
(57)【要約】
本発明はインターフェロン -α投与により上方調節され、 SEQ.ID.No.1及び SEQ.ID.No.3で
記述される cDNA配列に対応する遺伝子に関係するものである。この遺伝子の発現生成物の
測定は 1型インターフェロン受容体に作用するインターフェロン -α及びその他のインター
フェロンによる治療に対する反応性を予測するのに有用であると提案されている。同遺伝
子によりコードされているタンパクを治療に使用することも企画されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ i） SEQ ID NO:2ま た は  SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 ；
（ ii） 免 疫 調 節 作 用 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用 か ら 選 択 さ れ た
実 質 的 に 同 じ 機 能 を 持 つ そ の 変 異 体 ； ま た は
（ iii） 免 疫 調 節 作 用 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用 か ら 選 択 さ れ
た 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 保 持 し て い る （ i） ま た は （ ii） の フ ラ グ メ ン ト 、
を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド 及 び /ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 作 る た め の S
EQ ID NO:2ま た は SEQ ID NO:4に 記 述 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の 変 異 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1ま た は 2に 記 載 さ れ た ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
cDNAで あ る 請 求 項 3に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ：
（ a） SEQ ID NO:1ま た は  SEQ ID NO:3の 核 酸 配 列 ま た は そ の コ ー ド 配 列 及 び /ま た は そ
れ に 相 補 的 配 列 ；
（ b） （ a） に 規 定 し た 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 配 列 ；
（ c） （ a） 及 び （ b） に 規 定 し た 配 列 に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド の 結 果 と し て 縮 重 し て い る
配 列 ；
（ d） （ a） 、 （ b） 及 び （ c） に 規 定 し た 配 列 に 対 し て 少 な く と も 60%相 同 性 を 有 す る 配
列 、
を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 請 求 項 3か ら 5の い ず れ か 一
つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 6に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ に お け る 発 現 を 指 令 す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 請 求 項 １ ０ 】
ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 治 療 処 置 に 使 用 す る た め の 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
請 求 項 9に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 9に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 医 薬 と し て 許
容 し 得 る 担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 ウ イ ル ス 、 抗 腫 瘍 ま た は 免 疫 調 節 薬 と し て 治 療 に 使 用 す る 薬 剤 の 調 製 に 請 求 項 1に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 9に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 9に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 を 該 患 者
に 投 与 す る こ と か ら な る 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 疾 患 を 持 つ 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 に 請 求 項 7に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し そ し て 該 ポ リ ペ
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プ チ ド を 単 離 す る こ と か ら な る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID.No.4の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 を 発 現 す
る こ と が で き る 細 胞 を 用 意 し 、 該 細 胞 を 被 検 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し そ し て 該 ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 上 方 調 節 を 監 視 す る こ と か ら な る 免 疫 調 節 作 用 及
び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用 を 有 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 治 療 処 置 に 使 用 す る た め の SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID.No.4に よ っ
て 規 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の コ ー ド 配 列 ま た は 該 コ ー ド 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 に 対
す る ア ン チ セ ン ス 配 列 を イ ン ビ ボ に お い て 発 現 す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
治 療 的 処 置 に 使 用 す る た め の 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 4に 記 載 の cDNA内 の 配 列 を 標 的 と す る 核 酸 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 3か ら 5の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 誘 導 し た 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
固 体 支 持 体 に 接 着 し た 請 求 項 19に 記 載 の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
該 検 体 を 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 投 与 後 に 該 患 者 か ら 得 る か ま た は 該 測 定 の 前 に 1型 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン で イ ン ビ ト ロ 処 理 し て 、 該 患 者 の 細 胞 検 体 に お け る SEQ.ID.No.2ま た は  SEQ.ID
.No.4に 記 述 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 規 定 さ れ る タ ン パ ク ま た は そ の 天 然 に 存 在 す
る 変 異 体 、 ま た は 対 応 す る mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る こ と か ら な る 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に
よ る 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 性 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
該 検 体 を 得 る 前 に 投 与 す る か ま た は 該 検 体 を イ ン ビ ト ロ で 処 理 す る た め に 使 用 す る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン が 該 患 者 の 治 療 に 提 案 し て い る イ ン タ ー フ ェ ロ ン で あ る 請 求 項 21に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
患 者 の 血 液 検 体 か ら 単 離 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 む 検 体 を 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で イ ン ビ
ト ロ 処 理 す る 請 求 項 21ま た は 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 測 定 が SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID.No.4に 記 述 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 規 定 さ れ る
タ ン パ ク ま た は 該 タ ン パ ク の 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 を コ ー ド す る mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る
こ と か ら な る 請 求 項 21か ら 23の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 非 ヒ ト 遺 伝 子 導 入 動 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α （ INF-α ） 投 与 に よ り 上 方 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 に 関
す る も の で あ り 、 そ の コ ー ド 配 列 は 以 前 は 不 明 と 考 え ら れ て い た 。 こ の 遺 伝 子 の 発 現 生 成
物 の 検 出 は 、 INF-α 及 び 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 受 容 体 に 作 用 す る そ の 他 の イ ン タ ー フ ェ ロ
ン に 対 す る 反 応 性 を 予 測 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る 新 規 の 単 離 タ ン パ ク を 治 療 に 使 用 す る こ と も 企 画 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
IFN-α は 多 く の 病 気 の 治 療 に 広 く 使 用 さ れ て い る 。 IFN-α を 使 用 し て 治 療 し 得 る 病 気 に は
、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 及 び 固 形 腫 瘍 、 AIDS-随 伴 カ ポ ジ 肉 腫 の よ う な 新 生 物 疾 患 及 び 慢 性
肝 炎 の よ う な ウ イ ル ス 感 染 が 含 ま れ る 。 ま た IFN-α は 、 自 己 免 疫 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 神

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-531238 A 2004.10.14



経 変 性 、 寄 生 虫 及 び ウ イ ス ル な ど に よ る 病 気 の 治 療 に 経 口 腔 粘 膜 投 与 が 提 案 さ れ て き た 。
特 に 、 IFN-α は 、 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 癩 、 結 核 、 脳 炎 、 マ ラ リ ア 、 頚 癌 、 性 器 ヘ ル ペ
ス 、 B型 及 び C型 肝 炎 、 HIV、 HPV及 び HSV-1及 び 2の 治 療 に 推 奨 さ れ て き た 。 ま た 関 節 炎 、 狼
瘡 及 び 糖 尿 病 の 治 療 も 示 さ れ て い る 。 新 生 物 疾 患 、 例 え ば 多 発 性 骨 髄 腫 、 有 毛 細 胞 白 血 病
、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 低 度 リ ン パ 腫 、 皮 膚 T-細 胞 リ ン パ 腫 、 類 癌 腫 瘍 、 頚 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫
を 含 む 肉 腫 、 腎 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 を 含 む 癌 腫 、 肝 細 胞 癌 、 鼻 咽 頭 癌 、 血 液 癌 、 結 腸 ・ 直 腸 癌
、 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 喉 頭 乳 頭 腫 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 悪 性 黒 色 腫 及 び 脳 腫 瘍 、 も ま た 経 口
腔 粘 膜 、 す な わ ち 経 口 ま た は 経 鼻 、 に よ る IFN-α の 投 与 に よ り 治 療 し 得 る こ と が 示 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
INF-α は 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン フ ァ ミ リ ー の 1員 で あ り 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 受 容 体 と 相
互 作 用 す る こ と に よ り そ の 特 異 的 生 物 活 性 を 発 現 す る 。 そ の 他 の 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン と
し て は INF-β ， IFN-ω 及 び INF-τ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
残 念 な が ら 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α の よ う な 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 潜 在 的 治 療 対 照 で あ る
患 者 、 例 え ば 、 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 新 生 物 疾 患 及 び 再 発 多 発 性 硬 化 症 、 が 全 て 1型 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン の 治 療 に 良 好 に 反 応 す る こ と は な く 、 反 応 し て 長 期 の 有 用 性 を 示 す の は 一 部
に 過 ぎ な い 。 医 師 が 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る 治 療 結 果 に 信 頼 を 置 け な い た め に 、 高 価
な 生 物 製 剤 の 浪 費 及 び 治 療 時 間 の 喪 失 と い う 点 の み な ら ず 深 刻 な 副 作 用 に 患 者 を 曝 す と い
う 点 に お い て も 、 こ の 治 療 の 費 用 ‐ 効 用 比 に 関 し て 重 大 な 問 題 が 生 じ る 。 さ ら に 、 IFN-α
の 異 常 生 産 は 多 数 の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の よ う な 理 由 か ら 、
1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と に よ り そ の 治 療 作 用 を 発 生 し
て い る の で 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン が 作 用 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に 非 常 に 関 心 が 有 る
。 事 実 、 患 者 が 治 療 に 良 好 に 反 応 す る か 否 か を 決 定 す る 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 誘 導 さ
れ る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が 存 在 す る 。
発 明 の 要 約
【 ０ ０ ０ ５ 】
経 口 腔 粘 膜 ま た は 腹 腔 内 投 与 し た IFN-α に よ り 上 方 調 節 さ れ た マ ウ ス 遺 伝 子 に 対 応 す る ヒ
ト 遺 伝 子 cDNAが 今 同 定 さ れ 、 そ し て 新 規 DNAで あ る と 考 え ら れ る 。 ま た こ の 対 応 ヒ ト 遺 伝
子 を 今 IFN-α 上 方 調 節 遺 伝 子 と 命 名 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
そ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク を 以 降 HuIFRG 68.1タ ン パ ク と 呼 ぶ 。 こ の タ ン
パ ク 及 び そ の 機 能 的 変 異 体 は 現 在 治 療 薬 、 特 に 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 腫 瘍 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬
と し て 使 用 す る こ と が 企 画 さ れ て い る 。 例 え ば 、 自 己 免 疫 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 神 経 変 性
、 寄 生 虫 ま た は ウ イ ル ス 性 疾 患 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 、 狼 瘡 、 多 発 性 硬 化 症 、 癩 、 結 核 、 脳 炎
、 マ ラ リ ア 、 頚 癌 、 性 器 ヘ ル ペ ス 、 B型 ま た は C型 肝 炎 、 HIV、 HPV及 び HSV-1及 び 2、 ま た は
新 生 物 疾 患 、 例 え ば 多 発 性 骨 髄 腫 、 有 毛 細 胞 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 低 度 リ ン パ 腫 、
皮 膚 T-細 胞 リ ン パ 腫 、 類 癌 腫 瘍 、 頚 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 肉 腫 、 腎 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 を 含 む
癌 腫 、 肝 細 胞 癌 、 鼻 咽 頭 癌 、 血 液 癌 、 結 腸 ・ 直 腸 癌 、 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 喉 頭 乳 頭 腫 、
肺 癌 、 結 腸 癌 、 悪 性 黒 色 腫 及 び 脳 腫 瘍 、 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。 言 い 換 え る と 、
そ の タ ン パ ク は 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 さ れ た 患 者 、 例 え ば IFN-α を 、 例 え ば 経 口 腔 粘 膜 ま た は 静 脈
内 投 与 に よ り 投 与 さ れ た 患 者 、 の 細 胞 検 体 中 の 、 HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に 存 在
す る そ の 変 異 体 、 ま た は 対 応 す る mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る こ と は そ の 治 療 に 対 す る 反 応 性
を 予 測 す る の に も 使 用 で き る で あ ろ う 。 さ ら に 、 そ れ と は 別 に 、 よ り 望 ま し く は 、 例 え ば
ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 の 検 体 を 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で イ ン ビ ト ロ 処 理 し 、 そ し て HuIFRG 68
.1遺 伝 子 に 対 応 す る 発 現 生 成 物 、 望 ま し く は mRNA、 の 上 方 調 節 ま た は 下 方 調 節 を 調 べ る こ
と に よ り そ の 反 応 性 を 判 断 で き る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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本 発 明 の 第 一 の 態 様 に よ る と 、 以 下 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る ；
(i)　  SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(ii)　 実 質 的 に 同 じ 機 能 、 例 え ば 、 免 疫 調 節 活 性 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 活 性
及 び /ま た は 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る そ の 変 異 体 ； ま た は
(iii) 実 質 的 に 同 じ 機 能 、 例 え ば 、 免 疫 調 節 活 性 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 活 性
及 び /ま た は 抗 腫 瘍 活 性 を 保 持 す る  (i) ま た は  (ii) の フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 最 初 の 態 様 の 望 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 を 含 む ：
（ i） 　 SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 ；
（ ii） 　 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 持 つ そ の 変 異 体 ； ま た は
(iii)　 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 持 つ （ i） ま た は （ ii） の フ ラ グ メ ン ト 。
本 発 明 は ま た ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 治 療 処 置 に 使 用 す る た め の 、 特 に 抗 ウ イ ル ス 、 抗 腫
瘍 ま た は 免 疫 調 節 薬 と し て 使 用 す る た め の そ の よ う な タ ン パ ク を 提 供 す る 。 上 述 の よ う に
、 そ の 使 用 は 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 疾 患 に 拡 張 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の そ の 他 の 態 様 に よ り 、 上 記 に 定 義 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 単
離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 体 が 供 給 さ れ る 。 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に 下
記 か ら な る 配 列 を 含 ん で い る ；
(a)　 SEQ.ID.No.1の 核 酸 ま た は そ の コ ー ド 配 列 及 び /ま た は そ の 相 補 的 配 列 ；
(b)　 (a)に 定 義 し た 配 列 の 相 補 的 配 列 に 、 例 え ば 厳 密 な 条 件 の 下 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る 配 列 ；
(c)　 (a) ま た は  (b)　 に 定 義 し た 配 列 に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド の 結 果 と し て 縮 重 し て い
る 配 列 ；
(d)　 (a), (b) ま た は  (c)　 に 定 義 し た 配 列 と 少 な く と も 60％ の 相 同 性 を 持 つ 配 列 。
【 ０ ０ １ １ 】
望 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 を 含 む 配 列 を 含 む で あ ろ う ：
（ a） SEQ ID NO:3の 核 酸 ま た は そ の コ ー ド 配 列 及 び /ま た は そ の 相 補 的 配 列 ；
（ b） （ a） に 定 義 し た 配 列 に 相 補 的 な 配 列 に 、 例 え ば 厳 密 な 条 件 下 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 配 列 ；
（ c） (a) ま た は  (b)　 に 定 義 し た 配 列 に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド の 結 果 と し て 縮 重 し て い
る 配 列 ；
（ d） (a), (b) ま た は  (c)　 に 定 義 し た 配 列 と 少 な く と も 60％ の 相 同 性 を 持 つ 配 列 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は ま た 以 下 を 供 給 す る ；
-　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 発
現 ベ ク タ ー ；
-　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 ；
-　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 ；
-　 HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 の 有 効 量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む
、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 病 気 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 ；
-　 抗 ウ イ ル ス ま た は 抗 腫 瘍 ま た は 免 疫 調 節 剤 、 特 に 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 病
気 の 治 療 に 使 用 す る 医 薬 品 の 製 造 に そ の ペ プ チ ド の 使 用 ；
-　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 と し て 受 容 し 得 る 担 体 ま た は 希 釈 剤 か ら な る 医 薬 組 成
物 ；
-　 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 適 し た 条 件 下 に 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 維 持 し 、 そ し て 該
ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と か ら な る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 ；
-　 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 治 療 処 置 、 特 に 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 腫 瘍 剤 ま た は 免 疫
調 節 剤 と し て 使 用 す る た め に 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド を イ ン ビ ボ に お け る 発 現 を 指 令 す る
発 現 ベ ク タ ー の 形 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
-　 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 医 薬 と し て 受 容 し 得 る 担 体 ま た は 希 釈 剤 か ら な る 医 薬 組 成
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物 ；
-　 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 、 I型 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン で 治 療 し 得 る 病 気 の 患 者 の 治 療 方 法 ；
-　 抗 ウ イ ル ス ま た は 抗 腫 瘍 ま た は 免 疫 調 節 剤 、 特 に 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し 得 る 病
気 の 治 療 に 使 用 す る 医 薬 品 、 例 え ば ベ ク タ ー 製 剤 、 の 製 造 に そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
使 用 ； 及 び
-　  HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 を 発 現 し 得 る 細 胞 を 供 給 し 、
該 細 胞 を 被 検 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 HuIFRG 68.1遺 伝 子 発 現 の 上 方 調 節 を 監 視
す る こ と か ら な る 、 免 疫 調 節 作 用 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用
を 有 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に そ の 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 例 え ば IFN-α 、 を 経 口
腔 粘 膜 ま た は 静 脈 内 投 与 し た 該 患 者 か ら 得 た か ま た は 該 測 定 の 前 に IFN-α の よ う な 1型 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン で イ ン ビ ト ロ 処 理 し た 患 者 の 細 胞 検 体 中 の 、 例 え ば 血 液 検 体 中 の 、 HuIFRG
 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 、 例 え ば 対 立 変 異 体 、 ま た は 対 応 す る mRN
Aの 濃 度 を 測 定 す る こ と か ら な る 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る 治 療 、 例 え ば IFN-α 治 療 （
例 え ば 経 口 腔 粘 膜 ま た は 非 経 口 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 下 、 ま た は 筋 肉 内 投 与 に よ る IFN-α ）
に 対 す る 患 者 の 反 応 性 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は そ の 試 験 を 行 な う た め の キ ッ
ト に も 及 ぶ 。
配 列 の 簡 単 な 説 明
【 ０ ０ １ ４ 】
SEQ.ID.No.1は ヒ ト タ ン パ ク HuIFRG 68.1の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ れ を コ ー ド す る cDNAで あ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
SEQ.ID.No.2は HuIFRG 68.1タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 の み で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
SEQ.ID.No.3は HuIFRG 68.1タ ン パ ク の ア ミ ノ 末 端 を 延 長 し た 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ
の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
SEQ.ID.No.4は HuIFRG 68.1タ ン パ ク の ア ミ ノ 末 端 を 延 長 し た 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の み で
あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
上 記 に 示 し た よ う に 、 ヒ ト タ ン パ ク HuIFRG 68.1及 び そ の 機 能 的 変 異 体 は 治 療 上 有 用 な 薬
物 、 よ り 特 異 的 に は 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 腫 瘍 薬 ま た は 免 疫 調 節 薬 に 使 用 す る こ と が 今 企 画 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
こ の 目 的 の ヒ ト タ ン パ ク HuIFRG 68.1の 変 異 体 は 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 、 対 立 変 異 体 ま た
は 種 変 異 体 で あ り 、 こ れ ら は ヒ ト タ ン パ ク HuIFRG 68.1と 本 質 的 に 同 じ 機 能 活 性 を 有 し て
お り 、 ま た INF-α の 投 与 に 反 応 し て 上 方 調 節 さ れ る 。 そ の 他 に 、 治 療 用 の ヒ ト タ ン パ ク Hu
IFRG 68.1の 変 異 体 は SEQ.ID.No.2ま た は 非 天 然 突 然 変 異 体 で あ る SEQ.ID.No.4か ら 変 化 し
た 配 列 を 持 つ こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
用 語 「 機 能 的 変 異 体 」 と は 、 HuIFRG 68.1タ ン パ ク と 同 じ 本 質 的 性 質 ま た は 基 本 的 機 能 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド の こ と で あ る 。 HuIFRG 68.1タ ン パ ク の 本 質 的 性 質 は 免 疫 調 節 ペ プ チ
ド と 見 な す こ と が で き る 。 機 能 的 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に ま た は そ の 他 に 抗 ウ イ ル ス
作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用 を 示 す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
望 ま し い 抗 ウ イ ル ス 作 用 は 、 例 え ば 、 次 の よ う に 試 験 あ る い は 監 視 す る こ と が で き る 。 試
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験 す る 変 異 体 を コ ー ド す る 配 列 を 、 ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ シ グ ナ ル Ψ 及 び 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー
を 含 む モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ MoMuLV） の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に ク
ロ ー ニ ン グ す る 。 ウ イ ル ス gag及 び pol遺 伝 子 を 含 む 汎 親 和 性 パ ッ ケ ー ジ 細 胞 系 に 組 換 え レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 及 び 高 力 価 感 染 性 複 製 が 不 可 能 な ウ イ ル ス を 作 る た め に 水 疱 性 口 内
炎 ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ グ リ コ タ ン パ ク を 含 む プ ラ ス ミ ド 、 pVSV-Gと 共 に 遺 伝 子 導 入 す
る （ Burns et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 5232-5236） 。 感 染 性 組 換 え ウ イ ル
ス を 次 い で イ ン タ ー フ ェ ロ ン 感 受 性 繊 維 芽 細 胞 ま た は リ ン パ 芽 球 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 す る た
め に 使 用 し 、 そ し て 変 異 タ ン パ ク を 安 定 し て 発 現 す る 細 胞 を 選 別 し て 、 そ し て 標 準 的 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 生 物 検 定 （ Tovey et al., Nature, 271, 622-625, 1978） に お い て ウ イ ル ス
感 染 抵 抗 性 を 試 験 す る 。 標 準 的 増 殖 検 定 （ Mosmann, T., J. Immunol. Methods, 65, 55-6
3, 1983） を 使 用 し た 増 殖 抑 制 及 び 標 準 的 技 術 を 使 用 し た MHCク ラ ス I及 び ク ラ ス II抗 原 の
発 現 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
HuIFG 68.1の 望 ま し い 機 能 的 変 異 体 は 本 質 的 に は SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID. No.4か ら 構
成 さ れ る 。 SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID.No.4の 機 能 的 変 異 体 は 、 SEQ.ID. No.2ま た は SEQ.ID
.No.4の 少 な く と も 20、 望 ま し く は 少 な く と も 30、 例 え ば 少 な く と も 100連 続 ア ミ ノ 酸 ま た
は 全 長 に 亘 っ て 、 SEQ.ID.No.2ま た は SEQ.ID.No.4の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 60%か ら 70%
相 同 、 望 ま し く は 少 な く と も 80%ま た は 少 な く と も 90%そ し て 特 に 望 ま し い の は 少 な く と も
95%、 少 な く と も 97%ま た は 少 な く と も 99%相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 タ ン パ ク 相 同
性 の 測 定 方 法 は 既 知 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 例 え ば 、 1、 2、 ま た は 3か ら 10、 20ま た は 30置 換 を 行 な う こ と が で き る
。 保 存 的 置 換 も 、 例 え ば 次 ぎ の 表 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 第 2欄 の 同 じ ブ ロ ッ ク に
あ る ア ミ ノ 酸 及 び 望 ま し く は 第 3欄 の 同 じ 行 に あ る ア ミ ノ 酸 は 互 い に 置 換 す る こ と が で き
る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 に よ る 治 療 用 変 異 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は よ り 短 い ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て も よ く 、
例 え ば 、 少 な く と も 20ア ミ ノ 酸 ま た は 50， 60， 70， 80， 100， 150ま た は 200ア ミ ノ 酸 の 長
さ ま で の ペ プ チ ド は 、 HuIFG 68.1タ ン パ ク の 適 切 な 生 物 学 的 作 用 を 保 持 し て い る 限 り 本 発
明 の 範 囲 内 に 入 る と 考 え ら れ る 。 特 に 、 限 定 は し な い が 、 本 発 明 の こ の 態 様 は 変 異 体 が 完
全 な 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 配 列 の フ ラ グ メ ン ト で あ る 場 合 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ま た 抗 -HuIFG 68.1タ ン パ ク 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る HuIFG 68.1の 修
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飾 型 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 そ の よ う な 変 異 体 は HuIFG 68.1タ ン パ
ク の 抗 原 決 定 基 を 含 ん で い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 化 学 的 に 修 飾 す る こ と が で き る 、 例 え ば 、 翻 訳 後 修 飾 。 例 え ば 、
そ れ ら を グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き 及 び /ま た は 修 飾 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む こ と も で
き る 。 ま た N-末 端 及 び /ま た は C-末 端 に 配 列 を 加 え る こ と に よ る 修 飾 を す る こ と も で き る
、 例 え ば 、 精 製 を 容 易 に す る ヒ ス チ ジ ン 残 基 ま た は T7タ グ の 追 加 ま た は 細 胞 膜 へ の 侵 入 を
促 進 す る シ グ ナ ル 配 列 の 追 加 。 そ の よ う な 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 用 語 「 ポ リ ペ プ チ
ド 」 の 範 囲 内 に 入 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 表 示 ラ ベ ル で 標 識 す る こ と が で き る 。 表 示 ラ ベ ル は ポ リ ペ プ チ ド
を 検 出 で き る よ う に す る 適 切 な ラ ベ ル は 何 で も 良 い 。 適 当 な ラ ベ ル に は 1 2 5 I、 3 5 Sの よ う
な 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 酵 素 、 抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ビ オ チ ン の よ う な リ ン カ ー が
含 ま れ る 。 本 発 明 の 標 識 ポ リ ペ プ チ ド は 検 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の 検 定 に お い て
、 固 体 支 持 体 に 接 着 し た ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る こ と が 望 ま し い 。 本 発 明 は ま た 容 器 中 に
キ ッ ト の 形 で 収 め た そ の 標 識 及 び /ま た は 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド に も 関 係 し て い る 。 キ ッ ト
は 追 加 し て 適 当 な 試 薬 、 対 照 ま た は 説 明 書 な ど を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 合 成 的 に ま た は 組 換 え 法 に よ り 作 る こ と が で き る 。 本 発 明 の そ の
ポ リ ペ プ チ ド は 修 飾 に よ り 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 Dア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が
で き る 。 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 修 飾 に よ り イ ン ビ ト ロ 及 び /ま た は イ ン ビ ボ に お け
る 安 定 性 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 合 成 的 手 段 に よ り 作 ら れ る 場 合 に は
、 そ の 修 飾 は 製 造 中 に 導 入 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 合 成 ま た は 組 換 え に よ る 製 造 の 後 に 修
飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
多 数 の 側 鎖 修 飾 が タ ン パ ク 修 飾 技 術 で は 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に も 存 在 す
る 。 そ の 修 飾 に は 、 例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド と 反 応 さ せ 次 い で NaBH 4 で 還 元 す る 還 元 的 ア ル キ
ル 化 、 メ チ ル ア セ チ ミ デ ー ト に よ る ア ミ ジ ン 化 ま た は 無 水 酢 酸 に よ る ア セ チ ル 化 、 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 単 離 さ れ た 形 で あ ろ う 。 ポ リ ぺ プ チ ド は そ の ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 目 的 を 妨 害 し な い 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 混 合 す る こ と が で き る が そ れ で も 実 質 的 に
は 単 離 さ れ て い る と 見 な さ れ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 実 質
的 に 精 製 さ れ た 形 で あ り 、 そ の 場 合 に 一 般 的 に 標 品 中 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 重 量 で 90
%以 上 、 例 え ば 、 95%、 98%ま た は 99%を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
本 発 明 は ま た HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
並 び に そ れ ら に 相 補 的 な 単 離 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ゲ ノ ム
DNA、 合 成 DNAま た は cDNAを 含 む DNAま た は RNA、 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 、 で あ り 得 る 。 望 ま し い
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は DNAで あ り 、 最 も 望 ま し い の は cDNA配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
上 記 に 示 し た よ う に 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に 下 記 配 列 を 含 ん で い る ：
（ a） SEQ.ID.No.1ま た は SEQ.ID.No.3の 核 酸 ま た は そ の コ ー ド 配 列 及 び /ま た は そ れ に 相
補 的 な 配 列 ；
（ b） 例 え ば 、 厳 密 な 条 件 下 に 、 （ a） に 規 定 し た 配 列 に 相 補 的 な 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る 配 列 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） に 規 定 し た 配 列 を 遺 伝 的 に コ ー ド し た 結 果 と し て 縮 重 し て い る
配 列 ；
（ d） （ a） 、 （ b） ま た は （ c） に 規 定 し た 配 列 に 少 な く と も 60%相 同 性 を 持 つ 配 列 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
適 当 な コ ー ド 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 既 知 技 術 の 方 法 、 例 え ば Sambrook et al. (1989)
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 n d  edition, Cold Spring Harbor Laborat
ory Pressに 記 載 さ れ て い る 、 に 従 っ て ヒ ト 細 胞 か ら 抽 出 す る か ま た は 合 成 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 中 に 合 成 ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
種 々 の 形 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 は 既 知 技 術 で あ る 。 こ れ に は メ チ ル ホ ス フ ォ ネ ー ト 及
び ホ ス フ ォ チ オ エ ー ト 骨 格 、 分 子 の 3'及 び /ま た は 5'末 端 へ の ア ク リ ジ ン ま た は ポ リ リ ジ
ン 鎖 の 付 加 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の イ ン ビ ボ 活 性 の 増
強 ま た は 寿 命 の 延 長 の た め に 行 わ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に 、 SEQ.ID.No.1ま た は SEQ.ID.No.3の コ ー ド 配 列 ま た
は そ れ に 相 補 的 配 列 に 選 択 的 な 条 件 下 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド
の 連 続 配 列 で あ る こ と が 望 ま し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む で あ ろ う 。 そ の ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 は バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 有 意 に 高 い レ ベ ル で 生 じ る で あ ろ う 。 バ ッ ク グ ラ ン ド ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 に 存 在 す る 他 の cDNAの た め に 生 じ 得 る 。 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と SEQ.ID.No.1及 び SEQ.ID.No.3の コ ー ド 配 列 ま た は そ れ に 相 補 的 配 列 の
間 の 相 互 作 用 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル レ ベ ル は 典 型 的 に 、 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と SEQ.ID
.No.1ま た は SEQ.ID.No.3の コ ー ド 配 列 の 間 の 相 互 作 用 の 強 度 の 少 な く と も 10倍 、 望 ま し く
は 少 な く と も 100倍 で あ ろ う 。 そ の 相 互 作 用 の 強 度 は 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ を 、 例 え ば 、 3 2 P
で 放 射 標 識 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 選 択 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 典 型 的 に
、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 0.3 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.03 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 40℃ ）
、 中 間 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 例 え ば 、 0.3 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.03 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 50℃ ） ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 例 え ば 、 0.03 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.03 Mク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 60℃ ） で 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
SEQ ID No:1ま た は SEQ ID No:3の コ ー ド 配 列 は ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 例 え ば 1、 2ま た は 3か
ら 10、 25、 50ま た は 100置 換 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 縮 重 置 換 が 行 わ れ が 行 わ れ る
こ と も あ り そ し て /ま た は 修 飾 さ れ た 配 列 が 翻 訳 、 例 え ば 上 記 表 に 示 し た よ う に 、 保 存 的
ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ る 置 換 が 行 わ れ る こ と も あ る 。 SEQ ID NO:1ま た は SEQ ID No:3の コ ー
ド 配 列 は そ の 他 に ま た は さ ら に 複 数 の 挿 入 及 び /ま た は 欠 失 及 び /ま た は 1端 ま た は 両 端 へ
の 延 長 に よ る 修 飾 を す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
EQ ID No.1ま た は 3、 そ の コ ー ド 配 列 及 び そ れ ら に 相 補 的 な DNA配 列 か ら 選 択 し た DNA配 列
に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 で き る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 に 標 的 配 列 に 対
し て 少 な く と も 70%、 望 ま し く は 少 な く と も 80ま た は 90%そ し て よ り 望 ま し く は 少 な く と も
95%ま た は 97%相 同 で あ ろ う 。 こ の 相 同 性 は 典 型 的 に 少 な く と も 20、 望 ま し く は 少 な く と も
30、 例 え ば 少 な く と も 40、 60ま た は 100ま た は そ れ 以 上 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に 亘 る こ と が
あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
上 記 の 相 同 性 の 程 度 及 び 最 小 サ イ ズ の い ず れ の 組 合 せ も 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 規 定
す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 よ り 厳 密 な 組 合 せ （ す な わ ち 、 よ り 長 い 長 さ に 亘 る よ
り 高 い 相 同 性 ） が 望 ま し い 。 例 え ば 25、 望 ま し く は 30ヌ ク レ オ チ ド に 亘 っ て 少 な く と も 80
%相 同 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 40ヌ ク レ オ チ ド に 亘 っ て 少 な く と も 90%相 同 で あ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に 適 当 で あ る こ と が 判 明 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
こ こ に 記 述 し た よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 配 列 の 同 族 体 は 既 知 の 相 同 性 計 算
方 法 に 従 っ て 測 定 す る こ と が で き る 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 相 同 性 は ア ミ ノ 酸 同 一 性 （ 時 に は
「 ハ ー ド ホ モ ロ ジ ー 」 と 言 わ れ る こ と も あ る ） に 基 づ い て 計 算 す る こ と が で き る 。 例 え ば

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-531238 A 2004.10.14



UWGCGパ ッ ケ ー ジ は 、 例 え ば デ フ ォ ル ト セ ッ テ ィ ン グ で 使 用 さ れ る 相 同 性 計 算 の た め に 使
用 す る こ と が で き る BESTFITプ ロ グ ラ ム を 提 供 す る （ Devereux et al. (1984) Nucleic Ac
ids Research 12, 387-395） 。 例 え ば Altschul S.F. (1993) J. Mol. Evol. 36, 290-300
; Altschul, S.F. et al. (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-10に 記 述 さ れ て い る よ う に 、
PILEUP及 び BLASTア ル ゴ リ ス ム を 典 型 的 に は デ フ ォ ル ト セ ッ テ ィ ン グ で 相 同 性 を 計 算 し た
り 、 配 列 を 整 列 し た り 、 ま た は 同 一 ま た は 対 応 配 列 を 同 定 し た り す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
BLAST分 析 を 実 行 す る た め の プ ロ グ ラ ム は National Center for Biotechnology Informati
on (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)を 経 由 し て 誰 で も 入 手 で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ス ム は
、 最 初 デ ー タ ベ ー ス の 配 列 中 の 同 じ 長 さ の 文 字 列 と 整 列 し た 時 に マ ッ チ す る か ま た は あ る
正 の 閾 値 ス コ ア ー Tを 満 足 す る 問 題 の 配 列 中 の 短 い 長 さ Wの 文 字 列 を 同 定 す る こ と に よ り 高
ス コ ア ー 配 列 対 （ HSP） を 同 定 す る こ と が 必 要 で あ る 。 Tを 近 隣 文 字 列 ス コ ア 閾 値 と い う （
Altschul et al.,上 記 ） 。 こ の よ う な 最 初 の 近 隣 文 字 列 発 見 が そ れ を 含 む HSPを 発 見 す る
た め の 調 査 を 開 始 す る 種 と し て 作 用 す る 。 こ の 文 字 列 発 見 は 各 配 列 に 沿 っ て 両 方 向 に 、 累
積 整 列 ス コ ア が 増 加 す る 限 り 、 拡 張 さ れ る 。 各 方 向 に お け る 文 字 列 発 見 の 拡 張 は 次 の 場 合
に 中 止 さ れ る ： 累 積 整 列 ス コ ア が 最 大 に 達 し た 値 か ら 数 値 X低 下 す る ； 1以 上 の 負 ス コ ア 残
基 の 整 列 の 累 積 の た め に 累 積 ス コ ア が 零 か そ れ 以 下 に な る ； ま た は 配 列 の 端 に 達 す る 。 BL
ASTア ル ゴ リ ズ ム パ ラ メ ー タ W,　 T及 び Xは 整 列 の 感 度 及 び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ
ム は デ フ ォ ル ト と し て 文 字 列 長 （ W） を 11、 BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ Henikof
f and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919を 参 照 ） 整 列 （ B
） を 50、 期 待 値 （ E） を 10、 M=5、 N=4及 び 両 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 二 つ の 配 列 間 の 類 似 性 に つ い て 統 計 解 析 を 行 な う ： 例 え ば 、 Karlin 
and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787を 参 照 。 BLASTア ル ゴ
リ ズ ム に よ り 提 供 さ れ る 類 似 性 の 一 つ の 尺 度 は 最 小 合 計 確 率 （ P(N)） で あ り 、 こ れ は 二 つ
の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 一 致 が 偶 然 に 生 じ る 確 率 の 指 標 を 提 供 す る 。 例 え
ば 、 も し 第 一 の 配 列 を 第 二 の 配 列 と 比 較 し た 際 の 最 小 合 計 確 率 が 約 1以 下 、 望 ま し く は 約 0
.1以 下 、 よ り 望 ま し く は 約 0.01以 下 、 そ し て 最 も 望 ま し い の は 0.001以 下 で あ る な ら ば 、
そ の 配 列 は も う 一 つ の 配 列 と 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ に お い て 行 わ
れ る 本 発 明 に よ る タ ン パ ク の 生 成 に 有 用 で あ る 。 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に お い て 、 本 発
明 の 求 め る タ ン パ ク の た め の コ ー ド 配 列 は 、 選 ば れ た 宿 主 細 胞 中 に お い て 求 め る タ ン パ ク
の 発 現 を 指 令 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 的 に 結 合 し て い る で あ ろ う 。 そ の
よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 発 現 ベ ク タ ー の 形 に な っ て い る で あ ろ う 。 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 免 疫 調 節 作 用 及 び /ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍
作 用 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 発 現 を 指 令 す る 発 現 ベ ク タ ー の 形 で 、 治 療
用 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
そ の 目 的 の 発 現 ベ ク タ ー は 組 換 え DNA技 術 の 通 常 の 作 業 に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 そ
れ ら は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 使 用 を 必 要 と す る 。 そ れ ら に は 複 製 の 起 点 が 準 備 さ れ
て い る 。 そ の ベ ク タ ー は 1以 上 の 選 別 を 容 易 に す る マ ー カ ー 遺 伝 子 、 例 え ば 細 菌 プ ラ ス ミ
ド の 場 合 に は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー の そ の 他 の
特 徴 は 適 当 な イ ニ シ エ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び そ の 他 の 配 列 、 例 え ば タ ン パ ク 発 現 の た
め に 望 ま し く そ し て 正 し い 方 向 に 位 置 し て い る ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 ん で い る 。 そ
の 他 の 適 当 な 非 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 こ れ に 関 す る そ の 他 の 例
は 再 度 Sambrook et al.,1989 (上 記 )を 参 照 。 そ の ベ ク タ ー は さ ら に 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 含 む 。 適 当 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ
ン チ ウ イ ル ス を 含 む 複 製 不 能 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 HP
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Vウ イ ル ス （ HPV-16及 び HPV-18の よ う な ） 、 及 び 弱 毒 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
プ ロ モ ー タ ー 及 び そ の 他 の 発 現 調 節 シ グ ナ ル は 発 現 用 に 設 計 さ れ て い る 宿 主 細 胞 に 適 合 す
る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ー ス ト プ ロ モ ー タ ー に は S. cerevisiae GAL4
及 び ADHプ ロ モ ー タ ー 、  S.pombe nmtl及 び adhプ ロ モ ー タ ー が あ る 。 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ
ー に は カ ド ミ ウ ム の よ う な 重 金 属 に 反 応 し て 導 入 す る こ と が で き る メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ
モ ー タ ー 及 び β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー が あ る 。 SV40ラ ー ジ T抗 原 プ ロ モ ー タ ー ま た は ア デ
ノ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の よ う な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー も 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 し
得 る ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の そ の 他 の 例 と し て は モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス の 長 い 末
端 反 復 配 列 （ MMLV LTR） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） LTRプ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス （ CMV） IEプ ロ モ ー タ ー 、 及 び HPVプ ロ モ ー タ ー 、 特 に HPV上 流 調 節 領 域 （ URR）
が あ る 。 そ の 他 の 適 当 な プ ロ モ ー タ ー は 組 換 え DNA技 術 に お い て 同 業 者 に は よ く 知 ら れ て
い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の ベ ク タ ー は さ ら に 本 発 明 の 求 め る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 挟 む 真 核 ゲ
ノ ム 配 列 、 望 ま し く は 哺 乳 動 物 ゲ ノ ム 配 列 ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム 配 列 、 に 相 同 な 配 列 を 提
供 す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ に よ り 本 発 明 の そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 真 核 細 胞 ま
た は ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 へ 相 同 組 換 え に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 特 に 、 ウ イ ル ス 配 列
に 挟 ま れ た 発 現 カ セ ッ ト を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 動
物 細 胞 に 導 入 す る の に 適 し た ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 は 、 HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 を 発 現 す る よ う に 修 飾 さ れ た イ ン ビ ト
ロ の 細 胞 、 例 え ば 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 、 も 含 ん で い る 。 そ の 細 胞 は 、 例 え ば 、 HuIFRG
 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 ゲ ノ ム 中 に 取 込 ん
で 安 定 し た 真 核 細 胞 系 を 含 ん で い る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 昆 虫 細 胞 、
イ ー ス ト の よ う な 下 等 真 核 細 胞 ま た は 細 菌 細 胞 の よ う な 原 核 細 胞 で あ り 得 る 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 挿 入 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 細 胞 の 個 別 例 と し て
は 哺 乳 動 物 HEK293T， CHO， HeLa及 び COS細 胞 が あ る 。 望 ま し く は 細 胞 系 は 安 定 で あ る だ け
で な く 、 ポ リ ペ プ チ ド の 充 分 な グ リ コ シ ル 化 も で き る も の が 選 択 さ れ る 。 発 現 は 、 例 え ば
、 形 質 転 換 卵 母 細 胞 に お い て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 、 望 ま し く は マ ウ ス の 細 胞 に お い て も 発 現
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物
は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 生 産 に 提 供 す る た め に ア ン チ セ ン
ス の 方 向 に 上 記 の よ う に ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス RNA及 び そ の
他 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 合 成 的 方 法 に よ っ て も 生 産 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー の 形 で 、 SEQ ID No.2ま た は 、 例 え ば SEQ ID No.4で 定 義 さ れ る 天 然
に 存 在 す る そ の 変 異 体 に よ り 定 義 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の コ ー ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス
配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 す る こ と が で き 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 治 療 に 使 用 す る た め の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 も 本 発 明 の 追 加 の 態 様 を 構 成 す る と 考 え ら れ る 。 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は HuIFRG 68.1タ ン パ ク の 上 方 調 節 が 原 因 の 病 気 の 治 療 に 使 用 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド cDNA内 の 配 列 を 標 的 と す る 核 酸 増 幅
用 の プ ラ イ マ ー の 組 合 せ 、 例 え ば 、 PCR増 幅 用 の プ ラ イ マ ー 対 に 拡 張 す る 。 本 発 明 は ま た
、 明 示 標 識 、 例 え ば 、 放 射 活 性 標 識 ま た は 酵 素 ま た は ビ オ チ ン の よ う な 非 放 射 性 標 識 で 標
識 す る こ と が で き る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る cDNAま た は RNA内 の 配 列 を 標 的 と す る
に 適 し た プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 そ の プ ロ ー ブ は 固 相 に 接 着 す る こ と が で き る 。 そ の 固 相 は
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、 そ の 他 の 核 酸 、 例 え ば 、 他 の 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 上 方 調 節 遺 伝 子 、 例 え ば 、 IFN-α の
経 口 腔 粘 膜 ま た は 静 脈 内 投 与 に 反 応 し て 上 方 調 節 さ れ る こ と が 同 定 さ れ て い る よ う な 遺 伝
子 に 対 応 す る mRNAま た は そ の 増 幅 生 産 物 に 対 す る プ ロ ー ブ を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ （ 一 般 的
に は 核 酸 に 関 し て は 、 プ ロ ー ブ ま た は DNAチ ッ プ と も 呼 ば れ て い る ） で あ り 得 る 。 そ の よ
う な マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 方 法 は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 EP-B 0476014 and 0619321
 of Affymax Technologies N. V. and Nature Genetics Supplement January 1999 entit
led "The Chipping Forecast"を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
そ の プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 核 酸 配 列 は 望 ま し く は 少 な く と も 10、 望 ま し く は 少 な く
と も 15ま た は 少 な く と も 20、 例 え ば 少 な く と も 25、 少 な く と も 30ま た は 少 な く と も 40の ヌ
ク レ オ チ ド の 長 さ で あ ろ う 。 し か し 、 40， 50， 60， 70， 100ま た は 150ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ
ま た は そ れ 以 上 長 く て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の そ の 他 の 態 様 は 、 HuIFRG 68.1遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 、 例 え ば 一 塩 基 多 形 （ SNP
） の 同 定 に 本 発 明 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
上 記 に 示 し た よ う に 、 そ の 他 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然
に 存 在 す る そ の 変 異 体 を 発 現 す る こ と が で き る 細 胞 を 準 備 し 、 被 検 化 合 物 と 共 に 該 細 胞 を
培 養 し 、 HuIFRG 68.1遺 伝 子 発 現 の 上 方 調 節 を 監 視 す る こ と か ら な る 、 免 疫 調 節 作 用 及 び /
ま た は 抗 ウ イ ル ス 作 用 及 び /ま た は 抗 腫 瘍 作 用 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 そ の 監 視 は HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 を コ ー ド す る mRNAに
対 す る プ ロ ー ブ に よ り 行 わ れ る 。 そ の 他 に は HuIFRG 68.1及 び 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 の 1つ
以 上 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
抗 体
そ の 他 の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 は ま た 、 通 常 の 技 術 に よ り 得 ら れ 、 そ し て 本 発 明 の ポ リ ぺ
プ チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 （ 例 え ば ポ リ ク ロ ナ ー ル ま た は 望 ま し く は モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 及 び 抗 原 結 合 能 力 を 保 持 す る そ の フ ラ グ メ ン ト ） に も 関
係 し て い る 。 そ の 抗 体 は 、 例 え ば 、 精 製 、 単 離 ま た は 免 疫 沈 降 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 法 に
使 用 す る こ と が で き 、 ま た HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の 機 能 を 更 に 解 明 す る
た め の 道 具 と し て 使 用 で き る 。 そ れ ら 自 身 が 治 療 薬 に な り 得 る 資 格 を 有 し て い る 。 そ の 抗
体 は 本 発 明 に よ る タ ン パ ク の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 作 る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 そ れ が 特 異
的 で あ る タ ン パ ク と は 高 親 和 性 で そ の タ ン パ ク に 結 合 す る が 他 の タ ン パ ク に は 結 合 し な い
か ま た は 低 親 和 性 で 結 合 す る 場 合 に 、 特 異 的 に タ ン パ ク に 結 合 す る 。 抗 体 の 特 異 的 結 合 能
力 を 測 定 す る た め の 競 合 結 合 ま た は 免 疫 放 射 検 定 の た め の 種 々 の プ ロ ト コ ー ル は よ く 知 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
医 薬 組 成 物
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 典 型 的 に 医 薬 と し て 受 容 し 得 る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 共 に 投 与 す る
た め に 製 剤 化 さ れ る 。 医 薬 用 担 体 ま た は 希 釈 剤 は 、 例 え ば 、 等 張 溶 液 で あ り 得 る 。 例 え ば
、 固 体 の 経 口 用 形 態 は 活 性 化 合 物 と 共 に 、 次 の 希 釈 剤 を 含 む こ と が で き る 、 例 え ば 、 ラ ク
ト ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 サ ッ カ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ま た は ジ ャ ガ イ
モ デ ン プ ン ； 潤 滑 剤 、 例 え ば 、 シ リ カ 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ
ム ま た は カ ル シ ウ ム 、 及 び /ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ； 結 合 剤 、 例 え ば 、 デ ン プ ン
類 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は ポ
リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン ； 分 離 防 止 剤 、 例 え ば 、 デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 、 ア ル ギ ン 酸 塩 ま た
は デ ン プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ； 発 泡 混 合 物 ； 色 素 ； 甘 味 剤 ； レ シ チ ン 、 ポ リ ソ ル ベ
ー ト 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 の よ う な 湿 潤 剤 ； 及 び 、 一 般 的 に は 、 医 薬 製 剤 に 使 用 さ れ る 毒 性 の な
い 薬 理 的 に 不 活 性 の 物 質 。 そ の よ う な 医 薬 製 剤 は 既 知 方 法 、 例 え ば 、 混 合 、 顆 粒 化 、 錠 剤
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化 、 糖 -コ ー テ ィ ン グ 、 ま た は フ ィ ル ム コ ー テ ィ ン グ の 操 作 に よ り 製 造 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
経 口 投 与 用 の 液 体 分 散 体 は シ ロ ッ プ 、 乳 剤 及 び 懸 濁 剤 の こ と が あ る 。 シ ロ ッ プ は 担 体 と し
て 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ー ス ま た は サ ッ カ ロ ー ス と グ リ セ リ ン 及 び /ま た は マ ン ニ ト ー ル 及
び /ま た は ソ ル ビ ト ー ル を 含 む こ と も あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
懸 濁 剤 及 び 乳 剤 は 担 体 と し て 、 例 え ば 天 然 ゴ ム 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ペ ク チ ン
、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル を 含 む
こ と が あ る 。 筋 肉 内 注 射 用 の 懸 濁 剤 ま た は 溶 液 は 、 活 性 化 合 物 と 共 に 、 医 薬 品 と し て 受 容
し 得 る 担 体 、 例 え ば 、 滅 菌 水 、 オ リ ー ブ 油 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル 、 グ リ コ ー ル 類 、 例 え ば 、
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び も し 必 要 で あ れ ば 、 適 当 な 量 の 塩 酸 リ ド カ イ ン を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
静 脈 内 投 与 ま た は 点 滴 用 の 溶 液 は 担 体 と し て 、 例 え ば 、 滅 菌 水 を 含 む か 、 ま た は 望 ま し く
は 滅 菌 等 張 食 塩 水 溶 液 の 形 態 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る た め の HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は そ の 機 能 的 同 族 体 の 適 切 な 用
量 は 、 種 々 の パ ラ メ ー タ 、 特 に 使 用 さ れ る 物 質 ； 年 齢 、 体 重 及 び 治 療 す る 患 者 の 状 態 ； 投
与 経 路 ； 及 び 必 要 な 治 療 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 医 師 は 個 別 の 患 者 に
必 要 な 投 与 経 路 及 び 投 与 量 を 決 め る こ と が で き る で あ ろ う 。 典 型 的 な 1日 用 量 は 、 特 異 的
阻 害 剤 の 活 性 、 年 齢 、 体 重 及 び 治 療 す る 患 者 の 状 態 、 及 び 投 与 の 回 数 及 び 経 路 に よ り 、 約
0.1か ら 50 mg/kg、 望 ま し く は 0.1 mg/kgか ら 10 mg/kg体 重 で あ り 得 る 。 望 ま し く は 、 1日
用 量 レ ベ ル は 5 mgか ら 2 gで あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
治 療 用 に 適 し た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 典 型 的 に 医 薬 と し て 受 容 し 得 る 担 体 ま た
は 希 釈 剤 と 共 に 投 与 す る た め に 製 剤 化 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
求 め る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を イ ン ビ ボ で 達 成 す る こ と が で き る 既 知 の 技 術 の い ず れ か に よ
り 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 望 ま し く は 皮 内 、 皮 下 ま た は 筋
肉 内 注 射 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の 他 に は 、 核 酸 は 粒 子 介 在 投 与 器 を 使 用 し て 皮
膚 を 通 し て 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 用 核 酸 に 適 し た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
そ の 他 に 、 例 え ば 鼻 腔 内 ま た は 口 腔 内 投 与 よ り 口 腔 粘 膜 表 面 に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
治 療 用 に 適 し た 本 発 明 の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 中 に ま た は 界 面 活 性
剤 含 有 ベ ク タ ー 輸 送 粒 子 に 詰 め 込 む こ と も で き る 。 本 発 明 の 核 酸 構 築 の 取 り 込 み は 、 例 え
ば 導 入 試 薬 の 使 用 を 含 む 既 知 の 導 入 技 術 に よ り 促 進 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 試 薬 の 例
と し て は 、 カ チ オ ン 性 試 薬 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 及 び DEAEデ キ ス ト ラ ン 及 び リ ポ フ ェ
ク タ ン ト 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク タ ム 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム が あ る 。 投 与 す べ き 核 酸 の 投 与
量 は 変 動 し 得 る 。 典 型 的 に 、 核 酸 は 粒 子 介 在 遺 伝 子 投 与 で は 1 pgか ら 1 mg、 望 ま し く は 1 
pgか ら 10μ g、 そ し て そ の 他 の 経 路 で は 10μ gか ら 1 mgの 範 囲 で 投 与 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応 性 の 予 測
上 記 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 の そ の 他 の 態 様 に お い て 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 投 与 後 該
患 者 か ら 採 取 し た か ま た は 該 測 定 前 に 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で イ ン ビ ト ロ 処 理 さ れ た 該 患
者 の 細 胞 検 体 中 の HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 、 例 え ば SEQ ID 
NO:2ま た は  SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 、 ま た は 対 応 す る mRNAの レ ベ ル を
測 定 す る こ と か ら な る 、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る 治 療 、 例 え ば 、 経 口 腔 粘 膜 ま た は 静
脈 内 投 与 に よ る IFN-α の よ う な IFN-α 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 性 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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望 ま し く は 、 反 応 性 試 験 に 使 用 す る 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 治 療 の た め に 選 択 さ れ た 1型 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン で あ ろ う 。 そ れ は 推 奨 投 与 経 路 及 び 推 奨 治 療 用 量 で 投 与 す る こ と が で き る
。 望 ま し く は 、 そ の 後 の 分 析 検 体 は 、 例 え ば 、 血 液 検 体 ま た は 血 液 検 体 か ら 単 離 さ れ た 末
梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
よ り 便 利 で 望 ま し い の は 、 患 者 か ら 採 取 し 、 血 液 か ら 単 離 し た PBMCを 含 む 検 体 を 1型 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン で 、 例 え ば 、 1か ら 10,000 IU/mlの 用 量 範 囲 に お い て イ ン ビ ト ロ で 処 理 す る
こ と で あ ろ う 。 そ の 処 理 は 数 時 間 、 例 え ば 、 7か ら 8時 間 で あ ろ う 。 そ の イ ン ビ ト ロ 試 験 の
望 ま し い 処 理 条 件 は 正 常 提 供 者 か ら 採 取 し た PBMCを 試 験 し そ し て 適 当 な 発 現 生 成 物 の 上 方
調 節 を 調 べ る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 繰 り 返 し に な る が 、 使 用 す る 1型 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン は 患 者 の 治 療 に 提 案 さ れ て い る 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 例 え ば 、 組 換 え IFN-α
で あ る こ と が 望 ま し い 。 そ の 試 験 に 使 用 す る PBMCは Ficoll-Hypaque密 度 勾 配 を 使 用 し て 血
液 検 体 か ら 通 常 の 方 法 で 単 離 す る こ と が で き る 。 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応 性 の イ ン ビ ト
ロ 試 験 に 適 し た プ ロ ト コ ー ル の 例 は 下 記 例 3に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で の イ ン ビ ト ロ 処 理 後 も し 適 す る な ら ば 、 検 体 を HuIFRG 68.1タ ン パ
ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 。 こ れ は HuIFRG 68.1タ ン
パ ク ま た は 天 然 に 存 在 す る そ の 変 異 体 、 例 え ば 、 そ の 対 立 変 異 体 の 1以 上 と 特 異 的 に 結 合
す る こ と が で き る 抗 体 を 使 用 し て 行 わ れ る 。 し か し 、 HuIFRG 68.1タ ン パ ク ま た は 天 然 に
存 在 す る そ の 変 異 体 を コ ー ド す る mRNAに つ い て 検 体 を 分 析 す る こ と も 望 ま し い で あ ろ う 。
そ の mRNA分 析 に は mRNAを 検 出 す る 既 知 技 術 の い ず れ か 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 検 出 ま
た は mRNAデ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 種 々 の 既 知 核 酸 増 幅
プ ロ ト コ ー ル を 、 検 出 に 先 立 っ て 、 検 体 中 に 存 在 す る 関 心 の mRNA、 ま た は そ の 部 分 、 の 増
幅 に 使 用 す る こ と が で き る 。 関 心 の mRNA、 ま た は 対 応 す る 増 幅 核 酸 、 は 固 相 に 接 着 し た 核
酸 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 調 べ る こ と が で き る 。 そ の 固 相 支 持 体 は 上 記 に 既 に 記 述 し た よ う な
、 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 上 方 調 節 遺 伝 子 、 例 え ば 、 IFN-α の 経 口 腔 粘 膜 ま た は 静 脈 内 投 与
に 反 応 し て 上 方 調 節 す る こ と が 同 定 さ れ て い る 遺 伝 子 、 に 対 応 す る そ の 他 の mRNAま た は そ
の 増 幅 生 成 物 の レ ベ ル を 測 定 す る た め の プ ロ ー ブ を 有 す る マ イ ク ロ ア レ イ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
以 下 の 例 に よ り 本 発 明 を 説 明 す る ：
例
【 ０ ０ ６ ７ 】
例 1
以 前 の 実 験 に お い て 正 常 成 獣 マ ウ ス の 鼻 腔 へ 5μ lの ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト を P20エ ッ ペ
ン ド ル フ マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 適 用 し た と こ ろ 、 直 ち に 口 腔 咽 頭 腔 の 全 表 面 へ 色 素
が 分 布 す る こ と が 認 め ら れ た 。 口 腔 咽 頭 腔 の 染 色 は 色 素 適 用 後 30分 で も 明 ら か で あ っ た 。
こ の 結 果 は 1 2 5 I-標 識 組 換 え ヒ ト IFN-α 1-8を 使 用 し て 同 様 に 適 用 す る こ と に よ り 確 認 さ れ
た 。 同 じ 投 与 方 法 は 下 記 試 験 に お け る 口 腔 粘 膜 投 与 を 行 な う た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
6週 齢 雄 DBA/2マ ウ ス を Life Technologies Incか ら 購 入 し た 組 換 え ネ ズ ミ イ ン タ ー フ ェ ロ
ン α （ IFNα ） 100,000 IUの 入 っ た リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 で 、 ま た は Protein Institute Incか
ら 購 入 し た 組 換 え ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 15（ IL-15） の 10μ g、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA
） の 100μ g/mlを 含 む PBSの い ず れ か で 処 置 す る か 、 ま た は 無 処 置 と し た 。 8時 間 後 マ ウ ス
を 頚 椎 脱 臼 に よ り 屠 殺 し 、 口 腔 咽 頭 腔 か ら リ ン パ 組 織 を 採 取 し 、 液 体 窒 素 で 急 速 凍 結 し 、
-80℃ で 保 存 し た 。 RNAを Chomczynski and Sacchi　 1987(Anal. Biochem. 162, 156-159)
の 方 法 に よ り リ ン パ 組 織 か ら 抽 出 し 、 mRNAデ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー 分 析 （ Lang, 
P. and Pardee, A.B., Science, 257, 967-971） を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー 分 析
デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー 分 析 は GenHunter Corporationの "Message Clean"及 び "R
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NA image"キ ッ ト を 本 質 的 に メ ー カ ー の 説 明 に 従 っ て 使 用 し て 行 な っ た 。 簡 単 に 言 う と 、 R
NAは RNA分 解 酵 素 を 含 ま な い DNA分 解 酵 素 で 処 理 し 、 そ し て 1μ gを 100μ lの 反 応 バ ッ フ ァ ー
中 で 、 3種 の 1塩 基 固 定 オ リ ゴ -(dT)プ ラ イ マ ー A， C,ま た は Gの 1つ ま た は そ の 他 を 使 用 し て
、 逆 転 写 し た 。 RNAは ま た 9種 の 2塩 基 固 定 オ リ ゴ -(dT)プ ラ イ マ ー AA， CC， GG， AC， CA， GA
， AG， CG， GCの 1つ ま た は そ の 他 を 使 用 し て 逆 転 写 し た 。 比 較 す べ き 全 検 体 を 同 一 実 験 に
お い て 逆 転 写 し 、 分 割 し て 凍 結 し た 。 増 幅 は わ ず か 1μ lの 逆 転 写 検 体 と Taq DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 及 び α - 3 3 PdATP（ 3,000 Ci/mmole） を 含 む 10μ lの 増 幅 混 合 液 中 に お い て 実 施 し た 。 8
0種 の 5'末 端 （ HAP） ラ ン ダ ム 配 列 プ ラ イ マ ー を （ HT11） A， C， G， AA， CC， GG， AC， CA， G
A， AG， CGま た は GCプ ラ イ マ ー の そ れ ぞ れ と 組 合 わ せ て 使 用 し た 。 次 い で 検 体 を 7％ 変 性 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 展 開 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 な っ た 。 デ ィ フ ェ レ ン シ ャ
ル 発 現 と 推 定 さ れ る バ ン ド を 切 り 出 し 、 メ ー カ ー 説 明 に 従 っ て 再 増 幅 を 行 な い 、 そ し て IN
Fを 投 与 し た 口 腔 咽 頭 腔 、 IL-15処 理 及 び 賦 形 剤 処 理 動 物 か ら 抽 出 し た RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 分 析
再 度 増 幅 し た デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー ス ク リ ー ニ ン グ の バ ン ド を pPCR-Script SK
(+)プ ラ ス ミ ド （ Stratagene） の Sfr 1部 位 に ク ロ ー ン 化 し 、 cDNA末 端 の 迅 速 増 幅 に よ り 増
幅 し た cDNAを pCR3プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） 中 の TAク ロ ー ニ ン グ に よ り 単 離 し た 。 DNAは
自 動 ジ デ オ キ シ シ ー ク エ ン サ ー （ Perkin　 Elmer ABI PRISM 377） を 使 用 し て 配 列 を 分 析
し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ヒ ト cDNAの 単 離
デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー に よ り 同 定 さ れ た デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル 発 現 し た ネ ズ ミ 3'
配 列 を 、 United States National Center for Biotechnology Information (NCBI) の Gen
Bank T M の dbESTデ ー タ ベ ー ス 中 に 存 在 す る ラ ン ダ ム ヒ ト 発 現 配 列 タ グ （ EST） と 比 較 し た 。
デ ィ フ ェ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ ー ス ク リ ー ニ ン グ か ら 単 離 し た ネ ズ ミ ESTに 関 係 し そ う な
配 列 を コ ン テ ィ グ と 組 合 せ 、 理 論 的 cDNAに 対 応 す る ヒ ト 共 通 配 列 を 構 築 す る た め に 使 用 し
た 。 そ の cDNAの 一 つ は 2175ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ れ は 、 IFN-α を
経 口 腔 粘 膜 投 与 し た マ ウ ス の 口 腔 内 リ ン パ 組 織 中 に そ の 発 現 が 約 8倍 増 強 さ れ る こ と が 判
明 し て い る マ ウ ス の 遺 伝 子 に 相 当 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
こ の 理 論 的 cDNAが 真 正 の ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る こ と を 確 認 す る た め に 、 共 通 配 列 の 5'及 び
3'末 端 か ら 誘 導 し た プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ヒ ト 末 梢 血 白 血 球 （ PBL） か ら 抽 出 し た mRNAか
ら 特 異 的 逆 転 写 及 び PCR増 幅 に よ り ｃ DNAを 合 成 し た 。 予 想 し た サ イ ズ の 単 一 cDNAフ ラ グ メ
ン ト が 得 ら れ 、 ク ロ ー ニ ン グ し そ し て 配 列 分 析 し た （ SEQ.ID.No.1） 。 こ の ヒ ト cDNAは 、
推 定 分 子 量 68.45 kDaの 605ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク （ SEQ. ID. No. 2） を コ ー ド す る 1818 bp
長 の オ ー プ ン リ ー ド フ レ ー ム （ ORF） を 42-1859の 位 置 に 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
第 二 cDNAは 3411ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る こ と が 判 明 し た 。 上 記 の よ う に 、 予 測 し た サ イ ズ の
単 一 cDNAフ ラ グ メ ン ト が 得 ら れ 、 ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 分 析 し た （ SEQ ID No:3） 。 こ の ヒ
ト cDNAは 、 推 定 分 子 量 124 kDaの 1098ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク （ SEQ ID No:4） を コ ー ド す る 32
97 bp長 の オ ー プ ン リ ー ド フ レ ー ム （ ORF） を 95-3391の 位 置 に 含 ん で い る 。 SEQ ID No:3の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は SEQ ID No:1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ り 長 い 形 で あ り 、 SEQ ID No:2の
 HuIFRG 68.1タ ン パ ク の ア ミ ノ 末 端 を 延 長 し た 変 異 体 を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
例 2
IFN-α の 静 脈 内 投 与
雄 DBA/2マ ウ ス に Life Technology Inc.か ら 購 入 し た 組 換 え ネ ズ ミ IFN-α の 100,000単 位 を
200μ lの PBSに 溶 解 し て 腹 腔 内 投 与 す る か 、 ま た は 同 量 の PBSの み を 投 与 し た 。 8時 間 後 、
動 物 を 頚 椎 脱 臼 に よ り 殺 処 理 し 、 脾 臓 を 常 法 に よ り 採 取 し た 。 総 RNAを Chomczynski and S
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acci (Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159)の 方 法 に よ り 抽 出 し 、 検 体 当 た り 総 RNAの 10
.0μ gを グ リ オ キ サ ー ル の 存 在 下 に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 処 理 し 、 Dandoy-Dron et al. (J. Bi
ol. Chem.(1998) 273, 7691-7697)に よ り 記 述 さ れ て い る よ う に HuIFRG 68.1 mRNAに 対 す
る cDNAプ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た 。 ブ ロ ッ ト は 最 初 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 行 な い 、
次 い で メ ー カ ー 説 明 書 に 従 い Phospholmagerを 使 用 し て 定 量 化 し た 。 賦 形 剤 の み で 処 置 し
た 動 物 に 比 較 し て HuIFRG 68.1に 対 す る mRNAレ ベ ル の 増 加 （ 約 10倍 ） が IFN-α 処 置 動 物 の
脾 臓 か ら 抽 出 し た RNA検 体 に 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
例 3
イ ン ビ ト ロ に お け る 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応 性 の 検 査
ヒ ト Daudi， Jurkatま た は HeLa細 胞 を イ ン ビ ト ロ で PBSに 溶 解 し た 10,000 IUの 組 換 え ヒ ト I
FN-α 2（ シ ェ リ ン グ -プ ラ ウ の イ ン ト ロ ン A） あ る い は 同 容 量 の PBSの み で 処 理 し た 。 8時 間
後 遠 心 分 離 （ 800 xg 10分 間 ） し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 得 た 。 総 RNAを Chomczynski and Sacchi
の 方 法 に よ り ペ レ ッ ト か ら 抽 出 し 、 そ し て 検 体 当 た り 総 RNAの 10.0μ gを グ リ オ キ サ ー ル の
存 在 下 に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 処 理 し 、 例 2に 既 に 記 述 し た よ う に HuIFRG 68.1 mRNAに 対 す る c
DNAプ ロ ー ブ 及 び 例 1に 記 述 し た HuIFRG 68.1変 異 体 に 対 す る 対 応 ｃ DNAプ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 し た 。 PBSの み で 処 置 し た 検 体 に 比 較 し て HuIFRG 68.1タ ン パ ク に 対 す る mRNAレ ベ
ル の 増 加 （ 約 5倍 ） が IFN-α 処 置 Daudiま た は HeLa細 胞 か ら 抽 出 し た RNA検 体 に 検 出 さ れ た
。 PBSの み で 処 置 し た 検 体 に 比 較 し て HuIFRG 68.1変 異 タ ン パ ク に 対 す る mRNAレ ベ ル の 増 加
（ 約 5倍 ） が IFN-α 処 置 Daudiま た は Jurkat細 胞 か ら 抽 出 し た RNA検 体 に 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
同 じ 方 法 を 1型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る 治 療 を 勧 め て い る 患 者 か ら 得 た PBMCを 使 用 し て 1型
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応 性 を 予 測 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
例 4
HuIFRG 68.1変 異 体 mRNAの 発 現
HuIFRG 68.1変 異 体 を コ ー ド す る 配 列 を 増 幅 し 、 HuIFRG 68.1変 異 体 mRNAの 組 織 分 布 を 調 べ
る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 HuIFRG 68.1変 異 体 の 発 現 を 広 範 囲 の 組 織 に つ い て 調
べ た と こ ろ 、 広 範 囲 に 発 現 し て い る こ と が 認 め ら れ た 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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