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(54)【発明の名称】 インターロイキン－１７関連哺乳動物サイトカイン、それをコードするポリヌクレオチド、使用

(57)【要約】
哺乳動物に由来するＣＴＬＡ－８関連抗原。精製された
タンパク質、特定の抗原、およびその抗原をコードする
核酸を含む、哺乳動物に由来するＣＴＬＡ－８関連抗原
に関連する試薬。その試薬および診断キット（配列番号
６、８、１０、１２、１４、１６、もしくは１８の成熟
コード部分に由来するポリペプチド、検出のための結合
化合物の使用についての説明書またはこのキットの結合
化合物もしくは他の試薬の処分についての説明書、をさ
らに含む）の使用の方法もまた、提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  抗原性ポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチ

ドまたは組換えポリヌクレオチドであって、以下：

  ａ）哺乳動物ＩＬ－１７３配列であって、以下；

    ｉ）少なくとも以下：

      ａ）配列番号６の成熟コード部分に由来する１４７個の連続するアミノ酸

、

      ｂ）配列番号８の成熟コード部分に由来する１５４個の連続するアミノ酸

、

      ｃ）配列番号１２の成熟コード部分に由来する８個の連続するアミノ酸、

もしくは

      ｄ）配列番号１２の成熟コード部分に由来する少なくとも５個の連続する

アミノ酸の２つの異なるセグメント、

をコードするか；

    ｉｉ）配列番号６、８、もしくは１２の該成熟コード部分をコードするか；

    ｉｉｉ）少なくとも以下：

      ａ）配列番号５の成熟コード部分に由来する４４１個の連続するヌクレオ

チド、

      ｂ）配列番号７の成熟コード部分に由来する４６１個の連続するヌクレオ

チド、もしくは

      ｃ）配列番号１１の成熟コード部分に由来する２１個の連続するヌクレオ

チド、

を含むか；

    ｉｖ）配列番号５、７もしくは１１の成熟コード部分を含むか；または

    ｖ）該ポリヌクレオチドが遺伝子制御エレメントと作動可能に連結されてい

る、配列番号９の成熟コード部分を含む、

哺乳動物ＩＬ－１７３配列；および

  ｂ）哺乳動物ＩＬ－１７４配列であって、以下；

    ｉ）少なくとも以下：
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      ａ）配列番号１４の成熟コード部分に由来する１６個の連続するアミノ酸

、

      ｂ）配列番号１６の成熟コード部分に由来する１４０個の連続するアミノ

酸、もしくは

      ｃ）配列番号１８の成熟コード部分に由来する３１個の連続するアミノ酸

をコードするか；

    ｉｉ）配列番号１４、１６もしくは１８の該成熟コード部分をコードするか

；

    ｉｉｉ）少なくとも以下：

      ａ）配列番号１３の成熟コード部分に由来する２７個の連続するヌクレオ

チド、

      ｂ）配列番号１５の成熟コード部分に由来する４１９個の連続するヌクレ

オチド、もしくは

      ｃ）配列番号１７の成熟コード部分に由来する８４個の連続するヌクレオ

チド、

を含むか；または

    ｉｖ）配列番号１３、１５、もしくは１７の該成熟コード部分を含む、

哺乳動物ＩＬ－１７４配列、

からなる群より選択される配列を含む、単離されたポリヌクレオチドまたは組換

えポリヌクレオチド。

    【請求項２】  請求項１に記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。

    【請求項３】  以下の方法：

  ａ）ポリペプチドを作製する方法であって、請求項２に記載の発現ベクターを

発現させて、それにより該ポリペプチドを産生する工程を包含する方法；

  ｂ）二重鎖核酸を作製する方法であって、請求項２に記載のポリヌクレオチド

を、相補的核酸と接触させて、それにより該二重鎖核酸の産生を生じる工程を包

含する方法；または

  ｃ）請求項２に記載のポリヌクレオチドを作製する方法であって、ＰＣＲ方法

を使用して増幅する工程を包含する方法。
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    【請求項４】  請求項２に記載の発現ベクターを含む細胞であって、ここで

、該細胞は以下：

  ａ）原核生物細胞；

  ｂ）真核生物細胞；

  ｃ）細菌細胞；

  ｄ）酵母細胞；

  ｅ）昆虫細胞；

  ｆ）哺乳動物細胞；

  ｇ）マウス細胞；

  ｈ）霊長類細胞；または

  ｉ）ヒト細胞、

である、細胞。

    【請求項５】  単離された抗原性ポリペプチドまたは組換え抗原性ポリペプ

チドであって、以下：

  ａ）少なくとも、以下：

    ｉ）配列番号６の成熟コード部分に由来する１４７個の連続するアミノ酸、

    ｉｉ）配列番号８の成熟コード部分に由来する１５４個の連続するアミノ酸

、

    ｉｉｉ）配列番号１２の成熟コード部分に由来する８個の連続するアミノ酸

、

    ｉｖ）配列番号１２の成熟コード部分に由来する少なくとも５個の連続する

アミノ酸の２つの異なるセグメント；または

    ｖ）配列番号６、８、もしくは１２の該成熟コード部分、

を含む、（ＩＬ－１７３）；および

  ｂ）少なくとも、以下：

    ｉ）配列番号１４の成熟コード部分に由来する１６個の連続するアミノ酸、

    ｉｉ）配列番号１６の成熟コード部分に由来する１４０個の連続するアミノ

酸、

    ｉｉｉ）配列番号１８の成熟コード部分に由来する３１個の連続するアミノ
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酸；または

    ｉｖ）配列番号１４、１６、もしくは１８の該成熟コード部分

を含む、（ＩＬ－１７４）、

からなる群より選択される配列を含む、単離された抗原性ポリペプチドまたは組

換え抗原性ポリペプチド。

    【請求項６】  以下の、請求項５に記載のポリペプチド：

  ａ）（ＩＬ－１７３）該ポリペプチドは：

    ｉ）配列番号６、１０、もしくは１２の成熟コード部分に由来する免疫原に

対して生成されるポリクローナル抗体に選択的に結合するか；

    ｉｉ）配列番号６、１０、もしくは１２の成熟コード部分に由来する天然の

対立遺伝子改変体であるか；または

    ｉｉｉ）配列番号６、１０、もしくは１２の成熟コード部分に対して、選択

的である、少なくとも２つの非重複エピトープを示す、

ポリペプチド；

あるいは

  ｂ）（ＩＬ－１７４）該ポリペプチドは：

    ｉ）配列番号１４、１６、もしくは１８の成熟コード部分に由来する免疫原

に対して生成されるポリクローナル抗体に選択的に結合するか；

    ｉｉ）配列番号１４、１６、もしくは１８の成熟コード部分に由来する天然

の対立遺伝子改変体であるか；または

    ｉｉｉ）配列番号１４、１６、もしくは１８の成熟コード部分に対して、選

択的である、少なくとも２つの非重複エピトープを示す、

ポリペプチド。

    【請求項７】  請求項６に記載のポリペプチドであって、該ポリペプチドは

、以下：

  ａ）滅菌組成物内にあるか；

  ｂ）グリコシル化されていないか；

  ｃ）変性しているか；

  ｄ）合成ポリペプチドであるか；
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  ｅ）固体基板に付着しているか；

  ｆ）検出タグもしくは精製タグを有する融合タンパク質であるか；

  ｇ）天然配列から１～５倍の置換であるか；または

  ｈ）天然配列由来の欠失改変体または挿入改変体である、

ポリペプチド。

    【請求項８】  以下の、請求項５に記載のポリペプチドを使用する方法：

  ａ）放射性標識で該ポリペプチドを標識する工程を包含する、該ポリペプチド

を標識する方法；

  ｂ）クロマトグラフィーマトリックスに混合物を通して、それによって該ポリ

ペプチドを分離する工程を包含する、混合物中の別のポリペプチドから該ポリペ

プチドを分離する方法；

  ｃ）適切な条件下で該ポリペプチドと化合物とをインキュベートして；それに

より該化合物を該ポリペプチドに結合させる工程を包含する、該ポリペプチドに

選択的に結合する該化合物を同定する方法；または

  ｄ）反応性試薬で該ポリペプチドを誘導体化する工程およびマトリックスに該

ポリペプチドを結合させる工程を包含する、該マトリックスに該ポリペプチドを

結合させる方法。

    【請求項９】  請求項６に記載のポリペプチドに選択的に結合する抗体に由

来する抗原結合部分を含む結合化合物であって、ここで：

  ａ）該ポリペプチド（ＩＬ－１７３）が配列番号６、８、１０または１２の成

熟コード部分を含むか；あるいは

  ｂ）該ポリペプチド（ＩＬ－１７４）が配列番号１４、１６、または１８の成

熟コード部分を含む、結合化合物。

    【請求項１０】  請求項９に記載の結合化合物であって、ここで前記抗体が

以下：

  ａ）（ＩＬ－１７３）配列番号６、８、１０、または１２の成熟コード部分；

あるいは

  ｂ）（ＩＬ－１７４）配列番号１４、１６、または１８の成熟コード部分、

に対して惹起されるポリクローナル抗体である、結合化合物。
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    【請求項１１】  請求項９に記載の結合化合物であって、以下：

  ａ）前記抗体が、以下：

    ｉ）免疫選択されるか；

    ｉｉ）変性タンパク質に結合するか；または

    ｉｉｉ）前記ポリペプチドに対して、少なくとも３０ｍＭのＫｄを示すか；

あるいは

  ｂ）該結合化合物が、以下：

    ｉ）ビーズもしくはプラスチック膜を含む固体基板に付着されるか；

    ｉｉ）滅菌組成物中にあるか；または

    ｉｉｉ）放射性標識もしくは蛍光標識を含むように、検出可能に標識される

、

結合化合物。

    【請求項１２】  抗原：抗体複合体を産生する方法であって、該方法は、配

列番号６、８、１０、１２、１４、１６または１８の成熟コード部分に由来する

ポリペプチドを、該複合体を形成させる条件下で、請求項９に記載の結合化合物

に接触させる工程を包含する、方法。

    【請求項１３】  前記結合化合物が、抗体であり、そして前記ポリペプチド

が、生物学的サンプル内にある、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  請求項９に記載の結合化合物を含むキットであって、該キ

ットは、以下：

  ａ）配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、もしくは１８の成熟コード部

分に由来するポリペプチド；

  ｂ）検出のための前記結合化合物の使用についての説明書；または

  ｃ）該キットの該結合化合物もしくは他の試薬の処分についての説明書、

をさらに含む、キット。

    【請求項１５】  配列番号５の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチドを

コードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項１６】  配列番号７の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチドを

コードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。
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    【請求項１７】  配列番号９の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチドを

コードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチドであっ

て、ここで該ポリヌクレオチドは、遺伝子制御エレメントと作動可能に連結され

ている、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項１８】  配列番号１１の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチド

をコードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項１９】  配列番号１３の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチド

をコードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項２０】  配列番号１５の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチド

をコードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項２１】  配列番号１７の成熟コード部分を含む抗原性ポリペプチド

をコードする、単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチド。

    【請求項２２】  配列番号６の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポリ

ペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２３】  配列番号８の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポリ

ペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２４】  配列番号１０の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポ

リペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２５】  配列番号１２の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポ

リペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２６】  配列番号１４の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポ

リペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２７】  配列番号１６の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポ

リペプチドまたは単離されたポリペプチド。

    【請求項２８】  配列番号１８の成熟コード部分を含む、実質的に純粋なポ

リペプチドまたは単離されたポリペプチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、哺乳動物細胞（例えば、哺乳動物の免疫系の細胞）の生理機能、発

達、および分化の制御において機能するタンパク質に関する組成物に関する。特

に、本発明は、造血細胞を含む種々の細胞型の、細胞生理機能、発達、分化、ま

たは機能を調節する、核酸、タンパク質、抗体、および模倣物を提供する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  脊椎動物の免疫系は、多くの器官およびいくつかの異なる細胞型から構成され

る。２つの主な細胞型には、脊髄系統およびリンパ系統が挙げられる。リンパ系

細胞系統には、胎児の肝臓または成体の骨髄において分化することで本来特徴付

けられるＢ細胞、および胸腺において分化することで本来特徴付けられるＴ細胞

がある。例えば、Ｐａｕｌ（１９９８年編）、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌｏｇｙ（第４版），Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照

のこと。

      【０００３】

  免疫応答の発達または細胞分化の多くの局面において、サイトカインとして公

知の可溶性タンパク質は、細胞の相互作用の調節において重大な役割を果たす。

これらのサイトカインは、明らかに、細胞活性を様々に媒介する。多くの場合に

おいて、これらは、造血幹細胞の、免疫応答を担う系統を構成する莫大な量の前

駆体への増殖（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ、ｇｒｏｗｔｈ）、および分化を調

節することが示された。

      【０００４】

  しかし、これらの成熟経路において、細胞の異なる発達段階で発現される細胞

分子は、まだ完全には同定されていない。さらに、これらの細胞の種々の生理的

段階、発達段階、または増殖段階を誘導、維持、または調節するシグナル伝達分

子の作用の役割および機構は、十分には理解されていない。明らかに、この免疫

系および種々のストレスへのその応答（例えば、感染性の疾患、癌に関連する応
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答、および処置、アレルギー性拒絶反応および移植拒絶応答）は、薬物と関係が

あった。例えば、Ｔｈｏｒｎら、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ

  ｏｆ  Ｉｎｔｅｒｎａｌ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ＭｃＧｒａｗ／Ｈｉｌｌ，Ｎｅ

ｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと。

      【０００５】

  医学は、環境要因に対する不十分または不適切な生理的応答に関する治療をも

たらす際に、免疫系の適切な補充または抑制に、大きく頼っている。しかし、免

疫系がどのようにして調節されるかまたは分化するのかについての理解の欠如が

、生物学的チャレンジに対する正常な防御機構を有利に調節する能力を阻止して

きた。従って、関連する細胞の発達または生理機能の異常な調節または不適切な

調節によって特徴付けられる医学的状態は、御しがたいままである。特定のサイ

トカインの発見および特徴付けは、免疫系、造血細胞、ならびに他の細胞型に影

響する広範な範囲の変性状態または他の状態の治療の開発に貢献する。本発明は

、これらのいくつかおよび多くの他の問題の解決法を提供する。

      【０００６】

  （発明の要旨）

  本発明は、ＣＴＬＡ－８と指定されたサイトカインに有意な配列類似性を示す

、種々のサイトカイン様タンパク質をコードするｃＤＮＡクローンの発見に、あ

る程度基づく。

      【０００７】

  本発明は、本発明のタンパク質をコードする単離された遺伝子、コードされた

タンパク質の改変体（例えば、天然の配列変異（ムテイン）、種改変体および対

立遺伝子改変体）、融合タンパク質、化学的模倣物、抗体、および他の構造アナ

ログまたは機能アナログを含む。これらの異なる核酸組成物またはタンパク質組

成物の種々の使用もまた、提供される。

      【０００８】

  特定の核酸の実施形態において、本発明は、以下由来の配列を含む単離された

ポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチドを提供する：ａ）哺乳動物のＩ

Ｌ－１７３（これは：配列番号６、８、１０、または１２の少なくとも８個の連
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続したアミノ酸をコードするか；配列番号６、８、１０、または１２の少なくと

も５個の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの異なるセグメントをコードする

か；あるいは配列番号５、７、９、または１１の少なくとも２１個の連続したヌ

クレオチドの、１つ以上のセグメントを含む）；ｂ）哺乳動物のＩＬ－１７４（

これは：配列番号１４、１６、または１８の少なくとも８個の連続したアミノ酸

をコードするか；配列番号１４、１６、または１８の少なくとも５個の連続した

アミノ酸の、少なくとも２つの異なるセグメントをコードするか；あるいは配列

番号１４、１６、または１８の少なくとも２１個の連続したヌクレオチドの、１

つ以上のセグメントを含む）；ｃ）哺乳動物のＩＬ－１７６（これは：配列番号

２８の少なくとも８個の連続したアミノ酸をコードするか；配列番号２８の少な

くとも５個の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの異なるセグメントをコード

するか；あるいは配列番号２７の少なくとも２１個の連続したヌクレオチドの、

１つ以上のセグメントを含む）；ｄ）哺乳動物のＩＬ－１７７（これは：配列番

号３０の少なくとも８個の連続したアミノ酸をコードするか；配列番号３０の少

なくとも５個の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの異なるセグメントをコー

ドするか；あるいは配列番号２９の少なくとも２１個の連続したヌクレオチドの

、１つ以上のセグメントを含む）。他の実施形態は、発現ベクターにこのような

ポリヌクレオチドを含み、以下の配列を含む：ａ）（ＩＬ－１７３）（これは：

配列番号６、８、１０、または１２の少なくとも１２個の連続したアミノ酸をコ

ードするか；配列番号６、８、１０、または１２の少なくとも７個および１０個

の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの異なるセグメントをコードするか；あ

るいは配列番号５、７、９、１１の少なくとも２７個の連続したヌクレオチドを

含む）；ｂ）（ＩＬ－１７４）（これは：配列番号１４、１６、または１８の少

なくとも１２個の連続したアミノ酸をコードするか；配列番号１４、１６、また

は１８の少なくとも７個および１０個の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの

異なるセグメントをコードするか；あるいは配列番号１３、１５、または１７の

少なくとも２７個の連続したヌクレオチドを含む）；ｃ）（ＩＬ－１７６）（こ

れは：配列番号２８の少なくとも１２個の連続したアミノ酸をコードするか；配

列番号２８の少なくとも７個および１０個の連続したアミノ酸の、少なくとも２
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つの異なるセグメントをコードするか；あるいは配列番号２７の少なくとも２７

個の連続したヌクレオチドを含む）；あるいはｄ）（ＩＬ－１７７）（これは：

配列番号３０の少なくとも１２個の連続したアミノ酸をコードするか；配列番号

３０の少なくとも７個および１０個の連続したアミノ酸の、少なくとも２つの異

なるセグメントをコードするか；あるいは配列番号２９の少なくとも２７個の連

続したヌクレオチドを含む）。特定の実施形態は、これらのポリヌクレオチドを

含む：ａ）（ＩＬ－１７３）（これは：配列番号６、８、１０、または１２の少

なくとも１６個の連続したアミノ酸残基をコードするか；配列番号６、８、１０

、または１２の少なくとも１０個および１３個の連続したアミノ酸残基の、少な

くとも２つの異なるセグメントをコードするか；配列番号５、７、９、または１

１の少なくとも３３個の連続したヌクレオチドを含むか；あるいは配列番号５、

７、９、または１１の成熟したコード部分の全体を含む）；ｂ）（ＩＬ－１７４

）（これは：配列番号１４、１６、または１８の少なくとも１６個の連続したア

ミノ酸残基をコードするか；配列番号１４、１６、または１８の少なくとも１０

個および１３個の連続したアミノ酸残基の、少なくとも２つの異なるセグメント

をコードするか；配列番号１３、１５、または１７の少なくとも３３個の連続し

たヌクレオチドを含むか；あるいは配列番号１３、１５、または１７の成熟した

コード部分の全体を含む）；ｃ）（ＩＬ－１７６）（これは：配列番号２８の少

なくとも１６個の連続したアミノ酸をコードするか；配列番号２８の少なくとも

１０個および１４個の連続したアミノ酸残基の、少なくとも２つの異なるセグメ

ントをコードするか；配列番号２７の少なくとも３３個の連続したヌクレオチド

を含むか；あるいは配列番号２７の成熟したコード部分の全体を含む）；あるい

はｄ）（ＩＬ－１７７）（これは：配列番号３０の少なくとも１６個の連続した

アミノ酸をコードするか；配列番号３０の少なくとも１０個および１４個の連続

したアミノ酸残基の、少なくとも２つの異なるセグメントをコードするか；配列

番号２９の少なくとも３３個の連続したヌクレオチドを含むか；あるいは配列番

号２９の成熟したコード部分の全体を含む）。

      【０００９】

  例えば、以下を含む、種々の方法が提供される：ａ）記載の発現ベクターを発
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現させ、それによってこのポリペプチドを産生する工程を包含する、ポリペプチ

ドを作製する方法；ｂ）記載のポリヌクレオチドを、相補的な核酸と接触させ、

それによって二重鎖核酸の産生を生じる工程を包含する、二重鎖核酸を作製する

方法；またはｃ）ＰＣＲ法を使用して増幅する工程を包含する、記載のポリヌク

レオチドを作製する方法。

      【００１０】

  あるいは、本発明は、少なくとも５５℃および４００ｍＭ未満の塩であるスト

リンジェントな洗浄条件下で以下とハイブリダイズする、単離されたポリヌクレ

オチドまたは組換えポリヌクレオチドを提供する：ａ）配列番号５、７、９、ま

たは１１のコード部分からなる、記載の（ＩＬ－１７３）ポリヌクレオチド；ｂ

）配列番号１３、１５、または１７のコード部分からなる、記載の（ＩＬ－１７

４）ポリヌクレオチド；配列番号２７のコード部分からなる、記載の（ＩＬ－１

７６）ポリヌクレオチド；あるいはｄ）配列番号２９のコード部分からなる、記

載の（ＩＬ－１７７）ポリヌクレオチド。他の実施形態は、このような記載のポ

リヌクレオチドを含む：ａ）洗浄条件が、少なくとも６５℃であり、３００ｍＭ

未満の塩である；あるいはｂ）配列番号５、７、９、または１１（ＩＬ－１７３

）；配列番号１３、１５、または１７（ＩＬ－１７４）；配列番号２７（ＩＬ－

１７６）；あるいは配列番号２９（ＩＬ－１７７）のコード部分の、少なくとも

５０個の連続したヌクレオチドを含む。

      【００１１】

  特定のキット、例えば、記載のポリヌクレオチドおよび以下を含むキットが提

供される：ａ）検出のためにこのポリヌクレオチドを使用するための使用説明書

；ｂ）このキットのポリヌクレオチドまたは他の試薬の処分のための使用説明書

；あるいはｃ）ａおよびｂの両方。

      【００１２】

  種々の細胞もまた提供される。例えば、記載の発現ベクターを含む細胞であっ

て、ここで、この細胞は、以下である：原核生物細胞；真核生物細胞；細菌細胞

；酵母細胞；昆虫細胞；哺乳動物細胞；マウス細胞；霊長類細胞；またはヒト細

胞。
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      【００１３】

  ポリペプチドの実施形態は、例えば、単離された抗原性ポリペプチドまたは組

換え抗原性ポリペプチドである以下を含む：ａ）少なくとも以下を含む（ＩＬ－

１７３）：ｉ）配列番号６、８、１０、または１２からの８個の同一の連続した

アミノ酸の１つのセグメント；あるいはｉｉ）配列番号６、８、１０、または１

２からの少なくとも５個の連続したアミノ酸の、２つの異なるセグメント；ｂ）

少なくとも以下を含む（ＩＬ－１７４）：ｉ）配列番号１４、１６、または１８

からの８個の同一の連続したアミノ酸の１つのセグメント；あるいはｉｉ）配列

番号１４、１６、または１８からの少なくとも５個の連続したアミノ酸の、２つ

の異なるセグメント；ｃ）少なくとも以下を含む（ＩＬ－１７６）：ｉ）配列番

号２８からの８個の同一の連続したアミノ酸の１つのセグメント；あるいはｉｉ

）配列番号２８からの少なくとも５個の連続したアミノ酸の、２つの異なるセグ

メント；あるいはｄ）少なくとも以下を含む（ＩＬ－１７７）：ｉ）配列番号３

０からの８個の同一の連続したアミノ酸の１つのセグメント；あるいはｉｉ）配

列番号３０からの少なくとも５個の連続したアミノ酸の、２つの異なるセグメン

ト。さらなる実施形態は、このような記載のポリペプチドを含み、ここで：ａ）

８個の同一の連続したアミノ酸のセグメントは、少なくとも１４個の連続したア

ミノ酸であるか；またはｂ）少なくとも５個の連続したアミノ酸のセグメントの

１つが、少なくとも７個の連続したアミノ酸を含む。他の実施形態は、記載のポ

リペプチドを含み、ここで：Ａ）（ＩＬ－１７３）（このポリペプチドは：ａ）

配列番号６、８、１０、または１２の成熟配列を含むか；ｂ）成熟した配列番号

６、８、１０、または１２の免疫原に対して産生されるポリクローナル抗体に、

選択性を伴って結合するか；ｃ）配列番号６、８、１０、または１２の１０個の

連続したアミノ酸の、複数の異なるポリペプチドセグメントを含むか；ｄ）配列

番号６、８、１０、または１２の天然の対立遺伝子改変体であるか；ｅ）少なく

とも３０アミノ酸の長さを有するか；あるいはｆ）成熟した配列番号６、８、１

０、または１２に関して選択的な、少なくとも２つの重複していないエピトープ

を示す）；Ｂ）（ＩＬ－１７４）（このポリペプチドは：ａ）成熟した配列番号

１４、１６、または１８を含むか；ｂ）成熟した配列番号１４、１６、または１
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８の免疫原に対して産生されるポリクローナル抗体に、選択性を伴って結合する

か；ｃ）配列番号１４、１６、または１８の１０個の連続したアミノ酸の、複数

の異なるポリペプチドセグメントを含むか；ｄ）少なくとも３０アミノ酸の長さ

を有するか；あるいはｅ）成熟した配列番号１４、１６、または１８に関して選

択的な、少なくとも２つの重複していないエピトープを示す）；あるいはＣ）（

ＩＬ－１７６）（このポリペプチドは：ａ）配列番号２８を含むか；ｂ）配列番

号２８の免疫原に対して産生されるポリクローナル抗体に、選択性を伴って結合

するか；ｃ）配列番号２８の１０個の連続したアミノ酸の、複数の異なるポリペ

プチドセグメントを含むか；ｄ）少なくとも３０アミノ酸の長さを有するか；あ

るいはｅ）配列番号２８の霊長類タンパク質に関して選択的な、少なくとも２つ

の重複していないエピトープを示す）；あるいはＤ）（ＩＬ－１７７）（このポ

リペプチドは：ａ）配列番号３０を含むか；ｂ）配列番号３０の免疫原に対して

産生されるポリクローナル抗体に、選択性を伴って結合するか；ｃ）配列番号３

０の１０個の連続したアミノ酸の、複数の異なるポリペプチドセグメントを含む

か；ｄ）少なくとも３０アミノ酸の長さを有するか；あるいはｅ）配列番号３０

の霊長類タンパク質に関して選択的な、少なくとも２つの重複していないエピト

ープを示す）。種々の他の実施形態は、このような記載のポリペプチドを含み、

このポリペプチドは：ａ）無菌組成物の中にあるか；ｂ）グリコシル化されてい

いないか；ｃ）変性されているか；ｄ）合成ポリペプチドであるか；ｅ）固体基

体に連結されているか；ｆ）検出タグまたは精製タグとの融合タンパク質である

か；ｇ）天然の配列からの５倍以下の置換であるか；あるいはｈ）天然の配列由

来の、欠失改変体または挿入改変体である。

      【００１４】

  記載されたポリペプチドを使用する方法もまた、例えば、：ａ）ポリペプチド

を標識する（この方法は、放射性標識を用いてポリペプチドを標識する工程を包

含する）ため；ｂ）混合物においてポリペプチドを別のポリペプチドから分離す

る（この方法は、クロマトグラフィーマトリックス上において混合物を泳動し、

それによってポリペプチドを分離させる工程を包含する）ため；ｃ）ポリペプチ

ドに選択的に結合する化合物を同定する（この方法は、適切な条件下で化合物を
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ポリペプチドとインキュベートし、それによってその化合物をポリペプチドに結

合させる工程を包含する）ため；またはｄ）ポリペプチドをマトリックスに結合

体化する（この方法は、反応性試薬でポリペプチドを誘導体化し、そしてそのポ

リペプチドをマトリックスに結合体化する工程を包含する）ために提供される。

      【００１５】

  このような記載されたポリペプチドと選択的に結合する抗体由来の抗原結合部

分を含む結合化合物を含む抗体もまた、提供される。ここでこのポリペプチドは

：ａ）配列番号６、８、１０または１２の成熟ポリペプチドを含む、（ＩＬ－１

７３）か；ｂ）配列番号１４、１６または１８を含む、（ＩＬ－１７４）か；ｃ

）配列番号２８を含む、（ＩＬ－１７６）か；あるいはｄ）配列番号３０を含む

、（ＩＬ－１７７）である。特定の実施形態はこのような結合化合物を採用する

。ここで抗体は：ａ）（ＩＬ－１７３）配列番号：６、８、１０または１２；ｂ

）（ＩＬ－１７４）配列番号：１４、１６または１８；ｃ）（ＩＬ－１７６）配

列番号：２８；あるいはｄ）（ＩＬ－１７７）配列番号：３０のポリペプチドに

対して惹起されるポリクロナール抗体である。他の実施形態はこのような記載さ

れた結合化合物を含む。ここで：ａ）抗体は：ｉ）免疫選択されるか；ｉｉ）変

性タンパク質に結合するか；またはｉｉｉ）少なくとも３０ｍＭのポリペプチド

のＫｄを示す；あるいはｂ）結合化合物は：ｉ）ビーズまたはプラスチックメン

ブランを含む固体物質に付着されるか；ｉｉ）滅菌組成物中にあるか；またはｉ

ｉｉ）放射性標識または蛍光標識を含む検出可能に標識されている。

      【００１６】

  以下の方法が提供される：例えば、複合体を形成し得る条件下で、配列番号：

６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２８または３０由来の配列を含むポリ

ペプチドを記載された結合化合物と接触させる工程を包含する、抗原：抗体複合

体を生成する方法。好ましくは、結合化合物は抗体であり、そしてポリペプチド

は生物学的サンプル中にある。

      【００１７】

  以下のキットが提供される：例えば、記載された結合化合物および：ａ）配列

番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２８または３０のポリペプチド；
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ｂ）検出のための結合化合物の使用のための指示書；あるいはｃ）結合化合物ま

たはキットの他の試薬の廃棄のための指示書を含むキット。

      【００１８】

  そして、記載される抗体をタンパク質および他のサイトカインに接触させる工

程；ならびにタンパク質およびサイトカインに対する抗体の結合を比較する工程

を包含する、配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２８または３０

のタンパク質に対する抗体の結合の選択性を評価する方法が提供される。

      【００１９】

  （好ましい実施形態の詳細な説明）

  （Ｉ．概要）

  本発明は、サイトカインに特有の構造的特性を示す、種々の哺乳動物タンパク

質をコードするＤＮＡ配列（特にＣＴＬＡ－８（ＩＬ－１７ともいわれる）と命

名されたサイトカインに関する）を提供する。ラット、マウス、ヒト形態および

ＣＴＬＡ－８のウィルスホモログは記載されており、そしてそれらの配列はＧｅ

ｎＢａｎｋから利用可能である。Ｒｏｕｖｉｅｒら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．１５０：５４４５－５４５６；Ｙａｏら（１９９５）Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  

３：８１１－８２１；Ｙａｏら（１９９５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５：５４

８３－５４８６；およびＫｅｎｎｅｄｙら（１９９６）Ｊ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏ

ｎ  ａｎｄ  Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  Ｒｅｓ．１６：６１１－６１７を参照のこと。

ＣＴＬＡ－８は関節炎、腎臓移植片拒絶、腫瘍形成能、ウィルス－宿主相互作用

、および先天性免疫に関係した活性を有し；そしてＩＬ－６に類似した特定の調

節機能を示すようである。ＰｕｂＭｅｄ（ＩＬ－１７に関する検索）；Ｃｈａｂ

ａｕｄら（１９９８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６３：１３９－１４８；Ａｍｉｎら

（１９９８）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ．１０：２６３－２６８

；Ｖａｎ  Ｋｏｏｔｅｎら（１９９８）Ｊ．Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｎｅｐｈｒｏｌ．９

：１５２６－１５３４；Ｆｏｓｓｉｅｚら（１９９８）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．１６：５４１－５５１；Ｋｎａｐｐｅら（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ

．７２：５７９７－５８０１；Ｓｅｏｗ（１９９８）Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎｏ．Ｉ

ｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．６３：１３９－４８；およびＴｅｕｎｉｓｓｅｎら（
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１９９８）Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．１１１：６４５－６４９を参

照のこと。ＮＦκＢ転写因子を通してのシグナル伝達における報告は、先天性免

疫において用いられるシグナル経路に関係する。Ｓｈａｌｏｍ－Ｂａｒａｋら（

１９９８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：２７４６７－２７４７３。

      【００２０】

  新しく提示されたｃＤＮＡ配列はサイトカイン、増殖因子および癌遺伝子をコ

ードするｍＲＮＡの特徴である、種々の特性を示す。ＩＬ－１７は、ＴＧＦ－β

に関係するサイトカインの新しく認識されたファミリーの第１のメンバーである

ので、出願人らは、新しいメンバーＩＬ－１７２、ＩＬ－１７３、ＩＬ－１７４

、ＩＬ－１７６、ＩＬ－１７７；ならびにＩＬ－１７１およびＩＬ－１７５を有

するファミリーＩＬ－１７０と命名した。このファミリーについての折り畳みは

サイトカインのＴＧＦ－βファミリーの折り畳みであることが予想される。サイ

トカインのＴＧＦ－βファミリーおよびＩＬ－１７０ファミリーは、システイン

残基の特定の間隔により特徴付けられるシスチンノット（ｃｙｓｔｉｎｅ  ｋｎ

ｏｔ）モチーフの共通の特性を共有する。例えばＳｕｎおよびＤａｖｉｅｓ（１

９９５）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｂｉｏｍｏｌｅｃ．Ｓｔｒｕｃｔ．

２４：２６９－２９１；ＭｃＤｏｎａｌｄら（１９９３）Ｃｅｌｌ  ７３：４２

１－４２４；ならびにＩｓａａｃｓ（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ

．Ｂｉｏｌ．５：３９１－３９５を参照のこと。詳細には、その構造は、多くの

保存されたシステインを示唆する。これらの保存されたシステインは、ヒトＩＬ

－１７２（配列番号２）における、１０１、１０３、１４３、１５６および１５

８のシステインに対応し、かつ番号を付けられる。第１のシステインは、表７に

おけるヒトＩＬ－１７２（配列番号２）ｖａ１１９の位置に対応する。第４のシ

ステインは、マウスＩＬ－１７２（配列番号４）ｃｙｓ１４１；ヒトＩＬ－１７

３（配列番号６）ｃｙｓ１１９；マウスＩＬ－１７４（配列番号１６）ｃｙｓ１

０４；およびヒトＩＬ－１７１（配列番号２１）ｃｙｓ５０のシステインに対応

する。ジスルフィド結合は、システイン２とシステイン５；およびシステイン３

とシステイン６；およびシステイン１とシステイン４である。折り畳み類似性の

機能的有意性は、ＩＬ－１７０ファミリーに関する二量体の形成を示唆する。結
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果として、ＩＬ－１７０二量体は２つの細胞表面レセプターを接触させて、これ

によりシグナル伝達が生じる。

      【００２１】

  これらの新しいタンパク質を、ＣＴＬＡ－８関連（すなわち、一般的にＩＬ－

１７０）タンパク質と命名した。天然のタンパク質は、標的細胞における生物学

的応答または生理学的応答（例えば、サイトカインシグナル伝達に特有な応答）

を導く種々の生理学的応答を媒介することが可能である。初期の研究は、このタ

ンパク質コードするメッセージを造血細胞の種々の細胞株へ局在化させた。本来

のＣＴＬＡ－８（ＩＬ－１７）抗原をコードする遺伝子は、マウス染色体１Ａお

よびヒト染色体２ｑ３１に位置付けされた。マウス（ｍｕｒｉｎｅ）ＣＴＬＡ－

８は、本来、Ｒｏｕｖｉｅｒら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０：５４

４５－５４５６によってクローンされた。ヒトＩＬ－１７３は染色体１３ｑ１１

に位置付けられた。他の哺乳動物種におけるタンパク質に関する類似の配列もま

た、利用可能である。

      【００２２】

  滑膜細胞を用いて培養される場合、精製されたＣＴＬＡ－８はこれらの細胞か

らＩＬ－６の分泌を誘導し得る。この誘導は、ヒトＣＴＬＡ－８に対して惹起さ

れた中和抗体の添加の際に逆転される。内皮細胞、上皮細胞、線維芽細胞および

癌腫細胞はまたＣＴＬＡ－８を用いる処理に対する応答を示す。このデータは、

ＣＴＬＡ－８が炎症性線維症（例えば、乾癬、強皮症、肺線維症、または肝硬変

）に関与し得ることを示唆する。ＣＴＬＡ－８はまた、ＩＬ－６がしばしばこの

ような細胞に関する増殖因子として作用する限り、癌腫または他の癌細胞の増殖

を引き起こし得る。例えば、新しく発見された他の関連ファミリーメンバーは類

似のまたは関連の生物学的活性を有するようである。

      【００２３】

  以下の記載は、例示の目的のために、マウス（ｍｕｒｉｎｅ）またはヒトのＩ

Ｌ－１７０タンパク質に関するが、しかし他の種由来の関連した実施形態に同様

に適用可能である。

      【００２４】
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  （ＩＩ．核酸）

  表１－６は種々の新しいＩＬ－１７０ファミリーメンバー配列のヌクレオチド

配列およびアミノ酸配列を開示する。記載されたヌクレオチド配列および関係す

る試薬は、全長配列決定または隣接配列決定のために２つの方向において、クロ

ーンを伸長するために有用なＤＮＡクローンを構築するか、ＩＬ－１７０ポリペ

プチドを発現するか、または、例えば、別の天然の供給源から相同遺伝子を単離

するのに有用である。代表的には、その配列は、マウスから他の遺伝子（例えば

、対立遺伝子改変体）を単離するのに有用であり、そして類似の手順が他の種（

例えば、温血動物、例えば鳥類および哺乳動物）から遺伝子を単離するために適

用される。交差ハイブリダイゼーションは、他の種からの遺伝子の単離を可能に

する。多くの異なるアプローチは、他の供給源から適切な核酸クローンを首尾よ

く単離するために利用可能である。

      【００２５】

【化１】
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  特に興味のあるセグメントとしては、例えば、ｇｌｎ１；ｖａｌ１９；ｐｒｏ

２０；ｐｒｏ２２；ｌｙｓ３４；ｐｒｏ３５；ｌｅｕ７８；ｓｅｒ７９；ｇｌｕ

９８；ａｌａ９９；ｐｈｅ１１０；ｔｈｒ１１１；ｃｙｓ１４３またはａｒｇ１

４４で、始まるかまたは終わるセグメントが挙げられる。

      【００２６】

  げっ歯類（例えば、マウス）ＩＬ－１７２ポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列および予想アミノ酸配列。また、相補核酸配列が多くの目的のために用
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いられ得る。予想シグナル切断部位（但し、いずれかの側に少数の残基があって

もよい）が示される；推定のグリコシル化部位は残基５３－５５にある。配列番

号３および配列番号４。

      【００２７】

【化２】

  特に興味深いセグメントとしては、例えば、以下で始まるかまたは終わるセグ

メントが挙げられる：ａｒｇ１；ａｌａ１７；ｐｒｏ１８；ｐｒｏ２０；ｈｉｓ
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２１；ｌｙｓ３２；ｐｒｏ３３；ｌｅｕ７６；ｓｅｒ７７；ｇｌｕ９６；ａｌａ

９７；ｐｈｅ１０８；ｔｈｒ１０９；ｃｙｓ１４１；またはａｒｇ１４２。

      【００２８】

【化３】

  霊長類（例えば、ヒト）ＩＬ－１７３ポリペプチドをコードする補足のヌクレ

オチド配列および推定アミノ酸配列。多くの目的のために、相補的な核酸配列も

また使用され得る。配列番号７および８。

      【００２９】

【化４】
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  重要な推定モチーフとしては、例えば、以下が挙げられる：５０～５３、６６

～６９、７２～７５、および１１３～１１６のｃＡＭＰ  ＰＫ；８２～８４およ

び１６６～１６８のＣａ  Ｐｈｏｓ；５７～６１および１６４～１６６のミリス

トイル（ｍｙｒｉｓｔｏｌｙ）部位；５０、５３、７２、７５、８０、８２、１

１３および１１６のリン酸化部位。

      【００３０】

  げっ歯類（例えば、ラット）ＩＬ－１７３ポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列および推定アミノ酸配列。多くの目的のために、相補的な核酸配列もま

た使用され得る。配列番号９および１０。

      【００３１】

【化５】
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  げっ歯類（例えば、マウス）ＩＬ－１７３ポリペプチドをコードする補足のヌ

クレオチド配列および推定アミノ酸配列。多くの目的のために、相補的な核酸配

列もまた使用され得る。配列番号１１および１２。

      【００３２】

【化６】
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  重要な推定モチーフとしては、例えば、以下が挙げられる：５０～５３、６６

～６９、７２～７５、および１１３～１１６のｃＡＭＰ  ＰＫ部位；８２～８４

、１５９～１６１、および１６６～１６８のＣａリン酸化部位；５７～６１およ

び１０１～１０５のミリストイル（ｍｙｒｉｓｔｏｌｙ）部位；５１～５３およ

び１６４～１６６のＮ－グリコシル部位；５０、５３、７２、７５、８０、８２

、１１３、および１１６のリン酸化部位；ならびに４～６のＰＫＣリン酸化部位

。

      【００３３】

【化７】
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  重要な推定モチーフとしては、例えば、以下が挙げられる：２１～２４、５３

～５６、および９５～９８のｃＡＭＰ  ＰＫ部位；１５～１７、１６～１８、お

よび４５～４７のＣａリン酸化部位；１２～１６、１１５～１１９、および１１

８～１２２のミリストイル（ｍｙｒｉｓｔｏｌｙ）部位；１０４～１０７のＮ－

グリコシル部位；２１、２３、４３、５３、５６、９５、９８、および１３１の

リン酸化部位；４１～４３および１１９～１２１のＰＫＣリン酸化部位；ならび

に９５～１０２のチロシンキナーゼ部位。
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      【００３４】

  げっ歯類（例えば、マウス）ＩＬ－１７４ポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列および推定アミノ酸配列。多くの目的のために、相補的な核酸配列もま

た使用され得る。配列番号１５および１６。

      【００３５】

【化８】

  げっ歯類（例えば、マウス）ＩＬ－１７４ポリペプチドをコードする補足のヌ

クレオチド配列および推定アミノ酸配列。多くの目的のために、相補的な核酸配

列もまた使用され得る。配列番号１７および１８。

      【００３６】

【化９】
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  重要な予測されるモチーフとしては、例えば、ｃＡＭＰ  ＰＫ部位（２９～３

２および６１～６４）；Ｃａリン酸化部位（１８～２０、５３～５５、および６

７～６９；ミリストイル部位（１２３～１２７）；Ｎ－グリコシル化部位（１１

２～１１４）；およびリン酸化部位（２９、３１、５１、５３、６１、６４、１

３９および１４１）；およびＰＫＣリン酸化部位（２～４、４９～５１、および
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１２７～１２９）。

      【００３７】

【化１０】

  配列番号２０および２１は、ＰＡＴＥＮＴＩＮ翻訳可能なｃＤＮＡおよびポリ

ペプチド配列である。

      【００３８】

【化１１】
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  霊長類（例えば、ヒト）のＩＬ－１７１をコードする補充ヌクレオチド配列。

多くの目的のために相補的な核酸配列も使用し得る。配列番号２２および２３。

      【００３９】

【化１２】
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      【００４０】

【化１３】

  配列番号２５および２６は、ＰＡＴＥＮＴＩＮ翻訳可能なｃＤＮＡおよびポリ

ペプチド配列。予測されるシグナル切断部位が示されるが、いずれかの側におい

て少しの残基があり得る（残基５３～５５で推定グリコシル化部位）。

      【００４１】

【化１４】
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  特に、目的のセグメントとしては、例えば、ａｒｇ１；ｃｙｓ１７；ｐｒｏ１

８；ｐｒｏ１９；ｖａｌ２０；ｔｈｒ４９；ｓｅｒ５０；ａｒｇ６９；ｐｒｏ７

０；および利用可能な配列の末端で開始するか終結するセグメントが挙げられる

。

      【００４２】

【化１５】
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  霊長類（例えば、ヒト）のＩＬ－１７７をコードするヌクレオチド配列。多く

の目的のために、相補的核酸配列も使用し得る。配列番号２９および３０。

      【００４３】

【化１６】
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      【００４４】

【化１７】
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  特に、目的のセグメントとしては、例えば、他のファミリーメンバーと共に上

記のＩＬ－１７２またはＩＬ－１７５のセグメントに対応するセグメントが挙げ

られる。

      【００４５】

  精製されたタンパク質またはポリぺプチドは、上記のような、標準的な方法に

より抗体を生成するために有用である。合成ペプチドまたは精製されたタンパク
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質が、特異的結合組成物（例えば、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗

体）を生成するように免疫系に提示され得る。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ（１９９

１）Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｉ

ｌｅｙ／Ｇｒｅｅｎｅ；ならびにＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（１９８９）Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓを参照のこと。

      【００４６】

  例えば、特異的結合組成物は、ＩＬ－１７０タンパク質を発現する細胞株から

作製される発現ライブラリーのスクリーニングのために使用され得る。このスク

リーニングは、表面発現タンパク質の標準的染色であり得、またはパニングによ

ってであり得る。細胞内発現のスクリーニングはまた、種々の染色または免疫蛍

光手順により行なわれ得る。この結合組成物は、タンパク質を発現する細胞をア

フィニティー精製するかまたはえり分けるために使用され得る。

      【００４７】

  本発明は、生物学的に活性な対応するＩＬ－１７０タンパク質またはポリぺプ

チドをコードする単離されたＤＮＡまたはフラグメントの使用を包含する。さら

に、本発明は、単離されたＤＮＡまたは組換えＤＮＡを包含し、このＤＮＡは、

生物学的に活性なタンパク質またはポリぺプチドをコードし、そして適切な条件

下で本明細書中に記載されるＤＮＡ配列とハイブリダイズし得る。この生物学的

に活性なタンパク質またはポリぺプチドは、インタクトな抗原、またはフラグメ

ントであり得、そして表１～６において開示されるアミノ酸配列を有する。さら

に、本発明は、単離されたＤＮＡもしくは組換えＤＮＡ、またはそのフラグメン

トの使用を包含し、このフラグメントは、ＩＬ－１７０タンパク質に対して相同

なタンパク質、またはプローブとしてＩＬ－１７０タンパク質をコードするｃＤ

ＮＡを使用して単離されたタンパク質をコードする。単離されたＤＮＡは、５’

および３’に隣接してそれぞれ調節配列（例えば、プロモーター、エンハンサー

、ポリ－Ａ付加シグナルなど）を有し得る。

      【００４８】

  「単離された」核酸は、ネイティブの配列に本来伴う他の成分（例えば、その
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始めの種由来のリボソーム、ポリメラーゼ、および隣接ゲノム配列）から実質的

に分離される核酸（例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡ、または混合ポリマー）である。こ

の用語は、天然に存在する環境から取り出された核酸配列を包含し、そして組換

えＤＮＡもしくはクローニングされたＤＮＡの単離物および化学的に合成された

アナログもしくは異種系により生物学的に合成されたアナログを含む。実質的に

純粋な分子は、この分子の単離された形態を含む。あるいは、精製された種は、

組換え発現系由来の宿主成分から分離され得る。このような核酸の相同性のサイ

ズは、代表的には大きいベクターより小さく、例えば、数十ｋＢ未満、代表的に

は数ｋＢ未満、そして好ましくは２～６ｋＢの範囲である。

      【００４９】

  単離された核酸は、通常均一な組成の分子であるが、いくつかの実施形態では

、少量の不均一性を含む。この不均一性は、代表的には所望の生物学的機能また

は活性に重要でないポリマー末端または部分で見出される。

      【００５０】

  「組換え」核酸は、その産生の方法またはその構造のいずれかにより定義され

る。その産生の方法（例えば、あるプロセスにより作製される産物）に関しては

、このプロセスは、組換え核酸技術（例えば、ヌクレオチド配列における人の介

入（代表的には選択または産生）を含む）を使用する。あるいは、組換え核酸は

、天然には互いに連続的でない２つのフラグメントの融合を含む配列を生成する

ことにより作製される核酸であり得るが、天然の産物（例えば天然に存在する変

異体）を排除することを意味する。従って、例えば、任意の天然に存在しないベ

クターを用いて細胞を形質転換することにより作製される産物は、任意の合成オ

リゴヌクレオチドプロセスを使用して誘導される配列を含む核酸であるため、包

含される。このようなことが、しばしばなされ、あるコドンを、同じアミノ酸ま

たは保存的アミノ酸をコードする重複コドンで置き換えると同時に、代表的には

配列認識部位を導入または除去する。あるいは、所望の機能の核酸セグメントの

連結を行ない、一般に入手可能な天然の形態では見出されない機能の所望の組み

合わせを含む単一遺伝子統一体を生成する。制限酵素認識部位は、しばしばこの

ような人工的な操作の標的であるが、他の部位特異的標的（例えば、プロモータ
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ー、ＤＮＡ複製部位、調節配列、制御配列、または他の有用な特徴）が、設計に

より組み込まれ得る。類似の考え方が、組換え体、例えば、融合ポリぺプチドに

ついて意図される。詳細には、遺伝子コードの重複によりこれらの抗原のフラグ

メントに類似のポリぺプチドをコードする合成核酸、および種々の異なる種の改

変体由来の配列融合物が、含まれる。

      【００５１】

  核酸の文脈において有意な「フラグメント」は、少なくとも約１７ヌクレオチ

ド、一般的には少なくとも２０ヌクレオチド、より一般的には少なくとも２３ヌ

クレオチド、普通は少なくとも２６ヌクレオチド、より普通には少なくとも２９

ヌクレオチド、度々少なくとも３２ヌクレオチド、より度々には少なくとも３５

ヌクレオチド、代表的には少なくとも３８ヌクレオチド、より代表的には少なく

とも４１ヌクレオチド、通常は少なくとも４４ヌクレオチド、より通常には少な

くとも４７ヌクレオチド、好ましくは少なくとも５０ヌクレオチド、より好まし

くは少なくとも５３ヌクレオチドの連続的なセグメントであり、そして特に好ま

しい実施形態では、少なくとも５６以上のヌクレオチドの連続的なセグメントで

ある。上記のフラグメントは、任意の位置に末端を有し得るが、特に構造ドメイ

ンの間の境界に有し得る。

      【００５２】

  他の実施形態では、本発明は、指定した長さの複数の明確な（例えば、重複し

ていない）セグメントを含むポリヌクレオチド（またはポリぺプチド）を提供す

る。代表的には、この複数は、少なくとも２、より通常には少なくとも３、そし

て好ましくは５、７、またはそれ以上ですらある。長さの最小値が与えられるが

、より長い長さの種々のサイズ（例えば、１つ目の長さが７で、２つ目の長さが

１２）が、適切であり得る。

      【００５３】

  ＩＬ－１７０タンパク質をコードするＤＮＡは、関連するタンパク質または相

同なタンパク質をコードする遺伝子、ｍＲＮＡ、およびｃＤＮＡ種、ならびに異

なる種由来の相同なタンパク質をコードするＤＮＡを同定するために特に有用で

ある。おそらく他の種（霊長類を含む）においてホモログが存在する。種々のＣ
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ＴＬＡ－８タンパク質は、相同であり、そして本明細書中に含まれる。しかし、

抗原に対してより遠い進化の関係を有するタンパク質でさえ、それらが十分に相

同である場合、これらの配列を使用して適切な条件下で容易に単離され得る。霊

長類ＣＴＬＡ－８タンパク質は、特に興味深い。

      【００５４】

  本発明は、本明細書中に記載される単離されたＤＮＡと同一であるかまたは高

度に相同なＤＮＡ配列を有する、組換えＤＮＡ分子およびフラグメントをさらに

包含する。特にこれらの配列は、転写、翻訳、およびＤＮＡ複製を制御するＤＮ

Ａセグメントに、しばしば作動可能に連結される。あるいは、ゲノム配列（例え

ば、イントロンを含む）由来の組換えクローンは、トランスジェニック研究（例

えばトランスジェニック細胞およびトランスジェニック生物を含む）および遺伝

子治療に有用である。例えば、Ｇｏｏｄｎｏｗ（１９９２）「Ｔｒａｎｓｇｅｎ

ｉｃ  Ａｎｉｍａｌｓ」Ｒｏｉｔｔ（編）Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ  ｏｆ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、１

５０２－１５０４頁；Ｔｒａｖｉｓ（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５６：１３

９２－１３９４；Ｋｕｈｎら、（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５４：７０７－

７１０；Ｃａｐｅｃｃｈｉ（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８；Ｒ

ｏｂｅｒｔｓｏｎ（１９８７年編）Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ  ａｎｄ

  Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ  Ｓｔｅｍ  Ｃｅｌｌｓ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐ

ｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ；Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ（１９

９２）Ｊ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｏｎｃｏｌｏｇｙ  １０：１８０－１９９；なら

びにＣｏｕｒｎｏｙｅｒおよびＣａｓｋｅｙ（１９９３）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．１１：２９７－３２９を参照のこと。

      【００５５】

  相同な核酸配列は、比較された場合、有意な類似性を示す。核酸における相同

性の基準は、配列の比較による当該分野で一般的に使用される相同性の測定か、

またはハイブリダイゼーション条件に基づく測定かのいずれかである。ハイブリ

ダイゼーション条件は、以下にさらに詳細に記載される。

      【００５６】
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  核酸配列比較の文脈において、実質的な相同性は、セグメントまたはそれらの

相補鎖のいずれかが、比較される場合に、適切なヌクレオチド挿入またはヌクレ

オチド欠失と、最適に整列される場合、少なくとも約５０％のヌクレオチド、一

般的には少なくとも５６％、より一般的には少なくとも５９％、普通は少なくと

も６２％、より普通には少なくとも６５％、度々すくなくとも６８％、より度々

には少なくとも７１％、代表的には少なくとも７４％、より代表的には少なくと

も７７％、通常は少なくとも８０％、より通常には少なくとも約８５％、好まし

くは少なくとも約９０％、より好ましくは少なくとも約９５～９８％以上、そし

て特定の実施形態では、約９９％以上ものヌクレオチドが、同一である、という

ことを意味する。あるいは、セグメントが、選択的なハイブリダイゼーション条

件下で、ストランドまたはその相補鎖に、代表的には表２、３、または６由来の

配列を使用してハイブリダイズする場合、実質的な相同性が存在する。代表的に

は、選択的なハイブリダイゼーションは、少なくとも約１４ヌクレオチドの範囲

にわたって、少なくとも約５５％の相同性、好ましくは少なくとも約６５％、よ

り好ましくは少なくとも約７５％、そして最も好ましくは少なくとも約９０％の

相同性が存在する場合に生じる。Ｋａｎｅｈｉｓａ（１９８４）Ｎｕｃ．Ａｃｉ

ｄｓ  Ｒｅｓ．１２：２０３－２１３を参照のこと。上記のように、相同性比較

の長さは、より長い範囲にわたり得、特定の実施形態では、少なくとも約１７ヌ

クレオチド、通常少なくとも約２０ヌクレオチド、より通常は少なくとも約２４

ヌクレオチド、代表的には少なくとも約２８ヌクレオチド、より代表的には少な

くとも約４０ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約５０ヌクレオチド、そして

より好ましくは少なくとも約７５～１００以上のヌクレオチドの範囲にわたる。

      【００５７】

  ハイブリダイゼーションの文脈における相同性に関して、ストリンジェントな

条件は、塩、温度、有機溶媒、および他のパラメーターのストリンジェントな組

合せた条件であり、代表的にはこれらは、ハイブリダイゼーション反応において

制御される。ストリンジェントな温度条件は、通常約３０℃を超え、より通常に

は約３７℃を超え、代表的には約４５℃を超え、より代表的には約５５℃を超え

、好ましくは約６５℃を超え、そしてより好ましくは約７０℃を超える温度を含
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む。ストリンジェントな塩条件は、普通約１０００ｍＭ未満、通常約５００ｍＭ

未満、より通常は約４００ｍＭ未満、代表的には約３００ｍＭ未満、好ましくは

約２００ｍＭ未満、そしてより好ましくは約１５０ｍＭ未満である。しかしパラ

メーターの組合せは、任意の単一のパラメーターの測定より、非常に重要である

。例えば、ＷｅｔｍｕｒおよびＤａｖｉｄｓｏｎ（１９６８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ

ｏｌ．３１：３４９－３７０を参照のこと。ストリンジェントな条件下のハイブ

リダイゼーションは、バックグラウンドに対して少なくとも２倍、好ましくは少

なくとも３～５倍以上のバックグラウンドを与える。

      【００５８】

  あるいは、配列比較のために、代表的には、１つの配列は、参照配列として作

用し、試験配列が、これと比較される。配列比較アルゴリズムを使用する場合、

試験配列および参照配列は、コンピューターにインプットされ、続きの座標が示

され（必要であれば）そして配列アルゴリズムプログラムパラメーターが示され

る。次いで、配列比較アルゴリズムは、試験配列を参照配列と比較して、示され

たプログラムパラメーターに基づいて、パーセント配列同一性を計算する。

      【００５９】

  比較のための最適な配列の整列は、例えば、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａ

ｎ（１９８１）Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２の局所的相同性アルゴ

リズムにより、ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（１９７０）Ｊ．Ｍｏｌ

．Ｂｉｏｌ．４８：４４３の相同性整列アルゴリズムにより、Ｐｅａｒｓｏｎお

よびＬｉｐｍａｎ（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ  ８５：２４４４の類似性検索方法により、これらのアルゴリズムのコンピュ

ーターによる実行（ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ，ＦＡＳＴＡ，およびＴＦＡＳＴＡ

、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｓｏｆｔｗａｒｅ  Ｐａｃｋａｇｅ

，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，５７５  Ｓｃｉｅｎｃｅ

  Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）により、または視覚的検分（該してＡｕｓｕ

ｂｅｌら、前出、を参照のこと）により、行なわれ得る。

      【００６０】

  有用なアルゴリズムの１つの例は、ＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、連
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続的な、対の整列を使用して、関連する配列のグループから多重配列整列を作製

し、関係およびパーセント配列同一性を示す。その整列を作製するために使用さ

れたクラスター（ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）関係を示す系図または樹状図（ｄｅｎ

ｄｏｇｒａｍ）もまたプロットされる。ＰＩＬＥＵＰは、ＦｅｎｇおよびＤｏｏ

ｌｉｔｔｌｅ（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．３５：３５１－３６０の連続

的整列方法の簡略化を使用する。使用された方法は、ＨｉｇｇｉｎｓおよびＳｈ

ａｒｐ（１９８９）ＣＡＢＩＯＳ  ５：１５１－１５３に記載される方法に類似

する。このプログラムは、３００までの配列（それぞれ最長５，０００のヌクレ

オチドまたはアミノ酸）を整列し得る。多重整列手順は、２つの最も類似する配

列の対の整列から始まり、２つの整列された配列のクラスターを作製する。次い

で、このクラスターは、次の最も関連する配列または整列された配列のクラスタ

ーと、整列される。２つの配列のクラスターは、２つの個々の配列の対の整列の

単純な伸長により整列される。最終整列は、一連の連続的な対の整列により達成

される。このプログラムは、特異的配列、および配列比較の領域のそれらのアミ

ノ酸座標またはヌクレオチド座標を示すことにより、そしてプログラムパラメー

ターを示すことにより実行される。例えば、参照配列は、他の試験配列と比較さ

れ、以下のようなパラメーターを使用してパーセント配列同一性の関係を決定し

得る：デフォルトギャップ重み（３．００）、デフォルトギャップ長重み（０．

１０）、および重み付けエンドギャップ。

      【００６１】

  配列同一性パーセントおよび配列類似性パーセントを決定するために適切であ

るアルゴリズムの別の例は、ＢＬＡＳＴアルゴリズムであり、これはＡｌｔｓｃ

ｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０に記載さ

れる。ＢＬＡＳＴ分析を行うためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎ

ｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｍａｔｉｏｎ（ｈｔｔ

ｐ：ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を通して公に利用可能であ

る。このアルゴリズムは、データベース配列中の同じ長さのワードと整列した場

合に、いくつかの正の閾値スコアＴに一致するかまたはそれを満たすかのいずれ

かである、問い合わせ配列中の長さＷの短いワード（ｗｏｒｄ）を同定すること
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によって、高スコア配列対（ＨＳＰ）を最初に同定する工程を包含する。Ｔは、

隣接ワードスコア閾値といわれる（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、前出）。これらの最初

の隣接ワードヒットは、それらを含むより長いＨＳＰを見出すための検索を開始

するための種として作用する。次いで、このワードヒットは、累積整列スコアが

増加され得る限り、各配列に沿って両方向に伸長される。各方向でのワードヒッ

トの伸長は、以下の場合に停止される：累積整列スコアが、その最大達成値から

量Ｘだけ減少する場合；累積スコアが、１つ以上の負のスコアリング残基整列の

蓄積に起因して０以下に達する場合；または、いずれかの配列の末端に達する場

合。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメーターＷ、Ｔ、およびＸは、整列の感度およ

び速さを決定する。ＢＬＡＳＴプログラムは、デフォルトとして、１１のワード

長（Ｗ）、５０のＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックス（Ｈｅｎｉｋｏｆ

ｆおよびＨｅｎｉｋｏｆｆ（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ  ８９：１０９１５を参照のこと）整列（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ）

、Ｍ＝５、Ｎ＝４、および両鎖の比較を用いる。

      【００６２】

  配列同一性パーセントを算出することに加えて、ＢＬＡＳＴアルゴリズムはま

た、２つの配列の間の類似性の統計的分析を行う（例えば、Ｋａｒｌｉｎおよび

Ａｌｔｓｃｈｕｌ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ  ９０：５８７３－５７８７を参照のこと）。ＢＬＡＳＴアルゴリズムによっ

て提供された類似性の１つの基準は、最小合計確率（Ｐ（Ｎ））であり、これは

２つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の間で偶然に一致が生じる確率の指

標を提供する。例えば、核酸は、試験核酸の参照核酸との比較における最小合計

確率が約０．１より少ない、より好ましくは約０．０１より少ない、そして最も

好ましくは約０．００１より少ない場合、参照配列に類似であると考えられる。

      【００６３】

  ポリペプチドの２つの核酸配列が実質的に同一であるというさらなる指標は、

以下に記載するように、第１の核酸によってコードされるポリペプチドが、第２

の核酸によってコードされるポリペプチドと免疫学的に交差反応性であるという

ことである。従って、ポリペプチドは、代表的に、第２のポリペプチドに実質的
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に同一である（例えば、２つのペプチドが保存的置換によってのみ異なる）。２

つの核酸配列が実質的に同一であるという別の指標は、以下に記載するように、

ストリンジェントな条件下で２つの分子が互いにハイブリダイズするということ

である。

      【００６４】

  他の哺乳動物種由来のＣＴＬＡ－８様タンパク質は、表１～７に開示されるよ

うに、近縁種（例えば、ヒト）の交差種ハイブリダイゼーションによってクロー

ニングされ、そして単離され得る。相同性は、遠縁種の間では比較的低くあり得

、従って比較的近縁種のハイブリダイゼーションが賢明である。あるいは、より

少ない種特異性を示す抗体調製物の調製は、発現クローニングのアプローチにお

いて有用であり得る。

      【００６５】

  （ＩＩＩ．精製されたＩＬ－１７０タンパク質）

  霊長類（例えば、ヒト）および齧歯類（例えば、マウス）の推定配列、ＩＬ－

１７３ポリペプチド配列が、表２に示される。同様に、表３において、霊長類（

例えば、ヒト）、ＩＬ－１７４配列が提供され、そして配列番号：１４を割り当

てられる。齧歯類（例えば、ネズミ）、ＩＬ－１７４がまた、表３において記載

される。このペプチド配列は、ペプチドの調製を可能にし、このようなセグメン

トを認識するための抗体を産生する。

      【００６６】

  本明細書中において使用される場合、用語「霊長類ＩＬ－１７０タンパク質」

および「齧歯類ＩＬ－１７０タンパク質」は、タンパク質の文脈において使用さ

れる場合、表１～７に示される指定されたアミノ酸配列を有するタンパク質、ま

たはこのようなタンパク質の重要なフラグメントを含む。それはまた、同様の生

物学的機能を示すか、またはＩＬ－１７０タンパク質特異的結合成分と相互作用

する、霊長類由来または齧歯類由来のポリペプチドをいう。これらの結合成分（

例えば、抗体）は、代表的に、ＩＬ－１７０タンパク質に高い親和性（例えば、

少なくとも約１００ｎＭ、通常は約３０ｎＭより良好に、好ましくは約１０ｎＭ

より良好に、そしてより好ましくは約３ｎＭより良好に）で結合する。相同タン
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パク質は、ラットまたはヒト以外の哺乳動物種（例えば、マウス、霊長類）、お

よび疱疹ウイルスゲノム（例えば、ＯＲＦ１３）において見出される。非哺乳動

物種はまた、構造的にまたは機能的に関連した遺伝子およびタンパク質を保有す

る。

      【００６７】

  用語「ポリペプチド」は、本明細書中において使用される場合、重要なフラグ

メントまたはセグメントを含み、そして少なくとも約８アミノ酸、一般的には少

なくとも１０アミノ酸、より一般的には少なくとも１２アミノ酸、頻繁には少な

くとも１４アミノ酸、より頻繁には少なくとも１６アミノ酸、代表的には少なく

とも１８アミノ酸、より代表的には少なくとも２０アミノ酸、通常は少なくとも

２２アミノ酸、より通常には少なくとも２４アミノ酸、好ましくは少なくとも２

６アミノ酸、より好ましくは少なくとも２８アミノ酸、そして特に好ましい実施

形態においては、少なくとも約３０以上のアミノ酸のアミノ酸残基のストレッチ

を含む。このようなセグメントの特異的な末端は、タンパク質内での任意の組み

合わせであり、好ましくは構造的ドメインを含む。

      【００６８】

  用語「結合組成物」とは、ＩＬ－１７０タンパク質に対する特異性（例えば、

リガンド－レセプター型様式、抗体－抗原相互作用における）で結合する分子、

または化合物（例えば、ＩＬ－１７０タンパク質と（例えば、天然の生理学的に

関連するタンパク質－タンパク質相互作用（共有結合性か非共有結合性のいずれ

か）において）特異的に結合するタンパク質）をいう。分子は、ポリマーまたは

化学試薬であり得る。ＩＬ－１７０タンパク質が、リガンド－レセプター相互作

用のリガンドまたはレセプターのいずれかであるかどうかに関する意味は、その

相互作用が同様の特異性（例えば、特異的親和性）を示すこと以外、示されない

。機能的アナログは、構造上の改変を有するタンパク質であってもよいし、また

は全く無関係な分子（例えば、適切な結合因子と相互作用する分子形状を有する

）であってもよい。タンパク質は、レセプター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、Ｇｏｏｄｍａｎら、（編、１９９０）Ｇｏｏｄｍ

ａｎ  ＆  Ｇｉｌｍａｎ’ｓ：Ｔｈｅ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｂａ
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ｓｅｓ  ｏｆ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（第８版）、Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒ

ｅｓｓを参照のこと。

      【００６９】

  ポリペプチドまたはフラグメントの溶解度は、環境およびそのポリペプチドに

依存する。以下に挙げる多くのパラメーターが、ポリペプチドの溶解度に影響す

る：温度、電解質の環境、ポリペプチドの大きさおよび分子特性、ならびに溶媒

の性質。代表的に、ポリペプチドが用いられる温度は、約４℃～約６５℃の範囲

である。通常、使用時の温度は約１８℃より高く、そしてより通常には約２２℃

より高い。診断目的のために、この温度は通常、およそ室温かまたはより温かい

が、アッセイにおける成分の変性温度より低い。治療目的のためには、この温度

は、インサイチュまたはインビトロで温度が上昇または低下され得る特定の状況

下であるが、通常、体温（代表的には、ヒトについて約３７℃）である。

      【００７０】

  電解質は通常、インサイチュでの生理学的条件に近いが、より高いかまたは低

い有利なイオン強度に改変され得る。実際のイオンは、例えば、生理学的な文脈

または分析的な文脈で使用される標準緩衝液に従うように改変され得る。

      【００７１】

  ポリペプチドの大きさおよび構造は、一般に、実質的に安定な状態にあるべき

であり、そして通常、変性された状態にあるべきではない。ポリペプチドは、例

えば溶解度を与えるために、四次構造において他のポリペプチドと結合され得る

か、または天然の脂質二重層の相互作用に近付く様式で、脂質または界面活性剤

と結合され得る。

      【００７２】

  溶媒は、通常、生物学的活性の保持のために用いられる型の、生物学的に適合

性な緩衝液であり、そして通常は生理学的な溶媒に近い。通常、溶媒は中性のｐ

Ｈ（代表的には、約５と１０との間、そして好ましくは約７．５）を有する。い

くつかの場合では、界面活性剤、代表的には、穏やかな非変性界面活性剤（例え

ば、ＣＨＳまたはＣＨＡＰＳ）、あるいは抗原の構造的特性または生理学的特性

の有意な崩壊を回避するのに十分低い濃度の界面活性剤が、添加される。
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      【００７３】

  溶解度は、特定の条件下での分子の沈降速度の基準であるＳｖｅｄｂｅｒｇ単

位で測定される沈降に反映される。沈降速度の決定は、分析用超遠心分離機で古

典的に行われたが、今では、代表的に標準超遠心分離機で行われる。Ｆｒｅｉｆ

ｅｌｄｅｒ（１９８２）Ｐｈｙｓｉｃａｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（第２版

）、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ；およびＣａｎｔｏｒおよびＳｃｈｉｍｍｅｌ（１

９８０）Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第１～３部、Ｗ．Ｈ．

Ｆｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．、Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏを参照のこと。大ま

かな決定として、推定上可溶なポリペプチドを含むサンプルは、標準的な普通サ

イズの超遠心分離機で、約１０分間、約５０Ｋ  ｒｐｍで回転させ、そして可溶

性分子は上清に残る。可溶性粒子またはポリペプチドは、代表的には約３０Ｓよ

り少なく、より代表的には約１５Ｓより少なく、通常は約１０Ｓより少なく、よ

り通常には約６Ｓより少なく、そして特定の実施形態においては、好ましくは約

４Ｓより少なく、そしてより好ましくは約３Ｓより少ない。

      【００７４】

  （ＩＶ．ＩＬ－１７０タンパク質の作製；模倣）

  ＩＬ－１７０タンパク質またはそのフラグメントをコードするＤＮＡは、化学

合成、ｃＤＮＡライブラリースクリーニング、または広範な種々の細胞株または

組織サンプルから調製されたゲノムライブラリーのスクリーニングによって得ら

れ得る。

      【００７５】

  このＤＮＡは、全長タンパク質またはフラグメントの合成のために広範な種々

の宿主細胞において発現され得、次にこれが、例えば、結合の研究のために；改

変された分子の構築および発現のために；ならびに構造／機能の研究のために使

用されて、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を生成し得る。各抗原

またはそのフラグメントは、適切な発現ベクターで形質転換されるかまたはトラ

ンスフェクトされる宿主細胞中で発現され得る。これらの分子は、実質的に精製

されて、組換え宿主由来のもの以外でタンパク質または細胞夾雑物を含有し得ず

、従って、薬学的に受容可能なキャリアおよび／または希釈剤と組み合わされる
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場合に、薬学的組成物において特に有用である。抗原、またはその部分は、他の

タンパク質との融合物として発現され得る。

      【００７６】

  発現ベクターは、代表的に、適切な宿主細胞中で認識される適切な遺伝子制御

エレメントに、通常、作動可能に連結した、所望の抗原遺伝子またはそのフラグ

メントを含む、自己複製ＤＮＡまたはＲＮＡ構築物である。これらの制御エレメ

ントは、適切な宿主内での発現をもたらすことが可能である。発現をもたらすた

めに必要な特定の型の制御エレメントは、用いられる最後の宿主細胞に依存する

。一般に、遺伝子制御エレメントとしては、原核生物のプロモーター系または真

核生物のプロモーター発現制御系が挙げられ得、そして代表的には、転写プロモ

ーター、転写の始まりを制御する任意のオペレーター、ｍＲＮＡ発現のレベルを

高めるための転写エンハンサー、適切なリボソーム結合部位をコードする配列、

ならびに転写および翻訳を終止する配列が挙げられ得る。発現ベクターはまた、

通常、ベクターが独立して宿主細胞を複製することを可能にする複製起点を含む

。ベクターのコピー数を増幅するための方法はまた、公知である。例えば、Ｋａ

ｕｆｍａｎら（１９８５）Ｍｏｌｅｃ．ａｎｄ  Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：１７

５０～１７５９を参照のこと。

      【００７７】

  本発明のベクターは、ＩＬ－１７０タンパク質をコードするＤＮＡ、またはそ

のフラグメントを含み、代表的には、生物学的に活性なポリペプチドをコードす

る。ＤＮＡはウイルスプロモーターの制御下であり得、そして選択マーカーをコ

ードし得る。本発明は、原核生物宿主または真核生物宿主においてＩＬ－１７０

タンパク質をコードする真核生物ｃＤＮＡを発現することが可能な、このような

発現ベクターの使用をさらに意図し、ここで、このベクターは宿主と適合性であ

り、そしてここで、抗原をコードする真核生物ｃＤＮＡがこのベクターに挿入さ

れて、その結果、このベクターを含む宿主の増殖が該当のｃＤＮＡを発現する。

通常、発現ベクターは、それらの宿主細胞における適切な複製のために、または

細胞当たりの望ましい遺伝子のコピーの総数を大いに増加させるための増幅のた

めに設計される。発現ベクターが宿主細胞中で複製することは、必ずしも常に必
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要であるとは限らず、例えば、種々の宿主において、宿主細胞により認識される

複製起点を含まないベクターを用いて、抗原またはそのフラグメントの一過性の

発現をもたらすことが可能である。ＩＬ－１７０タンパク質遺伝子またはそのフ

ラグメントの、宿主ＤＮＡへの、組換えによる組込みを引き起こすベクターを使

用すること、または内因性遺伝子の発現を制御するプロモーターを組込むことも

また可能である。

      【００７８】

  ベクターは、本明細書中で使用される場合、プラスミド、ウイルス、バクテリ

オファージ、組込み可能なＤＮＡフラグメント、および、ＤＮＡフラグメントの

、宿主のゲノムへの組込みを可能にする、他のビヒクルを含む。発現ベクターは

、作動可能に結合した遺伝子の発現をもたらす遺伝子制御エレメントを含む、専

門のベクターである。プラスミドは、最も一般に使用される形態のベクターであ

るが、等価の機能を果たし、そして当該分野において公知である（または公知に

なる）他の全ての形態のベクターが、本明細書中での使用に適切である。例えば

、Ｐｏｕｗｅｌら（１９８５および補遺）Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ

  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎ．Ｙ．、および

Ｒｏｄｒｉｑｕｅｚら（編  １９８８）Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ  Ｓｕｒｖｅｙ  ｏ

ｆ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｖｅｃｔｏｒｓ  ａｎｄ  Ｔｈｅｉ

ｒ  Ｕｓｅｓ、Ｂｕｔｔｅｒｓｗｏｒｔｈ、Ｂｏｓｔｏｎ、ＭＡを参照のこと。

      【００７９】

  形質転換された細胞としては、細胞（好ましくは、哺乳動物）が挙げられる。

それらは、ＩＬ－１７０遺伝子を含むベクターを用いて形質転換されるか、また

はトランスフェクトされており、代表的に組換えＤＮＡ技術を使用して構築され

る。形質転換された宿主細胞は、通常、抗原またはそのフラグメントを発現する

が、そのＤＮＡのクローニング、増幅および操作の目的のために、タンパク質を

発現する必要はない。本発明は、形質転換された細胞を栄養培地中で培養し、次

いでタンパク質が培養物中に蓄積することを許容することをさらに意図する。タ

ンパク質を、培養物または培養培地のいずれかから回収し得る。

      【００８０】
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  本発明の目的のために、ＤＮＡ配列が機能的に互いに関連する場合に、ＤＮＡ

配列を作動可能に連結する。例えば、細胞膜に対してポリペプチドを指向する際

、またはポリペプチドの分泌の際に、プレタンパク質または関与物（ｐａｒｔｉ

ｃｉｐａｔｅ）として発現される場合、プレ配列または分泌リーダーについての

ＤＮＡは、ポリペプチドに作動可能に連結される。プロモーターは、コード配列

がポリペプチドの転写を制御する場合に、コード配列に作動可能に連結される；

リボソーム結合部位は、リボソーム結合部位が翻訳を許容するために位置する場

合に、コード配列に作動可能にコード配列に連結される。通常、作動可能に連結

するとは、連続することおよびリーディングフレーム中にあることを意味するが

、しかし特定の遺伝的エレメント（例えば、リプレッサー遺伝子）は、連続して

は連結されないが、次に発現を制御するオペレーター配列になお結合する。

      【００８１】

  適した宿主細胞としては、原核生物、下等真核生物および高等真核生物が挙げ

れる。原核生物としては、グラム陰性生物およびグラム陽性生物（例えば、Ｅ．

ｃｏｌｉおよびＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）の両方が挙げられる。下等真核生物とし

ては、酵母（例えば、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅおよびＰｉｃｈｉａ）、ならび

にＤｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ属の種が挙げられる。高等真核生物としては、非

哺乳動物起源（例えば、昆虫細胞および鳥類）、および哺乳動物起源（例えば、

ヒト、霊長類およびげっ歯類）の両方の動物細胞由来の樹立された組織培養細胞

株が挙げられる。

      【００８２】

  原核生物宿主－ベクター系は、多くの異なる種に対する広範な種々のベクター

を含む。本明細書中で使用される場合、Ｅ．ｃｏｌｉおよびそのベクターは、一

般的に他の原核生物において使用される相当するベクターを含むように使用され

る。ＤＮＡの増幅のための代表的なベクターは、ｐＢＲ３２２または多くのその

誘導体である。ＩＬ－１７０タンパク質またはそのフラグメントを発現するため

に使用され得るベクターとしては、以下を含むベクターのようなベクターが挙げ

られるが、これらに限定はされない：ｌａｃプロモーター（ｐＵＣ－ｓｅｒｉｅ

ｓ）；ｔｒｐプロモーター（ｐＢＲ３２２－ｔｒｐ）；Ｉｐｐプロモーター（ｐ
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ＩＮ－ｓｅｒｉｅｓ）；λ－ｐＰプロモーターまたはλ－ｐＲプロモーター（ｐ

ＯＴＳ）；あるいはハイブリッドプロモーター（例えばｐｔａｃ（ｐＤＲ５４０

））。Ｂｒｏｓｉｕｓ，ら（１９８８）「Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｖｅｃｔｏｒ

ｓ  Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ  Ｌａｍｂｄａ－，ｔｒｐ－，ｌａｃ－，ａｎｄ  Ｉｐ

ｐ－ｄｅｒｉｖｅｄ  Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ」、ＲｏｄｒｉｇｕｅｚおよびＤｅｎ

ｈａｒｄｔ（編）、Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ  Ｓｕｒｖｅｙ  ｏｆ  Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｖｅｃｔｏｒ  ａｎｄ  Ｔｈｅｉｒ  Ｕｓｅｓ，Ｂｕｔ

ｔｅｒｓｗｏｒｔｈ，Ｂｏｓｔｏｎ，Ｃｈａｐｔｅｒ  １０、２０５～２３６頁

を参照のこと。

      【００８３】

  下等真核生物（例えば、酵母およびＤｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ）は、ＩＬ－

１７０タンパク質をコードするベクターを用いて、形質転換され得る。本発明の

目的のために、最も共通の下等真核生物宿主は、パン酵母、Ｓｃｃｈａｒｏｍｙ

ｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅである。それは、一般的に、下等真核動物を表す

ために使用されるが、多くの他の株および種もまた利用可能である。酵母ベクタ

ーは、代表的に複製起点（統合型でなければ）、選択遺伝子、プロモーター、所

望のタンパク質またはそのフラグメントをコードするＤＮＡ、ならびに翻訳終結

、ポリアデニル化および転写終結のための配列からなる。酵母についての適した

発現ベクターとしては、３－ホスホグリセレートキナーゼおよび種々の他の解糖

酵素遺伝子プロモーターのような構成性プロモーター、またはアルコールデヒド

ロゲナーゼ２プロモーターまたはメタロチオニン（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｉ

ｎｅ）プロモーターのような誘導性プロモーターが挙げられる。適したベクター

としては、以下の型の誘導体が挙げられる：自己複製低コピー数（例えば、ＹＲ

ｐ－ｓｅｒｉｅｓ）、自己複製高コピー数（例えば、ＹＥｐ－ｓｅｒｉｅｓ）；

統合型（例えば、ＹＩｐ－ｓｅｒｉｅｓ）またはミニ染色体（例えば、ＹＣＰ－

ｓｅｒｉｅｓ）。

      【００８４】

  高等真核生物組織培養細胞は、機能的に活性なＩＬ－１７０タンパク質の発現

のための好ましい宿主細胞である。原則的には、多くの高等真核生物組織培養細
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胞株（例えば、無脊椎動物供給源または脊椎動物供給源由来のいずれかの昆虫バ

キュロウイルス発現系）は、実行可能である。しかし、共翻訳のプロセシングお

よび翻訳後のプロセシングの両方において哺乳動物細胞が好ましい。そのような

細胞の形質転換またはトランスフェクションおよび増殖は、慣用的な手順となっ

た。有用な細胞株の例としては、ＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（

ＣＨＯ）細胞株、新生児ラット腎臓（ＢＲＫ）細胞株、昆虫細胞株、鳥類細胞株

およびサル（ＣＯＳ）細胞株が挙げられる。このような細胞株についての発現ベ

クターは、通常、複製起点、プロモーター、翻訳開始部位、ＲＮＡスプライス部

位（ゲノムＤＮＡが使用される場合）、ポリアデニル化部位および転写終結部位

を含む。これらのベクターはまた、通常、選択遺伝子または増幅遺伝子を含む。

適した発現ベクターは、例えばアデノウイルス、ＳＶ４０、パルボウイルス、ワ

クシニアウイルスまたはサイトメガロウイルスのような供給源由来のプロモータ

ーを保有する、プラスミド、ウイルスまたはレトロウイルスであり得る。適した

発現ベクターの代表的な例としては、ｐＣＤＮＡ１；ｐＣＤ（Ｏｋａｙｍａら、

（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．５：１１３６－１１４２を参照のこ

と）；ｐＭＣ１ｎｅｏ  Ｐｏｌｙ－Ａ（Ｔｈｏｍａｓら、（１９８７）Ｃｅｌｌ

  ５１：５０３－５１２を参照のこと）；およびｐＡＣ  ３７３またはｐＡＣ  

６１０のようなバキュロウイルスベクター（Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙら、（１９９２）

Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏ．，ＣＲＣ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａを参照のこと）が挙げられる。

      【００８５】

  特異的なグリコシル化パターンまたは規定されたグリコシル化パターンを提供

する系において、ＩＬ－１７０タンパク質ポリペプチドを発現することが、しば

しば所望される。この場合、通常のパターンは、発現系によって自然に提供され

る。しかし、そのパターンは、ポリペプチド（例えば、グリコシル化されていな

い形態）を曝露することによって、非相同的発現系に導入される適切なグリコシ

ル化タンパク質に変更可能である。例えば、ＩＬ－１７０タンパク質遺伝子は、

哺乳動物または他のグリコシル化酵素をコードする１つ以上の遺伝子と共に同時
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形質転換され得る。このアプローチを使用して、特定の哺乳動物グリコシル化パ

ターンは原核生物または他の細胞において達成されるか、または見積られる。

      【００８６】

  ＩＬ－１７０タンパク質またはそのフラグメントは、細胞膜に結合したホスフ

ァチジルイノシトール（ＰＩ）であるように操作され得るが、しかしホスファチ

ジルイノシトール切断酵素（例えば、ホスファチジルイノシトールホスホリパー

ゼＣ）を用いた処理によって膜から除去され得る。これは、生物学的に活性な形

態で抗原を放出し、そしてタンパク質化学の標準的な手順による精製を可能にす

る（例えば、Ｌｏｗ（１９８９）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ  

９８８：４２７－４５４；Ｔｓｅら、（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１

００３－１００８；およびＢｒｕｎｎｅｒら、（１９９１）Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉ

ｏｌ．１１４：１２７５－１２８３を参照のこと）。

      【００８７】

  現在、ＩＬ－１７０タンパク質は特徴づけられているので、そのフラグメント

または誘導体は、ペプチドを合成するために従来の手順によって調製され得る。

これらは、例えば、ＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ（１９８４）Ｓｏｌｉｄ  

Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌ  Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ；ＢｏｄａｎｓｚｋｙおよびＢｏｄａ

ｎｓｚｋｙ（１９８４）Ｔｈｅ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ｏｆ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓ

ｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ；およ

びＢｏｄａｎｓｚｋｙ（１９８４）Ｔｈｅ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ｏｆ  Ｐｅ

ｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋに記載されるプロセスを含む。例えば、アジドプロセス、酸塩化物プロ

セス、酸無水物プロセス、混合無水物プロセス、活性エステル（例えば、ｐ－ニ

トロフェノールエステル、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルまたはシアノ

メチルエステル）プロセス、カルボジイミダゾールプロセス、酸化－還元プロセ

ス、またはジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣＤ）／添加プロセスが使用

され得る。固相合成および液層合成は、共に上記のプロセスに適応可能である。

      【００８８】



(57) 特表２００２－５３４１２２

  ＩＬ－１７０タンパク質、フラグメントまたは誘導体は、ペプチド合成におい

て代表的に使用される上記のプロセスに従って適切に調製される。ペプチド合成

は一般的に、アミノ酸を順番に１つずつ最終アミノ酸にまで縮合する工程を含む

段階的プロセスと呼ばれる合成か、または最終アミノ酸にペプチドフラグメント

を結合することによる合成のいずれかによる。結合反応に使用されないアミノ基

は、代表的に不正確な位置で結合することを防ぐために保護される。

      【００８９】

  固相合成が適用される場合、Ｃ末端アミノ酸は、不溶性キャリアに結合される

か、またはそのカルボキシル基を介して支持する。その不溶性キャリアは、反応

性のカルボキシル基への結合能を有する限りは特に限定されない。このような不

溶性キャリアの例としては、ハロメチルレジン（例えば、クロロメチルレジンま

たはブロモメチルレジン）、ヒドロキシメチルレジン、フェノールレジン、ｔｅ

ｒｔ－アルキルオキシカルボニル－ヒドラジド化レジンなどが挙げられる。

      【００９０】

  アミノ基保護アミノ酸は、その活性化カルボキシ基と前に形成されたペプチド

または鎖の反応性アミノ基との縮合を介して順番に結合され、漸次にペプチドが

合成される。完全な配列の合成後、そのペプチドを、ペプチドを産生するための

不溶性キャリアから分離する。この固相アプローチは、一般的にＭｅｒｒｉｆｉ

ｅｌｄら、（１９６３）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５

６によって記載される。

      【００９１】

  調製されたタンパク質およびそのフラグメントは、ペプチド分離の手段（例え

ば、抽出、沈澱、電気泳動および種々の形態のクロマトグラフィーなど）によっ

て、反応混合物から単離され、そして精製され得る。本発明のＩＬ－１７０タン

パク質は、その所望の使用に依存して種々の精製の程度で得られ得る。精製は、

本明細書中に開示されるタンパク質精製技術の使用によってか、または免疫吸着

アフィニティークロマトグラフィーにおいて本明細書に記載される抗体の使用に

よって達成され得る。この免疫吸着アフィニティークロマトグラフィーは、初め

に抗体を固体支持体に結合させる工程、次いで結合した抗体を適切な細胞供給源
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の可溶化された溶解物、タンパク質を発現する他の細胞の溶解物、またはＤＮＡ

技術の結果（下記参照）としてＩＬ－１７０タンパク質を産生する細胞の溶解物

もしくは上清と接触させる工程によって行われる。

      【００９２】

  （Ｖ．物理的改変体）

  本発明はまた、ＩＬ－１７０タンパク質のアミノ酸配列との実質的なアミノ酸

配列相同性を有するタンパク質またはペプチドを含む。これらの改変体は、種改

変体または対立遺伝子改変体を含む。

      【００９３】

  アミノ酸配列相同性または配列同一性は、残基の一致を最適化することによっ

て（必要である場合、必要とされるギャップを導入することによって）決定され

る。これは、一致として保存的な置換を考慮する場合に変化する。保存的な置換

としては、代表的に、以下の基の置換が挙げられる：グリシン、アラニン；バリ

ン、イソロイシン、ロイシン；アスパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギン、

グルタミン；セリン、スレオニン；リジン、アルギニン；およびフェニルアラニ

ン、チロシン。相同アミノ酸配列は、代表的にそれぞれ、各々のタンパク質配列

に天然の対立遺伝子および種間の改変を含むことを意図する。典型的な相同タン

パク質またはペプチドは、ＩＬ－１７０タンパク質のアミノ酸配列と（ギャップ

が導入され得る場合）２５～１００％の相同性から、（保存的な置換が含まれる

場合）５０～１００％の相同性を有する。相同性の基準は、少なくとも約３５％

、一般的には少なくとも４０％、より一般的には少なくとも４５％、頻繁には少

なくとも５０％、より頻繁には少なくとも５５％、代表的には少なくとも６０％

、より代表的には少なくとも６５％、通常には少なくとも７０％、より通常には

すくなくとも７５％、好ましくは少なくとも８０％、そしてより好ましくは少な

くとも８０％、そして特に好ましい実施形態においては、少なくとも８５％以上

である。Ｎｅｅｄｌｅｈａｍら、（１９７０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４

４３－４５３；Ｓａｎｋｏｆｆら、（１９８３）Ｃｈａｐｔｅｒ  Ｏｎｅ  ｉｎ

  Ｔｉｍｅ  Ｗａｒｐｓ，Ｓｔｒｉｎｇ  Ｅｄｉｔｓ，ａｎｄ  Ｍａｃｒｏｍｏ

ｌｅｃｕｌｅｓ：Ｔｈｅ  Ｔｈｅｏｒｙ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ｏｆ  Ｓ
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ｅｑｕｅｎｃｅ  Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ，Ａｄｄｉｓｏｎ－Ｗｅｓｌｅｙ，Ｒｅ

ａｄｉｎｇ，ＭＡ；およびＩｎｔｅｌｌｉＧｅｎｅｔｉｃｓ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ

  Ｖｉｅｗ，ＣＡのソフトウェアパッケージ；ならびにＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  

ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ

，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩもまた参照のこと。

      【００９４】

  ＩＬ－１７０タンパク質をコードする単離されたＤＮＡは、ヌクレオチドの置

換、ヌクレオチドの欠失、ヌクレオチドの挿入およびヌクレオチドストレッチの

反転によって容易に変更され得る。これらの変更は、これらの抗原、それらの誘

導体、または類似の生理的活性、免疫原性活性または抗原性活性を有するタンパ

ク質をコードする新規のＤＮＡ配列を生じる。これらの変更された配列は、変異

型抗原を産生するためか、または発現を増強するために使用され得る。増強され

た発現は、遺伝子の増幅、増加した転写、増加した翻訳および他の機構に関与し

得る。このような変異型ＩＬ－１７０タンパク質誘導体としては、代表的なタン

パク質またはそのフラグメントの予定された変異または部位特異的な変異が挙げ

られる。「変異型ＩＬ－１７０タンパク質」は、そうでなけばマウスＩＬ－１７

０の相同性の定義に分類されるポリペプチドまたは上記のヒトＩＬ－１７０タン

パク質を含むが、欠失、置換または挿入のいずれかによって自然に見い出される

ＩＬ－１７０タンパク質のアミノ酸配列とは異なる、アミノ酸配列を有する。特

に、「部位特異的な変異型ＩＬ－１７０タンパク質」としては、一般的に、表１

～６からの配列を有する対応するタンパク質との有意な相同性を有するタンパク

質が挙げられる。そして、部位特異的な変異型ＩＬ－１７０タンパク質は、これ

らの配列との種々の生物学的活性（例えば、抗原性または免疫原性）を共有する

場合、および好ましい実施形態において、開示された配列のほとんどを含む。同

様の概念は、異なるＩＬ－１７０タンパク質（特に、種々の温血動物（例えば、

哺乳動物および鳥類）において見い出されるＩＬ－１７０タンパク質）に適用す

る。前に記載したように、記述は一般的に全てのＩＬ－１７０タンパク質を含む

ことを意味し、具体的に議論されたマウスの実施形態に限定されないことを意図

することが強調される。
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      【００９５】

  部位特異的変異部位は、予め決定されるが、変異は、部位特異的である必要性

はない。ＩＬ－１７０タンパク質変異誘発は、アミノ酸の挿入または欠失を作製

することにより、行われ得る。置換、欠失、挿入または任意の組み合わせを、引

き起こして、最終構築物に達し得る。挿入は、アミノ末端またはカルボキシ末端

の融合を含む。ランダム変異誘発は、標的コドンで行われ得、次いで発現された

変異体は、所望の活性について、スクリーニングされ得る。既知の配列を有する

ＤＮＡ中の所定の部位での置換変異を作製するための方法は、当該分野において

周知である（例えば、Ｍ１３プライマー変異誘発技術またはポリメラーゼ連鎖反

応（ＰＣＲ）技術による）。Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）およびＡｕｓｕｂ

ｅｌら（１９８７および補遺）もまた参照のこと。

      【００９６】

  ＤＮＡ中の変異は、通常、読み枠の外のコード配列で行うべきではなく、そし

て好ましくは、ｍＲＮＡの二次構造（例えば、ループまたはヘアピン）を生じる

ようにハイブリダイズし得る相補領域を作成しない。

      【００９７】

  本発明はまた、組換えタンパク質（例えば、これらのタンパク質由来のセグメ

ントを用いる異種融合タンパク質）を提供する。異種融合タンパク質は、同様の

様式において、天然であるが正常ではなく融合されるタンパク質またはセグメン

トの融合である。従って、免疫グロブリンとＩＬ－１７０ポリペプチドの融合産

物は、代表的なペプチド結合において融合される配列を有する連続的なタンパク

質分子であり、代表的には、１つの翻訳産物として作製され、そして各々の起源

のペプチド由来の特性を示す。同様の概念を、異種核酸配列に適用する。

      【００９８】

  さらに、新しい構築物は、他のタンパク質由来の類似の機能的ドメインを結合

することで作製され得る。例えば、抗原結合セグメントまたは他のセグメントは

、異なる新しい融合ポリペプチドまたはフラグメント間で「交換」され得る。例

えば、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍら（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４３：１３３０

－１３３６；およびＯ’Ｄｏｗｄら（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６
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３：１５９８５－１５９９２を参照のこと。従って、特異性の新しい組み合わせ

を示す新しいキメラポリペプチドは、生物学的に関連するドメインと他の機能的

ドメインとの機能的結合から生じる。

      【００９９】

  ＢｅａｕｃａｇｅおよびＣａｒｒｕｔｈｅｒｓ（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅ

ｔｔｓ．２２：１８５９－１８６２により記載されるホスホラミダイト法は、適

切な合成ＤＮＡフラグメントを産生する。二重鎖フラグメントはしばしば、相補

鎖を合成して、そして適切な条件下で互いの鎖をアニールすることによるか、ま

たはＤＮＡポリメラーゼを用いて、相補鎖を適切なプライマー配列に付加するこ

とによる（例えば、ＰＣＲ技術）かのいずれかにより得られる。

      【０１００】

  （ＶＩ．機能的改変体）

  ＩＬ－１７０タンパク質に対する生理学的な応答をブロックすることは、ＩＬ

－１７０タンパク質の天然の結合パートナーへの抗原の結合の阻害から生じ得る

（例えば、競合阻害を通じて）。従って、本発明のインビトロアッセイは、しば

しば単離されたタンパク質、組換え膜結合型ＩＬ－１７０タンパク質を発現する

細胞由来の膜、結合セグメントを含む可溶性フラグメント、または固相基質に結

合したフラグメントを用いる。これらのアッセイはまた、結合セグメントの変異

および修飾、またはタンパク質の変異および修飾（例えば、アナログ）のいずれ

かの効果の診断決定を許容する。

      【０１０１】

  この発明はまた、競合薬物スクリーニングアッセイの使用を考慮する（例えば

、ここで抗原に対する中和抗体または結合パートナーフラグメントは、このタン

パク質に結合する試験化合物と競合する）。この様式において、この抗体を用い

て、タンパク質の１つ以上の抗原結合部位を共有する任意のポリペプチドの存在

を検出し得、そしてまた結合パートナーと別の方法で相互作用するかも知れない

このタンパク質の結合部位を占有し得る。

      【０１０２】

  さらに、ＩＬ－１７０タンパク質に対する中和抗体および高親和性レセプター
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結合部位を含む抗原の可溶性フラグメントを用いて、組織（例えば、異常な生理

機能が起っている組織）において抗原の機能を阻害し得る。

      【０１０３】

  ＩＬ－１７０抗原の「誘導体」としては、アミノ酸配列変異体、グリコシル化

改変体、および他の化学部分との共有結合体または凝集結合体が挙げられる。共

有結合性誘導体は、当該分野において周知の手段によりＩＬ－１７０アミノ酸側

鎖においてか、またはＮ末端もしくはＣ末端で見出される基への機能性の結合に

より調製され得る。これらの誘導体としては、カルボキシ末端の、またはカルボ

キシ側鎖を含む残基の脂肪酸エステルまたはアミド、水酸基含有残基のＯ－アシ

ル誘導体、およびアミノ末端アミノ酸またはアミノ基含有残基（例えば、リジン

またはアルギニン）のＮ－アシル誘導体が挙げられ得るが、限定はない。アシル

基は、Ｃ３～Ｃ１８の通常のアルキルを含むアルキル部分の群より選択され、こ

れによりアルカノイルアロイル種を形成する。キャリアタンパク質への共有結合

は、免疫原部分がハプテンである場合、重要であり得る。

      【０１０４】

  詳細には、グリコシル化の改変は、例えば、ポリペプチドの合成およびプロセ

シング中の、またはさらなるプロセシング工程におけるポリペプチドのグリコシ

ル化パターンを修飾することによる作製を含む。これを達成するための特に好ま

しい手段は、このようなプロセシングを正常に提供する、細胞由来のグリコシル

化する酵素（例えば、哺乳動物グリコシル化酵素）にポリペプチドを曝露するこ

とによる。脱グリコシル化酵素はまた、考慮される。リン酸化アミノ酸残基（例

えば、ホスホチロシン、ホスホセリン、またはホスホスレオニン）を含む他の小

さな修飾を有する同一のアミノ酸の一次配列のバージョンもまた、包含される。

      【０１０５】

  誘導体の主な群は、ＩＬ－１７０タンパク質またはそのフラグメントと他のタ

ンパク質またはポリペプチドの共有結合体である。これらの誘導体は、組換えカ

ルチャー（例えば、Ｎ末端またはＣ末端の融合）においてか、または反応性側鎖

基を介する架橋タンパク質におけるそれらの有用性に対する当該分野において公

知の試薬の使用により合成され得る。架橋剤を有する好ましい抗原誘導体部位は
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、遊離アミノ基、糖質部分、およびシステイン残基である。

      【０１０６】

  ＩＬ－１７０タンパク質と他の相同タンパク質または異種タンパク質との間の

融合ポリペプチドはまた、提供される。相同ポリペプチドは、異なる表面マーカ

ーとの間で融合され得、例えば、レセプター結合特異性を示すハイブリッドタン

パク質を生じる。同様に、異種融合体は、誘導体タンパク質の特性または活性の

組み合わせを示すように構築され得る。代表的な例は、レセプターポリペプチド

（例えば、ルシフェラーゼ）と抗原のセグメントまたはドメイン（例えば、レセ

プター結合セグメント）との融合であり、その結果、融合された抗原の存在また

は位置を容易に決定し得る。例えば、Ｄｕｌｌら、米国特許第４，８５９，６０

９号を参照のこと。他の遺伝子融合パートナーとしては、細菌βガラクトシダー

ゼ、ｔｒｐＥ、プロテインＡ、βラクタマーゼ、αアミラーゼ、アルコールデヒ

ドロゲナーゼ、および酵母α交配因子が挙げられる。例えば、Ｇｏｄｏｗｓｋｉ

ら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：８１２－８１６を参照のこと。

      【０１０７】

  ＢｅａｕｃａｇｅおよびＣａｒｒｕｔｈｅｒｓ（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅ

ｔｔｓ．２２：１８５９－１８６２により記載されるホスホラミダイト法は、適

切な合成ＤＮＡフラグメントを産生する。二重鎖フラグメントはしばしば、相補

鎖を合成して、そして適切な条件下で互いの鎖をアニールすることよるか、また

はＤＮＡポリメラーゼを用いて、相補鎖を適切なプライマー配列に付加すること

によるかのいずれかにより得られる。

      【０１０８】

  このようなポリペプチドはまた、リン酸化、スルホン化、ビオチニル化、また

は他の部分、特にリン酸基に類似の分子形状を有する部分の付加または除去によ

り化学的に修飾されているアミノ酸残基を有し得る。いくつかの実施形態におい

て、修飾は、有用な標識試薬であるか、または精製標的（例えば、アフィニティ

ーリガンド）として役立つ。

      【０１０９】

  融合タンパク質は、代表的に組換え核酸法か、または合成ペプチド法のいずれ
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かにより、作製される。核酸操作および発現に関する技術は、例えば、Ｓａｍｂ

ｒｏｏｋら（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（第２版）、第１～３巻、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙに一般的に記載される。ポリペプチドの合

成に関する技術は、例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（１９６３）Ｊ．Ａｍｅｒ．

Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５６；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（１９８

６）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３２：３４１－３４７；およびＡｔｈｅｒｔｏｎら（１

９８９）Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ  

Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ  ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄに

記載される。

      【０１１０】

  本発明はまた、アミノ酸配列またはグリコシル化において、改変体とは異なる

ＩＬ－１７０タンパク質の誘導体の使用を意図する。そのような誘導体は、化学

部分との共有結合性の会合または集合性の会合を含み得る。これらの誘導体は、

一般的に３つのクラスに分類される：（１）塩、（２）側鎖および末端残基の共

有結合改変、および（３）吸着複合体（例えば、細胞膜を伴う）。そのような共

有結合性誘導体または集合性誘導体は、免疫原として、イムノアッセイにおける

試薬として、または精製方法（例えば、抗原または他の結合タンパク質のアフィ

ニティー精製）において、有用である。例えば、ＩＬ－１７０抗原は、抗－ＩＬ

－１７０タンパク質抗体もしくはそのレセプターまたは他の結合パートナーのア

ッセイまたは精製における使用のために、当該分野において周知の方法により、

固体支持体（例えば、臭化シアン活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）に共有結合によっ

て固定化され得るか、またはグルタルアルデヒド架橋を伴うかまたは伴わずにポ

リオレフィン表面上に吸着され得る。ＩＬ－１７０抗原はまた、診断的アッセイ

における使用のために、検出基で標識され得る（例えば、クロラミンＴ手順によ

る放射ヨウ素標識、希土類キレートへの共有結合、または別の蛍光部分への結合

体化）。ＩＬ－１７０タンパク質の精製は、固定化された抗体または結合パート

ナーによって、もたらされ得る。

      【０１１１】
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  本発明の可溶化されたＩＬ－１７０抗原またはフラグメントは、タンパク質ま

たはそのフラグメントに対して特異的な抗血清または抗体の産生のために、免疫

原として使用され得る。精製された抗原を使用して、タンパク質を含む不純な調

製物の種々の形態を用いて免疫化することによって調製されるモノクローナル抗

体または結合フラグメントをスクリーニングし得る。詳細には、用語「抗体」と

はまた、天然の抗体の抗原結合フラグメントを含む。精製されたＩＬ－１７０タ

ンパク質はまた、抗原を含むタンパク質または細胞フラグメントの増強されたレ

ベルの存在に応答して生成される任意の抗体を検出する試薬として使用され得、

その両者は、異常性または特定の生理学的状態もしくは疾患状態の診断となり得

る。さらに、抗原フラグメントはまた、すぐ下に記載されるように、本発明の抗

体を産生するための免疫原として役に立ち得る。例えば、本発明は、表１－６に

示されるヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列またはそれらを含む

タンパク質のフラグメントに対して、惹起される抗体を意図する。詳細には、本

発明は、脂質二重層の外側に位置することが予期される特定のフラグメントに対

する結合親和性を有するか、またはそのフラグメントに対して惹起される抗体を

意図する。

      【０１１２】

  本発明は、さらに密接に関連する種改変体の単離を意図する。サザンブロット

分析は、類似の遺伝子実体が、他の哺乳動物（例えば、ラットおよびヒト）に存

在することを確立した。おそらく、ＩＬ－１７０タンパク質は、種改変体（例え

ば、げっ歯動物、ウサギ、肉食動物、偶蹄目、奇蹄類、霊長類）に広く存在する

。

      【０１１３】

  本発明はまた、構造、発現、および機能において明確さおよび類似性の両方を

示す関連抗原の群を単離する方法を提供する。この抗原の多くの生理学的効果の

解明は、異なる種改変体の単離および特徴付けによって、大いに促進される。詳

細には、本発明は、異なる種において、さらなる相同な遺伝子実体を同定するた

めの有用なプローブを提供する。

      【０１１４】
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  単離された遺伝子は、対応するＩＬ－１７０タンパク質の発現を欠損している

細胞（例えば、対応する抗原を欠損しており、そしてネガティブバックグランド

活性を示すはずである種型または種細胞のいずれか）の形質転換を可能にする。

形質転換された遺伝子の発現は、規定された種改変体または単一種改変体を伴う

、抗原性において純粋な細胞株の単離を可能にする。このアプローチは、ＩＬ－

１７０タンパク質の生理学的効果のより感度の高い検出および識別を可能にする

。細胞下フラグメント（例えば、細胞質体または膜フラグメント）が単離され、

そして使用され得る。

      【０１１５】

  そのタンパク質によって提供される、種々の生理学的機能または分化機能をも

たらす重要な構造エレメントの詳細な分析が、現代の分子生物学の標準的技術を

使用すると、可能である（特に関連するクラスのメンバーを比較する際）。例え

ば、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍら（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４３：１３３９－

１３３６において記載される、ホモログスキャニング変異誘発技術；およびＯ’

Ｄｏｗｄ、ら(１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：１５９８５－１５

９９２において使用されるアプローチ；およびＬｅｃｈｌｅｉｔｅｒ、ら（１９

９０）ＥＭＢＯ  Ｊ．９：４３８１－４３９０を参照のこと。

      【０１１６】

  詳細には、機能的ドメインまたは機能的セグメントは、種改変体の間で置換さ

れて、どのような構造的特徴が、結合パートナーの親和性および特異性の両方な

らびにシグナル伝達において重要であるのかを決定し得る。異なる改変体のアレ

イが、結合パートナーの異なる種改変体との相互作用の組み合わせた特性を示す

分子についてスクリーニングするために使用される。

      【０１１７】

  抗原内在化は、特定の状況下において生じ得、そして細胞内成分と相互作用に

関与するタンパク質の「細胞外」セグメントとの相互作用が生じ得る。他の細胞

内成分と相互作用するＩＬ－１７０タンパク質の特定のセグメントは、変異原性

または直接的な生化学的方法（例えば、架橋方法または親和性方法）によって、

同定され得る。結晶学的方法または他の物理的方法による構造分析もまた、適用
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可能である。生物学的機能の機構のさらなる調査は、親和性方法または遺伝的手

段（例えば、変異体の相補性分析）によって単離可能であり得る関連成分の研究

を含む。

      【０１１８】

  ＩＬ－１７０タンパク質の発現および制御のさらなる研究が、探求される。抗

原と会合する制御エレメントは、差次的発生的発現パターン、組織特異的発現パ

ターン、または他の発現パターンを示し得る。上流遺伝子領域または下流遺伝子

領域（例えば、制御エレメント）が目的のものである。

      【０１１９】

  抗原の構造研究は、新たな改変体、特に、結合パートナーに対してアゴニスト

特性またはアンタゴニスト特性を示すアナログの設計に導く。これは、所望の活

性スペクトルを示す改変体を単離するための、以前に記載されたスクリーニング

法と組み合わせられ得る。

      【０１２０】

  他の細胞型における発現はしばしば、特定の抗原において、グリコシル化の差

異を生じる。種々の種改変体は、アミノ酸配列以外の構造の差異に基づく異なる

機能を示し得る。差次的改変は、差次的機能の原因となり得、そしてその効果の

解明は現在、可能である。

      【０１２１】

  従って、本発明は、抗原－結合パートナー相互作用に関連する重要な試薬を提

供する。前述の説明は、主にマウスＩＬ－１７０およびヒトＩＬ－１７０タンパ

ク質に対して焦点を合わせてきたが、当業者は、本発明は、他の抗原（例えば、

マウスおよび他の哺乳動物種または対立遺伝子改変体、ならびにそれらの改変体

）を含むことをすぐに認識する。

      【０１２２】

  （ＶＩＩ．抗体）

  抗体は、タンパク質の天然に存在する形態および組換え形態の両方において、

種々のＩＬ－１７０タンパク質（種改変体または対立遺伝子改変体およびそれら

のフラグメントを含む）に対して惹起され得る。さらに、抗体は、その活性形態
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または不活性形態のいずれかにおいて、ＩＬ－１７０タンパク質に対して惹起さ

れる。抗イディオタイプ抗体もまた、意図される。

      【０１２３】

  抗原の予め決定されたフラグメントに対する抗体（結合フラグメントおよび一

本鎖バージョンを含む）は、免疫原性タンパク質を有するフラグメントの結合体

で動物を免疫化することによって、惹起され得る。モノクローナル抗体が、所望

の抗体を分泌する細胞から調製される。これらの抗体は、正常なＩＬ－１７０タ

ンパク質または欠損ＩＬ－１７０タンパク質との結合についてスクリーニングさ

れ得るか、またはアゴニスト活性もしくはアンタゴニスト活性（例えば、結合パ

ートナーを通して媒介される）についてスクリーニングされ得る。これらのモノ

クローナル抗体は、通常は、少なくとも約１ｍＭのＫD、より一般的には、少な

くとも約３００μＭのＫD、代表的には少なくとも約１０μＭのＫD、より代表的

には少なくとも約３０μＭのＫD、好ましくは、少なくとも約１０μＭのＫD、お

よびより好ましくは少なくとも約３μＭのＫDまたはより良いＫDで結合する。

      【０１２４】

  抗体（例えば、ポリクローナル抗体（規定された免疫原（例えば、配列番号８

の成熟アミノ酸配列もしくはそのフラグメントまたは配列番号７の核酸から生成

されるポリペプチドからなる免疫原）に対して生成される）と特異的に結合する

か、または抗体に対して特異的に免疫反応性である、ＩＬ－１７０ポリペプチド

は、代表的にイムノアッセイにおいて、決定される。本明細書中に記載されるそ

れらの核酸配列（本明細書中に構造的および機能的に定義されるようなプロトタ

イプのＩＬ－１７３ポリペプチド、ＩＬ－１７４ポリペプチド、ＩＬ－１７６ポ

リペプチドまたはＩＬ－１７７ポリペプチドに対して生成されるポリクローナル

抗体を選択的に結合するポリペプチドをコードする機能的改変体を含む）は、本

発明の境界または限界内に含まれる。イムノアッセイは、例えば、配列番号８の

タンパク質に対して惹起されたポリクローナル抗血清を代表的に使用する。この

抗血清は、適切な他のＩＬ－１７０ファミリーメンバー（好ましくは、同じ種に

由来する）に対して低い交叉反応性を有するように選択され、そして任意のその

ような交叉反応性は、イムノアッセイにおける使用の前に、免疫吸着によって除
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去される。適切な選択的血清調整物が、単離され、そして特徴付けられ得る。

      【０１２５】

  イムノアッセイにおける使用のための抗血清を生成するために、タンパク質（

例えば、配列番号８のタンパク質）が、本明細書中に記載されるように単離され

る。例えば、組換えタンパク質は、哺乳動物細胞株において産生され得る。適切

な宿主（例えば、マウスの近交系（例えば、Ｂａｌｂ／ｃ）を標準的なアジュバ

ンド（例えば、フロイントアジュバンド）および標準的なマウス免疫化プロトコ

ル（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅを参照のこと）を使用して、配列番号８のタン

パク質で免疫化される。あるいは、本明細書中で開示される配列に由来する実質

的に全長の合成ペプチドが、免疫原として使用され得る。ポリクローナル血清は

収集されて、イムノアッセイ（例えば、固体支持体上に固定化された免疫原を有

する固相イムノアッセイ）における免疫原タンパク質に対して滴定される。１０

4またはそれより大きな力価を有するポリクローナル抗血清が選択されて、そし

て競合的結合イムノアッセイ（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、前出、５

７０－５７３頁に記載されるもの）を使用して、他のＩＬ－１７０ファミリーメ

ンバー（例えば、ＩＬ－１７１、ＩＬ－１７２、またはＩＬ－１７５）に対する

交叉反応性について試験される。好ましくは、少なくとも、２つのＩＬ－１７０

ファミリーメンバーが、標的と共に、この決定の際に使用される。これらのＩＬ

－１７０ファミリーメンバーは、組換えタンパク質として生成され得、そして本

明細書中に記載される標準的な分子生物学的技術およびタンパク質化学技術を使

用して、単離される。従って、ＩＬ－１７０ファミリーメンバーのサブセットに

対する所望の選択性または特異性を有する抗体調製物が同定され得るか、または

産生され得る。

      【０１２６】

  競合的結合形式におけるイムノアッセイは、交叉反応性決定のために使用され

得る。例えば、成熟した配列番号８のタンパク質は、固体支持体に固定化され得

る。このアッセイに添加されたタンパク質は、固定化された抗原に対する抗血清

の結合と競合する。固定化されたタンパク質に対する抗血清の結合と競合する上

記タンパク質の能力は、配列番号８のタンパク質と比較される。上記タンパク質
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についてのパーセント交叉反応性が、標準的な計算を使用して算出される。上記

に列挙された各タンパク質について、１０％未満の交叉反応性を有するそれらの

抗血清が選択されて、そしてプールされた。次いで交叉反応抗体は、上記に列挙

されたタンパク質で免疫吸着することによって、プールされた抗血清から除去さ

れる。

      【０１２７】

  次いで、免疫吸着およびプールされた抗血清は、上記のように、第２タンパク

質と免疫原タンパク質とを比較するために、競合的結合イムノアッセイにおいて

使用される。この比較を行うために、２つのタンパク質が、広範な濃度において

それぞれアッセイされ、固定化されたタンパク質に対する、抗血清の結合を５０

％阻害するのに必要とされる各タンパク質の量が決定される。もし必要とされる

第２のタンパク質の量が、必要とされるタンパク質（例えば配列番号８のタンパ

ク質）の量の２倍よりも少なければ、第２のタンパク質は、免疫原に対して生成

された抗体に特異的に結合したことになる。

      【０１２８】

  本発明の抗体（抗原結合フラグメントを含む）は、有意な診断的価値または治

療的価値を有し得る。抗体は、結合パートナーを結合し、そして抗原結合を阻害

するか、または生物学的応答を誘発する抗原の能力を阻害する強力なアンタゴニ

ストであり得る。抗体はまた、非中和抗体としても有用であり得、そして毒素ま

たは放射性核種と結合され得、その結果、抗体が抗原に結合した場合に、それを

発現する細胞（例えば、その表面に）は、抹殺される。さらに、これらの抗体は

、リンカーによって、直接的または関節的にのいずれかで、薬物または他の治療

剤と結合体化され得、そして薬物ターゲッティングをもたらし得る。

      【０１２９】

  本発明の抗体はまた、診断的適用において有用であり得る。捕捉抗体または非

中和抗体のように、抗体は、パートナーによる結合を阻害せずに抗原を結合する

能力についてスクリーニングされ得る。中和抗体のように、抗体は、競合的結合

アッセイにおいて有用であり得る。抗体はまた、ＩＬ－１７０タンパク質または

その結合パートナーを検出または定量する際に有用である。例えば、Ｃｈａｎ編
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（１９８７）Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｇｕｉｄｅ  

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｏｒｌａｎｄ、Ｆｌａ．；Ｎｇｏ編（１９８８

）Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ  Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ  Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓ

ｓ、ＮＹ；ならびにＰｒｉｃｅおよびＮｅｗｍａｎ編（１９９１）Ｐｒｉｎｃｉ

ｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ｏｆ  Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ  Ｓｔｏ

ｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ、ＮＹを参照のこと。

      【０１３０】

  抗原フラグメントは、他の物質（特に、ポリペプチド）に結合され得る（免疫

原として使用されるように、ポリペプチドと融合され得るか、または共有結合さ

れ得る）。抗原およびそのフラグメントは、種々の免疫原（例えば、キーホール

リンペットヘモシアニン、ウシ血清アルブミン、破傷風毒素など）と融合され得

るか、または共有結合され得る。ポリクローナル抗血清を調製する方法の説明の

ために、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、Ｈｏｅｂｅｒ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｄｉｖｉ

ｓｉｏｎ、ＨａｒｐｅｒおよびＲｏｗ、１９６９；Ｌａｎｄｓｔｅｉｎｅｒ（１

９６２）Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ  ｏｆ  Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｒｅａｃｔ

ｉｏｎｓ、Ｄｏｖｅｒ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、および

Ｗｉｌｌｉａｍｓら、（１９６７）Ｍｅｔｈｏｄ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ

  ａｎｄ  Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第１巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒ

ｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと。代表的な方法は、抗原を用いて、動物

を超免疫化する工程を包含する。反復して免疫化した直後に、次いで動物の血液

は、採取され、そしてγグロブリンが単離される。

      【０１３１】

  いくつかの例において、種々の哺乳動物宿主（例えば、マウス、齧歯類、霊長

類、ヒトなど）由来のモノクローナル抗体を調製することが望ましい。このよう

なモノクローナル抗体を調製するための技術の説明は、例えば、Ｓｔｉｔｅｓら

（編）Ｂａｓｉｃ  ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第４版

）、Ｌａｎｇｅ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｌｏｓ  Ａｌｔ

ｏｓ、ＣＡ、およびその中で引用される参考文献；ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ

（１９８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ
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、ＣＳＨ  Ｐｒｅｓｓ；Ｇｏｄｉｎｇ（１９８６）Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第２版

）Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ；ならびに特に、Ｋｏｈｌ

ｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９

７において見出され得、これは、モノクローナル抗体を産生する１つの方法を議

論する。手短に要約すれば、この方法は、免疫原を用いて動物を注射する工程を

包含する。次いで、この動物を屠殺し、そして細胞をその脾臓から取り、次いで

この細胞を、骨髄腫細胞に融合する。結果は、インビトロで再生し得る、ハイブ

リッド細胞または「ハイブリドーマ」である。次いで、ハイブリドーマの集団を

、個々のクローンを単離するためにスクリーニングし、これらの各々は、免疫原

に対して単一の抗体種を分泌する。この様式において、得られた個々の抗体種は

、免疫原性物質上で認識される特定の部位に応答して産生される、免疫動物由来

の不死化されかつクローン化された単一のＢ細胞の産物である。

      【０１３２】

  他の適切な技術は、抗原性のポリペプチド、あるいはファージまたは類似のベ

クターにおける抗体のライブラリーの選択物へのリンパ球のインビトロでの曝露

を含む。Ｈｕｓｅら（１９８９）「Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ  ｏｆ  ａ  Ｌａｒｇ

ｅ  Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｉｍｍｕｎ

ｏｇｌｏｂｕｌｉｎ  Ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ  ｉｎ  Ｐｈａｇｅ  Ｌａｍｂｄａ

」Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１；およびＷａｒｄら（１９８９

）Ｎａｔｕｒｅ  ３４１：５４４－５４６を参照のこと。本発明のポリペプチド

および抗体（キメラ抗体またはヒト化抗体を含む）は、改変を加えてか、または

加えずに使用され得る。頻繁に、このポリペプチドおよび抗体は、検出可能なシ

グナルを提供する物質と、共有結合または非共有結合のいずれかで結合すること

によって標識される。広範な種々の標識および結合体化技術が公知であり、そし

て科学文献および特許文献の両方において広範に報告される。適切な標識として

は、放射性核種、酵素、基質、コファクター、インヒビター、蛍光部分、化学発

光部分、磁気性粒子（ｍａｇｎｅｔｉｃ  ｐａｒｔｉｃｌｅ）などが挙げられる

。このような標識の使用を教示する特許としては、米国特許第３，８１７，８３
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７号；同第３，８５０，７５２号；同第３，９３９，３５０号；同第３，９９６

，３４５号；同第４，２７７，４３７号；同第４，２７５，１４９号；および同

第４，３６６，２４１号が挙げられる。また、組換え免疫グロブリンが産生され

得る。Ｃａｂｉｌｌｙ、米国特許第４，８１６，５６７号を参照のこと。

      【０１３３】

  本発明の抗体はまた、タンパク質の単離におけるアフィニティクロマトグラフ

ィのために使用され得る。抗体が固体支持体（例えば、アガロース、セファデッ

クスなどのような粒子）に結合されるカラムが調製され得、ここで、細胞溶解物

がカラムを通過し得、カラムを洗浄し、その後、穏やかな変性剤の濃度を増加さ

せ、これによって、精製されたＩＬ－１７０タンパク質が放出される。

      【０１３４】

  この抗体はまた、特定の発現産物についての発現ライブラリーをスクリーニン

グするために使用され得る。通常、このような手順において使用される抗体は、

抗体の結合によって、抗原の存在の検出を容易にする部分を用いて標識される。

      【０１３５】

  各々のＩＬ－１７０タンパク質に対して惹起される抗体はまた、抗イディオタ

イプ抗体を惹起するために有用である。これらは、それぞれの抗原の発現に関連

した種々の免疫学的状態の検出または診断に有用である。

      【０１３６】

  （ＶＩＩＩ．使用）

  本発明は、本明細書中の他の場所（例えば、生理学的異常または発生異常につ

いての一般的説明においてか、あるいは以下の診断キットの説明において）で記

載されるような診断適用における使用を見出す試薬を提供する。

      【０１３７】

  本発明はまた、有意な治療価値を有する試薬を提供する。ＩＬ－１７０タンパ

ク質に対する結合親和性を有すると同定される化合物とともに、ＩＬ－１７０タ

ンパク質（天然に存在するか、または組換え体）、そのフラグメントおよびそれ

に対する抗体は、異常な生理機能または発達（異常な増殖を含む）に関連する状

態（例えば、癌性状態または変性状態）の処置において有用であるはずである。
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異常な増殖、再生、変性および萎縮症は、本明細書中で提供される組成物を使用

する適切な治療処置によって調節され得る。例えば、ＩＬ－１７０抗原による異

常な発現または異常なシグナル伝達に関連する疾患または障害は、このタンパク

質のアゴニストまたはアンタゴニストについての有望な標的であるはずである。

      【０１３８】

  他の異常な発生状態は、ノザンブロット分析によってＩＬ－１７０抗原のｍＲ

ＮＡを有することが示される細胞型において公知である。Ｂｅｒｋｏｗ（編）Ｔ

ｈｅ  Ｍｅｒｃｋ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ  ａｎｄ  Ｔｈｅ

ｒａｐｙ、Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ．、Ｒａｈｗａｙ，Ｎ．Ｊ．；およびＴｈｏｒｎら

  Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ｏｆ  Ｉｎｔｅｒｎａｌ  Ｍ

ｅｄｉｃｉｎｅ、ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ、Ｎ．Ｙ．を参照のこと。これらの問

題は、本明細書中で提供される組成物を使用して、予防または処置されやすいか

もしれない。

      【０１３９】

  ＩＬ－１７０に結合する組換え抗体が精製され得、次いで患者に投与される。

これらの試薬は、さらなる活性成分または不活性成分（例えば、従来の薬学的に

受容可能なキャリアまたは希釈剤、例えば、生理学的に無害の安定剤および賦形

剤に加えて免疫原性アジュバントにおいて）を用いた治療用途のために組み合わ

せられ得る。これらの組み合わせは、滅菌濾過され得、そして安定化水性調製物

における投薬バイアルまたは貯蔵所における凍結乾燥によるような投薬形態中に

置かれる。本発明はまた、抗体またはその結合フラグメント（補体結合ではない

形態を含む）の使用を意図する。

      【０１４０】

  ＩＬ－１７０抗原に対する結合親和性を有する結合パートナーまたは化合物に

ついての、ＩＬ－１７０を用いるスクリーニングが実施され得る（関連した成分

の単離を含む）。次いで、引き続く生物学的アッセイが、この化合物が、内因性

の生物学的活性を有し、従って、抗原の活性をブロックする点で、アゴニストま

たはアンタゴニストであるか否かを決定するために利用され得る。本発明は、さ

らにアンタゴニストとして、ＩＬ－１７０タンパク質に対する抗体の治療用途を
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意図する。このアプローチは、他のＩＬ－１７０タンパク質種改変体を用いて、

特に有用であるはずである。

      【０１４１】

  有効な治療について必要な試薬の量は、多くの異なる因子（投与手段、標的部

位、患者の生理学的状態および投与される他の薬剤（ｍｅｄｉｃａｎｔ）を含む

）に依存する。従って、処置投薬は、安全性および有効性を最適化するために滴

定されるはずである。代表的には、インビトロで用いられる投薬は、これらの試

薬のインサイチュ投与に有用な量で、有用なガイダンスを提供し得る。特定の障

害の処置のための有効な用量の動物実験は、ヒト投薬のさらなる予測的な指示を

提供する。種々の考察が、例えば、Ｇｉｌｍａｎら（編、１９９０）Ｇｏｏｄｍ

ａｎおよびＧｉｌｍａｎ’ｓ：Ｔｈｅ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｂａ

ｓｅｓ  ｏｆ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、第８版、Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅ

ｓｓ；ならびにＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃ

ｉｅｎｃｅｓ、第１７版（１９９０）  Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏ

．、Ｅａｓｔｏｎ、Ｐｅｎｎにおいて記載される。投与の方法（例えば、経口投

与、静脈内投与、腹腔内投与または筋肉内投与、経皮拡散など）は、これらの中

および以下に議論される。Ｌａｎｇｅｒ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：

１５２７－１５３３もまた参照のこと。薬学的に受容可能なキャリアとしては、

水、生理食塩水、緩衝液、および例えば、Ｍｅｒｃｋ  Ｉｎｄｅｘ、Ｍｅｒｃｋ

＆Ｃｏ．，Ｒａｈｗａｙ，Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙに記載される他の化合物が挙げ

られる。投薬範囲は、適切なキャリアを有して、通常、１ｍＭ濃度よりも低い量

、代表的には、約１０μＭ濃度未満、通常、約１００ｎＭ未満、好ましくは、約

１０ｐＭ（ピコモル）未満、そして最も好ましくは、約１ｆＭ（フェムトモル）

未満の量であることが予期される。緩慢な放出処方物または緩慢な放出装置は、

しばしば、連続投与に有用である。

      【０１４２】

  ＩＬ－１７０タンパク質、そのフラグメントおよびそれに対する抗体、または

そのフラグメント、アンタゴニストおよびアゴニストが、処置されるべき宿主に

直接的に投与され得るか、または化合物のサイズに依存して、それらの投与の前
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に、キャリアタンパク質（例えば、オバルブミンまたは血清アルブミン）をそれ

らに結合体化させることが望ましくあり得る。治療処方物は、任意の従来の投薬

処方物において投与され得る。活性成分は単独で投与され得るが、薬学的処方物

として存在することが好ましい。処方物は、代表的には、１つ以上のその受容可

能なキャリアと一緒に、上記で定義されたような少なくとも１つの活性成分を含

む。各々のキャリアは、他の成分と適合し、そして患者に対して有害ではないと

いう意味で、薬学的に受容可能かつ生理学的に受容可能な両方であるべきである

。処方としては、経口投与、直腸投与、鼻投与または非経口投与（皮下、筋肉内

、静脈内および皮内を含む）に適した処方が挙げられる。この処方は、簡便に、

単位投薬形態において存在し得、そして薬学の分野において周知の任意の方法に

よって調製され得る。例えば、Ｇｉｌｍａｎら（編、１９９０）Ｇｏｏｄｍａｎ

  ａｎｄ  Ｇｉｌｍａｎ’ｓ：Ｔｈｅ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｂａ

ｓｅｓ  ｏｆ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、第８版、Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅ

ｓｓ、Ｐａｒｒｙｔｏｗｎ、ＮＹ；Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅ

ｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１７版（１９９０）Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉ

ｓｈｉｎｇ  Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎ．；Ａｖｉｓら（編、１９９３）

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｄｏｓａｇｅ  Ｆｏｒｍｓ：Ｐａｒｅｎｔｅｒ

ａｌ  Ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｓ  第２版、Ｄｅｋｋｅｒ、ＮＹ；Ｌｉｅｂｅｒｍ

ａｎら（編  １９９０）Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｄｏｓａｇｅ  Ｆｏｒ

ｍｓ：Ｔａｂｌｅｔｓ  第２版、Ｄｅｋｋｅｒ、ＮＹ；およびＬｉｅｂｅｒｍａ

ｎら（編  １９９０）Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｄｏｓａｇｅ  Ｆｏｒｍ

ｓ：Ｄｉｓｐｅｒｓｅ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｄｅｋｋｅｒ、ＮＹを参照のこと。本

発明の治療は、他の治療（サイトカインを含む）試薬と関連して組み合わせられ

得るか、または用いられ得る。

      【０１４３】

  本発明のＩＬ－１７０タンパク質の、天然に存在する形態および組換え形態の

両方は、特に、タンパク質に対する結合活性について化合物をスクリーニングし

得るキットおよびアッセイ方法に有用である。自動化アッセイのいくつかの方法

が、短期間での幾万もの化合物のスクリーニングを可能にするために、近年開発
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されている。例えば、固体支持体上で合成される複数の限定されたポリマーによ

る結合親和性を試験するための手段を記載する、Ｆｏｄｏｒら（１９９１）Ｓｃ

ｉｅｎｃｅ  ２５１：７６７－７７３を参照のこと。適切なアッセイの開発は、

本発明によって提供されるような、精製された、可溶性の大量のＩＬ－１７０タ

ンパク質の有効性によって非常に容易にされ得る。

      【０１４４】

  本発明は、特に、任意の種々の薬物スクリーニング技術において、組換え抗原

を使用することによる化合物のスクリーニングに有用である。特異的なリガンド

のスクリーニングにおいて組換えタンパク質を使用する利点としては、以下が挙

げられる：（ａ）特定の供給源由来の抗原の改善された回復可能な供給源；（ｂ

）アッセイにおいてノイズ比に対してより良いシグナルを与える細胞当たりの潜

在的により多い数の抗原分子；および（ｃ）種改変体特異性（理論的に、より大

きい生物学的特異性および疾患特異性を与える）。この精製されたタンパク質は

、多数のアッセイ（代表的には、インビトロアッセイ）において試験され得、こ

のアッセイは、生物学的に関連する応答を評価する。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ  

Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；Ｈｏｏｄ

ら  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ；Ｐａｕｌ（

編）Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；およびＭｅｔｈｏｄｓ  

ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓを参照のこと。

      【０１４５】

  薬物のスクリーニングの１つの方法は、ＩＬ－１７０抗原を発現する組換えＤ

ＮＡ分子で安定に形質導入される、真核生物宿主細胞または原核生物宿主細胞を

利用する。他の機能的に等価な抗原由来の単離において抗原を発現する細胞が、

単離され得る。このような細胞（生存形態または固定形態のいずれかにおいて）

は、標準的なタンパク質－タンパク質結合アッセイのために使用され得る。細胞

性応答を検出するための感度のよい方法を記載する、Ｐａｒｃｅら（１９８９）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：２４３－２４７；およびＯｗｉｃｋｉら（１９９０）

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：４００７－４０１１

をまた参照のこと。競合アッセイは、細胞（ＩＬ－１７０タンパク質の供給源）
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を、リガンドに対する既知の結合親和性を有する標識化結合パートナーまたは抗

体（例えば、125Ｉ－抗体）および結合組成物に対する結合親和性が測定される

試験サンプルとともに接触させ、そしてインキュベートする場合に、特に有用で

ある。次いで、結合された、および遊離の標識されていない結合組成物を、抗原

結合の程度を評価するために分離する。結合した試験化合物の量は、既知の供給

源に対して結合する標識されたレセプターの量に反比例する。多数の技術のうち

のいずれかが、結合の程度を評価するために、遊離の抗原から結合物を分離する

ために使用され得る。この分離工程は、代表的には、洗浄後のフィルターへの接

着、洗浄後のプラスチックへの接着、または細胞膜の遠心分離のような手順を含

む。生存細胞はまた、ＩＬ－１７０タンパク質媒介性機能（例えば、セカンドメ

ッセンジャーレベル（すなわち、Ｃａ++；細胞増殖；イノシトールリン酸プール

変化；など））に対する薬物の効果についてスクリーニングするために使用され

得る。いくつかの検出方法は、分離工程（例えば、近接感受性（ｐｒｏｘｉｍｉ

ｔｙ  ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ）検出系）の除去を可能にする。カルシウム感受性色

素は、蛍光計（ｆｌｕｏｒｉｍｅｔｅｒ）または蛍光細胞分類装置を用いたＣａ

++レベルの検出に有用である。

      【０１４６】

  別の方法は、ＩＬ－１７０タンパク質の供給源として、形質導入された真核生

物宿主細胞または原核生物宿主細胞由来の膜を使用する。これらの細胞は、膜結

合ＩＬ－１７０タンパク質の発現（例えば、操作された膜結合形態）を指向する

ＤＮＡベクターで、安定に形質導入される。本質的に、この膜は、細胞から調製

され、そして任意のレセプター／リガンド型結合アッセイ（例えば、上記で示さ

れた競合アッセイ）において使用される。

      【０１４７】

  さらに別のアプローチは、形質転換された真核生物宿主細胞かあるいは原核生

物宿主細胞由来の、可溶化されており精製されていないかまたは可溶化されて精

製された、ＩＬ－１７０タンパク質の使用である。これにより、増加した特異性

、自動化のための能力および高い薬物試験スループットという利点を有する「分

子」結合アッセイが可能になる。
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      【０１４８】

  薬物スクリーニングに関する別の技術は、ＩＬ－１７０に対する適切な結合親

和性を有する化合物についての高スループットスクリーニングを提供するアプロ

ーチを含み、そして詳細に、Ｇｅｙｓｅｎ、欧州特許出願８４／０３５６４（１

９８４年９月１３日公開）に記載される。第１に、多数の異なる小さいペプチド

試験化合物が、固相基板（例えば、プラスチックピンまたは他のいくつかの適切

な表面）上で合成される（Ｆｏｄｏｒら（１９９１）を参照のこと）。ついで、

その全てのピンが、可溶化されており精製されていないかまたは可溶化されて精

製された、ＩＬ－１７０結合組成物と反応させられ、そして洗浄される。次の段

階は、結合した結合組成物の検出を含む。

      【０１４９】

  合理的な薬物設計はまた、ＩＬ－１７０タンパク質および他のエフェクターま

たはアナログの分子形状の構造的研究に基づき得る。エフェクターは、抗原結合

に応答して他の機能を媒介する他のタンパク質であり得るし、または抗原と通常

相互作用する他のタンパク質であり得る。どの部位が特異的な他のタンパク質と

相互作用するかを決定するための１つの手段は、物理的構造決定である（例えば

、Ｘ線結晶学技術または２次元ＮＭＲ技術）。これらは、どのアミノ酸残基が分

子接触領域を形成するかに関しての案内を提供する。タンパク質構造決定の詳細

な記述に関しては、例えば、ＢｌｕｎｄｅｌｌおよびＪｏｈｎｓｏｎ（１９７６

）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒ

ｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと。

      【０１５０】

  精製されたＩＬ－１７０タンパク質は、上記の薬物スクリーニング技術におけ

る使用のために、直接プレート上にコートされ得る。しかし、これらのリガンド

に対する非中和抗体は、それぞれのリガンドを固相上に固定化するための捕獲抗

体として使用され得る。

      【０１５１】

  （ＩＸ．キット）

  本発明はまた、結合組成物の存在を検出するための種々の診断キットおよび方
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法におけるＩＬ－１７０タンパク質、そのフラグメント、ペプチドおよびそれら

の融合産物の使用を意図する。代表的には、そのキットは、規定されたＩＬ－１

７０ペプチドまたはＩＬ－１７０遺伝子セグメントあるいはＩＬ－１７０ペプチ

ドもしくはＩＬ－１７０遺伝子フラグメントを認識する試薬（例えば、抗原フラ

グメントまたは抗体）のいずれかを含む区画を有する。

      【０１５２】

  ＩＬ－１７０タンパク質に対する試験化合物の結合親和性を決定するためのキ

ットは、代表的には、試験化合物；標識化合物（例えば、抗原に対する既知の結

合親和性を有する抗体）；ＩＬ－１７０タンパク質の供給源（天然に存在するか

または組換え体）；および結合した標識化合物を遊離の標識化合物から分離する

ための手段（例えば、抗原を固定化するための固相）を含む。一旦化合物がスク

リーニングされると、抗原に対する適切な結合親和性を有する化合物が、その化

合物が天然の抗原に対して類似の生物学的活性を示すかどうかを決定するための

当該分野で周知のような適切な生物学的アッセイにおいて評価され得る。組換え

ＩＬ－１７０タンパク質ポリペプチドの有効性はまた、そのようなアッセイを較

正するための十分に規定された標準を与える。

      【０１５３】

  例えば、サンプル中のＩＬ－１７０タンパク質の濃度を決定するための好まし

いキットは、代表的に、抗原に対して既知の結合親和性を有する標識された化合

物（例えば、抗体）、抗原の供給源（天然に存在するかまたは組換え体）および

結合した標識化合物を遊離の標識化合物から分離するための手段（例えば、ＩＬ

－１７０タンパク質を固定化するための固相）を含む。試薬を含む区画および指

示書は、標準的に提供される。

      【０１５４】

  サンプル中のＩＬ－１７０タンパク質の濃度を決定するための１つの方法は、

代表的には、以下の工程を包含する：（１）膜結合ＩＬ－１７０タンパク質供給

源を含むサンプルから膜を調製する工程；（２）その膜を洗浄し、そしてその膜

を緩衝液中で懸濁する工程；（３）適切な界面活性剤が添加された培養培地中で

その膜をインキュベートすることによって抗原を可溶化する工程；（４）可溶化
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されたその抗原の界面活性剤濃度を調節する工程；（５）上記の希釈物を放射性

標識された抗体と接触させかつインキュベートし、複合体を形成する工程；（６

）例えば、ポリエチレンイミン処理されたフィルターを通じた濾過によって、そ

の複合体を回収する工程；そして（７）回収された複合体の放射能を測定する工

程。

      【０１５５】

  ＩＬ－１７０タンパク質またはフラグメントに特異的な、抗原結合フラグメン

トを含む抗体は、上昇したレベルのＩＬ－１７０タンパク質および／またはその

フラグメントの存在を検出するための診断適用において有用である。そのような

診断アッセイは、溶解物、生細胞、固定化された細胞、免疫蛍光、細胞培養物、

体液を利用し得、そしてさらに、血清中のタンパク質に関連する抗原の検出など

を含み得る。診断アッセイは、（遊離試薬とタンパク質－タンパク質複合体の間

の分離工程を伴わない）均一であり得るか、または（分離工程を伴う）不均一で

あり得る。例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結合イムノソルベン

ト検定法（ＥＬＩＳＡ）、酵素免疫法（ＥＩＡ）、酵素増幅免疫測定法（ＥＭＩ

Ｔ）、基質標識蛍光イムノアッセイ（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ－ｌａｂｅｌｅｄ  ｆ

ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（ＳＬＦＩＡ）などの種々の

市販されるアッセイが存在する。例えば、非標識抗体は、標識されかつＩＬ－１

７０タンパク質に対するかまたはその特定のフラグメントに対する抗体を認識す

る２次抗体を用いることによって利用され得る。類似のアッセイはまた、文献中

に広範に議論される。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（１９８８）Ａｎｔ

ｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、ＣＳＨを参照のこ

と。

      【０１５６】

  抗イディオタイプ抗体は、ＩＬ－１７０タンパク質に対する抗体の存在を診断

するための類似の用途を有し得、このようにして種々の異常状態の診断に役立ち

得る。例えば、ＩＬ－１７０タンパク質の過剰産生は、異常生理的状態（特に、

癌または異常分化のような増殖性細胞の状態において）の診断に役立ち得る種々

の免疫学的反応の産生を生じ得る。
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      【０１５７】

  頻繁に、診断アッセイのための試薬は、アッセイの感度を最適化するためにキ

ットで供給される。本発明に関して、アッセイの性質、プロトコール、および標

識に依存して、標識抗体または非標識抗体あるいは標識されたＩＬ－１７０タン

パク質のいずれかが提供される。これは、通常、他の添加物（例えば、緩衝液、

安定剤、酵素に対する基質のようなシグナル生成のために必要な物質など）と関

連する。好ましくはこのキットはまた、適切な使用および使用後の中身の処分に

関する指示書を含む。代表的には、このキットは、有用な試薬各々のための区画

を有する。望ましくは、試薬は水性の媒体中で再構成され、アッセイの実施に対

して適切な濃度の試薬を提供し得る場合、試薬は乾燥させた凍結乾燥粉末として

提供される。

      【０１５８】

  薬物スクリーニングおよび診断アッセイの任意の上記の構成物は、改変を伴わ

ずに使用され得るか、または種々の方法で改変され得る。例えば、標識は、共有

結合的または非共有結合的に、直接的にかまたは間接的に検出可能なシグナルを

提供する部分を連結することによって達成され得る。任意のこれらのアッセイに

おいて、抗原、試験化合物、ＩＬ－１７０タンパク質またはそれらに対する抗体

は、直接的にかまたは間接的かのいずれかで標識され得る。直接標識の可能性と

しては、以下の標識群が挙げられる：125Ｉのような放射性標識、ペルオキシダ

ーゼおよびアルカリホスファターゼのような酵素（米国特許第３，６４５，０９

０号）、ならびに蛍光強度、波長シフトまたは蛍光偏光における変化をモニタリ

ングし得る蛍光標識（米国特許第３，９４０，４７５号）。間接的標識の可能性

としては、１つの構成成分のビオチン化、続いて上記の標識群の１つに結合した

アビジンへの結合が挙げられる。

      【０１５９】

  結合した抗原を遊離抗原から分離するか、あるいはその代わりに結合した試験

化合物を遊離試験化合物から分離する、多数の方法がまた、存在する。ＩＬ－１

７０タンパク質は、種々のマトリックス上に固定化され、続いて洗浄され得る。

適切なマトリックスとしては、ＥＬＩＳＡプレートのようなプラスチック、フィ



(83) 特表２００２－５３４１２２

ルターおよびビーズが挙げられる。ＩＬ－１７０タンパク質をマトリックスに固

定化する方法としては、プラスチックへの直接な接着、捕獲抗体の使用、化学結

合、およびビオチン－アビジンが挙げられるが、これらに限定されない。このア

プローチにおける最後の工程には、例えば、ポリエチレングリコールのような有

機溶媒または硫酸アンモニウムのような塩を利用する方法を含む任意のいくつか

の方法によるタンパク質－タンパク質複合体の沈降を含む。他の適切な分離技術

としては、Ｒａｔｔｌｅら、（１９８４）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３０：１４５７

－１４６１に記載されるフルオレセイン抗体磁化粒子法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉ

ｎ  ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｍａｇｎｅｔｉｚａｂｌｅ  ｐａｒｔｉｃｌｅ  ｍｅｔ

ｈｏｄ）、および米国特許第４，６５９，６７８に記載のような二重抗体磁粒子

の分離（ｄｏｕｂｌｅ  ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｍａｇｎｅｔｉｃ  ｐａｒｔｉｃｌ

ｅ  ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ）が挙げられる。

      【０１６０】

  タンパク質またはそのフラグメントを種々の標識に連結するための方法は、文

献に広範に報告されており、そして本明細書における詳細な議論を必要としない

。多くの技術は、カルボジイミドまたは活性化エステルの使用いずれかを介して

ペプチド結合を形成するための活性化カルボキシル基の使用、連結のための、メ

ルカプト基とクロロアセチルのような活性化ハロゲンまたはマレイミドのような

活性化オレフィンとの反応によるチオエステルの形成などを含む。融合タンパク

質はまた、これらの適用における用途を見出す。

      【０１６１】

  本発明の別の診断局面は、ＩＬ－１７０タンパク質の配列から取得されたオリ

ゴヌクレオチド配列またはポリヌクレオチド配列の使用を含む。これらの配列は

、異常な状態（例えば、癌または発生の問題）を有すると疑われた患者由来のサ

ンプルにおける抗原のメッセージのレベルを検出するためのプローブとして使用

され得る。ＲＮＡヌクレオチド配列およびＤＮＡヌクレオチド配列の両方、配列

の標識、ならびに好ましいサイズの配列の調製は、文献において十分な説明およ

び考察を受けている。通常、オリゴヌクレオチドプローブは少なくとも約１４ヌ

クレオチド、通常少なくとも約１８ヌクレオチドを有するべきであり、そしてこ
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のポリヌクレオチドプローブは、数キロベースまでであり得る。種々の標識が利

用され得、最も一般には放射性核種、好ましくは32Ｐが利用され得る。しかし、

ポリヌクレオチドへの導入のためのビオチン改変されたヌクレオチドの使用のよ

うな、他の技術もまた利用され得る。次いで、ビオチンは、放射性核種、蛍光剤

、酵素などのような広範な種々の標識で標識され得る、アビジンまたは抗体に結

合するための部位としてはたらく。あるいは、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二重鎖、Ｄ

ＮＡ－ＲＮＡハイブリッド二重鎖またはＤＮＡ－タンパク質二重鎖（ｄｕｐｌｅ

ｘ）を含む特異的二重鎖を認識し得る抗体が利用され得る。次いで抗体が標識さ

れ得、そして二重鎖が表面に結合した場合にアッセイが実行され得、その結果、

その表面上での二重鎖の形成に基づいてその二重鎖に結合した抗体の存在が検出

され得る。新規アンチセンスＲＮＡに対するプローブの使用は、核酸ハイブリダ

イゼーションおよびプラス－マイナススクリーニング、組換えプロービング（ｐ

ｒｏｂｉｎｇ）、ハイブリッド解放翻訳（ｈｙｂｒｉｄ  ｒｅｌｅａｓｅｄ  ｔ

ｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）（ＨＲＴ）、およびハイブリッド阻害翻訳（ＨＡＲＴ）

のような任意の従来技術において実施され得る。これはまた、ポリメラーゼ連鎖

反応（ＰＣＲ）のような増幅技術を含む。別のアプローチは、例えば、遺伝子的

に遺伝子機能を阻害するための二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）の導入を含むアンチ

センス核酸（例えば、Ｍｉｓｑｕｉｔｔａら、（１９９９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’

ｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９６：１４５１－１４５６に記載のような）、

および／または特定のＩＬ－７０  ｍＲＮＡの翻訳を阻害するためのリボザイム

を利用する。遺伝子のインビトロ翻訳を阻害するためのアンチセンス方法の使用

は、当該分野で周知である。Ｍａｒｃｕｓ－Ｓａｋｕｒａ（１９８８）Ａｎａｌ

．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１７２：２８９；Ａｋｈｔａｒ（編、１９９５）Ｄｅｌｉｖ

ｅｒｙ  Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ  ｆｏｒ  Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  Ｏｌｉｇｏｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．

。

      【０１６２】

  他のマーカーの定性的な存在または定量的な存在に関してもまた試験する診断

キットもまた、意図される。診断または予後は、マーカーとして使用される複数
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の指標の組み合わせに依存し得る。従って、キットは、マーカーの組み合わせに

ついて試験し得る。例えば、Ｖｉａｌｌｅｔら（１９８９）Ｐｒｏｇｒｅｓｓ  

ｉｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒ  Ｒｅｓ．１：８９－９７を参照のこと。

      【０１６３】

  本発明の広範な範囲は、以下の実施例（これらは、特定の実施形態に本発明を

制限することを意図しない）を参照して最も理解される。

      【０１６４】

  （実施例）

  （Ｉ．一般的な方法）

  いくつかの標準的な方法は、例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら（１９８２）Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（第

２版）、１～３巻、ＣＳＨ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ、Ｂｒｏｏ

ｋｌｙｎ、ＮＹ；またはＡｕｓｕｂｅｌら（１９８７および補遺）、Ｃｕｒｒｅ

ｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒ

ｅｅｎｅ／Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ；Ｉｎｎｉｓら（編、１９９０）ＰＣ

Ｒ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ  Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ａ

ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．；およびＫ

ｏｈｌｅｒら（１９９５）、Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｍＲＮＡ  ｂｙ

  Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ  Ｃｈａｉｎ  Ｒｅａｃｔｉｏｎ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－

Ｖｅｒｌａｇ、Ｂｅｒｌｉｎに、記載されるかまたは言及される。タンパク質精

製に関する方法としては、硫酸アンモニウム沈澱、カラムクロマトグラフィー、

電気泳動、遠心分離、結晶化などのような方法が挙げられる。例えば、Ａｕｓｕ

ｂｅｌら（１９８７および定期的な補遺）；Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ（１９９０）「

Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ」Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１８２巻およびこのシリーズの他の巻；なら
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びにタンパク質精製産物の使用に関する製造者（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ、

Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．、またはＢｉｏ－Ｒａｄ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、

ＣＡ）の文献を参照のこと。組換え技術との組み合わせは、適切なセグメント（

例えば、ＦＬＡＧ配列またはプロテアーゼ除去可能な配列を介して融合され得る

等価体）への融合を可能にする。例えば、Ｈｏｃｈｕｌｉ（１９８９）Ｃｈｅｍ

ｉｓｃｈｅ  Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅ  １２：６９－７０；Ｈｏｃｈｕｌｉ（１９９

０）「Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  Ｐｒｏｔｅ

ｉｎｓ  ｗｉｔｈ  Ｍｅｔａｌ  Ｃｈｅｌａｔｅ  Ａｂｓｏｒｂｅｎｔ」Ｓｅｔ

ｌｏｗ（編）Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ  

ａｎｄ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  １２：８７－９８、Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．

Ｙ．；およびＣｒｏｗｅら（１９９２）ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ：Ｔｈｅ  Ｈｉｇ

ｈ  Ｌｅｖｅｌ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ＆  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃ

ａｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ、ＱＵＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．、Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ

、ＣＡを参照のこと。

      【０１６５】

  ＩＬ－１７１サイトカインおよびＩＬ－１７５サイトカインに関する同様の特

許出願（これと同じ日に出願された代理人書籍番号ＤＸ０９１８Ｐ）をまた、参

考として本明細書中に援用する。

      【０１６６】

  標準的な免疫学的技術を、例えば以下に記載する：Ｈｅｒｔｚｅｎｂｅｒｇら

（編、１９９６）Ｗｅｉｒ’ｓ  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ

ｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  第１巻～第４巻、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ；Ｃｏｌｉｇａｎ（１９９１）Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｗｉｌｅｙ／Ｇｒｅｅｎｅ、ＮＹ；およびＭｅｔ

ｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  第７０巻、第７３巻、第７４巻、第８

４巻、第９２巻、第９３巻、第１０８巻、第１１６巻、第１２１巻、第１３２巻

、第１５０巻、第１６２巻および第１６３巻。サイトカインアッセイを、例えば

、以下に記載する：Ｔｈｏｍｓｏｎ（編、１９９８）Ｔｈｅ  Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

  Ｈａｎｄｂｏｏｋ（第３版）Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅ
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ｇｏ；Ｍｉｒｅ－ＳｌｕｉｓおよびＴｈｏｒｐｅ（１９９８）Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｓ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ；Ｍｅｔｃａｌｆおよ

びＮｉｃｏｌａ（１９９５）Ｔｈｅ  Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ  Ｃｏｌｏｎ

ｙ  Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ  Ｆａｃｔｏｒｓ  Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ  Ｕｎｉｖ

ｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ；およびＡｇｇａｒｗａｌおよびＧｕｔｔｅｒｍａｎ

（１９９１）Ｈｕｍａｎ  Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ  Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｐｕｂ。

      【０１６７】

  血管生物学的活性についてのアッセイは、当該分野で周知である。それらは、

腫瘍または他の組織における脈管形成活性および脈管静止（ａｎｇｉｏｓｔａｔ

ｉｃ）活性（例えば、動脈平滑筋の増殖（例えば、Ｋｏｙｏｍａら（１９９６）

Ｃｅｌｌ  ８７：１０６９－１０７８を参照のこと）、血管上皮に対する単球の

接着（ＭｃＥｖｏｙら、（１９９７）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８５：２０６９－

２０７７を参照のこと）など）を含む。Ｒｏｓｓ（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ  ３

６２：８０１－８０９；ＲｅｋｈｔｅｒおよびＧｏｒｄｏｎ（１９９５）Ａｍ．

Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１４７：６６８－６７７；Ｔｈｙｂｅｒｇら（１９９０）Ａ

ｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  １０：９６６－９９０；およびＧｕｍｂｉｎｅ

ｒ（１９９６）Ｃｅｌｌ  ８４：３４５－３５７もまた参照のこと。

      【０１６８】

  神経細胞の生物学的活性についてのアッセイを、例えば、以下に記載する：Ｗ

ｏｕｔｅｒｌｏｏｄ（編、１９９５）Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒｏｔｏｃ

ｏｌｓ  ｍｏｄｕｌｅｓ  １０，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ；Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｎ

ｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ；およびＮｅｕｒｏ

ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、ＮＪ。発生系の方

法論を、例えば以下に記載する：Ｍｅｉｓａｍｉ（編）Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ

  Ｈｕｍａｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌ

ｏｇｙ  ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ；およびＣｈｒｉｓｐｅｅｌｓ（編）Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ  ｉｎ  Ｄｅｖ

ｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ。

      【０１６９】
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  コンピューター配列分析を、例えば、利用可能なソフトウェアプログラム（Ｇ

ＣＧ（Ｕ．Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）およびＧｅｎｂａｎｋソース由来のプログラム

を含む）を使用して、実施する。例えば、ＧｅｎＢａｎｋおよび他からの公的な

配列データベースもまた、使用する。

      【０１７０】

  ＩＬ－１７０に適用可能な多くの技術を、これらの新しい実体（ｅｎｔｉｔｙ

）に適用し得る（例えば、ＵＳＳＮに記載されるように）（この各々を、全ての

目的のために参考として、本明細書中に援用する）。

      【０１７１】

  ＦＡＣＳ分析を、以下に記載する：Ｍｅｌａｍｅｄら（１９９０）Ｆｌｏｗ  

Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  ａｎｄ  Ｓｏｒｔｉｎｇ  Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ

．、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ；Ｓｈａｐｉｒｏ（１９８８）Ｐｒａｃｔｉｃａｌ

  Ｆｌｏｗ  Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ；および

Ｒｏｂｉｎｓｏｎら（１９９３）Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｆｌｏｗ  Ｃｙｔｏ

ｍｅｔｒｙ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ

。

      【０１７２】

  （ＩＩ．ＩＬ－１７０タンパク質をコードするＤＮＡクローンの単離）

  マウスＣＴＬＡ－８の単離は、Ｒｏｕｖｉｅｒら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．１５０：５４４５－５４５６に記載される。類似の方法が、ＩＬ－１７１

、ＩＬ－１７２およびＩＬ－１７５と共にＩＬ－１７３、ＩＬ－１７４、ＩＬ－

１７６、およびＩＬ－１７７の種対応物を単離するために利用可能である。

      【０１７３】

  （ＩＬ－１７０メッセージの供給源）

  種々の細胞株を、高レベルのメッセージの発現に適切なプローブを使用してス

クリーニングする。適切な細胞株を、適切なＩＬ－１７０メッセージの発現レベ

ルに基づいて選択する。

      【０１７４】

  （ＩＬ－１７０をコードするクローンの単離）
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  標準ＰＣＲ技術を使用して、ゲノムライブラリーもしくはｃＤＮＡライブラリ

ー、またはｍＲＮＡ由来のＩＬ－１７０遺伝子配列を増幅する。ヒトゲノムライ

ブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーを入手して、そして適切なｃＤＮＡまたは

合成プローブを用いてスクリーニングする。ＰＣＲプライマーを、調製し得る。

適切なプライマーを、例えば提供される配列から選択し、そして全長のクローン

を単離する。種々の長さのプライマーの種々の組合せおよび配列の相違により可

能なプライマーの種々の組合せが、調製され得る。全長のクローンを、ハイブリ

ダイゼーションプローブとして使用し、ストリジェントなハイブリダイゼーショ

ン条件または低いストリジェントな条件を使用して、他の相同性遺伝子について

スクリーニングし得る。

      【０１７５】

  別の方法において、オリゴヌクレオチドを使用して、ライブラリーをスクリー

ニングする。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術と組み合わせて、適切な配向

の合成オリゴヌクレオチドをプライマーとして使用して、ライブラリーから正確

なクローンを選択する。

      【０１７６】

  （ＩＩＩ．ＩＬ－１７０タンパク質の生化学的特性）

  ＩＬ－１７０タンパク質（例えば、カルボキシ末端にＦＬＡＧペプチドを提示

するネイティブ形態または組換え形態）を、異種細胞において発現させる。例え

ば、Ｃｒｏｗｅら、（１９９２）ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ：Ｔｈｅ  Ｈｉｇｈ  Ｌ

ｅｖｅｌ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ  ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ

；およびＨｏｐｐら、（１９８８）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１２０

４－１２１０を参照のこと。これらの２つの形態を、発現ベクター（例えば、ｐ

ＭＥ１８ＳまたはｐＥＥ１２）に導入し、そして引き続き適切な細胞（例えば、

それぞれ、ＣＯＳ－７細胞またはＮＳＯ細胞）にトランスフェクトする。エレク

トロポレーションした細胞を、例えば、４８時間、１０％ウシ胎仔血清を補充し

たＲＰＭＩ培地中で培養する。次いで、細胞を、細胞性タンパク質を標識するた

めに、35Ｓ－Ｍｅｔおよび35Ｓ－Ｃｙｓと共にインキュベートする。ＳＤＳ－Ｐ
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ＡＧＥ上での還元条件下でのタンパク質の比較は、全長クローンでトランスフェ

クトされた細胞が、適切なサイズ（例えば、約１５，０００ダルトン）のポリペ

プチドを分泌することを示すはずである。エンドグリコシダーゼによる処理は、

Ｎグリコシル化形態が存在するか否かを示す。

      【０１７７】

  （ＩＶ．大規模の産生、ＩＬ－１７０の精製）

  生物学的アッセイについて、例えば、１％Ｎｕｔｒｉｄｏｍａ  ＨＵ（Ｂｏｅ

ｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を補

充したＲＰＭＩ培地中で増殖される、トランスフェクトされたＣＯＳ－７細胞を

用いて、哺乳動物のＩＬ－１７０を、多量に産生してそして引き続き精製する。

精製は、抗体を使用するアフィニティークロマトグラフィー、またはタンパク質

精製技術（例えば、分離特性を決定するために、抗体を使用する）を使用し得る

。

      【０１７８】

  多量のネイティブなタンパク質を産生するために、ＮＳＯ細胞の安定した形質

転換体を、Ｃｅｌｌｔｅｃｈ（Ｓｌｏｕｇｈ、Ｂｅｒｋｓｈｉｒｅ、ＵＫ；国際

特許出願  ＷＯ８６／０５８０７、ＷＯ８７／０４４６２、ＷＯ８９／０１０３

６、およびＷＯ８９／１０４０４）により開発された方法論に従って、調製し得

る。

      【０１７９】

  代表的には、ヒトＩＬ－１７３またはＩＬ－１７３－ＦＬＡＧを含む１リット

ルの上清が、例えば、Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ  Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ  Ｆａｓｔ  Ｆ

ｌｏｗ  ｍａｔｒｉｘ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｕｐｓａｌｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）

に接合される、Ｚｎ++イオンの６０ｍｌカラム上に通される。１０容量の結合緩

衝液（Ｈｉｓ－Ｂｉｎｄ  Ｂｕｆｆｅｒ  ｋｉｔ、Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｍａｄｉｓ

ｏｎ、ＷＩ）による洗浄後、金属イオンにより保持されるタンパク質を、２０～

１００ｍＭのイミダゾールの勾配により、溶出させる。溶出された画分における

ヒトＩＬ－１７３－ＦＬＡＧの含量を、抗ＦＬＡＧモノクローナル抗体Ｍ２（Ｅ

ａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ、Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ、ＣＴ）を用いたドットブロッ
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トにより決定し、一方、ヒトＩＬ－１７３の含量を、例えば、非還元ＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥの銀染色により、評価する。次いで、ＩＬ－１７０含有画分を、プールし

、そしてＰＢＳに対して透析し、そして生物学的アッセイで使用するか、または

例えばＤＥＡＥカラム上の陰イオン交換ＨＰＬＣによりさらに精製するかのいず

れかである。ゲル濾過クロマトグラフィーの第３工程を、ＳＵＰＥＲＤＥＸ  Ｇ

－７５  ＨＲＤ３０カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅ

ｎ）において実施し得る。精製を、例えば銀染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより評価し

得る。

      【０１８０】

  （Ｖ．ＩＬ－１７３に対する抗体の調製）

  近交系Ｂａｌｂ／ｃマウスを、例えば、０日にフロイント完全アジュバント中

に、および１５日および２２日にフロイント完全アジュバント中に、乳化された

、１ｍｌの精製ヒトＩＬ－１７３－ＦＬＡＧを用いて腹腔内で免疫する。このマ

ウスを、静脈内に投与される、０．５ｍｌの精製ヒトＩＬ－１７３によりブース

トする。

      【０１８１】

  ポリクローナル抗血清を回収する。血清を、抗体に対して精製し得る。抗体を

、さらに、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ２、Ｆｖ、または類似のフラグメントに処理

し得る。

      【０１８２】

  ハイブリドーマを、例えば、非分泌性黒色腫細胞株ＳＰ２／０－Ａｇ８および

融合剤としてポリエチレングリコール１０００（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ

，ＭＯ）を使用して作製する。ハイブリドーマ細胞を、９６ウェルＦａｌｃｏｎ

組織培養プレート（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、ＮＪ）に置き、そして

８０μｇ／ｍｌゲンタマイシン、２ｍＭグルタミン、１０％ウマ血清（Ｇｉｂｃ

ｏ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）、１％ＡＤＣＭ（ＣＲＴＳ、Ｌｙｏｎ、

Ｆｒａｎｃｅ）、１０-5Ｍアザセリン（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）

および５×１０-5Ｍのヒポキサンチンを補充したＤＭＥＭ  Ｆ１２（Ｇｉｂｃｏ

、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）により給餌する。ハイブリドーマの上清を
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、アセトンに固定化したヒトＩＬ－１７３トランスフェクトＣＯＳ細胞を使用す

る免疫細胞化学（ＩＣＣ）により、およびコーティング抗原としてＣＯＳ－７の

上清から精製されるヒトＩＬ－１７３－ＦＬＡＧを使用するＥＬＩＳＡにより、

ヒトＩＬ－１７３に対する抗体産生について、スクリーニングする。陽性細胞ク

ローンのアリコートを、６日間増殖させ（ｅｘｐａｎｄｅｄ）、そして低温保存

し、ならびに１５日前にプリスタンの腹腔内への注入を受けたプリスタン（２，

６，１０，１４－テトラメチルペンタデカン（ｔｅｒａｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａ

ｄｅｃａｎｅ）、Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）処置Ｂａｌｂ／ｃマウ

ス由来の腹水中で、増殖する（ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ）。代表的には、１ｍｌの

ＰＢＳ中の約１０5個のハイブリドーマ細胞を、腹腔内に提供し、そして１０日

後、腹水を各々のマウスから回収する。

      【０１８３】

  腹水の遠心分離後、抗体画分を硫酸アンモニウム沈澱、および２０ｍＭのＴｒ

ｉｓ（ｐＨ８．０）で平衡化したＺｅｐｈｙｒ－Ｄシリシウム（ｓｉｌｉｃｉｕ

ｍ）カラム（ＩＢＦ  Ｓｅｐｒａｃｏｒ）上のアニオン交換クロマトグラフィー

により単離する。タンパク質をＮａＣｌ勾配（０～１ＭのＮａＣｌの範囲）で溶

出する。２ｍｌの画分を収集し、そして抗ＩＬ－１７３抗体の存在についてＥＬ

ＩＳＡにより試験する。特定の抗ＩＬ－１７３活性を含む画分をプールし、透析

し、そして凍結する。精製したモノクローナル抗体のアリコートをペルオキシダ

ーゼ標識化し得る。

      【０１８４】

  抗体（ポリクローナルまたはモノクローナル）の調製を、交叉吸収し、枯渇し

、または組み合わせて、所望の組み合わせの選択性および特異性を示す試薬を作

製し得る。規定の特異的抗原を、固体マトリックスに固定し得、そして選択的に

取り除くか、または所望の結合能力について選択するために使用する。

      【０１８５】

  （ＶＩ．ヒトＩＬ－１７３の定量）

  ＩＬ－１７３に対して特異的な抗体の中で、適切なクローン単離物を選択し、

サンドイッチアッセイを使用してヒトＩＬ-１７３のレベルを定量する。精製し
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た抗体を、例えば、コーティング（ｃｏａｔｉｎｇ）緩衝液（炭酸緩衝液、ｐＨ

９．６、１５ｍＭ  Ｎａ2ＣＯ3、３５ｍＭ  ＮａＨＣＯ3）中２μｇ／ｍｌに希

釈する。この希釈した溶液を、一晩、室温にて９６ウェルＥＬＩＳＡプレート（

認可されたＩｍｍｕｎｏｐｌａｔｅ  Ｍａｘｉｓｏｒｐ  Ｆ９６、ＮＵＮＣ、Ｄ

ｅｎｍａｒｋ）のウェル上にコートする。次いで、このプレートを、例えば、リ

ン酸緩衝化した生理食塩水および０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（Ｔｅｃｈｎｉｃ

ｏｎ  Ｄｉａｇｎｏｓｉｔｉｃｓ、ＵＳＡ）からなる洗浄緩衝液を用いて手動で

洗浄する。各々のウェルに、ＴＢＳ－Ｂ－Ｔ緩衝液［２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、１５

０ｍＭ  ＮａＣｌ、１％  ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）およ

び０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０］中で希釈した１１０μｌの精製されたヒトＣＴ

ＬＡ－８を添加する。３７℃での３時間のインキュベーション後、このプレート

を一回洗浄する。各々のウェルに、ＴＢＳ－Ｂ－Ｔ緩衝液中で５μｇ／ｍｌに希

釈した１００μｌのペルオキシダーゼ標識化Ａｂを添加し、そして３７℃にて２

時間インキュベートする。次いで、このウェルを洗浄緩衝液中で３回洗浄する。

各々のウェルに、クエン酸／リン酸緩衝液中で１ｍｇ／ｍｌに希釈した１００μ

ｌのペルオキシダーゼの基質（２，２’－アジノ－ビス（３  エチルベンズチア

ゾイン（ｔｈｉａｚｏｉｎｅ）－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ））を添加し、そ

して４０５ｎｍで比色反応を読み取る。

      【０１８６】

  （ＶＩＩ．ＩＬ－１０７遺伝子の分布）

  ヒトＩＬ-１７３を、てんかん性脳前頭皮質由来のｃＤＮＡライブラリー由来

の配列から同定した。ラットＩＬ－１７３を、蝸牛、脳、小脳、眼、肺および腎

臓に由来するｃＤＮＡライブラリーから得た。その上、この遺伝子は、非常に希

であるようであり、これは、発現分布が高度に制限され得ることを示唆する。

      【０１８７】

  マウスＩＬ－１７４を、マウス胚由来のｃＤＮＡライブラリーから得られた配

列から同定した。この遺伝子は、非常に希であるようであり、これは、発現分布

が高度に制限されることを示唆する。

      【０１８８】
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  ヒトＩＬ－１７１を、アポトーシスＴ細胞由来の配列から同定した。この遺伝

子は、非常に稀であるようであり、このことは、発現分布が高度に制限されるこ

とを示唆する。

      【０１８９】

  ヒトＩＬ－１７２を、ヒト胎児の心臓、肝臓および脾臓、胸腺、胸腺癌ならび

に胎仔全体に由来する配列から同定した。マウスＩＬ－１７２を、マウス、胚、

乳腺およびプールされた器官に由来する配列から得た。両方の遺伝子は、非常に

稀であるようであり、このことは、これらの発現分布が高度に制限され得ること

を示唆する。

      【０１９０】

  ヒトＩＬ－１７５を、１２時間チオウリジンにより活性化されたＴ細胞由来の

配列から同定した。この遺伝子は、非常に稀であるようであり、このことは、発

現分布が高度に制限されることを示唆する。

      【０１９１】

  （ＶＩＩＩ．ＩＬ－１７０遺伝子の染色体地図作製）

  適切なＩＬ－１７０遺伝子をコードする、単離されたｃＤＮＡを使用する。染

色体地図作製は、標準の技術である。例えば、ＢＩＯＳ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ

ｅｓ（Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ、ＣＴ）、およびＰＣＲを用いるマウス体細胞ハイブ

リッドパネルを使用するための方法を参照のこと。

      【０１９２】

  ヒトＩＬ－１７３遺伝子は、ヒト染色体１３ｑ１１に位置する。

      【０１９３】

  （ＩＸ．ＩＬ－１７０ホモログの単離）

  結合組成物（例えば、抗体）を、ＩＬ－１７０タンパク質を発現する細胞株か

ら作製された発現ライブラリーのスクリーニングのために用いる。標準の染色技

術を、細胞内または細胞表面に発現された抗原を検出または分類するために使用

するか、または表面発現形質転換細胞をパンニング（ｐａｎｎｉｎｇ）によりス

クリーニングする。細胞内発現のスクリーニングを種々の染色または免疫蛍光手

順により実施する。ＭｃＭａｈａｎら、（１９９１）ＥＭＢＯ  Ｊ．１０：２８
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２１－２８３２をもまた、参照のこと。

      【０１９４】

  類似の方法が、種または対立遺伝子の改変体のいずれかを単離するために適用

可能である。種の改変体を、プローブとして、または適切な種として１つの種に

由来する全長単離物またはフラグメントに基づく交叉種ハイブリダイゼーション

技術を使用して単離する。

      【０１９５】

  （Ｘ．ＩＬ－１７０に対するレセプターの単離）

  潜在的なＩＬ－１７０レセプターを発現する細胞株から作製される発現ライブ

ラリーのスクリーニングのために、方法が利用可能である。上記のように、標識

化ＩＬ－１７０リガンドを生成する。標準の染色技術を、表面に発現されたレセ

プターの検出または分類するために使用するか、または表面発現形質転換細胞を

パニングすることによりスクリーニングする。ＭｃＭａｈａｎら、（１９９１）

ＥＭＢＯ  Ｊ．１０：２８２１－２８３２もまた、参照のこと。

      【０１９６】

  例えば、０日目に、チャンバーあたり１ｍｌのフィブロネクチン（ＰＢＳ中、

１０ｎｇ／ｍｌ）を有する２－チャンバーパーマノックス（ｐｅｒｍａｎｏｘ）

スライドを、３０分間、室温にてプレコートする。ＰＢＳで一回リンスする。次

いで、１．５ｍｌの増殖培地中で、チャンバーあたり２×１０5～３×１０5細胞

になるようにＣＯＳ細胞をプレーティングする。一晩３７℃にてインキュベート

する。

      【０１９７】

  一日目に、各々のサンプルについて、無血清ＤＭＥ中の６６μｇ／ｍｌ  ＤＥ

ＭＥ－デキストラン、６６μＭ  クロロキン、および４μｇ  ＤＮＡの０．５ｍ

ｌの溶液を調製する。各々のセットについて、例えば、１および１／２００希釈

でｈｕＩＬ－１７０ＦＬＡＧ  ｃＤＮＡのポジティブコントロール、およびネガ

ティブモックを調整する。細胞を無血清ＤＭＥでリンスする。ＤＮＡ溶液を添加

し、そして５時間、３７℃にてインキュベートする。培地を除去し、そして２．

５分間、０．５ｍｌのＤＭＥ中の１０％ＤＭＳＯを添加する。これを除去し、そ
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してＤＭＥで一回洗浄する。１．５ｍｌの増殖培地を添加し、そして一晩インキ

ュベートする。

      【０１９８】

  ２日目に、培地を交換する。３日目または４日目に、細胞を固定しそして染色

する。細胞をＨａｎｋ’ｓ緩衝化生理食塩水溶液（ＨＢＳＳ）で２回リンスし、

そして４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）／グルコースで５分間、固定する。

ＨＢＳＳで３回洗浄する。全ての液体を除去した後、このスライドを－８０℃で

保存し得る。各々のチャンバー（０．５ｍｌ）について、以下のようにインキュ

ベーションを実施する。３２μｌ／ｍｌの１Ｍ  ＮａＮ3を有するＨＢＳＳ／サ

ポニン（０．１％）を２０分間添加する。次いで、細胞をＨＢＳＳ／サポニンで

１回洗浄する。可溶性抗体を細胞に添加し、そして３０分間インキュベートする

。細胞をＨＢＳＳ／サポニンで２回洗浄する。第二の抗体を（例えば、Ｖｅｃｔ

ｏｒ抗マウス抗体を１／２００希釈で）添加し、そして３０分間インキュベーシ

ョンする。ＥＬＩＳＡ溶液（例えば、Ｖｅｃｔｏｒ  Ｅｌｉｔｅ  ＡＢＣセイヨ

ウワサビペルオキシダーゼ溶液）を調製し、そして３０分間プレインキュベート

する。例えば、２．５ｍｌのＨＢＳＳ／サポニンあたり、１滴の溶液Ａ（アビジ

ン）および１滴の溶液Ｂ（ビオチン）を使用する。細胞をＨＢＳＳ／サポニンで

２回洗浄する。ＡＢＣ  ＨＰＲ溶液を添加し、そして３０分間インキュベートす

る。細胞をＨＢＳＳで２回洗浄し、２分間二次洗浄し、これは細胞を寄せ集める

。次いで、Ｖｅｃｔｏｒジアミノ安息香酸（ＤＡＢ）を５～１０分間添加する。

５ｍｌのガラス蒸留水あたり２滴の緩衝液および４滴のＤＡＢおよび２滴のＨ2

Ｏ2を使用する。チャンバーを注意深く取り除き、そして水中でスライドをリン

スする。数分間風乾し、次いで１滴のＣｒｙｓｔａｌ  Ｍｏｕｎｔを添加し、そ

してカバーガラスを置いた。５分間８５～９０℃でベーキングする。

      【０１９９】

  あるいは、レセプターを発現する細胞をアフィニティー精製するためか、また

は選別するために標識化リガンドを使用する。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ま

たはＡｕｓｕｂｅｌらを参照のこと。

      【０２００】
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  本明細書中に引用される全ての参考文献は、各々の個々の刊行物または特許出

願が参考として援用されるように具体的におよび別々に記載される場合と、同じ

範囲で参考として本明細書中で援用される。

      【０２０１】

  本発明の多くの改変およびバリエーションは、本発明の趣旨および範囲から逸

脱することなく、当業者に明らかであるように作成され得る。本明細書中に記載

される特定の実施形態は、例示の目的でのみ提供され、そして本発明は、特許請

求の範囲が権利化されるような等価物の全範囲に加えて、添付の特許請求の範囲

の用語のみから限定されるべきである。
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