび

ＧＡＭＩＭＵＮＥTMが挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態に

おいて、本発明の組成物は、移植治療（例えば、骨髄移植）において静脈内免疫

グロブリン調製物と組み合わせて投与される。

      【０４１６】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、単独でかまたは抗炎症剤と組

み合わせて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る抗炎症剤としては

、グルココルチコイドおよび非ステロイド抗炎症剤、アミノアリールカルボン酸

誘導体、アリール酢酸誘導体、アリール酪酸誘導体、アリールカルボン酸、アリ

ールプロピオン酸誘導体、ピラゾール類、ピラゾロン類、サリチル酸誘導体、チ

アジンカルボキサミド類、ｅ－アセトアミドカプロン酸、Ｓ－アデノシルメチオ

ニン、３－アミノ－４－ヒドロキシ酪酸、アミキセトリン（ａｍｉｘｅｔｒｉｎ

ｅ）、ベンダザック、ベンジダミン、ブコローム、ジフェンピラミド、ジタゾー

ル、エモルファゾン、グアイアズレン、ナブメトン、ニメスリド、オルゴテイン

、オキサセプロール、パラニリン（ｐａｒａｎｙｌｉｎｅ）、ペリソキサール、

ピフオキシム、プロカゾン、プロキサゾール、およびテニダプが挙げられるが、

これらに限定されない。

      【０４１７】

  １つの実施形態において、本発明の組成物は、ステロイド療法と組み合わせて

投与される。本発明の組成物と組み合わせて投与され得るステロイドとしては、

オーラル（経口）コルチコステロイド、プレドニゾン、およびメチルプレドニゾ

ロン（例えば、ＩＶメチルプレドニゾロン）が挙げられるがこれらに限定されな

い。特定の実施形態において、本発明の組成物は、プレドニゾンと組み合わせて



(210) 特表２００２－５４３１５１

投与される。さらに特定の実施形態において、本発明の組成物は、プレドニゾン

および免疫抑制剤と組み合わせて投与される。本発明の組成物およびプレドニゾ

ンと投与され得る免疫抑制剤は、本明細書中に記載される免疫抑制剤であり、ア

ザチオプリン、シクロホスファミド、およびシクロホスファミドＩＶが挙げられ

るがこれらに限定されない。別の特定の実施形態において、本発明の組成物は、

メチルプレドニゾロンと組み合わせて投与される。さらに特定の実施形態におい

て、本発明の組成物は、メチルプレドニゾロンおよび免疫抑制剤と組み合わせて

投与される。本発明の組成物およびメチルプレドニゾロンと共に投与され得る免

疫抑制剤は、本明細書中に記載される免疫抑制剤であり、そしてアザチオプリン

、シクロホスファミド、およびシクロホスファミドＩＶが挙げられるがこれらに

限定されない。

      【０４１８】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、抗マラリア薬と組み合わせて投与

される。本発明の組成物と共に投与され得る抗マラリア薬としては、ヒドロキシ

クロロキン、および／またはキナクリンが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０４１９】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、ＮＳＡＩＤと組み合わせて投与さ

れる。

      【０４２０】

  非独占的な実施形態において、本発明の組成物は、１、２、３、４、５、１０

、またはそれ以上の、以下の薬物と組み合わせて投与される：ＮＲＤ－１０１（

Ｈｏｅｃｈｓｔ  Ｍａｒｉｏｎ  Ｒｏｕｓｓｅｌ）、ジクロフェナク（Ｄｉｍｅ

ｔｈａｉｄ）、オキサプロジンカリウム（Ｍｏｎｓａｎｔｏ）、メカセルミン（

ｍｅｃａｓｅｒｍｉｎ）（Ｃｈｉｒｏｎ）、Ｔ－６１４（Ｔｏｙａｍａ）、ペメ

トレクスト二ナトリウム（ｐｅｍｅｔｒｅｘｅｄ  ｄｉｓｏｄｉｕｍ）（Ｅｌｉ

  Ｌｉｌｌｙ）、オトレルートン（ａｔｒｅｌｅｕｔｏｎ）（Ａｂｂｏｔｔ）ヴ

ァルデコキシブ（ｖａｌｄｅｃｏｘｉｂ）（Ｍｏｎｓａｎｔｏ）、エルテナク（

Ｂｙｋ  Ｇｕｌｄｅｎ）、カンパッチ（ｃａｍｐａｔｈ）、ＡＧＭ－１４７０（

Ｔａｋｅｄａ）、ＣＤＰ－５７１（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ  Ｃｈｉｒｏｓｃｉｅｎｃ
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ｅ）、ＣＭ－１０１（ＣａｒｂｏＭｅｄ）、ＭＬ－３０００（Ｍｅｒｃｋｌｅ）

、ＣＢ－２４３１（ＫＳ  Ｂｉｏｍｅｄｉｘ）、ＣＢＦ－ＢＳ２（ＫＳ  Ｂｉｏ

ｍｅｄｉｘ）、ＩＬ－１Ｒａ遺伝子治療（ｇｅｎｅ  ｔｈｅｒａｐｙ）（Ｖａｌ

ｅｎｔｉｓ）、ＪＴＥ－５２２（Ｊａｐａｎ  Ｔｏｂａｃｃｏ）、パクリタキセ

ル（Ａｎｇｉｏｔｅｃｈ）、ＤＷ－１６６ＨＣ（Ｄｏｎｇ  Ｗｈａ）、ダルブフ

ェロンメシレート（ｄａｒｂｕｆｅｌｏｎｅ  ｍｅｓｙｌａｔｅ）（Ｗａｒｎｅ

ｒ－Ｌａｍｂｅｒｔ）、可溶性ＴＮＦレセプター１（ｓｙｎｅｒｇｅｎ；Ａｍｇ

ｅｎ）、ＩＰＲ－６００１（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  ｆｏｒ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕ

ｔｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、トロケード（ｔｒｏｃａｄｅ）（Ｈｏｆｆｍ

ａｎ－Ｌａ  Ｒｏｃｈｅ）、ＥＦ－５（Ｓｃｏｔｉａ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ

ｃａｌｓ）、ＢＩＩＬ－２８４（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ）

、ＢＩＩＦ－１１４９（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ）、Ｌｅｕ

ｋｏＶａｘ（Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｃｓ）、ＭＫ－６６３（Ｍｅｒｃｋ）、ＳＴ

－１４８２（Ｓｉｇｍａ－Ｔａｕ）およびブチソコートプロピオネート（ｂｕｔ

ｉｘｏｃｏｒｔ  ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ）（ＷａｒｎｅｒＬａｍｂｅｒｔ）。

      【０４２１】

  なお別の実施形態において、本発明の組成物は、１、２、３、４、５、１０、

またはそれ以上の、以下の薬物と組み合わせて投与される：メトトレキセート、

スルファサラジン、金チオリンゴ酸ナトリウム、オーラノフィン、シクロスポリ

ン、ペニシラミン、アザチオプリン、抗マラリア薬（例えば、本明細書において

記載されるものなど）、シクロホスファミド、クロラムブシル、金、ＥＮＢＲＥ

ＬTM（Ｅｔａｎｅｒｃｅｐｔ）、抗ＴＮＦ抗体、およびプレドニゾロン。より好

ましい実施形態において、本発明の組成物は、抗マラリア薬、メトトレキセート

、抗ＴＮＦ抗体、ＥＭＢＲＥＬTMおよび／またはスルファサラジンと組み合わせ

て投与される。１つの実施形態において、本発明の組成物は、メトトレキセート

と組み合わせて投与される。別の実施形態において、本発明の組成物は、抗ＴＮ

Ｆ抗体と組み合わせて投与される。別の実施形態において、本発明の組成物は、

メトトレキセートおよび抗ＴＮＦ抗体と組み合わせて投与される。別の実施形態

において、本発明の組成物は、スルファサラジンと組み合わせて投与される。別
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の特定の実施形態において、本発明の組成物は、メトトレキセート、抗ＴＮＦ抗

体、およびスルファサラジンと組み合わせて投与される。別の実施形態において

、本発明の組成物は、ＥＭＢＲＥＬTMと組み合わせて投与される。別の実施形態

において、本発明の組成物は、ＥＭＢＲＥＬTMおよびメトトレキセートと組み合

わせて投与される。別の実施形態において、本発明の組成物は、ＥＭＢＲＥＬTM

、メトトレキセートおよびスルファサラジンと組み合わせて投与される。別の実

施形態において、本発明の組成物は、ＥＭＢＲＥＬTM、メトトレキセートおよび

スルファサラジンと組み合わせて投与される。他の実施形態において、１つ以上

の抗マラリア薬は、上記に列挙された組み合わせ剤の１つと組み合わせられる。

特定の実施形態において、本発明の組成物は、抗マラリア薬（例えば、ヒドロキ

シクロロキン）、ＥＭＢＲＥＬTM、メトトレキセートおよびスルファサラジンと

組み合わせて投与される。別の特定の実施形態において、本発明の組成物は、抗

マラリア薬（例えば、ヒドロキシクロロキン）、スルファサラジン、抗ＴＮＦ抗

体、およびメトトレキセートと組み合わせて投与される。

      【０４２２】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、化学療法剤と組み合わせて投与さ

れる。本発明の組成物とともに投与され得る化学療法剤としては、抗生物質誘導

体（例えば、ドキソルビシン、ブレオマイシン、ダウノルビシン、およびダクチ

ノマイシン）；抗エストロゲン（例えば、タモキシフェン）；抗代謝物（例えば

、フルオロウラシル、５－ＦＵ、メトトレキサート、フロクスウリジン、インタ

ーフェロンα－２ｂ、グルタミン酸、プリカマイシン（ｐｌｉｃａｍｙｃｉｎ）

、メルカプトプリン、および６－チオグアニン）；細胞傷害剤（例えば、カルム

スチン、ＢＣＮＵ、ロムスチン、ＣＣＮＵ、シトシンアラビノシド、シクロホス

ファミド、エストラムスチン、ヒドロキシウレア、プロカルバジン、マイトマイ

シン、ブスルファン、シス－プラチン、および硫酸ビンクリスチン）；ホルモン

（例えば、メドロキシプロゲステロン、エストラムスチンリン酸ナトリウム、エ

チニルエストラジオール、エストラジオール、酢酸メゲストロール、メチルテス

トステロン、ジエチルスチルベストロールジホスフェート、クロロトリアニセン

、およびテストラクトン）；ナイトロジェンマスタード誘導体（例えば、メファ
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レン（ｍｅｐｈａｌｅｎ）、クロランブシル（ｃｈｌｏｒａｍｂｕｃｉｌ）、メ

クロレタミン（ナイトロジェンマスタード）およびチオテパ）；ステロイド類お

よび組み合わせ（例えば、ベタメタゾンリン酸ナトリウム）；ならびにその他（

例えば、ジカルバジン（ｄｉｃａｒｂａｚｉｎｅ）、アスパラギナーゼ、ミトー

テン、硫酸ビンクリスチン、硫酸ビンブラスチン、およびエトポシド）が挙げら

れるが、これらに限定されない。

      【０４２３】

  特定の実施形態において、本発明の組成物は、ＣＨＯＰ（シクロホスファミド

、ドキソルビシン、ビンクリスチン、およびプレドニゾン）と組み合わせてまた

はＣＨＯＰの成分の任意の組み合わせにおいて投与される。別の実施形態におい

て、本発明の組成物は、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂと組み合わせて投与される。さらな

る実施形態において、本発明の組成物は、ＲｉｔｕｘｍａｂおよびＣＨＯＰとと

もに、またはＲｉｔｕｘｍａｂおよびＣＨＯＰの成分の任意の組み合わせととも

に投与される。

      【０４２４】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、サイトカインと組み合わせて

投与され得る。本発明の組成物とともに投与され得るサイトカインとしては、以

下が挙げられるが、これらに限定されない：ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＩＬ－

１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ

－７、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－

１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２１、抗ＣＤ４０、ＣＤ４

０Ｌ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α、およびＴＮＦ－β。

      【０４２５】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、造血性増殖因子と組合せて投与さ

れる。本発明の組成物とともに投与され得る造血性増殖因子としては、ＬＥＵＫ

ＩＮＥ（登録商標）（ＳＡＲＧＲＡＭＯＳＴＩＭ（登録商標））およびＮＥＵＰ

ＯＧＥＮ（登録商標）（ＦＩＬＧＲＡＳＴＩＭ（登録商標））が挙げられるがこ

れらに限定されない。

      【０４２６】
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  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、抗原性タンパク質と組み合わ

せて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る抗原性タンパク質として

は、以下が挙げられるが、これらに限定されない：神経膠腫由来増殖因子（ＧＤ

ＧＦ）（欧州特許番号ＥＰ－３９９８１６に開示される）；血小板由来増殖因子

Ａ（ＰＤＧＦ－Ａ）（欧州特許番号ＥＰ－６８２１１０に開示される）；血小板

由来増殖因子Ｂ（ＰＤＧＦ－Ｂ）（欧州特許番号ＥＰ－２８２３１７に開示され

る）；胎盤増殖因子（ＰｌＧＦ）（国際出願公開番号ＷＯ９２／０６１９４に開

示される）；胎盤増殖因子－２（ＰｌＧＦ－２）（Ｈａｕｓｅｒら，Ｇｏｒｗｔ

ｈ  Ｆａｃｔｏｒｓ，４：２５９－２６８（１９９３）に開示される）；血管内

皮増殖因子（ＶＥＧＦ）（国際出願公開番号ＷＯ９０／１３６４９に開示される

）；血管内皮増殖因子－Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）（欧州特許番号ＥＰ－５０６４７７

に開示される）；血管内皮増殖因子－２（ＶＥＧＦ－２）（国際出願公開番号Ｗ

Ｏ９６／３９５１５に開示される）；血管内皮増殖因子－Ｂ１８６（ＶＥＧＦ－

Ｂ１８６）（国際出願公開番号ＷＯ９６／２６７３６に開示される）；血管内皮

増殖因子－Ｄ（ＶＥＧＦ－Ｄ）（国際出願公開番号ＷＯ９８／０２５４３に開示

される）；血管内皮増殖因子－Ｄ（ＶＥＧＦ－Ｄ）（国際出願公開番号ＷＯ９８

／０７８３２に開示される）；および血管内皮増殖因子－Ｅ（ＶＥＧＦ－Ｅ）（

ドイツ国特許番号ＤＥ１９６３９６０１に開示される）。上記の参考文献は、本

明細書中に参考として援用される。

      【０４２７】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、線維芽細胞増殖因子と組み合

わせて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る線維芽細胞増殖因子と

しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－２

、ＦＧＦ－３、ＦＧＦ－４、ＦＧＦ－５、ＦＧＦ－６、ＦＧＦ－７、ＦＧＦ－８

、ＦＧＦ－９、ＦＧＦ－１０、ＦＧＦ－１１、ＦＧＦ－１２、ＦＧＦ－１３、Ｆ

ＧＦ－１４、およびＦＧＦ－１５。

      【０４２８】

  １つの実施形態において、本発明の組成物を、１つ以上のケモカインと組合せ

て投与する。特定の実施形態において、本発明の組成物を、γインターフェロン
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誘導性タンパク質－１０（γＩＰ－１０）、インターロイキン８（ＩＬ－８）、

血小板因子－４（ＰＦ４）、好中球活性化タンパク質（ＮＡＰ－２）、ＧＲＯ－

α、ＧＲＯ－β、ＧＲＯ－γ、好中球活性化合物ペプチド（ＥＮＡ－７８）、顆

粒球化学誘引タンパク質－２（ＧＣＰ－２）、および間質性細胞由来因子－１（

ＳＤＦ－１、またはプレＢ細胞刺激因子（ＰＢＳＦ））；からなる群より選択さ

れるα（ＣｘＣ）ケモカインと；および／または、ＲＡＮＴＥＳ（活性化におい

て調節された、発現および分泌された正常Ｔ）、マクロファージ炎症性タンパク

質－１α（ＭＩＰ－１α）、マクロファージ炎症性タンパク質－１β（ＭＩＰ－

１β）、単球走化性タンパク質－１（ＭＣＰ－１）、単球走化性タンパク質－２

（ＭＣＰ－２）、単球走化性タンパク質－３（ＭＣＰ－３）、単球走化性タンパ

ク質－４（ＭＣＰ－４）、マクロファージ炎症性タンパク質－１γ（ＭＩＰ－１

γ）、マクロファージ炎症性タンパク質－３（ＭＩＰ－３α）、マクロファージ

炎症性タンパク質－３β（ＭＩＰ－３  β）、マクロファージ炎症性タンパク質

－４（ＭＩＰ－４／ＤＣ－ＣＫ－１／ＰＡＲＣ）、エオタキシン（ｅｏｔａｘｉ

ｎ）、エクソダス（Ｅｘｏｄｕｓ）、およびＩ－３０９、からなる群より選択さ

れるβ（ＣＣ）；および／またはγ（Ｃ）ケモカイン、リンホタクチン（ｌｙｍ

ｐｈｏｔａｃｔｉｎ）と組合せて投与する。

      【０４２９】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、例えば、放射線療法のような

他の治療レジメンまたは予防レジメンと組み合わせて投与される。

      【０４３０】

  本発明はまた、薬学的組成物を提供する。このような組成物は、治療有効量の

化合物、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。特定の実施形態において、

用語「薬学的に受容可能な」とは、動物における、そしてさらに特にヒトにおけ

る使用について、連邦規制当局もしくは州政府により許可されたか、または米国

薬局方もしくは他の一般に認められた薬局方に収載されたことを意味する。

      【０４３１】

  本発明のポリペプチドの異常な発現および／または活性と関連する疾患または

障害の処置、阻害および予防において効果的である本発明の化合物の量は、標準
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的な臨床技術により決定され得る。さらに、インビトロアッセイは、必要に応じ

て、最適な投薬量の範囲の同定を補助するために使用され得る。処方において使

用されるべき正確な用量はまた、投与の経路、および疾患または障害の重篤さに

依存し、そして開業医の判断および各患者の状況に従って決定されるべきである

。有効用量は、インビトロまたは動物モデル試験系から得られた用量応答曲線か

ら外挿され得る。

      【０４３２】

  抗体に関して、患者に投与される投薬量は、代表的に、患者の体重１ｋｇあた

り０．１ｍｇ～１００ｍｇである。好ましくは、患者に投与される投薬量は、患

者の体重１ｋｇあたり０．１ｍｇと２０ｍｇとの間であり、より好ましくは、患

者の体重１ｋｇあたり１ｍｇ～１０ｍｇである。一般に、ヒト抗体は、外来ポリ

ペプチドへの免疫応答に起因して、他種由来の抗体よりもヒト体内で長い半減期

を有する。従って、ヒト抗体をより低い投薬量および頻度のより少ない投与で投

与することが、しばしば可能である。さらに、本発明の抗体の投与の投薬量およ

び投与の頻度は、改変（例えば、脂溶化（ｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ）など）による

（例えば、脳への）抗体の取り込みおよび組織浸透を増強することにより減少さ

れ得る。

      【０４３３】

  本発明はまた、本発明の薬学的組成物の一つ以上の成分で満たされている一つ

以上の容器を備える薬学的パックまたはキットを提供する。薬学的製品または生

物学的製品の製造、使用または販売を規制している政府機関により規定される形

式における通告は、このような容器に、必要に応じて付随し得る。この通告は、

ヒトの投与のための製造、使用または販売のこの機関による認可を反映する。

      【０４３４】

  （診断および画像化）

  目的のポリペプチドに特異的に結合する標識化抗体、ならびにその誘導体およ

びそのアナログは、診断目的のために使用されて、本発明のポリペプチドの異常

な発現および／または活性に関連する疾患、障害および／または状態を検出、診

断またはモニターし得る。本発明は、目的のポリペプチドの異常な発現の検出に
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ついて提供し、これは、（ａ）目的のポリペプチドに特異的な１つ以上の抗体を

使用して、個体の細胞または体液中の目的のポリペプチドの発現をアッセイする

工程、および（ｂ）この遺伝子発現レベルと標準的な遺伝子発現のレベルを比較

する工程、を包含し、これによって、その標準的な発現レベルと比較されるアッ

セイされたポリペプチド遺伝子発現レベルの増加または減少が、異常な発現を示

す。

      【０４３５】

  本発明は、障害を診断するための診断アッセイを提供し、このアッセイは、（

ａ）目的のポリペプチドに特異的な１つ以上の抗体を使用して、個体の細胞また

は体液中の目的のポリペプチドの発現をアッセイする工程、および（ｂ）この遺

伝子発現レベルと標準的な遺伝子発現のレベルを比較する工程、を包含し、これ

によって、その標準的な発現レベルと比較されるアッセイされたポリペプチド遺

伝子発現レベルの増加または減少が、特定の障害を示す。癌に関して、個体由来

の生検組織における比較的高い量の転写物の存在は、疾患の発生のための素因を

示し得るか、または実際の臨床症状の出現前に疾患を検出するための手段を提供

し得る。この型のより決定的な診断は、保健専門家に予防手段を使用させること

、または早期の積極的な処置を可能にし得、これにより、癌の発生またはさらな

る進行を予防する。

      【０４３６】

  本発明の抗体を使用して、当業者に公知の古典的な免疫組織学的方法を使用し

て生物学的サンプル中のタンパク質レベルをアッセイし得る（例えば、Ｊａｌｋ

ａｎｅｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０１：９７６－９８５（１９８５）；

Ｊａｌｋａｎｅｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－３０９６（

１９８７）を参照のこと）。タンパク質遺伝子発現を検出するために有用な、抗

体に基づく他の方法としては、イムノアッセイ（例えば、酵素結合イムノソルベ

ント検定法（ＥＬＩＳＡ）および放射免疫測定法（ＲＩＡ））が挙げられる。適

切な抗体アッセイ標識は、当該分野において公知であり、そして酵素標識（例え

ば、グルコースオキシダーゼ）；放射性同位体（例えば、ヨウ素（１２５Ｉ、１

２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、インジウム
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（１１２Ｉｎ）、およびテクネチウム（９９Ｔｃ））；発光標識（例えば、ルミ

ノール）；ならびに蛍光標識（例えば、フルオレセインおよびローダミン）、な

らびにビオチンが挙げられる。

      【０４３７】

  本発明の１つの局面は、動物、好ましくは哺乳動物、そして最も好ましくはヒ

トにおける、目的のポリペプチドの異常な発現と関連する疾患または障害の検出

および診断である。１つの実施形態において、診断は、ａ）目的のポリペプチド

に特異的に結合する有効量の標識化分子を被験体に（例えば、非経口的に、皮下

に、または腹腔内に）投与する工程；ｂ）このポリペプチドが発現する被験体内

の部位でこの標識化分子が優先的に濃縮することを可能にするために（および結

合していない標識化分子がバックグラウンドレベルまで除去されるために）投与

後、時間間隔を待つ工程；ｃ）バックグラウンドレベルを決定する工程；および

ｄ）この被験体中の標識化分子を検出する工程、を包含し、その結果、このバッ

クグラウンドレベルを越える標識化分子の検出は、この被験体が目的のポリペプ

チドの異常な発現と関連する特定の疾患または障害を有することを示す。バック

グラウンドレベルは、特定の系について以前に決定された標準的な値と、検出さ

れた標識化分子の量を比較する工程を包含する種々の方法により決定され得る。

      【０４３８】

  被験体のサイズおよび用いられる画像化システムは、診断画像を生成するため

に必要な画像化部分の量を決定することが当該分野で理解される。放射性同位体

部分の場合には、ヒト被験体について、注射される放射能の量は、通常、約５～

２０ミリキュリーの９９ｍＴｃの範囲である。次いで、標識された抗体または抗

体フラグメントは、特定のタンパク質を含む細胞の位置に優先的に蓄積される。

インビボ腫瘍画像化は、Ｓ．Ｗ．Ｂｕｒｃｈｉｅｌら、「Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒ

ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ  ｏｆ  Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ  Ａｎｔｉｂｏｄ

ｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔｈｅｉｒ  Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ」（Ｔｕｍｏｒ  Ｉｍａｇｉ

ｎｇ：Ｔｈｅ  Ｒａｄｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｃａ

ｎｃｅｒの第１３章、Ｓ．Ｗ．ＢｕｒｃｈｉｅｌおよびＢ．Ａ．Ｒｈｏｄｅｓ編

、Ｍａｓｓｏｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｉｎｃ．（１９８２）に記載される。
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      【０４３９】

  用いられる標識の型および投与の様式を含む、いくつかの可変要素に依存して

、標識された分子が被験体の部位に優先的に濃縮し、そして結合されていない標

識された分子がバックグラウンドレベルまで一掃されることを可能にする、投与

後の時間間隔は、６～４８時間または６～２４時間または６～１２時間である。

別の実施形態においては、投与後の時間間隔は、５～２０日間または５～１０日

間である。

      【０４４０】

  １つの実施形態においては、疾患または障害のモニタリングは、その疾患また

は障害を診断するための方法を繰り返すこと（例えば、最初の診断後１ヶ月、最

初の診断後６ヶ月、最初の診断後１年など）により行われる。

      【０４４１】

  標識された分子の存在は、インビボ走査について当該分野において公知の方法

を用いて、患者から検出され得る。これらの方法は、用いられる標識の型に依存

する。当業者は、特定の標識を検出するための適切な方法を決定し得る。本発明

の診断方法において用いられ得る方法およびデバイスとしては、限定はされない

が、コンピューター断層撮影（ＣＴ）、陽子（ｐｏｓｉｔｉｏｎ）射出断層撮影

法（ＰＥＴ）のような全身走査、磁気共鳴像（ＭＲＩ）、および超音波診断法が

挙げられる。

      【０４４２】

  特定の実施形態においては、この分子は放射性同位体で標識され、そして放射

線応答性の外科用機器を用いて患者から検出される（Ｔｈｕｒｓｔｏｎら、米国

特許第５，４４１，０５０号）。別の実施形態においては、この分子は蛍光化合

物で標識され、そして蛍光応答性の走査機器を用いて患者から検出される。別の

実施形態においては、この分子は陽電子放出金属で標識され、そして陽子射出断

層撮影法を用いて患者（ｐａｔｅｎｔ）から検出される。さらに別の実施形態に

おいては、この分子は常磁性標識で標識され、そして磁気共鳴映像（ＭＲＩ）を

用いて患者から検出される。

      【０４４３】
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  （キット）

  本発明は、上記の方法において用いられ得るキットを提供する。１つの実施形

態においては、キットは、１以上の容器中に、本発明の抗体（好ましくは精製さ

れた抗体）を備える。特定の実施形態においては、本発明のキットは、このキッ

トに含まれる抗体と特異的に免疫反応性であるエピトープを含む、実質的に分離

されたポリペプチドを備える。好ましくは、本発明のキットは、目的のポリペプ

チドと反応しないコントロール抗体を、さらに備える。別の特定の実施形態にお

いては、本発明のキットは、目的のポリペプチドとの抗体の結合（例えば、この

抗体は、検出可能な基質（例えば、抗体は、蛍光化合物、酵素基質、放射性化合

物または発光化合物）と結合体化され得るか、あるいは第一の抗体を認識する第

二の抗体は、検出可能な基質と結合体化され得る）を検出するための手段を備え

る。

      【０４４４】

  本発明の別の特定の実施形態においては、このキットは、増殖性および／また

は癌性のポリヌクレオチドおよびポリペプチドに対して特異的な抗体を含む血清

をスクリーニングする際に用いる診断用キットである。このようなキットは、目

的のポリペプチドと反応しないコントロール抗体を備え得る。このようなキット

は、少なくとも１つの抗ポリペプチド抗原抗体と特異的に免疫反応性であるエピ

トープを含む、実質的に単離されたポリペプチド抗原を備え得る。さらに、この

ようなキットは、この抗体の抗原への結合（例えば、この抗体は、フローサイト

メトリーにより検出され得る、フルオレセインまたはローダミンのような蛍光化

合物と結合体化され得る）を検出するための手段を備える。特定の実施形態にお

いては、このキットは、組換え的に産生されたポリペプチド抗原または化学的に

合成されたポリペプチド抗原を備え得る。このキットのポリペプチド抗原はまた

、固体支持体に付着され得る。

      【０４４５】

  より特定の実施形態においては、上記のキットの検出手段は、このポリペプチ

ド抗原が付着される固体支持体を含む。このようなキットはまた、非付着レポー

ター標識抗ヒト抗体を備える。この実施形態においては、抗体のポリペプチド抗



(221) 特表２００２－５４３１５１

原との結合はこのレポーター標識抗体の結合により検出され得る。

      【０４４６】

  さらなる実施形態においては、本発明は、本発明のポリペプチドの抗原を含む

血清をスクリーニングする際に用いる診断用キットを含む。この診断用キットは

、ポリペプチドまたはポリヌクレオチド抗原と特異的に免疫反応性である、実質

的に単離された抗体、およびこのポリヌクレオチドまたはポリペプチド抗原の抗

体との結合を検出する手段を備える。１つの実施形態においては、この抗体は、

固体支持体に付着される。特定の実施形態においては、この抗体は、モノクロナ

ール抗体であり得る。このキットの検出手段は、第二の標識されたモノクロナー

ル抗体を含み得る。あるいは、またはさらに、この検出手段は、標識された、競

合抗原を含み得る。

      【０４４７】

  １つの診断の構成においては、試験血清は、本発明の方法により得られる表面

結合抗原を有する固相試薬と反応する。特異的な抗原抗体をこの試薬と結合させ

、そして結合されない血清成分を洗浄により除去した後、固体支持体上に結合す

る抗抗原抗体の量に応じて、レポーターをこの試薬と結合させるために、この試

薬をレポーター標識抗ヒト抗体と反応させる。この試薬は、結合されない標識抗

体を除去するため、再び洗浄され、そしてこの試薬と会合したレポーターの量が

決定される。代表的には、レポーターは、適切な蛍光測定基質、発光基質または

比色基質（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）の存在下で、この固相をイン

キュベートすることにより検出される酵素である。

      【０４４８】

  上記のアッセイにおける固体表面試薬は、タンパク質材料を固体支持体材料（

例えば、高分子ビーズ、計深棒、９６ウェルプレートまたは濾過材料）に付着さ

せるための公知の技術により調製される。これらの付着方法としては、一般的に

、支持体へのタンパク質の非特異的な吸着または固体支持体上の化学的に活性な

基（例えば、活性化カルボキシル基、ヒドロキシル基、またはアルデヒド基）と

のタンパク質の共有結合（ｃｏｖａｌｅｎｔ  ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ）（代表的

には、遊離アミン基を介する）が挙げられる。あるいは、ストレプトアビジンで
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コートされたプレートが、ビオチン化された抗原と共に使用され得る。

      【０４４９】

  従って、本発明は、この診断方法を行うためのアッセイ系またはキットを提供

する。このキットは、一般的に、表面結合された組換え抗原を有する支持体、お

よび表面結合された抗抗原抗体を検出するための、レポーター標識された抗ヒト

抗体を備える。

      【０４５０】

  （染色体アッセイ）

  本発明の核酸配列はまた、染色体同定に有用である。この配列は、個々のヒト

染色体における特定の位置に特異的に標的化され、そしてハイブリダイズし得る

。本発明による染色体へのＤＮＡのマッピングは、それらの配列を、疾患に関連

した遺伝子と相関づけることにおいて重要な第一歩である。

      【０４５１】

  この点における特定の好ましい実施形態において、本明細書中で開示されるｃ

ＤＮＡおよび／またはポリヌクレオチドは、ＤＲ５遺伝子のゲノムＤＮＡをクロ

ーニングするために用いられる。これは、一般的に入手可能である、種々の周知

の技術およびライブラリーを用いて達成され得る。次いで、この目的のために周

知の技術を用いて、インサイチュ染色体マッピングのためにゲノムＤＮＡが用い

られる。

      【０４５２】

  さらに、配列は、ｃＤＮＡからＰＣＲプライマー（好ましくは、１５～２５ｂ

ｐ）を調製することにより、染色体にマッピングされ得る。遺伝子の３’非翻訳

領域のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮＡにおいて１つを超えるエキソ

ンにまたがらないプライマーを迅速に選択し、従って、増幅プロセスを複雑化す

る。次いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色体を含有する体細胞ハイブ

リッドのＰＣＲスクリーニングのために用いられる。

      【０４５３】

  中期染色体スプレッド（ｓｐｒｅａｄ）へのｃＤＮＡの蛍光インサイチュハイ

ブリダイゼーション（「ＦＩＳＨ」）は、一工程で、正確な染色体位置を提供す
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るために用いられ得る。この技術は、５０または６０ｂｐ程度の短さのｃＤＮＡ

由来のプローブと共に用いられ得る。この技術の概説については、Ｖｅｒｍａら

、Ｈｕｍａｎ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  Ｏｆ  Ｂａｓｉｃ

  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（

１９８８）を参照のこと。

      【０４５４】

  一旦、配列が正確な染色体位置にマッピングされると、染色体上の配列の物理

学的な位置は、遺伝子マップデータと相関づけられ得る。このようなデータは、

例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋ，Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

  Ｉｎ  Ｍａｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｅｌ

ｃｈ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで入手可能である）に見

出される。次いで、同じ染色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患との間の関

連が、連鎖分析（物理学的に隣接した遺伝子の共同遺伝）によって同定される。

      【０４５５】

  次に、罹患個体と非罹患個体との間でのｃＤＮＡまたはゲノム配列における差

異を決定することが必要である。罹患個体のいくらかまたは全てにおいて変異が

認められるが、いずれの正常個体でも認められない場合、変異は、疾患の原因因

子のようである。

      【０４５６】

  本発明に一般的に記載されるように、以下の実施例を参照することにより、本

発明は、より容易に理解されるが、以下の実施例は、例示の目的で提供され、限

定として意図されない。

      【０４５７】

  （実施例１）

  （Ｅ．ｃｏｌｉにおける発現と精製）

  寄託したｃＤＮＡ（ＡＴＣＣ番号９７９２０）の成熟ＤＲ５タンパク質をコー

ドするＤＮＡ配列を、ＤＲ５タンパク質のアミノ末端配列、および遺伝子の３’

側のベクター配列に特異的なＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーを用いて増幅

する。クローニングを容易にするための制限酵素部位を含むさらなるヌクレオチ
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ドを、５’および３’配列にそれぞれ加える。

      【０４５８】

  以下のプライマーを、Ｅ．ｃｏｌｉのＤＲ５細胞外ドメインの発現に用いる：

５’プライマーは、以下の配列：

      【０４５９】

【化８】

を有し、そして下線を付したＮｃｏＩ部位を含み：ならびに３’プライマーは、

以下の配列：

      【０４６０】

【化９】

を有し、そして下線を付したＨｉｎｄＩＩＩ部位を含む。

      【０４６１】

  制限部位は、細菌発現ベクターｐＱＥ６０中の制限酵素部位に好都合であり、

これらは、本実施例における細菌発現に用いられる。（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．

９２５９  Ｅｔｏｎ  Ａｖｅｎｕｅ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ，９１３１１

）。ｐＱＥ６０は、アンピシリン抗生物質耐性（「Ａｍｐr」）をコードし、そ

して細菌複製起点（「ｏｒｉ」）、ＩＰＴＧ誘導性プロモーター、およびリボゾ

ーム結合部位（「ＲＢＳ」）を含む。

      【０４６２】

  増幅したＤＲ５  ＤＮＡおよびベクターｐＱＥ６０の両方を、ＮｃｏＩおよび

ＨｉｎｄＩＩＩで消化し、次いで、消化したＤＮＡをお互いに連結した。ＤＲ５
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タンパク質ＤＮＡの制限化ｐＱＥ６０ベクターへの挿入は、ベクターのＩＰＴＧ

－誘導性プロモーターの下流にかつ作動可能に連結させて、そしてＤＲ５タンパ

ク質の翻訳のために適切に配置した開始ＡＵＧにインフレームで、ＤＲ５タンパ

ク質コード領域を配置する。

      【０４６３】

  連結混合物を、標準的な手順を使用して、コンピテントなＥ．Ｃｏｌｉ細胞に

形質転換する。このような手順は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  

Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、第２版；Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）に記載されている。Ｅ．

ｃｏｌｉ  Ｍ１５／ｒｅｐ４株（複数のコピーのプラスミドｐＲＥＰ４を含有し

、ｌａｃリプレッサーを発現し、そしてカナマイシン耐性（「Ｋａｎr」）を与

える）が、本明細書中に記載の例示的な実施例を実施することにおいて使用され

る。この株は、ＤＲ５タンパク質の発現に適した多くのうちの唯一の１つであり

、Ｑｉａｇｅｎ（前出）から市販されている。

      【０４６４】

  形質転換体は、アンピシリンおよびカナマイシンの存在下におけるＬＢプレー

ト上で増殖するそれらの能力によって同定される。プラスミドＤＮＡは耐性コロ

ニーから単離され、そしてクローン化ＤＮＡの正体は制限分析、ＰＣＲ、および

ＤＮＡ配列決定によって確認される。

      【０４６５】

  所望の構築物を含有するクローンを、アンピシリン（１００μｇ／ｍｌ）およ

びカナマイシン（２５μｇ／ｍｌ）の両方を補充したＬＢ培地中での液体培養に

おいて、一晩（「Ｏ／Ｎ」）増殖させる。このＯ／Ｎ培養物を、約１：１００～

１：２５０の希釈で多くの培養物を接種するために使用する。細胞を、６００ｎ

ｍでの光学密度（「ＯＤ６００」）が０．４と０．６との間になるまで増殖させ

る。次いで、イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド（「ＩＰＴＧ」）

を最終濃度１ｍＭまで添加し、ｌａｃＩリプレッサーを不活性化することにより

、ｌａｃリプレッサー感受性プロモーターからの転写を誘導する。細胞を、続け
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てさらに３～４時間インキュベートする。

      【０４６６】

  次いで、細胞を、標準的な方法を使用して、遠心分離により採取し、そして破

壊する。封入体を破壊細胞から慣用的な採集技術を使用して精製し、そしてタン

パク質を封入体から８Ｍ尿素に可溶化する。可溶化タンパク質を含有する８Ｍ尿

素溶液を、２×リン酸緩衝化生理食塩水（「ＰＢＳ」）中でＰＤ－１０カラムに

通し、それにより尿素を除去し、緩衝液を交換し、そしてタンパク質を再折畳み

させる。このタンパク質をクロマトグラフィーのさらなる段階によって精製し、

エンドトキシンを除去する。次いで、これを滅菌濾過する。滅菌濾過されたタン

パク質調製物を、９５μｇ／ｍｌの濃度で２×ＰＢＳ中に保存する。

      【０４６７】

  （実施例２）

  （哺乳動物細胞における発現）

  代表的な哺乳動物発現ベクターは、プロモーターエレメント（ｍＲＮＡの転写

の開始を媒介する）、タンパク質コード配列、ならびに転写の終結および転写物

のポリアデニル化に必要なシグナルを含む。さらなるエレメントとしては、エン

ハンサー、Ｋｏｚａｋ配列、ならびにＲＮＡスプライシングのためのドナー部位

およびアクセプター部位に隣接する介在配列が挙げられる。非常に効率的な転写

を、ＳＶ４０由来の初期および後期プロモーター、レトロウイルス由来の長末端

反復（ＬＴＲ）（例えば、ＲＳＶ、ＨＴＬＶＩ、ＨＩＶＩ）ならびにサイトメガ

ロウイルス（ＣＭＶ）の初期プロモーターを用いて達成し得る。しかし、細胞性

エレメントもまた使用され得る（例えば、ヒトアクチンプロモーター）。本発明

の実施における使用に適切な発現ベクターとしては、例えば、ｐＳＶＬおよびｐ

ＭＳＧ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，  Ｕｐｐｓａｌａ，  Ｓｗｅｄｅｎ）、ｐＲＳＶ

ｃａｔ（ＡＴＣＣ  ３７１５２）、ｐＳＶ２ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ  ３７１４６）

、ならびにｐＢＣ１２ＭＩ（ＡＴＣＣ  ６７１０９）のようなベクターが挙げら

れる。使用され得る哺乳動物宿主細胞としては、ヒトＨｅｌａ細胞、２９３細胞

、Ｈ９細胞およびＪｕｒｋａｔ細胞、マウスＮＩＨ３Ｔ３細胞およびＣ１２７細

胞、Ｃｏｓ１細胞、Ｃｏｓ７細胞およびＣＶ１細胞、ウズラＱＣ１－３細胞、マ



(227) 特表２００２－５４３１５１

ウスＬ細胞、ならびにチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）－細胞が挙げられ

る。

      【０４６８】

  あるいは、目的の遺伝子は、染色体に組み込まれるその遺伝子を含む安定な細

胞株において発現され得る。選択マーカー（例えば、ｄｈｆｒ、ｇｐｔ、ネオマ

イシン、ハイグロマイシン）との同時トランスフェクションは、トランスフェク

トされた細胞の同定および単離を可能にする。

      【０４６９】

  トランスフェクトされた遺伝子はまた、増幅されて大量のコードされたタンパ

ク質を発現し得る。ＤＨＦＲ（ジヒドロ葉酸レダクターゼ）マーカーは、目的の

遺伝子の数百または数千ものコピーを有する細胞株を開発するのに有用である。

別の有用な選択マーカーは、酵素グルタミンシンターゼ（ＧＳ）である（Ｍｕｒ

ｐｈｙら、Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｊ．  ２２７：２７７－２７９（１９９１）；Ｂｅ

ｂｂｉｎｇｔｏｎら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １０：１６９－１７５（

１９９２））。これらのマーカーを使用して、哺乳動物細胞を選択培地において

増殖させ、そして最も高い耐性を有する細胞を選択する。これらの細胞株は染色

体に組み込まれた増幅された遺伝子を含む。チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ

Ｏ）細胞は、タンパク質の産生にしばしば使用される。

      【０４７０】

  発現ベクターｐＣ１およびｐＣ４は、ラウス肉腫ウイルスの強力なプロモータ

ー（ＬＴＲ）（Ｃｕｌｌｅｎら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌｕｌａ

ｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，  ４３８－４４７（１９８５年３月））およびＣＭＶ－エ

ンハンサーのフラグメント（Ｂｏｓｈａｒｔら、Ｃｅｌｌ  ４１：５２１－５３

０（１９８５））を含む。複数のクローニング部位（例えば、制限酵素切断部位

ＢａｍＨＩ、ＸｂａＩ、およびＡｓｐ７１８を有する）は、目的の遺伝子のクロ

ーニングを容易にする。ベクターはさらに、ラットプレプロインシュリン遺伝子

の３'イントロン、ポリアデニル化、および終結シグナルを含む。

      【０４７１】

  （クローニングおよびＣＨＯ細胞における発現）
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  ベクターｐＣ４を、ＤＲ５ポリペプチドの発現のために使用する。プラスミド

ｐＣ４は、プラスミドｐＳＶ２－ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ受託番号３７１４６）の誘

導体である。このプラスミドは、ＳＶ４０初期プロモーターの制御下で、マウス

ＤＨＦＲ遺伝子を含む。これらのプラスミドでトランスフェクトされるジヒドロ

葉酸活性を欠如するチャイニーズハムスター卵巣細胞または他の細胞は、化学療

法剤メトトレキサート（ＭＴＸ）を補充した選択培地（αマイナスＭＥＭ、Ｌｉ

ｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中で細胞を増殖させることによって選択され

得る。メトトレキサート（ＭＴＸ）に耐性である細胞におけるＤＨＦＲ遺伝子の

増幅は、よく考証されている（例えば、Ａｌｔ，Ｆ．Ｗ．，Ｋｅｌｌｅｍｓ，Ｒ

．Ｍ．，Ｂｅｒｔｉｎｏ，Ｊ．Ｒ．およびＳｃｈｉｍｋｅ，Ｒ．Ｔ．，Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５３：１３５７－１３７０（１９７８）；Ｈａｍｌｉｎ，Ｊ

．Ｌ．およびＭａ，Ｃ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．ｅｔ  Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，

１０９７：１０７－１４３（１９９０）；Ｐａｇｅ，Ｍ．Ｊ．およびＳｙｄｅｎ

ｈａｍ，Ｍ．Ａ．１９９１，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ９：６４－６８（１

９９１）を参照のこと）。漸増濃度のＭＴＸにおける細胞増殖は、ＤＨＦＲ遺伝

子の増幅の結果として、標的酵素ＤＨＦＲを過剰産生することによって薬物への

耐性を生じる。第２の遺伝子がＤＨＦＲ遺伝子に連結される場合、通常、同時増

幅され、そして過剰発現される。増幅した遺伝子の１，０００を超えるコピーを

有する細胞株を開発するためにこのアプローチを使用し得ることは、当該分野に

おいて公知である。続いて、メトトレキサートが取り除かれる場合、宿主細胞の

１つ以上の染色体に組み込まれた増幅遺伝子を含む細胞株が得られる。

      【０４７２】

  プラスミドｐＣ４は、目的の遺伝子の発現のために、ラウス肉腫ウイルスの長

末端反復（ＬＴＲ）の強力なプロモーター（Ｃｕｌｌｅｎら、Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ５：４３８－４４７  （１９

８５年３月））、およびヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の前初期遺伝子の

エンハンサーから単離されたフラグメント（Ｂｏｓｈａｒｔら、Ｃｅｌｌ  ４１

：５２１－５３０（１９８５））を含む。プロモーターの下流には、遺伝子の組

み込みを可能にする以下の単一の制限酵素切断部位、ＢａｍＨＩ、ＸｂａＩおよ
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びＡｓｐ７１８が存在する。これらのクローニング部位の後ろに、プラスミドは

、ラットプレプロインスリン遺伝子の３’イントロンおよびポリアデニル化部位

を含む。他の高効率プロモーターもまた、発現のために使用され得る（例えば、

ヒトβアクチンプロモーター、ＳＶ４０初期もしくは後期プロモーター、または

他のレトロウイルス（例えば、ＨＩＶおよびＨＴＬＶＩ）由来の長末端反復）。

ＣｌｏｎｔｅｃｈのＴｅｔ－ＯｆｆおよびＴｅｔ－Ｏｎ遺伝子発現系ならびに同

様の系は、哺乳動物細胞において調節された方法でＤＲ５ポリペプチドを発現す

るために使用され得る（Ｇｏｓｓｅｎ，Ｍ．，およびＢｕｊａｒｄ，Ｈ．，Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：５５４７－５５５１（１９

９２））。ｍＲＮＡのポリアデニル化のために、他のシグナル（例えば、ヒト成

長ホルモン由来またはグロビン遺伝子由来）も同様に使用され得る。

      【０４７３】

  染色体に組み込まれた目的の遺伝子を保有する安定な細胞株もまた、選択マー

カー（例えば、ｇｐｔ、Ｇ４１８、またはヒグロマイシン）と同時トランスフェ

クションする際に選択し得る。開始時に１つより多い選択マーカー（例えば、Ｇ

４１８およびメトトレキサート）を使用することは有利である。

      【０４７４】

  プラスミドｐＣ４を制限酵素ＢａｍＨＩで消化し、次いでウシ腸ホスフェート

を使用して、当該分野で公知の手順により脱リン酸化する。次いで、ベクターを

１％アガロースゲルから単離する。

      【０４７５】

  完全なポリぺプチドをコードするＤＮＡ配列を、遺伝子の所望の部分の５’お

よび３’配列に対応するＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーを使用して増幅す

る。下線を付したＢａｍＨＩ部位、Ｋｏｚａｋ配列、およびＡＵＧ開始コドンを

含む５’プライマーは、以下の配列を有する：

５’－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＴＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＧＧＧＧＡＣＡＧ

ＡＡＣ－３’（配列番号１０）。

下線を付したＡｓｐ７１８部位を含む３’プライマーは、以下の配列を有する：

５’－ＣＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＧＡＣＡＴＧＧＣＡＧＡＧＴＣ－３’（配列
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番号１１）。

      【０４７６】

  増幅されたフラグメントを、エンドヌクレアーゼＢａｍＨＩおよびＡｓｐ７１

８で消化し、次いで、１％アガロースゲル上で再び精製する。次いで、単離した

フラグメントおよび脱リン酸化したベクターを、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼで連結す

る。次いで、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０１またはＸＬ－１  Ｂｌｕｅ細胞を形質転

換し、そしてプラスミドｐＣ４に挿入したフラグメントを含有する細菌を、例え

ば、制限酵素分析を使用して同定する。

      【０４７７】

  活性ＤＨＦＲ遺伝子を欠損するチャイニーズハムスター卵巣細胞をトランスフ

ェクションのために使用する。５μｇの発現プラスミドｐＣ４を、リポフェクチ

ン法（Ｆｅｌｇｎｅｒら、前出）を使用して、０．５μｇのプラスミドｐＳＶｎ

ｅｏと同時トランスフェクトする。プラスミドｐＳＶ２－ｎｅｏは、優性選択マ

ーカー（Ｇ４１８を含む一群の抗生物質に対する耐性を付与する酵素をコードす

るＴｎ５由来のｎｅｏ遺伝子）を含む。細胞を、１ｍｇ／ｍｌのＧ４１８を補充

したαマイナスＭＥＭに播種する。２日後、細胞をトリプシン処理し、そして１

０、２５、または５０ｎｇ／ｍｌのメトトレキサートおよび１ｍｇ／ｍｌ  Ｇ４

１８を補充したαマイナスＭＥＭ中のハイブリドーマクローニングプレート（Ｇ

ｒｅｉｎｅｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に播種する。約１０～１４日後、単一のクロー

ンをトリプシン処理し、次いで異なる濃度のメトトレキサート（５０ｎＭ、１０

０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、８００ｎＭ）を用いて、６ウェルペトリ皿ま

たは１０ｍｌフラスコに播種する。次いで、最高濃度のメトトレキサートで増殖

するクローンを、さらに高濃度のメトトレキサート（１μＭ、２μＭ、５μＭ、

１０ｍＭ、２０ｍＭ）を含む新たな６ウェルプレートに移す。同じ手順を、１０

０～２００μＭの濃度で増殖するクローンが得られるまで繰り返す。所望の遺伝

子産物の発現を、例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロットによって

、または逆相ＨＰＬＣ分析によって分析する。

      【０４７８】

  （ＣＯＳ細胞でのクローニングおよび発現）
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  発現プラスミドｐＤＲ５－ＨＡを、ＤＲ５タンパク質の可溶性細胞外ドメイン

をコードするｃＤＮＡを、発現ベクターｐｃＤＮＡＩ／ＡｍｐまたはｐｃＤＮＡ

ＩＩＩ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．から入手可能）中にクローニングする

ことにより作製する。発現ベクターｐｃＤＮＡＩ／ａｍｐは以下を含む：（１）

Ｅ．ｃｏｌｉおよび他の原核生物細胞での増殖に有効なＥ．ｃｏｌｉ複製起点；

（２）プラスミド含有原核生物細胞の選択のためのアンピシリン耐性遺伝子；（

３）真核生物細胞での増殖のためのＳＶ４０複製起点；（４）ｃＤＮＡが都合良

くＣＭＶプロモーターの発現制御下に置かれ、そしてポリリンカー中の制限部位

によりＳＶ４０イントロンおよびポリアデニル化シグナルに作動可能に連結し得

るように配置された、ＣＭＶプロモーター、ポリリンカー、ＳＶ４０、およびポ

リアデニル化シグナル。その３’末端にインフレームで融合したＤＲ５ポリぺプ

チドの細胞外ドメインおよびＨＡタグをコードするＤＮＡフラグメントを、組換

えタンパク質発現がＣＭＶプロモーターによって指向されるように、ベクターの

ポリリンカー領域にクローニングする。ＨＡタグは、Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ

  ３７：７６７（１９８４）により記載されるインフルエンザ赤血球凝集素タン

パク質由来のエピトープに対応する。標的タンパク質へのＨＡタグの融合により

、ＨＡエピトープを認識する抗体を用いて組換えタンパク質の検出と回収が容易

になる。

      【０４７９】

  プラスミド構築ストラテジーは、以下の通りである。寄託プラスミドのＤＲ５

  ｃＤＮＡを、Ｅ．ｃｏｌｉでのＤＲ５の発現のためのベクター構築について上

で詳しく記載した都合の良い制限部位を含むプライマーを用いて増幅する。

      【０４８０】

  発現されたＤＲ５の検出、精製、および特徴付けを容易にするために、プライ

マーの１つは、上記のように赤血球凝集素タグ（「ＨＡタグ」）を含む。

      【０４８１】

  好適なプライマーとしては、この実施例で使用される以下のものがあげられる

。下線のＢａｍＨＩ部位を含む５’プライマーは、以下の配列を有する：５’－

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＴＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＧＧＧＧＡＣＡＧＡＡＣ
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－３’（配列番号１０）。下線を付したＡｓｐ７１８制限配列を含む３’プライ

マーは、以下の配列を有する：５’－ＣＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＣＣＴＧＡＴ

ＴＣＴＴＴＴＧＧＡＣ－３’（配列番号１２）。

      【０４８２】

  ＰＣＲ増幅ＤＮＡフラグメント、およびベクター、ｐｃＤＮＡＩ／Ａｍｐを、

ＢａｍＨＩおよびＡｓｐ７１８で消化し、次いで連結する。連結混合物を、Ｅ．

ｃｏｌｉ株ＳＵＲＥ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓｙｓｔｅｍｓ

、１１０９９  Ｎｏｒｔｈ  Ｔｏｒｒｅｙ  Ｐｉｎｅｓ  Ｒｏａｄ，Ｌａ  Ｊｏ

ｌｌａ，ＣＡ  ９２０３７から入手可能）に形質転換し、形質転換した培養物を

アンピシリン培地プレートにプレートし、次いでこれをインキュベートしてアン

ピシリン耐性コロニーを増殖させる。プラスミドＤＮＡを耐性コロニーから単離

し、そして制限分析またはその他の手段により、ＤＲ５ポリぺプチドの細胞外ド

メインをコードするフラグメントの存在について試験する。

      【０４８３】

  組換えＤＲ５の発現のために、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８９）に記載されるように、ＤＥＡＥ－

ＤＥＸＴＲＡＮを用いて、上述のように、ＣＯＳ細胞を発現ベクターでトランス

フェクトする。細胞を、このベクターによるＤＲ５の発現の条件下でインキュベ

ートする。

      【０４８４】

  ＤＲ５－ＨＡ融合タンパク質の発現を、例えば、Ｈａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉｂ

ｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、第２版；Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８８）に記載の方法を用い

て、放射標識および免疫沈降法により検出する。この目的のため、トランスフェ

クションの２日後、細胞を35Ｓ－システイン含有培地で８時間インキュベートす

ることにより標識する。上述のＷｉｌｓｏｎらにより記載されるように、細胞お
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よび培地を回収し、そして細胞を洗浄し、そして界面活性剤含有ＲＩＰＡ緩衝液

：１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、１％ＮＰ－４０、０．１％ＳＤＳ、１％  ＮＰ－４０

、０．５％ＤＯＣ、５０ｍＭ  ＴＲＩＳ、ｐＨ７．５で溶解する。タンパク質を

、ＨＡ特異的モノクロナール抗体を用い、細胞溶解物および培養培地から沈殿さ

せる。次いで、沈殿させたタンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびオートラジオ

グラフィーにより分析する。期待されるサイズの発現産物は細胞溶解物中に見い

だされ、ネガティブコントロールには見いだされない。

      【０４８５】

  この実施例での発現に使用するプライマーセットは、この実施例でＣＨＯ発現

について使用するｐＣ４、この実施例でのＣＯＳ発現についてのｐｃＤＮＡＩ／

Ａｍｐ、および以下の実施例でのバキュロウイルス発現について使用するｐＡ２

と適合性である。従って、例えば、ＣＨＯ発現について増幅された完全なＤＲ５

コードフラグメントはまた、ＣＯＳ発現についてのｐｃＤＮＡＩ／Ａｍｐまたは

バキュロウイルス発現についてのｐＡ２に連結され得る。

      【０４８６】

  （実施例３）

  （ＤＲ５のタンパク質融合物）

  本発明のＤＲ５融合タンパク質は、必要に応じて、他のタンパク質に融合され

得る。これらの融合タンパク質は、種々の適用に対して有用であり得る。例えば

、ＤＲ５ポリペプチドのＨｉｓタグ、ＨＡタグ、プロテインＡ、ＩｇＧドメイン

、およびマルトース結合タンパク質への融合は、精製を容易にする。（ＥＰ  Ａ

  ３９４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３１：８４－８

６（１９８８）を参照のこと）。同様に、ＩｇＧ－１、ＩｇＧ－３、およびアル

ブミンへの融合は、インビボでの半減期を増加させる。ＤＲ５ポリペプチドに融

合された核限局化シグナルは、タンパク質を特定の細胞内位置に標的化し得、一

方で、共有結合ヘテロダイマーまたはホモダイマーは、融合タンパク質の活性を

増加し得るか、または減少し得る。融合タンパク質はまた、１より多い機能を有

するキメラ分子を生成し得る。最後に、融合タンパク質は、非融合のタンパク質

と比較して融合タンパク質の溶解性および／または安定性を増加し得る。上記の
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融合タンパク質の型の全ては、当該分野で公知の技術を使用して、あるいは以下

のプロトコル（これは、ポリペプチドのＩｇＧ分子への融合を概説する）を使用

するか、または慣用的に改変することによって、作製され得る。

      【０４８７】

  簡潔に、ＩｇＧ分子のヒトＦｃ部分は、配列番号１３に記載される配列の５’

末端および３’末端にわたるプライマーを使用して、ＰＣＲ増幅され得る。これ

らのプライマーはまた、好ましくは、発現ベクター（好ましくは、哺乳動物発現

ベクター）へのクローニングを容易にする好都合な制限酵素部位を含む。

      【０４８８】

  例えば、ｐＣ４（寄託番号２０９６４６）発現ベクターが使用される場合、ヒ

トＦｃ部分は、ＢａｍＨＩクローニング部位に連結され得る。３’ＢａｍＨＩ部

位は破壊されるべきであることに注意すべきである。次に、ヒトＦｃ部分を含む

ベクターは、ＢａｍＨＩで再制限酵素切断され、ベクターを線状化し、そして、

実施例１に記載のＰＣＲプロトコルにより単離されたＤＲ５ポリヌクレオチドを

、このＢａｍＨＩ部位に連結する。このポリヌクレオチドは、終止コドンなしで

クローニングされ、さもなければ、融合タンパク質は、産生されないことに注意

すべきである。

      【０４８９】

  天然のシグナル配列を使用して、分泌タンパク質を産生する場合、ｐＣ４は、

第二のシグナルペプチドを必要としない。あるいは、天然のシグナル配列が使用

されない場合、ベクターは、異種シグナル配列を含むために改変され得る。（例

えば、ＷＯ  ９６／３４８９１を参照のこと）。

      【０４９０】

  （実施例４）

  （バキュロウイルス発現系におけるＤＲ５の可溶性細胞外ドメインのクローニ

ングおよび発現）

  この例示的な実施例において、プラスミドシャトルベクターｐＡ２を使用して

、完全なＤＲ５タンパク質をコードするｃＤＮＡ（その天然に付随するシグナル

配列を含む）を、バキュロウイルスへ挿入し、標準的な方法（例えば、Ｓｕｍｍ
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ｅｒｓら、Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  Ｂａｃｕｌｏｖ

ｉｒｕｓ  Ｖｅｃｔｏｒｓ  ａｎｄ  Ｉｎｓｅｃｔ  Ｃｅｌｌ  Ｃｕｌｔｕｒｅ

  Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，  Ｔｅｘａｓ  Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ  Ｅｘｐｅ

ｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｓｔａｔｉｏｎ  Ｂｕｌｌｅｔｉｎ  Ｎｏ．１５５５（１９

８７）に記載される方法）を使用して、ＤＲ５タンパク質を発現させる。この発

現ベクターは、Ａｕｔｏｇｒａｐｈ  ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイル

ス（ＡＣＭＮＰＶ）の強力なポリヘドロンプロモーター、続いて都合の良い制限

部位を含む。組換えウイルスの平易な選択のために、プラスミドは、同じ方向で

、弱いＤｒｏｓｏｐｈｉｌａプロモーターの制御下で、Ｅ．ｃｏｌｉ由来のβガ

ラクトシダーゼ遺伝子、続いて、ポリヘドリン遺伝子のポリアデニル化シグナル

を含む。挿入遺伝子は、クローニングされたポリヌクレオチドを発現する生存ウ

イルスを生成するために、野生型ウイルスのＤＮＡとの細胞媒介性相同組換えの

ためのウイルス配列を両側に隣接させている。

      【０４９１】

  当業者に容易に理解されるように、構築物が転写、翻訳、分泌などのための適

切に配置されたシグナル（例えば、インフレームのＡＵＧおよび必要ならばシグ

ナルペプチド）を提供する限り、多くの他のバキュロウイルスベクター（例えば

、ｐＡｃ３７３、ｐＶＬ９４１、およびｐＡｃＩＭＩ）が、ｐＡ２の代わりに使

用され得る。このようなベクターは、例えば、Ｌｕｃｋｏｗら、Ｖｉｒｏｌｏｇ

ｙ  １７０：３１－３９（１９８９）に記載される。

      【０４９２】

  寄託されたプラスミド（ＡＴＣＣ番号９７９２０）のＤＲ５タンパク質の可溶

性細胞外ドメインをコードするｃＤＮＡ配列を、この遺伝子の５’配列および３

’配列に対応するＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーを用いて増幅する。

      【０４９３】

  ＤＲ５に対する５’プライマーは、下線を付したＢａｍＨＩ制限酵素部位を含

む、配列５’ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＴＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＧＧＧＧＡ

ＣＡＧＡＡＣ－３’（配列番号１０）を有する。発現ベクター中に挿入されて、

以下に記載のように、ＤＲ５をコードする増幅されたフラグメントの５’末端は
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、効率的な切断シグナルペプチドを提供する。真核生物細胞における翻訳の開始

のための効率的なシグナルは、Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９

６：９４７－９５０（１９８７）に記載されるように、構築物のベクター部分に

適切に配置される。

      【０４９４】

  ＤＲ５についての３’プライマーは、下線を付したＡｓｐ７１８制限、続いて

図１中のＤＲ５ヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド、続いて終止コドンを

含む配列５’－ＣＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＣＣＴＧＡＴＴＣＴＴＴＧＴＧＧＡ

Ｃ－３’（配列番号１２）を有する。

      【０４９５】

  増幅されたフラグメントを、市販のキット（「Ｇｅｎｅｃｌｅａｎ」ＢＩＯ  

１０１  Ｉｎｃ．，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，Ｃａ）を用いて１％アガロースゲルから

単離する。次いで、このフラグメントを、ＢａｍＨＩおよびＡｓｐ７１８で消化

し、そして再度１％アガロースゲル上で精製する。このフラグメントを「Ｆ１」

と命名する。

      【０４９６】

  プラスミドを、制限酵素ＢａｍＨＩおよびＡｓｐ７１８で消化し、そして必要

に応じて、当該分野で公知の日常的な手順を用いて、仔ウシ腸ホスファターゼを

用いて脱リン酸化し得る。次いで、このＤＮＡを市販のキット（「Ｇｅｎｅｃｌ

ｅａｎ」ＢＩＯ  １０１  Ｉｎｃ．，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，Ｃａ．）を用いて１％

アガロースゲルから単離する。このベクターＤＮＡを本明細書中で「Ｖ１」と命

名する。

      【０４９７】

  フラグメントＦ１と脱リン酸化プラスミドＶ１とを、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼで

連結する。Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０１細胞またはＸＬ－１  Ｂｌｕｅ細胞（Ｓｔ

ｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ

）のような他の適切なＥ．ｃｏｌｉ宿主を、連結混合物で形質転換し、そして培

養プレートに塗布する。ヒトＤＲ５を有するプラスミドを含む細菌を、ＰＣＲ法

を用いて同定する。このＰＣＲ法では、この遺伝子を増幅するために使用される
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プライマーの一つはＤＲ５配列に指向され、そして第２のプライマーは、十分に

ベクター内に由来し、その結果、ＤＲ５遺伝子フラグメントを含むそれらの細菌

コロニーのみがＤＮＡの増幅を示す。クローニングされたフラグメントの配列を

、ＤＮＡ配列決定によって確認する。このプラスミドを、本明細書中で、ｐＢａ

ｃ  ＤＲ５と命名する。

      【０４９８】

  ５μｇのプラスミドｐＢａｃ  ＤＲ５を、Ｆｅｌｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８４：７４１３－７４１７（１９８７）によ

って記載されるリポフェクチン法を用いて、１．０μｇの市販の線状化バキュロ

ウイルスＤＮＡ（「ＢａｃｕｌｏＧｏｌｄTM  ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  ＤＮＡ

」，  Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，  Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ．）とともに同時ト

ランスフェクトする。１μｇのＢａｃｕｌｏＧｏｌｄTMウイルスＤＮＡおよび５

μｇのプラスミドｐＢａｃ  ＤＲ５を、５０μｌの無血清グレース培地（Ｌｉｆ

ｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）

を含むマイクロタイタープレートの無菌ウェル中で混合する。その後、１０μｌ

のリポフェクチンおよび９０μｌのグレース培地を添加し、混合し、そして室温

にて１５分間インキュベートする。次いで、このトランスフェクション混合物を

、１ｍｌの無血清グレース培地を有する３５ｍｍ組織培養プレート内に播種され

たＳｆ９昆虫細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １７１１）に滴下する。プレートを、前

後に揺らして新たに添加された溶液を混合する。次いで、プレートを２７℃で５

時間インキュベートする。５時間後、トランスフェクション溶液をプレートから

除去し、そして１０％ウシ胎仔血清を補充した１ｍｌのグレース昆虫培地を添加

する。プレートをインキュベーターに戻し、そして培養を２７℃で４日間続ける

。

      【０４９９】

  ４日後、上清を回収し、そしてＳｕｍｍｅｒｓおよびＳｍｉｔｈ（前出）に記

載されるようにプラークアッセイを行う。「Ｂｌｕｅ  Ｇａｌ」（Ｌｉｆｅ  Ｔ

ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を有す

るアガロースゲルを、青く染色されたプラークを産生するｇａｌ発現クローンの
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容易な同定および単離を可能にするために用いる。（このタイプの「プラークア

ッセイ」の詳細な説明はまた、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．

、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤによって配布される昆虫細胞培養およびバキ

ュロウイルス学のための使用者ガイド（第９～１０頁）においても見い出され得

る）。適切なインキュベーションの後、青く染色されたプラークを、マイクロピ

ペッター（例えば、エッペンドルフ）のチップで拾う。次いで、組換えウイルス

を含む寒天を、２００μｌのグレース培地を含む微小遠心管中に再懸濁する。そ

して、組換えバキュロウイルスを含む懸濁液を用いて、３５ｍｍディッシュに播

種された昆虫Ｓｆ９細胞に感染させる。４日後、これらの培養ディッシュの上清

を回収し、次いでそれらを４℃で保存する。この組換えウイルスをＶ－ＤＲ５と

称する。

      【０５００】

  ＤＲ５遺伝子の発現を確認するために、Ｓｆ９細胞を、１０％熱不活化ＦＢＳ

を補充したグレース培地中で増殖させる。細胞を、約２（約１～約３）の感染多

重度（「ＭＯＩ」）にて組換えバキュロウイルスＶ－ＤＲ５で感染させる。６時

間後、その培地を除去し、そしてメチオニンおよびシステインを除いたＳＦ９０

０  ＩＩ培地（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅ

ｒｓｂｕｒｇ，  ＭＤから入手可能）に置き換える。放射性標識されたタンパク

質が所望される場合、４２時間後、５μＣｉの35Ｓ－メチオニンおよび５μＣｉ

の35Ｓ－システイン（Ａｍｅｒｓｈａｍから入手可能）を添加する。細胞をさら

に１６時間インキュベートし、次いで細胞を遠心分離により収集する。上清中の

タンパク質ならびに細胞内タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥ、続いて（放射性標識

されていれば）オートラジオグラフィーにより分析する。精製タンパク質のアミ

ノ末端のアミノ酸配列の微小配列決定を用いて、成熟タンパク質のアミノ末端配

列を決定し得、従って分泌シグナルペプチドの切断点および長さを決定し得る。

      【０５０１】

  （実施例５）

  （哺乳動物細胞におけるＤＲ５誘導アポトーシス）

  Ｆａｓ／ＡＰＯ－１およびＴＮＦＲ－１の哺乳動物細胞における過剰発現は、
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レセプター活性化を模倣する（Ｍ．Ｍｕｚｉｏら、Ｃｅｌｌ  ８５：８１７－８

２７（１９９６）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、Ｃｅｌｌ  ８５：８０３－８１５

（１９９６））。従って、この系を、アポトーシスの誘導におけるＤＲ５の機能

的役割を研究するために利用する。この実施例は、ＭＣＦ７ヒト乳ガン細胞およ

びヒト類上皮ガン（ＨｅＬａ）細胞の両方において、ＤＲ５の過剰発現がアポト

ーシスを誘導したことを実証する。

      【０５０２】

  （実験の設計）

  細胞死アッセイを、本質的に以前に記載されるように行った（Ａ．Ｍ．Ｃｈｉ

ｎｎａｉｙａｎら、Ｃｅｌｌ  ８１：５０５－１２（１９９５）；Ｍ．Ｐ．Ｂｏ

ｌｄｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７０：７７９５－８（１９９５）；Ｆ

．Ｃ．Ｋｉｓｃｈｋｅｌら、ＥＭＢＯ  １４：５５７９－５５８８（１９９５）

；Ａ．Ｍ．Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７１：４９６

１－４９６５（１９９６））。簡単には、ＭＣＦ－７ヒト乳ガンクローン細胞株

およびＨｅＬａ細胞を、ベクター、ＤＲ５、ＤＲ５(（５２－４１１）、または

ＴＮＦＲ－１と、βガラクトシダーゼレポーター構築物と一緒に同時トランスフ

ェクトした。

      【０５０３】

  ＭＣＦ７およびＨｅＬａ細胞を、リポフェクタミン手順（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ

）を使用して、製造業者の指示に従ってトランスフェクトした。２９３細胞を、

ＣａＰＯ4沈澱を使用してトランスフェクトした。トランスフェクションの２４

時間後に、以前に記載のように（Ａ．Ｍ．Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎら、Ｃｅｌｌ  

８１：５０５－１２（１９９５）：Ｍ．Ｐ．Ｂｏｌｄｉｎら、Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃ

ｈｅｍ  ２７０：７７９５－８（１９９５）；Ｆ．Ｃ．Ｋｉｓｃｈｋｅｌら、Ｅ

ＭＢＯ  １４：５５７９－５５８８（１９９５））、細胞を固定してＸ－Ｇａｌ

で染色し、そして顕微鏡で観察した。図５に示すデータ（平均±ＳＤ）は、円形

のアポトーシス細胞のパーセントを総βガラクトシダーゼポジティブ細胞の関数

として表す（ｎ＝３）。ＤＲ５の過剰発現は、ＭＣＦ７（図５Ａ）およびＨｅＬ

ａ細胞（図５Ｂ）の両方においてアポトーシスを誘導した。
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      【０５０４】

  ＭＣＦ７細胞をまた、ｚ－ＶＡＤ－ｆｍｋ（２０μｌ）（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｓｙ

ｓｔｅｍｓ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｄｕｂｌｉｎ，ＣＡ）の存在下で、ＤＲ５発現

構築物でトランスフェクトするか、または３倍過剰のＣｒｍＡ（Ｍ．Ｔｅｗａｒ

ｉら、Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７０：３２５５－６０（１９９５））、もし

くはＦＡＤＤ－ＤＮ発現構築物、もしくはベクター単独で同時トランスフェクト

した。図５Ｃに示すデータは、ＤＲ５によって誘導されたアポトーシスが、カス

パーゼインヒビターによって弱められるが、優性ネガティブＦＡＤＤによっては

弱められないことを示す。

      【０５０５】

  図５Ｄに示されるように、ＤＲ５は、ＦＡＤＤまたはＴＲＡＤＤとはインビボ

で会合しなかった。２９３細胞を、リン酸カルシウム沈澱を使用して、示された

発現構築物とともに同時トランスフェクトした。トランスフェクションの後（４

０時間で）、細胞溶解物を調製し、そしてＦｌａｇ  Ｍ２抗体アフィニティーゲ

ル（ＩＢＩ，Ｋｏｄａｋ）で免疫沈降させ、そしてＦＡＤＤまたはｍｙｃ－タグ

化ＴＲＡＤＤ（ｍｙｃ－ＴＲＡＤＤ）の存在を、ＦＡＤＤに対するポリクローナ

ル抗体またはｍｙｃに対する西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合体化抗

体（ＢＭＢ）を用いる免疫ブロッティングによって検出した（Ｂａｋｅｒ，Ｓ．

Ｊ．ら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １２：１（１９９６）；Ｃｈｉｎｎａｉｙａｎ，Ａ

．Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７４：９９０（１９９６））。

      【０５０６】

  図５Ｅに示すように、ＦＬＩＣＥ２－ＤＮは、ＤＲ５誘導アポトーシスをブロ

ックする。２９３細胞を、ＤＲ５またはＴＮＦＲ－１発現構築物と同時トランス

フェクトし、そして示されたように４倍過剰のＣｒｍＡ、ＦＬＩＣＥ－ＤＮ、Ｆ

ＬＩＣＥ  ２－ＤＮ、またはベクター単独とともに、βガラクトシダーゼの報告

された構築物の存在下で同時トランスフェクトした。細胞を染色し、そして２５

～３０時間後に試験した。

      【０５０７】

  （結果）
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  ＤＲ５の過剰発現は、ＭＣＦ７ヒト乳ガン細胞（図５Ａ）およびヒト類上皮ガ

ン（ＨｅＬａ）細胞（図５Ｂ）の両方において、アポトーシスを誘導した。トラ

ンスフェクトした細胞のほとんどは、アポトーシスを経験している細胞に特徴的

な形態学的な変化（Ｅａｒｎｓｈａｗ，Ｗ．Ｃ．，Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．７：３

３７（１９９５））を示し、円形になり濃縮されて、そしてディッシュから脱離

した。死ドメインの欠失は、殺傷能力を消失させた。ＤＲ４と同様に、ＤＲ５誘

導アポトーシスは、カスパーゼインヒビター、ＣｒｍＡおよびｚ－ＶＡＤ－ｆｍ

ｋによってブロックされたが、優性ネガティブＦＡＤＤは効果がなかった（図５

Ｃ）。これと一致して、ＤＲ５はＦＡＤＤおよびＴＲＡＤＤとインビボで相互作

用しなかった（図５Ｄ）。新たに同定したＦＬＩＣＥ様分子の優性ネガティブバ

ージョン、ＦＬＩＣＥ２（Ｖｉｎｃｅｎｚ，Ｃら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２

７２：６５７８（１９９７））は、効率的にＤＲ５誘導アポトーシスをブロック

したのに対し、優性ネガティブＦＬＩＣＥは、ブロックした条件下で部分的な効

果を有するのみであった。ＴＮＦＲ－１は、アポトーシスを効率的に誘導した（

図５Ｅ）。まとめると、証拠は、ＲＤ５が、ＦＬＩＣＥ２および下流のカプラー

ゼの活性化を包含するアポトーシスプログラムに関与しているが、ＦＡＤＤとは

独立であることを示唆する。

      【０５０８】

  （実施例６：ＤＲ５の細胞外ドメインは、細胞傷害性リガンドＴＲＩＬに結合

し、そしてＴＲＩＬ誘導性アポトーシスをブロックする）

  上記で議論されるように、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌは、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ

）リガンドファミリーに属し、そしてその死ドメイン含有レセプターＤＲ４が両

方の細胞型において発現されるにもかかわらず、多くの形質転換細胞株の迅速な

細胞死を誘導するが、正常組織の細胞死は誘導しない細胞傷害性リガンドである

。この実施例は、本発明のレセプターＤＲ５もまたＴＲＡＩＬに結合することを

示す。

      【０５０９】

  ＤＲ５およびＤＲ４の細胞外リガンド結合システインリッチドメインの類似性

を考慮して、本発明者らは、ＤＲ５もまたＴＲＡＩＬに結合すると理論を立てた



(242) 特表２００２－５４３１５１

。このことを確認するために、ＤＲ５の可溶性細胞外リガンド結合ドメインを、

ヒト免疫グロブリン（ＩｇＧ）のＦｃ部分に対する融合物として発現した。配列

番号２におけるアミノ酸１～１２９をコードするｃＤＮＡをポリメラーゼ連鎖反

応によって入手し、そしてヒトＩｇＧのＦｃ部分とのインフレームの融合を可能

にする、改変されたｐＣＭＶ１ＦＬＡＧベクター中にクローン化した。

      【０５１０】

  図６Ａに示すように、ＤＲ５－Ｆｃは、ＴＲＡＩＬに特異的に結合するが、関

連する細胞傷害性リガンドＴＮＦαには結合しなかった。この実験において、Ｄ

Ｒ５、ＤＲ４、ＴＲＩＤ、またはＴＮＦＲ－１の細胞外ドメイン－Ｆｃおよび対

応するリガンドを調製し、そして結合アッセイをＰａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２

７６：１１１（１９９７）に記載されるように行った。それぞれのＦｃ融合物を

、プロテインＧセファロースで沈澱させ、そして共沈した可溶性リガンドを、抗

Ｆｌａｇ（Ｂａｂｃｏ）または抗ｍｙｃ－ＨＲＰ（ＢＭＢ）を用いたイムノブロ

ッティングによって検出した。図６Ａの下のパネルは、結合アッセイにおいて存

在するインプットＦｃ融合物を示す。

      【０５１１】

  さらに、ＤＲ５－Ｆｃは、ＴＲＡＩＬのアポトーシス誘導能をブロックした（

図６Ｂ）。ＭＣＦ７細胞を、等量のＦｃ融合物またはＦｃ単独の存在下で、可溶

性ＴＲＡＩＬ（２００ｎｇ／ｍｌ）で処理した。６時間後、細胞を固定し、そし

てＰａｎら（同書）に記載されるように試験した。図６Ｂに示すデータ（平均±

ＳＤ）は、計数される総核のうちのアポトーシス核の百分率である（ｎ＝４）。

      【０５１２】

  最後に、ＤＲ５－Ｆｃは、ＴＮＦＲ１－Ｆｃが完全にＴＮＦα殺傷を消失させ

る条件下で、アポトーシスＴＮＦα誘導細胞死に対する効果を有さなかった（図

６Ｃ）。ＭＣＦ７細胞を、等量のＦｃ融合物またはＦｃ単独の存在下で、ＴＮＦ

α（４０ｎｇ／ｍｌ；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）で処理した。核を染色し

、そして１１～１５時間後に試験した。

      【０５１３】

  ＴＲＡＩＬについてのレセプターとしてＤＲ５を新たに同定したことは、ＴＲ
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ＡＩＬ開始シグナル伝達の生物学にさらなる複雑性を加える。

      【０５１４】

  （実施例７：Ｂ細胞増殖および分化の刺激または阻害を検出するアッセイ）

  機能的体液性免疫応答の生成は、Ｂ系列の細胞とそれらの微小環境との間に、

可溶性のシグナル伝達および同族のシグナル伝達の両方を必要とする。シグナル

は、正の刺激（Ｂ系列の細胞がプログラムされた発生を持続するようにさせる）

、または負の刺激（細胞が現在の発生経路を停止させるように指示する）を伝え

得る。現在までに、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ

－１０、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４およびＩＬ－１５を含む、多数の刺激シグナル

および阻害シグナルがＢ細胞応答性に影響を与えることが見出されている。興味

深いことに、これらのシグナルはそれ自体は弱いエフェクターであるが、種々の

補助刺激タンパク質と組み合わさって、Ｂ細胞集団中の活性化、増殖、分化、ホ

ーミング、耐性、および死を誘導し得る。Ｂ細胞補助刺激タンパク質の最も研究

されたクラスの１つがＴＮＦスーパーファミリーである。このファミリー内で、

ＣＤ４０、ＣＤ２７およびＣＤ３０は、そのそれぞれのリガンドである、ＣＤ１

５４、ＣＤ７０およびＣＤ１５３と共に種々の免疫応答を調節することが見出さ

れている。これらのＢ細胞集団およびそれらの前駆細胞の増殖および分化の検出

および／または観察を可能にするアッセイは、種々のタンパク質がこれらのＢ細

胞集団に対して増殖および分化に関して有し得る効果を決定する際に価値のある

ツールである。以下に列挙するのは、Ｂ細胞集団およびそれらの前駆体の分化、

増殖、または阻害の検出を可能にするように設計された２つのアッセイである。

      【０５１５】

  （実験手順）

  （インビトロアッセイ）－精製したＤＲ５タンパク質またはその短縮型を、Ｂ

細胞集団およびそれらの前駆体において活性化、増殖、分化もしくは阻害および

／または死を誘導する能力について評価する。精製したヒト扁桃Ｂ細胞へのＤＲ

５タンパク質の活性（０．１～１０，０００ｎｇ／ｍＬの用量範囲にわたって定

性的に測定した）を、標準的なＢリンパ球副刺激アッセイにおいて評価する。こ

のアッセイでは、精製した扁桃Ｂ細胞を、プライミング因子として、ホルマリン
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固定Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ  Ｃｏｗａｎ  Ｉ（ＳＡＣ）

、または固定化した抗ヒトＩｇＭ抗体のいずれかの存在下で培養する。ＩＬ－２

およびＩＬ－１５のような第２のシグナルは、トリチウム化チミジン取り込みに

より測定した場合、ＳＡＣおよびＩｇＭ架橋と相乗作用してＢ細胞増殖を誘発す

る。新規な相乗作用因子を、このアッセイを用いて容易に同定し得る。このアッ

セイは、ＣＤ３陽性細胞の磁気ビーズ（ＭＡＣＳ）枯渇によりヒト扁桃Ｂ細胞を

単離する工程を包含する。得られる細胞集団は、ＣＤ４５Ｒ（Ｂ２２０）の発現

により評価した場合、９５％より大きいＢ細胞である。種々の希釈のそれぞれの

サンプルを９６ウェルプレートの個々のウェルに配置し、ここへ、培養培地（１

０％ＦＢＳ、５×１０-5Ｍ  β－ＭＥ、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１０μｇ／

ｍｌストレプトマイシン、および１０-5希釈のＳＡＣを含有するＲＰＭＩ  １６

４０）中で懸濁した、総量１５０μｌ中の、１０5個のＢ細胞を添加する。増殖

または阻害を、因子の添加後７２時間から開始して、3Ｈ－チミジン（６．７Ｃ

ｉ／ｍＭ）で２０ｈパルス（１μＣｉ／ウェル）により定量する。陽性コントロ

ールおよび陰性コントロールは、それぞれＩＬ２および培地である。

      【０５１６】

  （インビボアッセイ）－ＢＡＬＢ／ｃマウスに、緩衝液のみ、または本発明の

２ｍｇ／ＫｇのＤＲ５タンパク質もしくはその短縮形態を、１日２回注射（腹腔

内）する。マウスにこの処置を４日間連続して与え、この時点でそれらを屠殺し

、そして分析のために種々の組織および血清を収集した。正常な脾臓およびＤＲ

５タンパク質で処理した脾臓由来のＨ＆Ｅ切片の比較により、脾臓細胞に対する

ＤＲ５タンパク質の活性の結果、例えば、動脈周囲リンパ性鞘の拡散および／ま

たは赤色脾髄領域の有核の細胞充実性の顕著な増加（これは、Ｂ細胞集団の分化

および増殖の活性化を示し得る）が確認される。Ｂ細胞マーカーである、抗ＣＤ

４５Ｒ（Ｂ２２０）を用いる免疫組織化学的研究を用いて、脾臓細胞に対する任

意の生理的な変化（例えば、脾臓組織崩壊）が、樹立されたＴ細胞領域に浸潤す

る漠然と規定されたＢ細胞帯内のＢ細胞提示の増加に起因するか否かを決定する

。

      【０５１７】
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  ＤＲ５タンパク質で処置したマウス由来の脾臓のフローサイトメトリー分析を

用いて、このＤＲ５タンパク質が、ＴｈＢ＋であるＣＤ４５Ｒ（Ｂ２２０）ｄｕ

ｌｌ  Ｂ細胞の比を、コントロールマウスで観察される比よりも特異的に増加さ

せるか否かを示す。

      【０５１８】

  同様に、増加した成熟Ｂ細胞のインビボでの提示の推定される結果は、血清Ｉ

ｇ力価の相対的な増加である。従って、血清でのＩｇＭおよびＩｇＡのレベルを

緩衝液処置マウスとＤＲ５タンパク質処置マウスとの間で比較する。

      【０５１９】

  本実施例において記載する試験は、ＤＲ５タンパク質における活性を試験する

。しかし、当業者は、ＤＲ５ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子治療）、ＤＲ５

のアゴニストおよび／またはアンタゴニストの活性を試験するために、例示する

研究を容易に改変し得る。

      【０５２０】

  （実施例８：Ｔ細胞増殖アッセイ）

  ＣＤ３誘導性の増殖アッセイをＰＢＭＣで実行し、そして3Ｈ－チミジンの取

り込みにより測定する。このアッセイを以下のように実行する。９６ウェルプレ

ートを、ＣＤ３に対するｍＡｂ（ＨＩＴ３ａ，Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）の１００

μｌ／ウェル、またはアイソタイプが一致したコントロールｍＡｂ（Ｂ３３．１

）（０．０５Ｍ  炭酸水素塩緩衝液、ｐＨ９．５中、１μｇ／ｍｌ）で４℃で１

晩、コートし、次いでＰＢＳで３回洗浄する。ＰＢＭＣをヒト末梢血から、Ｆ／

Ｈ勾配遠心分離により単離し、そして種々の濃度のＤＲ５タンパク質の存在下で

、１０％ＦＣＳおよびＰ／Ｓを含有するＲＰＭＩ中、ｍＡｂでコートしたプレー

トの４連のウェル（５×１０4／ウェル）に添加する（総量２００μｌ）。関連

するタンパク質緩衝液および培地単独がコントロールである。３７℃で４８時間

後、プレートを１０００ｒｐｍで２分間回転させ、そして１００μｌの上清を取

り出し、そして、増殖への効果が観察される場合、ＩＬ－２（または他のサイト

カイン）の測定のために－２０℃で貯蔵した。ウェルに０．５μＣｉの3Ｈ－チ

ミジンを含有する１００μｌの培地を補充し、そして３７℃で１８～２４時間培
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養する。ウェルを収集し、そして3Ｈ－チミジンの取り込みを増殖の指標として

用いた。抗ＣＤ３単独が増殖の陽性コントロールである。ＩＬ－２（１００Ｕ／

ｍｌ）をまた、増殖を増強するコントロールとして用いる。Ｔ細胞の増殖を誘導

しないコントロール抗体をＤＲ５タンパク質の効果についての陰性コントロール

として用いる。

      【０５２１】

  本実施例において記載される研究は、ＤＲ５タンパク質の活性を試験する。し

かし、当業者は、ＤＲ５ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子治療）、ＤＲ５のア

ゴニストおよび／またはアンタゴニストの活性を試験するために、例示する研究

を容易に改変し得る。

      【０５２２】

  （実施例９：ＭＨＣクラスＩＩ、補助刺激分子および接着分子の発現、ならび

に単球および単球由来ヒト樹状細胞の細胞分化へのＤＲ５の効果）

  樹状細胞を末梢血において見出される増殖前駆体の増殖により生成する：接着

性ＰＢＭＣまたは単離した単球画分を、ＧＭ－ＣＳＦ（５０ｎｇ／ｍｌ）および

ＩＬ－４（２０ｎｇ／ｍｌ）とともに７～１０日間培養する。これらの樹状細胞

は、未成熟細胞の特徴的表現型（ＣＤ１、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ４０および

ＭＨＣクラスＩＩ抗原の発現）を有する。ＴＮＦ－αのような活性化因子での処

理は、表面の表現型に迅速な変化（ＭＨＣクラスＩおよびＩＩ、補助刺激分子お

よび接着分子の発現の増加、ＦＣγＲＩＩの下方制御、ＣＤ８３の上方制御）を

生じる。これらの変化は抗原提示能力の増加、および樹状細胞の機能的成熟と相

関する。

      【０５２３】

  表面抗原のＦＡＣＳ分析を以下の様に実施する。細胞を、漸増濃度のＤＲ５ま

たはＬＰＳ（陽性コントロール）で１～３日処理し、１％ＢＳＡおよび０．０２

ｍＭアジ化ナトリウムを含有するＰＢＳで洗浄し、次いで１：２０希釈の適切な

ＦＩＴＣ標識モノクローナル抗体またはＰＥ標識モノクローナル抗体とともに、

４℃で３０分間インキュベートする。さらなる洗浄後、標識した細胞をＦＡＣＳ

ｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）でのフローサイトメトリーにより
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分析する。

      【０５２４】

  （サイトカインの産生への効果）

  樹状細胞により生成されるサイトカイン、特にＩＬ－１２は、Ｔ細胞依存性免

疫応答の開始において重要である。ＩＬ－１２は、Ｔｈ１ヘルパーＴ細胞免疫応

答の発達に強力に影響を与え、そして細胞傷害性Ｔ細胞機能およびＮＫ細胞機能

を誘導する。ＥＬＩＳＡを用いて以下のようにＩＬ－１２放出を測定する。樹状

細胞（１０6／ｍｌ）を、漸増濃度のＤＲ５で２４時間処理する。ＬＰＳ（１０

０ｎｇ／ｍｌ）を、陽性コントロールとして細胞培養物に添加する。次いで、細

胞培養物からの上清を収集し、そして市販のＥＬＩＳＡキット（例えば、Ｒ＆Ｄ

  Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ））を用いてＩＬ－１２含量

について分析する。キットに提供される標準的プロトコールを用いる。

      【０５２５】

  （ＭＨＣクラスＩＩ、補助刺激分子および接着分子の発現への効果）

  細胞表面抗原の３つの主なファミリー（接着分子、抗原提示に関与する分子、

およびＦｃレセプター）が、単球上で同定され得る。ＭＨＣクラスＩＩ抗原およ

び他の補助刺激分子（例えば、Ｂ７およびＩＣＡＭ－１）の発現の調節は、単球

の抗原提示能力、およびＴ細胞活性化を誘導する能力に変化を生じ得る。Ｆｃレ

セプターの発現増加は、単球細胞傷害性活性、サイトカイン放出および食菌作用

の改善と相関し得る。

      【０５２６】

  ＦＡＣＳ分析は、以下のように表面抗原を試験するために用いられる。単球を

、漸増濃度のＤＲ５またはＬＰＳ（陽性コントロール）で１～５日処理し、１％

ＢＳＡおよび０．０２ｍＭアジ化ナトリウムを含有するＰＢＳで洗浄し、次いで

１：２０希釈の適切なＦＩＴＣ標識モノクローナル抗体またはＰＥ標識モノクロ

ーナル抗体とともに、４℃で３０分間インキュベートする。さらなる洗浄後、標

識した細胞をＦＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）でのフロー

サイトメトリーにより分析する。

      【０５２７】
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  （単球活性化および／または生存の増加）

  単球を活性化する（あるいは、不活化する）および／または単球の生存を増加

させる（あるいは、単球の生存を低下させる）分子についてのアッセイは、当該

分野で公知であり、そして本発明の分子が単球のインヒビターまたはアクチベー

ターとして機能するか否かを決定するために慣用的に適用され得る。ＤＲ５、Ｄ

Ｒ５のアゴニストまたはアンタゴニストは、以下に記載の３つのアッセイを用い

てスクリーニングされ得る。これらのアッセイのそれぞれについて、末梢血単核

細胞（ＰＢＭＣ）を、Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ勾配（Ｓｉｇｍａ）を通じた遠心分

離により、単一のドナー白血球パック（ｌｅｕｋｏｐａｃｋ）（Ａｍｅｒｉｃａ

ｎ  Ｒｅｄ  Ｃｒｏｓｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＭＤ）から精製する。単球を向

流遠心性エルトリエーション（ｃｏｕｎｔｅｒｆｌｏｗ  ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａ

ｌ  ｅｌｕｔｒｉａｔｉｏｎ）によりＰＢＭＣから単離する。

      【０５２８】

  （１．単球生存アッセイ）  ヒト末梢血単球は、血清または他の刺激の非存在

下で培養した場合、次第に生存率が低下する。それらの死は、内部調節されたプ

ロセス（アポトーシス）から生じる。活性化因子、例えばＴＮＦ－αの培養物へ

の添加は、細胞の生存を劇的に改善し、そしてＤＮＡの断片化を妨げる。ヨウ化

プロピジウム（ＰＩ）染色を用いて、以下のようにアポトーシスを測定する。単

球を、１００ｎｇ／ｍｌのＴＮＦ－αの存在下（陰性コントロール）、および試

験される種々の濃度の化合物の存在下で、ポリプロピレンチューブ中の無血清培

地（陽性コントロール）中で、４８時間培養する。細胞を、最終濃度５μｇ／ｍ

ｌでＰＩを含有するＰＢＳ中で２×１０6／ｍｌの濃度に懸濁し、次いでＦＡＣ

Ｓｃａｎ分析の前に５分間室温でインキュベートする。ＰＩ取り込みは、この実

験パラダイムにおけるＤＮＡの断片化と相関することを示している。

      【０５２９】

  （２．サイトカイン放出への影響）  単球／マクロファージの重要な機能は、

刺激後のサイトカインの放出を通じた免疫系の他の細胞集団へのそれらの調節活

性である。サイトカイン放出を測定するためのＥＬＩＳＡは、以下のように実施

する。ヒト単球を、５×１０5細胞／ｍｌの密度で、漸増濃度のＤＲ５とともに
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、およびＤＲ５が存在しない以外は同じ条件下で、インキュベートする。ＩＬ－

１２の産生については、この細胞を、ＤＲ５の存在下でＩＦＮ－γ（１００Ｕ／

ｍｌ）とともに１晩プライムする。次いで、ＬＰＳ（１０ｎｇ／ｍｌ）を添加す

る。馴化培地を２４時間後に収集し、そして使用するまで凍結保存する。次いで

、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１およびＩＬ－８の測定を市販のＥＬＩＳ

Ａキット（例えば、Ｒ＆Ｄ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）

を用い、そしてキットに提供される標準的プロトコールを適用して実施する。

      【０５３０】

  （３．酸化的バースト（Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ  ｂｕｒｓｔ））  精製した単球

を９６ウェルプレートに２～１×１０5細胞／ウェルでプレートする。漸増濃度

のＤＲ５をこのウェルに、総量０．２ｍｌの培養培地（ＲＰＭＩ  １６４０＋１

０％ＦＣＳ、グルタミンおよび抗生物質）中で添加する。３日間のインキュベー

ション後、このプレートを遠心分離し、そして培地をウェルから除く。マクロフ

ァージの単層に、１ウェルあたり０．２ｍｌのフェノールレッド溶液（１４０ｍ

Ｍ  ＮａＣｌ、１０ｍＭ  リン酸カリウム緩衝液ｐＨ７．０、５．５ｍＭデキス

トロース、０．５６ｍＭフェノールレッドおよび１９Ｕ／ｍｌのＨＲＰＯ）を、

刺激物質（２００ｎＭ  ＰＭＡ）とともに添加する。このプレートを３７℃で２

時間インキュベートし、そして１ウェルあたり２０μｌの１Ｎ  ＮａＯＨを添加

して反応を停止する。吸光度を６１０ｎｍで読み取る。マクロファージにより産

生されるＨ2Ｏ2の量を算出するため、既知のモル濃度のＨ2Ｏ2溶液の標準曲線を

それぞれの実験について実施する。

      【０５３１】

  本実施例において記載される研究は、ＤＲ５タンパク質における活性を試験す

る。しかし、当業者は、ＤＲ５ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子治療）、ＤＲ

５のアゴニストおよび／またはアンタゴニストの活性を試験するために、例示す

る研究を容易に改変し得る。

      【０５３２】

  （実施例１０：血管内皮細胞の増殖へのＤＲ５の効果）

  １日目に、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を、４％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ
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）、１６ユニット／ｍｌヘパリン、および５０ユニット／ｍｌ内皮細胞増殖補充

物（ＥＣＧＳ、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，Ｉｎｃ．）を含有するＭ１９９培地

中で、３５ｍｍシャーレあたり２～５×１０4細胞の密度で播種する。２日目に

、この培地を、１０％ＦＢＳ、８ユニット／ｍｌヘパリンを含有するＭ１９９で

置換する。配列番号２のＤＲ５タンパク質および陽性コントロール（例えば、Ｖ

ＥＧＦおよび塩基性ＦＧＦ（ｂＦＧＦ））を種々の濃度で添加する。４日目およ

び６日目に、培地を交換する。８日目に、Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｃｏｕｎｔｅｒを用

いて細胞数を決定する。

      【０５３３】

  ＨＵＶＥＣ細胞数の増加は、ＤＲ５が血管内皮細胞を増殖させ得ることを示す

。

      【０５３４】

  本実施例において記載される研究は、ＤＲ５タンパク質における活性を試験す

る。しかし、当業者は、ＤＲ５ポリヌクレオチドの活性（例えば、遺伝子治療）

、ＤＲ５のアゴニストおよび／またはアンタゴニストを試験するために、例示す

る研究を容易に改変し得る。

      【０５３５】

  （実施例１１：抗体の産生）

  （Ａ．ハイブリドーマ技術）

  本発明の抗体は、種々の方法によって調製され得る（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ，第２章を参照のこと）。このような方法の１つの例として、ＤＲ

５を発現する細胞は、ポリクローナル抗体を含む血清の産生を誘導するために動

物に投与される。好ましい方法において、ＤＲ５タンパク質の調製物が調製され

、そして精製されて、ネイティブの夾雑物を実質的に含まないようにする。次い

で、このような調製物は、より大きな比活性のポリクローナル抗血清を生成する

ために動物に導入される。

      【０５３６】

  タンパク質ＤＲ５に特異的なモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ技術を使

用して調製され得る（Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５（１９
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７５）；Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１（１９７

６）；Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：２９２（１９７６

）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  

ａｎｄ  Ｔ－Ｃｅｌｌ  Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．、

５６３－６８１頁（１９８１））。一般に、動物（好ましくは、マウス）を、Ｄ

Ｒ５ポリぺプチドで免疫するか、またはより好ましくは、分泌ＤＲ５ポリぺプチ

ド発現細胞で免疫する。このようなポリペプチド発現細胞は、任意の適切な組織

培養培地（好ましくは、１０％ウシ胎仔血清（約５６℃で非働化した）を補充し

、そして約１０ｇ／ｌの非必須アミノ酸、約１，０００Ｕ／ｍｌのペニシリン、

および約１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシンを補充したアール改変イーグル

培地）において培養され得る。

      【０５３７】

  このようなマウスの脾細胞を抽出し、そして適切な骨髄腫細胞株と融合させる

。任意の適切な骨髄腫細胞株は、本発明に従って用いられ得る；しかし、ＡＴＣ

Ｃから入手可能な親骨髄腫細胞株（ＳＰ２Ｏ）を用いることが好ましい。融合後

、得られるハイブリドーマ細胞を、ＨＡＴ培地において選択的に維持し、次いで

Ｗａｎｄｓら（Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ  ８０：２２５－２３２（１

９８１））に記載されるように限界希釈によってクローニングする。次いで、こ

のような選択によって得られるハイブリドーマ細胞を、ＤＲ５ポリぺプチドに結

合し得る抗体を分泌するクローンを同定するためにアッセイする。

      【０５３８】

  あるいは、ＤＲ５ポリぺプチドに結合し得るさらなる抗体を、抗イディオタイ

プ抗体を使用して２段階の手順において生成し得る。このような方法は、抗体自

体が抗原であり、それゆえ第２の抗体に結合する抗体を得ることが可能であると

いう事実を利用する。この方法に従って、タンパク質特異的抗体を使用して、動

物（好ましくは、マウス）を免疫する。次いで、このような動物の脾細胞を使用

して、ハイブリドーマ細胞を産生する。そして、このハイブリドーマ細胞をスク

リーニングして、ＤＲ５タンパク質特異的抗体に結合する能力が、ＤＲ５によっ

てブロックされ得る抗体を産生するクローンを同定する。このような抗体は、Ｄ
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Ｒ５タンパク質特異的抗体に対する抗イディオタイプ抗体を含み、そして動物を

免疫してさらなるＤＲ５タンパク質特異的抗体の形成を誘導するために使用され

得る。

      【０５３９】

  ヒトにおける抗体のインビボ使用のために、抗体は、「ヒト化」される。この

ような抗体は、上記のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞に由来

する遺伝子構築物を使用することによって産生され得る。キメラ抗体およびヒト

化抗体を産生するための方法は当該分野で公知である（総説については、Ｍｏｒ

ｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０２（１９８５）；Ｏｉら、Ｂｉｏ

Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４（１９８６）；Ｃａｂｉｌｌｙら、米国特許

第４，８１６，５６７号；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉら、ＥＰ  １７１４９６；Ｍｏｒ

ｒｉｓｏｎら、ＥＰ  １７３４９４；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、ＷＯ  ８６０１５

３３；Ｒｏｂｉｎｓｏｎら、ＷＯ  ８７０２６７１；Ｂｏｕｌｉａｎｎｅら、Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３１２：６４３  （１９８４）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３１４：２６８（１９８５）を参照のこと）。

      【０５４０】

  （Ｂ．ｓｃＦｖｓのライブラリー由来のＤＲ５に対する抗体フラグメントの単

離）

  ヒトＰＢＬから単離された天然に存在するＶ遺伝子を、ドナーが曝露されても

、されていなくてもよい本発明のポリペプチドに対する反応性を有する抗体フラ

グメントの大きいライブラリーに構築する（例えば、米国特許第５，８８５，７

９３号（参考としてその全体が本明細書中に援用される））。

      【０５４１】

  （ライブラリーのレスキュー）

  ＷＯ  ９２／０１０４７に記載のように、ヒトＰＢＬのＲＮＡからｓｃＦｖｓ

のライブラリーを構築する。抗体フラグメントを提示するファージをレスキュー

するため、ファージミドを保有する約１０9個のＥ．ｃｏｌｉを用いて、５０ｍ

ｌの２×ＴＹ（１％グルコースおよび１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有す

る）（２×ＴＹ－ＡＭＰ－ＧＬＵ）を接種し、そして振盪しながら０．８のＯ．
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Ｄ．まで増殖させる。この培養物の５ｍｌを用いて５０ｍｌの２×ＴＹ－ＡＭＰ

－ＧＬＵに接種し、２×１０8ＴＵのΔ遺伝子３ヘルパー（Ｍ１３遺伝子ＩＩＩ

、ＷＯ９２／０１０４７を参照のこと）を添加し、そして培養物を振盪なしで３

７℃で４５分間インキュベートし、次いで振盪しながら３７℃で４５分間インキ

ュベートする。この培養物を１０分間４０００ｒ．ｐ．ｍ．で遠心分離し、そし

てペレットを２リットルの２×ＴＹ（１００μｇ／ｍｌアンピシリンおよび５０

μｇ／ｍｌカナマイシンを含有する）中に再懸濁し、そして一晩増殖させる。フ

ァージをＷＯ９２／０１０４７に記載のように調製する。

      【０５４２】

  Ｍ１３遺伝子ＩＩＩを以下のように調製する：Ｍ１３遺伝子ＩＩＩヘルパーフ

ァージは、遺伝子ＩＩＩタンパク質をコードしない。それゆえ、抗体フラグメン

トを提示するファージ（ファージミド）は、抗原に対するより大きい結合アビデ

ィティーを有する。ファージ形態形成の間、野生型遺伝子ＩＩＩタンパク質を供

給するｐＵＣ１９誘導体を保有する細胞においてヘルパーファージを増殖させる

ことにより、感染性Ｍ１３遺伝子ＩＩＩ粒子を作製する。培養物を振盪なしで３

７℃で１時間インキュベートし、次いで振盪しながら３７℃でさらに１時間イン

キュベートする。細胞をペレット化し（ＩＥＣ－Ｃｅｎｔｒａ  ８，４００ｒ．

ｐ．ｍ．／分で１０分間）、１００μｇ／ｍｌのアンピシリンおよび２５μｇ／

ｍｌのカナマイシンを含有する２×ＴＹブロス（２×ＴＹ－ＡＭＰ－ＫＡＮ）３

００ｍｌ中で再懸濁し、そして３７℃で振盪しながら一晩増殖させた。ファージ

粒子を、２回のＰＥＧ沈殿（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９９０）により培養培地か

ら精製および濃縮し、２ｍｌ  ＰＢＳに再懸濁し、そして０．４５μｍのフィル

ター（Ｍｉｎｉｓａｒｔ  ＮＭＬ；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）を通過させ、約１０13

形質導入単位／ｍｌ（アンピシリン耐性クローン）の最終濃度を得る。

      【０５４３】

  （ライブラリーのパニング）

  Ｉｍｍｕｎｏｔｕｂｅｓ（Ｎｕｎｃ）を、本発明のポリぺプチドの１００ｍｇ

／ｍｌまたは１０ｍｇ／ｍｌのいずれかの４ｍｌを用いてＰＢＳ中で一晩コーテ

ィングする。チューブを２％Ｍａｒｖｅｌ－ＰＢＳを用いて３７℃で２時間ブロ
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ックし、次いでＰＢＳ中で３回洗浄する。約１０13ＴＵのファージをそのチュー

ブに適用し、そして、回転盤で上下に傾けながら室温で３０分間インキュベート

し、次いでさらに１．５時間静置しておく。チューブをＰＢＳ  ０．１％Ｔｗｅ

ｅｎ－２０で１０回、そしてＰＢＳで１０回洗浄する。１ｍｌの１００ｍＭトリ

エチルアミンを添加し、そして回転盤上で１５分間上下に回転させることにより

ファージを溶出し、その後この溶液を０．５ｍｌの１．０Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ

，ｐＨ７．４で直ちに中和する。次いで、溶出したファージを細菌とともに３７

℃で３０分間インキュベートすることにより、ファージを用いて、１０ｍｌの対

数増殖中期のＥ．ｃｏｌｉ  ＴＧ１に感染させる。次いで、そのＥ．ｃｏｌｉを

１％グルコースおよび１００μｇ／ｍｌアンピシリンを含有するＴＹＥプレート

上にプレーティングする。次いで、得られる細菌ライブラリーを、上記のように

Ｍ１３遺伝子ＩＩＩヘルパーファージでレスキューし、引き続く回の選択のため

のファージを調製する。次いで、このプロセスを、アフィニティー精製の全４回

について反復し、３回目および４回目にはチューブ洗浄をＰＢＳ、０．１％Ｔｗ

ｅｅｎ－２０で２０回、そしてＰＢＳで２０回に増加する。

      【０５４４】

  （結合剤の特徴付け）

  第３回目および４回目の選択から溶出したファージを用いて、Ｅ．ｃｏｌｉ  

ＨＢ  ２１５１を感染させ、そして可溶性ｓｃＦｖをアッセイのために単一コロ

ニーから生成する（Ｍａｒｋｓら、１９９１）。５０ｍＭ炭酸水素塩、ｐＨ９．

６中の本発明のポリぺプチドの１０ｐｇ／ｍｌのいずれかでコーティングしたマ

イクロタイタープレートを用いてＥＬＩＳＡを行う。ＥＬＩＳＡ中の陽性クロー

ンをＰＣＲフィンガープリンティング（例えば、ＷＯ９２／０１０４７を参照の

こと）、次いで配列決定することによりさらに特徴付ける。

      【０５４５】

  （実施例１２：ＤＲ５遺伝子発現の組織分布）

  ノーザンブロット分析を行って、とりわけＳａｍｂｒｏｏｋら（前出）によっ

て記載される方法を用いて、ヒト組織におけるＤＲ５遺伝子発現を調べた。ＤＲ

５タンパク質の全ヌクレオチド配列（配列番号１）を含むｃＤＮＡプローブを、
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ｒｅｄｉｐｒｉｍｅTM  ＤＮＡ標識システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｌｉｆｅ  Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ）を製造者の説明書に従って用いて32Ｐで標識した。標識後、プロ

ーブを、ＣＨＲＯＭＡ  ＳＰＩＮ－１００TMカラム（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）を製造者のプロトコル番号ＰＴ１２００－１に

従って用いて精製した。次いで、精製した標識プローブを用いて、種々のヒト組

織をＤＲ５  ｍＲＮＡについて調べた。

      【０５４６】

  種々のヒト組織（Ｈ）またはヒト免疫系組織（ＩＭ）を含む複数組織のノーザ

ン（ＭＴＮ）ブロットを、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）から

入手し、そしてＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂTMハイブリダイゼーション溶液（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ）を製造者のプロトコル番号ＰＴ１１９０－１に従って用いて標識プロ

ーブを用いて調べた。ハイブリダイゼーションおよび洗浄後、ブロットをマウン

トし、そして－７０℃にて一晩フィルムに曝した。このフィルムを標準的な手順

に従って現像した。ＤＲ５の発現は、心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓

、膵臓、脾臓、胸腺、前立腺、精巣、子宮、小腸、結腸、末梢白血球（ＰＢＬ）

、リンパ節、骨髄および胎児肝臓で検出された。

      【０５４７】

  ＤＲ５の発現もまた、以下の癌細胞株：ＨＬ－６０（前骨髄球性白血病、Ｈｅ

ｌａ  Ｓ３、Ｋ５６２（慢性骨髄性白血病（ｃｈｒｏｎｉｃ  ｍｙｅｌｏｇｅｎ

ｅｏｕｓ  ｌｅｕｋｅｍｉａ））、ＭＯＬＴ４（リンパ芽球性白血病）、Ｒａｊ

ｉ（バーキットリンパ腫）、ＳＷ４８０（結腸直腸腺癌）、Ａ５４９（肺癌腫）

、およびＧ３６１（黒色腫））においてノザンブロットにより評価し、そして試

験した細胞株の全てにおいて検出した。

      【０５４８】

  （実施例１３：ＤＲ５遺伝子における変化を決定する方法）

  目的の表現型（例えば、疾患）を提示する家族全員または個々の患者からＲＮ

Ａを単離する。次いで、ｃＤＮＡをこれらのＲＮＡサンプルから当該分野で公知

のプロトコルを使用して生成する（Ｓａｍｂｒｏｏｋを参照のこと）。次いで、

このｃＤＮＡを、配列番号１における目的の領域を取り囲むプライマーを用いる
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ＰＣＲのための鋳型として使用する。示唆されるＰＣＲ条件は、Ｓｉｄｒａｎｓ

ｋｙ，Ｄ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５２：７０６（１９９１）に記載の緩衝溶液

を使用する、９５℃で３０秒間；５２～５８℃で６０～１２０秒間；および７０

℃で６０～１２０秒間の３５サイクルから構成される。

      【０５４９】

  次いで、ＰＣＲ産物を、ＳｅｑｕｉＴｈｅｒｍ  Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅを用い

、それらの５’末端にＴ４ポリヌクレオチドキナーゼで標識したプライマーを使

用して配列決定する。（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。Ｄ

Ｒ５の選択したエキソンのイントロン－エキソン境界もまた決定し、そしてゲノ

ムＰＣＲ産物を分析してその結果を確認する。次いで、ＤＲ５において疑わしい

変異を有するＰＣＲ産物をクローン化し、そして配列決定し、直接配列決定の結

果を確認する。

      【０５５０】

  ＤＲ５のＰＣＲ産物を、Ｈｏｌｔｏｎ，Ｔ．ＡおよびＧｒａｈａｍ，Ｍ．Ｗ．

、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９：１１５６（１９９１

）に記載のようにＴテールベクターにクローン化し、Ｔ７ポリメラーゼ（Ｕｎｉ

ｔｅｄ  Ｓｔａｔｅｓ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ）で配列決定する。罹患した個

体を、罹患していない個体には存在しないＤＲ５における変異により同定する。

      【０５５１】

  ゲノム再配置もまた、ＤＲ５遺伝子における変化を決定する方法として観察さ

れる。当該分野で公知の技術を使用して単離したゲノムクローンを、ジゴキシゲ

ニンデオキシ－ウリジン５’－三リン酸（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｈｅｉ

ｍ）を用いてニックトランスレーションし、そしてＪｏｈｎｓｏｎ，Ｃｇ．ら、

Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．３５：７３－９９（１９９１）に記載の

ようにＦＩＳＨを行う。ＤＲ５ゲノムの遺伝子座への特異的ハイブリダイゼーシ

ョンのために、大過剰のヒトｃｏｔ－１  ＤＮＡを用いて標識プローブとのハイ

ブリダイゼーションを行う。

      【０５５２】

  染色体を、４，６－ジアミノ－２－フェニリドールおよびヨウ化プロピジウム
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で対比染色し、ＣバンドおよびＲバンドの組み合わせを生成する。正確なマッピ

ングのための整列イメージを、三重バンドフィルターセット（Ｃｈｒｏｍａ  Ｔ

ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｒａｔｔｌｅｂｏｒｏ，ＶＴ）と冷却電荷結合素子カメ

ラ（Ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ，Ｔｕｃｓｏｎ，ＡＺ）および可変励起波長フィ

ルターとを組み合わせて用いて得る。（Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｃｇ．ら、Ｇｅｎｅｔ

．Ａｎａｌ．Ｔｅｃｈ．Ａｐｐｌ．，８：７５（１９９１））。ＩＳｅｅ  Ｇｒ

ａｐｈｉｃａｌ  Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｓｙｓｔｅｍを使用して、イメージ収集、分

析および染色体部分長測定を行う。（Ｉｎｏｖｉｓｉｏｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉ

ｏｎ，  Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ）。ＤＲ５のゲノム領域の染色体変化（プローブに

よりハイブリダイズされる）を、挿入、欠失および転座として同定する。これら

のＤＲ５変化を関連疾患の診断マーカーとして使用する。

      【０５５３】

  （実施例１４：生物学的サンプル中のＤＲ５の異常レベルを検出する方法）

  ＤＲ５ポリペプチドは生物学的サンプル中で検出され得、そしてＤＲ５の上昇

または低下が検出される場合、このポリペプチドは、特定の表現型についてのマ

ーカーである。検出方法は数多くあり、そしてそれ故、当業者は以下のアッセイ

をそれらの特定の必要性に適合するように改変し得ることが理解される。

      【０５５４】

  例えば、抗体サンドイッチＥＬＩＳＡを使用して、サンプル中、好ましくは、

生物学的サンプル中のＤＲ５を検出する。マイクロタイタープレートのウェルを

、最終濃度０．２～１０μｇ／ｍｌでＤＲ５に対して特異的な抗体でコーティン

グする。この抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルのいずれかであって

、そして当該分野で公知の技術を使用して産生される。ウェルに対するＤＲ５の

非特異的結合が減少するように、このウェルをブロックする。

      【０５５５】

  次に、コーティングしたウェルを、ＤＲ５含有サンプルを用いて室温で２時間

を超えてインキュベートする。好ましくは、サンプルの段階希釈を使用して結果

を確認すべきである。次に、プレートを脱イオン水または蒸留水で３回洗浄し、

非結合ＤＲ５を除去する。
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      【０５５６】

  次に、特異的抗体－アルカリホスファターゼ結合体５０μｌを２５～４００ｎ

ｇの濃度で加え、そして室温で２時間インキュベートする。プレートを再び脱イ

オン水または蒸留水で３回洗浄し、非結合の結合体を除去する。

      【０５５７】

  ４－メチルウンベリフェリルリン酸（ＭＵＰ）またはｐ－ニトロフェニルリン

酸（ＮＰＰ）基質溶液７５μｌを各ウェルに添加し、そして室温で１時間インキ

ュベートして基質と蛍光とを切断する。蛍光をマイクロタイタープレートリーダ

ーにより測定する。コントロールサンプルの段階希釈からの実験結果を使用して

標準曲線を作成し、そしてＸ軸（対数スケール）にサンプル濃度を、そしてＹ軸

（直線スケール）に蛍光または吸光度をプロットする。次いで、このサンプルの

測定された蛍光に基づいた標準曲線を用いてサンプル中のＤＲ５ポリペプチド濃

度を補間する。

      【０５５８】

  （実施例１５：ＤＲ５のレベル低下を処置する方法）

  本発明は、体内におけるＤＲ５の生物学的活性のレベルを増大させる必要のあ

る個体を処置するための方法に関し、その方法は、治療有効量のＤＲ５アゴニス

トを含む組成物をそのような個体に投与する工程を包含する。本発明における使

用のために好ましいアンタゴニストは、ＤＲ５特異的抗体である。

      【０５５９】

  さらに、個体におけるＤＲ５の標準または正常発現レベルの低下により引き起

こされる状態は、ＤＲ５を、好ましくは可溶および／または分泌形態で投与する

ことにより処置され得ることが理解される。従って、本発明はまた、ＤＲ５ポリ

ペプチドのレベルの増加が必要な個体の処置方法を提供する。この方法は、この

ような個体に、このような個体でＤＲ５の生物学的活性レベルを増加させる量の

ＤＲ５を含む薬学的組成物を投与する工程を包含する。

      【０５６０】

  例えば、ＤＲ５ポリペプチドのレベルが低下した患者は、ポリペプチドを、１

日用量０．１～１００ｇ／ｋｇで６日続けて服用する。好ましくは、ポリペプチ
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ドは可溶および／または分泌形態である。

      【０５６１】

  （実施例１６：ＤＲ５のレベル上昇を処置する方法）

  本発明はまた、体内におけるＤＲ５の生物学的活性のレベルを減少させる必要

のある個体を処置するための方法に関し、その方法は、治療有効量のＤＲ５また

はそのアンタゴニストを含む組成物をそのような個体に投与する工程を包含する

。

      【０５６２】

  アンチセンス技術を使用してＤＲ５の産生を阻害する。この技術は、癌のよう

な様々な病因に起因するＤＲ５ポリペプチド、好ましくは可溶および／または分

泌形態のポリペプチドのレベルを低下させる方法の１つの例である。

      【０５６３】

  例えば、ＤＲ５のレベルが異常に上昇したと診断された患者に、アンチセンス

ポリヌクレオチドを、０．５、１．０、１．５、２．０および３．０ｍｇ／ｋｇ

／日で静脈内に２１日間投与する。この処置に対して十分な耐性があれば、７日

間の休薬期間後に、この処置を繰り返す。

      【０５６４】

  （実施例１７：遺伝子治療を使用する処置方法－エキソビボ）

  遺伝子治療の１つの方法は、可溶性および／または成熟ＤＲ５ポリペプチドを

発現し得る線維芽細胞を患者に移植する方法である。一般に、線維芽細胞は、皮

膚生検により被験者から得られる。得られた組織を組織培養培地中に配置し、小

片に分割する。組織の小塊を組織培養フラスコの湿潤表面に置き、約１０片を各

フラスコに置く。このフラスコを倒置し、しっかりと閉め、そして室温で一晩放

置する。室温で２４時間後、フラスコを反転させ、組織塊をフラスコの底に固定

させたままにし、そして新鮮培地（例えば、１０％ＦＢＳ、ペニシリンおよびス

トレプトマイシンを含有するＨａｍのＦ１２培地）を添加する。次に、フラスコ

を３７℃で約１週間インキュベートする。

      【０５６５】

  この時点で、新鮮培地を添加し、次いで数日ごとに取り換える。さらに二週間



(260) 特表２００２－５４３１５１

培養した後、単層の線維芽細胞が出現する。単層をトリプシン処理し、そしてさ

らに大きなフラスコにスケールアップする。

      【０５６６】

  Ｍｏｌｏｎｅｙマウス肉腫ウイルスの長末端反復が隣接するｐＭＶ－７（Ｋｉ

ｒｓｃｈｍｅｉｅｒ，Ｐ．Ｔ．ら、ＤＮＡ，７：２１９－２５（１９８８））を

ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで消化した後、仔ウシ腸ホスファターゼで処理

する。線状ベクターをアガロースゲルで分画し、そしてガラスビーズを使用して

精製する。

      【０５６７】

  ＤＲ５をコードするｃＤＮＡを、それぞれ５’および３’コード末端配列に対

応するＰＣＲプライマーを使用して増幅し得る。好ましくは、５’プライマーは

ＥｃｏＲＩ部位を含み、そして３’プライマーはＨｉｎｄＩＩＩ部位を含む。等

量の、Ｍｏｌｏｎｅｙマウス肉腫ウイルス線状骨格ならびに増幅したＥｃｏＲＩ

およびＨｉｎｄＩＩＩフラグメントを、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼの存在下で一緒に

加える。得られた混合物を二つのフラグメントの連結に適切な条件下で維持する

。次に、連結混合物を使用し、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０１を形質転換する。次に

、それを、カナマイシン含有寒天上にプレーティングし、ベクターが適切に挿入

されたＤＲ５を有することを確認する。

      【０５６８】

  アンフォトロピックｐＡ３１７またはＧＰ＋ａｍ１２パッケージング細胞を、

１０％仔ウシ血清（ＣＳ）、ペニシリンおよびストレプトマイシンを含むダルベ

ッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中、組織培養でコンフルエントな密度まで増

殖させる。次に、ＤＲ５遺伝子を含むＭＳＶベクターを培地に加え、そしてパッ

ケージング細胞にベクターを形質導入する。このとき、パッケージング細胞はＤ

Ｒ５遺伝子を含む感染性ウイルス粒子を産生する（ここで、パッケージング細胞

をプロデューサー細胞という）。

      【０５６９】

  形質導入されたプロデューサー細胞に新鮮培地を添加し、次いで培地を１０ｃ

ｍプレートのコンフルエントなプロデューサー細胞から採取する。感染性ウイル
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ス粒子を含む使用済み培地を、ミリポアーフィルターを通して濾過して、はがれ

たプロデューサー細胞を除去し、次いでこの培地を使用して、線維芽細胞を感染

させる。線維芽細胞のサブコンフルエントなプレートから培地を除去し、そして

プロデューサー細胞からの培地で速やかに置き換える。この培地を除去し、そし

て新鮮培地と置き換える。ウイルスの力価が高ければ、実質的にすべての線維芽

細胞が感染され、選択は必要ではない。力価が非常に低ければ、ｎｅｏまたはｈ

ｉｓのような選択マーカーを有するレトロウイルスベクターを使用することが必

要である。一旦、線維芽細胞が効率的に感染すると、線維芽細胞を分析し、ＤＲ

５タンパク質が産生されているか否かを決定する。

      【０５７０】

  次に、操作された線維芽細胞を、単独で、またはサイトデックス３マイクロキ

ャリアビーズ上でコンフルエントに増殖させた後のいずれかで、宿主に移植する

。

      【０５７１】

  （実施例１８：遺伝子治療を使用する処置方法－インビボ）

  本発明の別の局面は、障害、疾患、および状態を処置するためにインビボ遺伝

子治療方法を使用することである。この遺伝子治療法は、ＤＲ５ポリペプチドの

発現を増大または減少させるための、動物への裸の核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ、およ

びアンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ）ＤＲ５配列の導入に関する。ＤＲ５ポリヌ

クレオチドは、プロモーター、または標的組織によるＤＲ５ポリペプチドの発現

に必要な任意の他の遺伝子エレメントに、作動可能に連結され得る。このような

遺伝子治療および送達の技術および方法は、当該分野で公知であり、例えば、Ｗ

Ｏ９０／１１０９２、ＷＯ９８／１１７７９；米国特許第５６９３６２２号、同

第５７０５１５１号、同第５５８０８５９号；Ｔａｂａｔａ  Ｈ．ら、Ｃａｒｄ

ｉｏｖａｓｃ．Ｒｅｓ．３５：４７０－４７９（１９９７）；Ｃｈａｏ  Ｊ．ら

、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｒｅｓ．３５：５１７－５２２（１９９７）；Ｗｏｌｆ

ｆ  Ｊ．Ａ．，Ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌ．Ｄｉｓｏｒｄ．７：３１４－３１８（

１９９７）、Ｓｃｈｗａｒｔｚ  Ｂ．ら、Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒ．３：４０５－４

１１（１９９６）；Ｔｓｕｒｕｍｉ  Ｙ．ら、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ  ９４：
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３２８１－３２９０（１９９６）（本明細書中に参考として援用される）を参照

のこと。

      【０５７２】

  ＤＲ５ポリヌクレオチド構築物は、注入可能な物質を動物の細胞に送達する任

意の方法（例えば、組織（心臓、筋肉、皮膚、肺、肝臓、腸など）の間隙空間へ

の注入）によって送達され得る。ＤＲ５ポリヌクレオチド構築物は、薬学的に受

容可能な液体または水性キャリア中で送達され得る。

      【０５７３】

  用語「裸の」ポリヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡは、細胞への侵入を補助

、促進、または容易にするように作用するいかなる送達ビヒクル（ウイルス配列

、ウイルス粒子、リポソーム処方物、リポフェクチン、または沈澱剤などを含む

）も含まない配列をいう。しかし、ＤＲ５ポリヌクレオチドはまた、当業者に周

知の方法によって調製され得るリポソーム処方物（例えば、Ｆｅｌｇｎｅｒ  Ｐ

．Ｌ．ら（１９９５）Ａｎｎ．ＮＹ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７７２：１２６－１３

９およびＡｂｄａｌｌａｈ  Ｂ．ら（１９９５）Ｂｉｏｌ．Ｃｅｌｌ  ８５（１

）：１－７で教示されたもの）中で送達され得る。

      【０５７４】

  この遺伝子治療方法において使用されるＤＲ５ポリヌクレオチドベクター構築

物は、好ましくは、宿主ゲノムに組み込まれず、複製を可能にする配列も含まな

い構築物である。当業者に公知の任意の強力なプロモーターが、ＤＮＡの発現を

駆動するために用いられ得る。他の遺伝子治療技術とは異なり、裸の核酸配列を

標的細胞に導入する１つの主要な利点は、その細胞におけるポリヌクレオチド合

成の一過性の性質である。研究によって、非複製ＤＮＡ配列が細胞に導入されて

、６ヶ月までの期間、所望のポリペプチドの産生を提供し得ることが示された。

      【０５７５】

  ＤＲ５ポリヌクレオチド構築物は、動物内の組織（筋肉、皮膚、脳、肺、肝臓

、脾臓、骨髄、胸腺、心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、胆嚢、胃、

腸、精巣、卵巣、子宮、直腸、神経系、眼、腺、および結合組織を包含する）の

間隙空間に送達され得る。組織の間隙空間は、細胞間液、器官組織の細網線維間
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のムコ多糖マトリクス、血管または室の壁における弾性線維、線維性組織のコラ

ーゲン線維、あるいは筋肉細胞の鞘で囲まれた結合組織内の同じマトリクス（ｔ

ｈａｔ  ｓａｍｅ  ｍａｔｒｉｘ）または骨の裂孔中の結合組織内の同じマトリ

クス（ｔｈａｔ  ｓａｍｅ  ｍａｔｒｉｘ）を含む。これは、同様に、循環の血

漿およびリンパチャンネルのリンパ液により占められた空間である。筋肉組織の

間隙空間への送達は、以下に考察する理由のために好ましい。それらは、これら

の細胞を含む組織への注入によって、好都合に送達され得る。それらは、好まし

くは、分化した持続性の非分裂細胞に送達され、そしてその細胞において発現さ

れるが、送達および発現は、非分化細胞または完全には分化していない細胞（例

えば、血液の幹細胞または皮膚線維芽細胞）において達成され得る。インビボで

、筋肉細胞は、ポリヌクレオチドを取り込み、そして発現するそれらの能力にお

いて、特に適格である。

      【０５７６】

  裸のＤＲ５ポリヌクレオチド注入のために、ＤＮＡまたはＲＮＡの有効投薬量

は、約０．０５ｇ／ｋｇ体重から約５０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲にある。好ましく

は、この投薬量は、約０．００５ｍｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇであり、そし

てより好ましくは、約０．０５ｍｇ／ｋｇから約５ｍｇ／ｋｇである。もちろん

、当業者が認識するように、この投薬量は、注入の組織部位に従って変化する。

核酸配列の適切かつ有効な投薬量は、当業者によって容易に決定され得、そして

処置される状態および投与経路に依存し得る。好ましい投与経路は、組織の間隙

空間への非経口注入経路によってである。しかし、他の非経口経路（例えば、特

に肺もしくは気管支組織、咽喉、または鼻の粘膜への送達のためのエアロゾル処

方物の吸入）もまた用いられ得る。さらに、裸のＤＲ５ポリヌクレオチド構築物

が、血管形成術の間に、この手順において用いられるカテーテルによって動脈に

送達され得る。

      【０５７７】

  インビボで筋肉に注入されたＤＲ５ポリヌクレオチドの用量応答効果を、以下

のようにして決定する。ＤＲ５ポリペプチドをコードするｍＲＮＡの生成のため

の適切なＤＲ５鋳型ＤＮＡを、標準的な組換えＤＮＡ方法論に従って調製する。
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鋳型ＤＮＡ（これは環状または線状のいずれかであり得る）を裸のＤＮＡとして

使用するか、またはリポソームと複合体化するかのいずれかである。次いで、マ

ウスの四頭筋に、種々の量の鋳型ＤＮＡを注入する。

      【０５７８】

  ５～６週齢の雌性および雄性のＢａｌｂ／Ｃマウスに、０．３ｍｌの２．５％

Ａｖｅｒｔｉｎを腹腔内注射することにより麻酔する。１．５ｃｍの切開を大腿

前部で行い、そして四頭筋を直接可視化する。ＤＲ５鋳型ＤＮＡを、０．１ｍｌ

のキャリアに入れて、１ｃｃ注射器で２７ゲージ針を通して１分間にわたって、

筋肉の遠位挿入部位から約０．５ｃｍのところで膝に、約０．２ｃｍの深さで注

入する。縫合を、将来の位置決定のために注入部位の上で行い、そしてその皮膚

をステンレス鋼クリップで閉じる。

      【０５７９】

  適切なインキュベーション時間（例えば、７日）後、筋肉抽出物を、四頭全体

を切り出すことによって調製する。個々の四頭筋の５枚毎の１５μｍ切片を、Ｄ

Ｒ５タンパク質発現について組織化学的に染色する。ＤＲ５タンパク質発現につ

いてのタイムコースを、異なるマウスからの四頭を異なる時間で採取すること以

外は、同様な様式で行い得る。注入後の筋肉中のＤＲ５  ＤＮＡの持続性を、注

入したマウスおよびコントロールマウスからの全細胞性ＤＮＡおよびＨＩＲＴ上

清を調製した後、サザンブロット分析によって決定し得る。マウスにおける上記

実験の結果を、裸のＤＲ５  ＤＮＡを用いて、ヒトおよび他の動物において適切

な投薬量および他の処置パラメーターを外挿するために使用し得る。

      【０５８０】

  （実施例１９：ＤＲ５－Ｆｃ融合タンパク質は、同時刺激アッセイにおいてイ

ンビトロでＢ細胞増殖を阻害する）

  ヒトＩｇＧ１免疫グロブリン分子のＦｃ部分に連結したＤＲ５の可溶性形態（

配列番号２のアミノ酸－５１～１３３に対応する）からなるＤＲ５－Ｆｃポリペ

プチドを、調製した。このタンパク質が、ヒトＢ細胞の増殖応答を変化させる能

力を、標準的な同時刺激アッセイにおいて評価する。簡潔には、ヒト扁桃腺Ｂ細

胞を、ＣＤ３陽性細胞の磁性ビーズ（ＭＡＣＳ）により精製した。得られた細胞
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集団を、慣用的には、ＣＤ１９およびＣＤ２０染色の発現により評価されるよう

に、９５％  Ｂ細胞を超えていた。種々の希釈のｒＨｕニュートロカイン－α（

国際出願公開ＷＯ９８／１８９２１）またはコントロールタンパク質ｒＨｕＩＬ

２を、９６ウェルプレートの個々のウェルに配置し、ここへ、培養培地（１０％

ＦＢＳ、５×１０-5Ｍ  ２ＭＥ、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１０μｇ／ｍｌス

トレプトマイシン、および１０-5希釈のホルマリン固定Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ

ｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ  Ｃｏｗａｎ  Ｉ（ＳＡＣ）（Ｐａｎｓｏｒｂｉｎ（Ｐａ

ｎ）としても公知）を含有するＲＰＭＩ  １６４０）中で懸濁した、総量１５０

μｌ中の、１０5Ｂ細胞を添加した。ＤＲ５－Ｆｃを種々の濃度で添加した。次

いで、プレートを３日間インキュベーター中に置いた（３７℃、５％ＣＯ2、９

５％湿潤）。因子を添加して７２時間後に開始した3Ｈ－チミジン（６．７Ｃｉ

／ｍＭ）の２０時間のパルス（１μＣｉ／ウェル）により増殖を定量した。陽性

コントロールおよび陰性コントロールは、それぞれ、ＩＬ－２および培地である

。

      【０５８１】

  この実験の結果を、ＤＲ５－Ｆｃが、プライミング因子としてＳｔａｐｈｙｌ

ｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ  Ｃｏｗａｎ  Ｉ（ＳＡＣ）、および台２のシグ

ナルとしてニュートロカイン－αを用いた同時刺激アッセイにおいてＢ細胞増殖

を阻害したことを確認した（データは示さず）。他の腫瘍壊死因子レセプター（

ＴＮＦＲ）融合タンパク質（例えば、ＤＲ４－Ｆｃ（国際出願公開番号ＷＯ９８

／３２８５６）、ＴＲ６－Ｆｃ（国際出願公開番号ＷＯ９８／３１７９９）およ

びＴＲ９－Ｆｃ（国際出願公開番号ＷＯ９８／５６８９２））は増殖を阻害しな

かったことに注目することは重要である。

      【０５８２】

  本発明を、前述の説明および実施例に詳細に記載された以外の方法で実施し得

ることは、明らかである。本発明の多数の改変およびバリエーションが、上記の

教示を考慮して可能であり、従って、それは、添付の特許請求の範囲の範囲内に

ある。

      【０５８３】
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  発明の背景、詳細な説明および実施例において引用された各文書の全開示（特

許、特許出願、学術文献、要約、実験マニュアル、書籍または他の開示を含む）

は、本明細書中に参考として援用される。

      【０５８４】

  さらに、本明細書にとともに紙形態で提出された配列表は、本明細書中にその

全体が参考として援用される。

      【０５８５】

【表３】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】
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  図１は、ＤＲ５のヌクレオチド配列（配列番号１）および推定アミノ酸配列（

配列番号２）を示す。アミノ酸約１～約５１（下線を付した）は、シグナル伝達

ペプチドを構成し（配列番号２のアミノ酸残基約－５１～約－１）；アミノ酸約

５２～約１８４は、細胞外ドメインを構成し（配列番号２のアミノ酸残基約１～

約１３３）；アミノ酸約８４～約１７９は、システインリッチドメインを構成し

（配列番号２のアミノ酸残基約３３～約１２８）；アミノ酸約１８５～約２０８

（下線を付した）は、膜貫通ドメインを構成し（配列番号２のアミノ酸残基約１

３４～約１５７）；そしてアミノ酸約２０９～約４１１は、細胞内ドメインを構

成し（配列番号２のアミノ酸残基約１５８～約３６０）、そのアミノ酸約３２４

～約３９１（斜字体）は死ドメインを構成する（配列番号２のアミノ酸残基約２

７３～約３４０）と予測される。

    【図２】

  図２は、ＤＲ５（ＨＬＹＢＸ８８）、ヒト腫瘍壊死因子レセプター１（ｈ  Ｔ

ＮＦＲ－１）（配列番号３）、ヒトＦａｓタンパク質（配列番号４）、および死

ドメインを含むレセプター３（配列番号５）のアミノ酸配列間の類似性領域を示

す。比較は、ＤＮＡ  Ｓｔａｒ  ｓｕｉｔｅ  プログラムに含まれる、Ｍｅｇａ

ｌｉｇｎプログラムで、Ｃｌｕｓｔａｌ法を使用して行われた。コンセンサスと

一致する残基は、影をつける。

    【図３】

  図３は、ＤＲ５アミノ酸配列の分析を示す。α、β、ターン、およびコイル領

域；親水性および疎水性；両親媒性領域；可撓性領域；抗原性指数、および表面

確率を、図１に示されるアミノ酸配列について、説明されるコンピュータープロ

グラムのデフォルトパラメーターを用いて予想したように示す。「抗原性指数－

Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ」のグラフでは、図１に示されるアミノ酸残基約６２

～約１１０、約１１９～約１６４、約２２４～約２７１、および約２７５～約３

７０が、示されるＤＲ５タンパク質の高度な抗原性領域に一致する。図１におけ

るこれらの高度に抗原性のフラグメントは、配列番号２の以下のフラグメントに

それぞれ一致する：アミノ酸残基約１１～約５９、約６８～約１１３、約１７３

～約２２０、および約２２４～約３１９。
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    【図４】

  図４は、図１（配列番号１）に示されるヌクレオチド配列に関連する２つのｃ

ＤＮＡ分子のヌクレオチド配列（ＨＡＰＢＵ１３ＲおよびＨＳＢＢＵ７６Ｒ）を

示す。

    【図５Ａ】

  図５Ａは、ＤＲ５過剰発現がＭＣＦ７ヒト乳癌細胞においてアポトーシスを誘

導したこと示す棒グラフである。

    【図５Ｂ】

  図５Ｂは、ＤＲ５過剰発現がヒト類表皮癌（Ｈｅｌａ）細胞においてアポトー

シスを誘導したこと示す棒グラフである。

    【図５Ｃ】

  図５Ｃは、ＤＲ５に誘導されるアポトーシスが、カスパーゼ（ｃａｓｐａｓｅ

）インヒビターであるＣｒｍＡおよびｚ－ＶＡＤ－ｆｍｋによってブロックされ

たが、優性ネガティブなＦＡＤＤは効果がなかったことを示す棒グラフである。

    【図５Ｄ】

  図５Ｄは、ＤＲ４と同様に、ＤＲ５は、インビボではＦＡＤＤおよびＴＲＡＤ

Ｄと相互作用しなかったことを示すイムノブロットである。

    【図５Ｅ】

  図５Ｅは、新しく同定した、ＦＬＩＣＥ様分子の優性ネガティブバージョン（

ｖｅｒｓｉｏｎ）である、ＦＬＩＣＥ２（Ｖｉｎｃｅｎｚ，Ｃ．ら、Ｊ．Ｂｉｏ

ｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：６５７８（１９９７））が効率的にＤＲ５誘導性のアポ

トーシスをブロックしたが、一方優性ネガティブＦＬＩＣＥは、それがブロック

した条件下で部分的な効果のみ有したことを示す棒グラフである。ＴＮＦＲ－１

がアポトーシスを効果的にブロックしたことも示す。

    【図６Ａ】

  図６Ａは、ＤＲ５－Ｆｃ（ならびにＤＲ４およびＴＲＩＤ）が、特異的にＴＲ

ＡＩＬを結合するが、関連する細胞毒性リガンドＴＮＦαを結合しないことを示

すイムノブロットである。図６Ａの下部のパネルは、結合アッセイ中に存在する

Ｆｃ融合物の入力を示す。
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    【図６Ｂ】

  図６Ｂは、ＤＲ５－ＦｃがＴＲＡＩＬのアポトーシスを誘導する能力をブロッ

クしたことを示す棒グラフである。図６Ｂに示されるデータ（平均±ＳＤ）は、

計数された全核（ｎ＝４）中のアポトーシス性の核のパーセントである。

    【図６Ｃ】

  図６Ｃは、ＴＮＦＲ－１－Ｆｃが完全にＴＮＦα殺傷を無効にした条件下で、

ＤＲ５－Ｆｃはアポトーシス性ＴＮＦα誘導細胞死に効果を有さなかったことを

示す棒グラフである。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】



(286) 特表２００２－５４３１５１

【図３】
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【図４】

【図５Ａ】
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【図５Ｂ】

【図５Ｃ】
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【図５Ｄ】
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【図５Ｅ】
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【図６Ａ】
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【図６Ｂ】

【図６Ｃ】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明涉及一种新颖的含有受体5（DR5）蛋白的死亡域，该蛋白是肿瘤坏死因子（TNF）受体家族的成员，目前被证明与TRAIL
结合。 特别地，提供了编码人DR5蛋白的分离的核酸分子。 还提供了DR5多肽，以及提供了用于制备DR5多肽的载体，宿主细胞
和重组方法。 本发明进一步涉及用于鉴定DR5活性的激动剂或拮抗剂的筛选方法。
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