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(54)【発明の名称】 新規なＳＴＲＡ６ポリペプチド

(57)【要約】
本発明は、Ｓｔｒａ６、マウスレチノイン酸応答性タン
パク質、及びこれらのポリペプチドをコードする核酸分
子と類似した配列を有する新規なポリペプチドに関する
。さらに、これらの核酸配列を含むベクター及び宿主細
胞、異種ポリペプチド配列と誘導された本発明のポリペ
プチドを含むキメラポリペプチド分子、本発明のポリペ
プチドに結合する抗体、及び本発明のポリペプチドを生
成する方法もここで提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約１～約

６６７の配列を有するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、

又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約６５８の配列を

有するＰＲＯ１９５７８ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｃ）（ａ

）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも約８０％の配列同一性を

有するＤＮＡを含む単離された核酸分子。

    【請求項２】  （ａ）Ｆｉｇ．１（配列番号：１）の約４９～約２０４９の

ヌクレオチド位置、又は（ｂ）Ｆｉｇ．６（配列番号：４）の約１８６～約２１

５９のヌクレオチド位置、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列の補

体の配列を含む請求項１の単離された核酸分子。

    【請求項３】  Ｆｉｇ．１（配列番号：１）又はＦｉｇ．６（配列番号：４

）のヌクレオチド配列を含む請求項１の単離された核酸分子。

    【請求項４】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約１～約

６６７の配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約

６５８の配列をコードするヌクレオチド配列を含む請求項１の単離された核酸分

子。

    【請求項５】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号

ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒトタンパ

ク質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、

又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０

２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮ

Ａにコードされる同一の成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｃ）

（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも約８０％の配列同一

性を有するＤＮＡを含む単離された核酸分子。

    【請求項６】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号

ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒトタンパ

ク質ｃＤＮＡ、又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号

ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたヒトタ



(3) 特表２００３－５１９４９１

ンパク質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡを

含む、請求項５の単離された核酸分子。

    【請求項７】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号

ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒトタンパ

ク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長ポリペプチド、又は（ｂ）２０００年２月

２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２

８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長

ポリペプチド、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のコード化配列の補体に対して少な

くとも約８０％の配列同一性を有するＤＮＡを含む単離された核酸分子。

    【請求項８】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号

ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒトタンパ

ク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長ポリペプチド、又は（ｂ）２０００年２月

２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２

８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長

ポリペプチドを含む請求項７の単離された核酸分子。

    【請求項９】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸１～約６６７

、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸１～約６５８をコードする

核酸配列の補体に対してハイブリダイズするＤＮＡを含むＰＲＯ１０２８２ポリ

ペプチドをコードする単離された核酸分子。

    【請求項１０】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸１～約６６

７をコードする核酸が、Ｆｉｇ．１（配列番号：１）のヌクレオチド４９～約２

０４９を含み、（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸１～約６５８をコ

ードする核酸が、Ｆｉｇ．６（配列番号：４）のヌクレオチド１８６～約２１５

９を含む、請求項９の単離された核酸分子。

    【請求項１１】  ハイブリダイゼーションが、厳密なハイブリダイゼーショ

ン及び洗浄条件で行われる、請求項９の単離された核酸分子。

    【請求項１２】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約

６６７の配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６

５８の配列、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡの補体と比較したときに、少
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なくとも約８０％ポジティブのスコアとされるポリペプチドをコードするＤＮＡ

を含む単離された核酸分子。

    【請求項１３】  少なくとも約７６５ヌクレオチドを有し、試験ＤＮＡ分子

を（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約６６７の配列を有す

るＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）Ｆｉｇ．

７（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６５８の配列を有するＰＲＯ１９５７

８ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のＤＮ

Ａ分子の補体と厳密なハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズし、試験

ＤＮＡ分子を単離することにより生成される、単離された核酸分子。

    【請求項１４】  （ａ）、（ｂ）又は（ｃ）に対して少なくとも約８０％配

列同一性を有する、請求項１３の単離された核酸分子。

    【請求項１５】  請求項１ないし１４の何れか１項の核酸分子を含むベクタ

ー。

    【請求項１６】  前記核酸分子が、ベクターで形質転換された宿主細胞によ

り認識されるコントロール配列と作用可能に結合する請求項１５のベクター。

    【請求項１７】  ＡＴＣＣに寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８

０-２８２７）、又はＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下

に寄託された核酸分子。

    【請求項１８】  請求項１５のベクターを含む宿主細胞。

    【請求項１９】  前記細胞がＣＨＯ細胞である請求項１８の宿主細胞。

    【請求項２０】  前記細胞が大腸菌である請求項１８の宿主細胞。

    【請求項２１】  前記細胞が酵母である請求項１８の宿主細胞。

    【請求項２２】  前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドの発現に適した条件下で請求

項１８の宿主細胞を培養し、前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドの宿主細胞からの回収

することを含むＳｔｒａ６ポリペプチドを生成する方法。

    【請求項２３】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約１～

約６６７、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約６５

８の配列と少なくとも約８０％配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離され

たＳｔｒａ６ポリペプチド。
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    【請求項２４】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約

６６７、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６５８を

含む請求項２３の単離されたＳｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項２５】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番

号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたベクター

のｃＤＮＡ挿入物、又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託

番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたベ

クターのｃＤＮＡ挿入物にコードされるポリペプチドに対して、少なくとも約８

０％の配列同一性を有する単離されたＳｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項２６】  （ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番

号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたベクター

のｃＤＮＡ挿入物、又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託

番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたベ

クターのｃＤＮＡ挿入物にコードされる請求項２５の単離されたＳｔｒａ６ポリ

ペプチド。

    【請求項２７】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約

６６７の配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６

５８の配列と比較したときに少なくとも８０％ポジティブのスコアを示す単離さ

れたＳｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項２８】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約

６６７、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６５８、

又は（ｃ）抗Ｓｔｒａ６抗体に対する結合部位を提供するのに十分な（ａ）又は

（ｂ）の断片の配列を含む、単離されたＳｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項２９】  （ｉ）試験ＤＮＡ分子を厳密な条件の下で（ａ）Ｆｉｇ．

２（配列番号：２）のアミノ酸残基１～約６６７の配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７

（配列番号：５）のアミノ酸残基１～約６５８の配列、又は（ｃ）（ａ）のＤＮ

Ａ分子の補体を含むＳｔｒａ６ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子とハイブリ

ダイズし、（ｉｉ）前記ポリペプチドの発現に適した条件下で前記試験ＤＮＡ分

子を含む宿主細胞を培養し、（ｉｉｉ）細胞培地から前記ポリペプチドを回収す
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ることにより生成される単離されたポリペプチド。

    【請求項３０】  前記試験ＤＮＡが（ａ）又は（ｂ）に対して少なくとも約

８０％配列同一性を有する請求項２９の単離されたポリペプチド。

    【請求項３１】  異種アミノ酸配列と融合されたＳｔｒａ６ポリペプチドを

含むキメラ分子。

    【請求項３２】  前記異種アミノ酸配列がエピトープタグ配列である、請求

項３１のキメラ分子。

    【請求項３３】  前記異種アミノ酸配列が免疫グロブリンのＦｃ領域である

、請求項３１のキメラ分子。

    【請求項３４】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドに特異的に結合する抗体。

    【請求項３５】  前記ポリペプチドを発現する細胞の死を誘発する、請求項

３４の抗体。

    【請求項３６】  前記細胞が同組織型の正常細胞と比較して前記ポリペプチ

ドを過剰発現する癌細胞である請求項３５の抗体。

    【請求項３７】  モノクローナル抗体である請求項３４の抗体。

    【請求項３８】  非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）又はヒトフレームワーク

領域（ＦＲ）を含む請求項３７の抗体。

    【請求項３９】  標識された請求項３４の抗体。

    【請求項４０】  抗体断片又は一本鎖抗体である請求項３４の抗体。

    【請求項４１】  ヒト化抗体である請求項３４の抗体。

    【請求項４２】  請求項３４の抗体を製薬的に許容可能な担体と混合されて

含む物質の組成物。

    【請求項４３】  治療に有効な量の前記抗体を含む請求項４２の組成物。

    【請求項４４】  さらに細胞毒性又は化学療法剤を含む請求項４２の物質の

組成物。

    【請求項４５】  請求項３４の抗体をコードする単離された核酸分子。

    【請求項４６】  請求項４５の核酸分子を含むベクター。

    【請求項４７】  請求項４６のベクターを含む宿主細胞。

    【請求項４８】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドと結合する抗体の生成方法であっ
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て、前記抗体の発現を可能にするのに十分な条件下で請求項４７の宿主細胞を培

養し、細胞培地から前記抗体を回収することを含む方法。

    【請求項４９】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドに対するアゴニスト。

    【請求項５０】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドに対するアンタゴニスト。

    【請求項５１】  前記アンタゴニストが腫瘍細胞成長を阻害する請求項５０

のアンタゴニスト。

    【請求項５２】  （ａ）Ｓｔｒａ６ポリペプチド、（ｂ）Ｓｔｒａ６ポリペ

プチドのアゴニスト、（ｃ）Ｓｔｒａ６ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（

ｄ）抗Ｓｔｒａ６抗体を、製薬的に許容可能な担体と混合して含む物質の組成物

。

    【請求項５３】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配

列番号：５）のアミノ酸１～Ｘをコードし、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：

２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸であるＤＮ

Ａ分子、あるいは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体と少なくとも約８０％配列同

一性を有するヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子。

    【請求項５４】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸１～Ｘをコ

ードし、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）の４９～５９の任意のアミノ酸

であるヌクレオチド配列、又は（ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列の補体を含む請

求項５３の単離された核酸分子。

    【請求項５５】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配

列番号：５）の残基約１～Ｘのアミノ酸配列（ここで、ＸはＦｉｇ．２（配列番

号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸であ

る）と比較したときに、少なくとも約８０％ポジティブのスコアとされるポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列、あるいは（ｂ）（ａ）のヌクレオチド配

列の補体を含む単離された核酸分子。

    【請求項５６】  Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号

：５）のアミノ酸１～Ｘ（ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ

．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸である）と少なくとも約８

０％配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離された可溶性Ｓｔｒａ６ポリペ
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プチド。

    【請求項５７】  Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸１～Ｘを含み、こ

こでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）の４９～５９の任意のアミノ酸である、請

求項５６の単離された可溶性Ｓｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項５８】  （ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配

列番号：５）のアミノ酸１～Ｘ（ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）、又は

Ｆｉｇ．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸である）のアミノ酸

配列と比較したときに、少なくとも約８０％ポジティブであるスコアを示すアミ

ノ酸配列を含む単離された可溶性Ｓｔｒａ６ポリペプチド。

    【請求項５９】  前記ポリペプチドを含むと推測される試料中のＳｔｒａ６

ポリペプチドの存在を決定する方法であって、抗Ｓｔｒａ６抗体に試料を暴露し

、前記試料中の前記ポリペプチドに対する前記抗体の結合を測定する方法。

    【請求項６０】  前記試料がＳｔｒａ６ポリペプチドを含むと推測される細

胞を含む請求項５９の方法。

    【請求項６１】  前記細胞が癌細胞である請求項６０の方法。

    【請求項６２】  （ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料、及び（

ｂ）同組織型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中のＳｔｒａ６ポリペプ

チドをコードする遺伝子発現のレベルを検定することを含む哺乳動物の腫瘍を診

断する方法であって、コントロール試料に比較して試験試料の発現レベルが高い

ことにより、試験組織細胞を得た哺乳動物に腫瘍が存在することが示唆される方

法。

    【請求項６３】  （ａ）哺乳動物から得た組織細胞の試験試料と抗Ｓｔｒａ

６抗体を接触させ、（ｂ）試験試料中のＳｔｒａ６ポリペプチドと前記抗体の複

合体の形成を検出することを含む哺乳動物の腫瘍を診断する方法であって、複合

体の形成により前記哺乳動物の腫瘍の存在が示唆される方法。

    【請求項６４】  前記抗体が検出可能に標識される請求項６３の方法。

    【請求項６５】  組織細胞の前記試験試料を新生物細胞成長又は増殖を有す

ると示唆される個体から得る請求項６３の方法。

    【請求項６６】  抗Ｓｔｒａ６抗体及び包装に適した担体を含む癌診断キッ
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ト。

    【請求項６７】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドを含むと推測される試料中のＳｔ

ｒａ６ポリペプチドの存在を検出するために前記抗体を用いるという説明書を更

に含む請求項６６のキット。

    【請求項６８】  腫瘍細胞の成長を阻害する方法であって、Ｓｔｒａ６ポリ

ペプチドを発現する腫瘍細胞を前記ポリペプチドの生物学的活性を阻害する有効

量の薬剤に暴露することを含み、従って前記腫瘍の成長が阻害される方法。

    【請求項６９】  前記腫瘍細胞が、同組織型の正常細胞に比較して前記Ｓｔ

ｒａ６ポリペプチドを過剰発現する請求項６８の方法。

    【請求項７０】  前記薬剤が抗Ｓｔｒａ６抗体である請求項６８の方法。

    【請求項７１】  前記抗Ｓｔｒａ６抗体が細胞死を誘発する請求項７０の方

法。

    【請求項７２】  前記腫瘍細胞を放射線治療、細胞毒性剤、又は化学療法剤

にさらに暴露する請求項６８の方法。

    【請求項７３】  前記腫瘍細胞をＳｔｒａ６をコードする遺伝子の発現を促

進する薬剤に更に暴露される請求項６８の方法。

    【請求項７４】  前記薬剤がレチノイン酸又はその類似物である請求項７３

の方法。

    【請求項７５】  前記薬剤が、Ｓｔｒａ６ポリペプチド又はその補体をコー

ドする核酸とハイブリダイズするアンチセンスオリゴヌクレオチドである請求項

６８の方法。

    【請求項７６】  前記腫瘍細胞を放射線治療、細胞毒性剤、又は化学療法剤

に更に暴露する請求項７５の方法。

    【請求項７７】  前記腫瘍細胞を、Ｓｔｒａ６をコードする遺伝子の発現を

促進する薬剤にさらに暴露する請求項７５の方法。

    【請求項７８】  前記薬剤がレチノイン酸又はその類似物である請求項７７

の方法。

    【請求項７９】  容器；

容器上のラベル；及び



(10) 特表２００３－５１９４９１

容器に入れられた活性剤を含有する組成物を含んでなる製造品であって、組成物

が腫瘍細胞の成長を阻止するのに有効であり、容器上のラベルには、組成物が前

記腫瘍細胞でのＳｔｒａ６ポリペプチドの同組織型の正常細胞に比較される過剰

発現により特徴付けられる症状の治療に効果的であることが示される製造品。

    【請求項８０】  前記活性剤が前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドの生物学的活性

及び／又は発現を阻害する請求項７９の製造品。

    【請求項８１】  前記活性剤が抗Ｓｔｒａ６抗体である請求項８０の製造品

。

    【請求項８２】  前記活性剤がアンチセンスオリゴヌクレオチドである請求

項８１の製造品。

    【請求項８３】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドの生物学的又は免疫学的活性を阻

害する化合物を同定する方法であって、候補化合物と前記ポリペプチドを２つの

化合物が相互作用するのに十分な条件と時間で接触させ、前記ポリペプチドの生

物学的又は免疫学的活性が阻害されるかを決定することを含む方法。

    【請求項８４】  前記候補化合物又は前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドを固体支

持体に固定する請求項８３の方法。

    【請求項８５】  非固定化成分を検出可能に標識する請求項８４の方法。

    【請求項８６】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドの活性を阻害する化合物を同定す

る方法であって、（ａ）細胞と候補化合物を接触させて、前記Ｓｔｒａ６ポリペ

プチドに通常誘発される細胞応答の誘発に適した条件下、前記Ｓｔｒａ６ポリペ

プチドの存在下でスクリーニングし、（ｂ）試験化合物がＳｔｒａ６活性の阻害

に有効であるかを決定するために前記細胞応答の誘発を測定する工程を含み、前

記細胞応答の誘発の欠如により前記化合物が有効な阻害剤であることが示唆され

る方法。

    【請求項８７】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドを発現する細胞の前記ポリペプチ

ドの発現を阻害する化合物を同定する方法であって、候補化合物と前記細胞を接

触させ、前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドの発現が阻害されるかどうかを決定するこ

とを含む方法。

    【請求項８８】  前記候補化合物が抗体である請求項８７の方法。
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    【請求項８９】  前記候補化合物がアンチセンスオリゴヌクレオチドである

請求項８７の方法。

    【請求項９０】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドの生物学的又は免疫学的活性を阻

害する化合物であって、前記Ｓｔｒａ６ポリペプチドと候補化合物を２つの化合

物を相互作用させるのに十分な条件と時間で接触させ、前記Ｓｔｒａ６ポリペプ

チドの生物学的又は免疫学的活性が阻害されるかどうかを測定することを含む方

法により同定される化合物。

    【請求項９１】  抗体である請求項９０の化合物。

    【請求項９２】  小分子である請求項９０の化合物。

    【請求項９３】  Ｓｔｒａ６ポリペプチドの活性を阻害するＳｔｒａ６アン

タゴニスト化合物であって、（ａ）細胞と候補化合物を接触させて、前記Ｓｔｒ

ａ６ポリペプチドに通常誘発される細胞応答の誘発に適した条件下、前記Ｓｔｒ

ａ６ポリペプチドの存在下でスクリーニングし、（ｂ）試験化合物が有効なアン

タゴニストであるかを決定するために前記細胞応答の誘発を測定する工程を含み

、前記細胞応答の誘発の欠如により前記化合物が有効なＳｔｒａ６アンタゴニス

トであることが示唆される方法により同定される化合物。

    【請求項９４】  抗体である請求項９３の化合物。

    【請求項９５】  小分子である請求項９３の化合物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（発明の分野）

  本発明は、一般に新規なＤＮＡの同定と単離及びマウスＳｔｒａ６、レチノイ

ン酸応答性タンパク質に類似した配列を有する新規なポリペプチドの組み換え生

成に関する。これらの分子のいくつかは先に「ＰＲＯ１０２８２」と称されるが

、以下「Ｓｔｒａ６」ポリペプチドとする。

      【０００２】

（発明の背景）

膜結合タンパク質

  膜結合タンパク質及びレセプターは、中でも、多細胞生物の形成、分化及び維

持において重要な役割を担っている。多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、遊

走、分化、又は他の細胞との相互作用は、典型的には他の細胞及び／又は直接の

環境から受けた情報により支配される。情報はしばしば分泌ポリペプチド（例え

ば、分裂促進因子、生存因子、細胞障害因子、分化因子、ニューロペプチド、及

びホルモン）により伝達され、それらは多種多様な細胞レセプター又は膜結合タ

ンパク質によって受け取り、判断される。限定するものではないが、このような

膜結合タンパク質及び細胞レセプターは、サイトカインレセプター、レセプター

キナーゼ、レセプターホスファターゼ、細胞-細胞間相互作用に関わるレセプタ

ー、及びセレクチン及びインテグリンのような細胞接着分子を含む。例えば、細

胞増殖及び分化を制御するシグナルの伝達は、様々な細胞タンパク質のリン酸化

により部分的に制御される。また、その工程を触媒する酵素であるタンパク質チ

ロシンキナーゼは、成長因子レセプターとして作用することもできる。例として

は、繊維芽細胞成長因子及び神経細胞成長因子レセプターを含む。

  膜結合タンパク質及びレセプター分子は、製薬及び診断用の薬剤としてを含む

様々な産業上の利用性を有している。例えば、レセプターイムノアドヘシンをレ

セプター-リガンド相互作用を阻害する治療薬として利用することができる。膜

結合タンパク質はまた、関連するレセプター／リガンド相互作用の可能性のある

ペプチド又は小分子阻害剤のスクリーニングに利用することもできる。
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  新規な天然のレセプター又は膜結合タンパク質を同定するための努力が産業界

と学術界の両方によってなされている。多くの努力が新規なレセプター又は膜結

合タンパク質に対するコード化配列を同定するために哺乳動物の組換えＤＮＡラ

イブラリをスクリーニングすることに注がれている。

      【０００３】

  本発明のＳｔｒａ６ポリペプチドは、レチノイン酸により誘発される発現をす

るマウスタンパク質Ｓｔｒａ６と配列相同性（７３％同一性及び８１％相同性）

を共有する（Bouillet等, Dev. Biol. 170:420-433[1995]; Bouillet等, Mech. 

Dev.63: 173-186[1997]; Chazaud等Dev. Genet. 19:66-73[1996]）。レチノイン

酸は脊椎発達の間の重要なシグナル伝達分子であり、遺伝子は胚発達の間の増殖

及び分化において重大な役割を果たすと考えられる。マウスＳｔｒａ６ ｃＤＮ

Ａは、レチノイン酸誘導遺伝子を同定及び単離するためのサブトラクティブハイ

ブリダイゼーション法を用いてＰ１９マウス胚性癌腫細胞から単離され、既に特

徴付けされているタンパク質と類似性を示さない。それは複数の膜貫通ドメイン

に対応するアミノ酸残基の高疎水性伸長、膜複合タンパクの特性を含む。発現パ

ターンに基づいて、Ｓｔｒａ６は初期に胚発達の間の背腹節のパターン化で、後

に軟骨内骨化の制御で重要な役割を果たすと考えられる（Chazaud等, Dev. Gene

t. 19:66-73[1996]）。

  ここで開示されるＳｔｒａ６ポリペプチドは、Ｓｔｒａ６ポリペプチドが膜複

合タンパク質であることを示す膜貫通ドメインを構成すると思われる複数の高疎

水性残基を含む。それらは未知のリガンドに対するレセプターとして機能し、細

胞成長、発達又は分化に対する影響があるシグナル伝達経路の一部でありうる。

      【０００４】

  悪性腫瘍（癌）は、米国において心臓疾患に続き第２の主要な死亡原因である

（Boring等, CA Cancel J. Clin., 43: 7 [1993]）。

  癌は、正常な組織から誘導されて腫瘍実体を形成する異常な、又は腫瘍形成性

の細胞数の増加、これらの腫瘍形成性腫瘍細胞による隣接組織の侵襲、及び最終

的に血液やリンパ系を介して局所のリンパ節及び離間部位に拡散（転移）する悪

性細胞の生成を特徴とする。癌性状態においては、正常細胞が成長しない条件下
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で細胞が増殖する。癌自体は、異なる侵襲及び攻撃性の程度で特徴付けられる広

範な種々の形態で顕現する。

  遺伝子発現の変化は制御不能な細胞成長及び脱分化に強く関連しており、全て

の癌に共通する特徴である。或る種の良く研究された癌のゲノムにおいて、通常

は腫瘍抑制遺伝子と呼ばれ、正常には悪性細胞成長又は或る種の優性遺伝子、例

えば悪性成長を促進する用に作用するオンコジーンの過剰発現を防止するように

作用する劣性遺伝子発現の減少を示すことが見出された。これらの遺伝子変化は

、凝集して完全な腫瘍形成性フェノタイプを示す形質の幾つかが移入される原因

であることが明らかとなった（Hunter, Cell 64: 1129 [1991]; Bishop, Cell 6

4: 235-248 [1991]）。

  癌細胞における良く知られた遺伝子（例えばオンコジーン）過剰発現のメカニ

ズムは遺伝子増幅である。これは、祖先細胞の染色体において特定遺伝子の多重

コピーが生成されるプロセスである。このプロセスは、遺伝子を含む染色体の領

域の計画性のない複製、次いで複製されたセグメントが染色体へ戻る再組換えを

含む（Alitalo等, Adv. Cancer Res. 47: 235-281 [1986]）。遺伝子の過剰発現

は、遺伝子増幅と並行して起こる、即ち、生成されるコピーの数に比例すると考

えられる。

  成長因子及び成長因子レセプターをコードするプロトオンコジーンは、乳癌を

含む、様々なヒトの悪性腫瘍の原因に重要な役割を担っていることが確認されて

いる。例えば、表皮成長因子レセプター(ＥＧＦＲ)に関連した１８５-ｋｄの膜

貫通糖タンパク質レセプター(ｐ１８５ＨＥＲ２、ＨＥＲ２又はｃ-ｅｒｂＢ-２)

をコードするヒトＥｒｂＢ２遺伝子(ｅｒｂＢ２、ｈｅｒ２としても知られてい

る、又はｃ-ｅｒｂＢ-２)は、ヒトの乳癌の約２５％～３０％で過剰発現されて

いることが見出されている(Slamon等, Science 235:177-182[1987]；Slamon等, 

Science 244:707-712[1989])。

      【０００５】

  プロトオンコジーンの遺伝子増幅は、典型的には癌のより悪性の形態に関わる

事象であり、臨床的結果の予言者として作用しうることが報告されている（Schw

ab等, Genes Chromosome Cancer 1, 181-193 [1990]; Alitalo等, 上掲）。即ち



(15) 特表２００３－５１９４９１

、ｅｒｂＢ２の過剰発現は、特に腋窩のリンパ節を含む一次疾患を持つ患者にお

いて、不完全な予後の前兆と一般に見なされており（Slamon等, [1987]及び[198

9], 上掲; Ravdin及びChamness, Gene 159: 19-27 [1995]; 及びHynes及びStern

, Biochem Biophys Acta 1198: 165-184 [1994]）、ホルモン療法及びＣＭＦ（

シクロホスファミド、メトトレキセート、及びフルオロウラシル）を含む化学治

療薬に対する感受性又は耐性と関連付けられていた（Baselga等, Oncology 11 (

3 Suppl 1): 43-48 [1997]）。しかしながら、ｅｒｂＢ２過剰発現と不完全な予

後との関連にも関わらず、ＨＥＲ２-ポジティブな患者のタキサンでの処理に臨

床的に反応する可能性は、ＨＥＲ２-ネガティブ患者の３倍も大きかった（上掲

）。組換えヒト化抗-ＥｒｂＢ２（抗-ＨＥＲ２）モノクローナル抗体（マウス抗

-ＥｒｂＢ２抗体４Ｄ５のヒト化型、ｒｈｕＭＡｂ ＨＥＲ２又はHerceptin(商品

名)と呼ばれる）は、広範な従来の抗癌治療を受けたＥｒｂＢ２を過剰発現する

転移性乳癌を持つ患者で臨床的に活性である。（Baselga等, J. Clin. Oncol. 1

4: 737-744[1996]）。

  上記に照らして遺伝子増幅に関連する腫瘍の診断及び治療に有用な新規な方法

及び組成物を同定することに明らかな興味がある。

      【０００６】

（発明の概要）

  ヒトｃＤＮＡクローン（ここでＤＮＡ１４８３８０－２８２７と称する）が、

マウスレチノイン酸応答タンパク質Ｓｔｒａ６をコードする核酸と相同性を有し

、本出願で全長天然配列ヒト「ＰＲＯ１０２８２」と称される、６６７アミノ酸

の新規なポリペプチドをコードすることが同定された。更なるヒトｃＤＮＡクロ

ーン（ここでＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１と称される）が、マウスＳｔｒ

ａ６と天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２の両方と有意な配列相同性を示す、あるい

は天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２のスプライスバリアントであると考えられる、

６５８アミノ酸の新規なポリペプチド（ＰＲＯ１９５７８）をコードすることが

同定された。以下に検討されるが、マウスＳｔｒａ６に対するそれらの相同性か

ら、本発明のＰＲＯ１０２８２ポリペプチド（天然配列及び変異体の分子を含む

）はまた「Ｓｔｒａ６」ポリペプチドとも称される。
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  一実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードする核酸

配列を含む単離された核酸分子を提供する。

  一態様では、単離された核酸分子は、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のア

ミノ酸残基約１～約６６７の配列を有するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコー

ドするＤＮＡ分子、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１

～約６５８の配列を有するＰＲＯ１９５７８ポリペプチドをコードするＤＮＡ分

子、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも約

８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一性、より好まし

くは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の配

列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、より好ましくは少

なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の配列同一

性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好ましくは少なくと

も約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性、よ

り好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９

１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列同一性、より好ま

しくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の

配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性、より好ましくは

少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そして、より好ましく

は少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。

      【０００７】

  他の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の

アミノ酸残基約１～約６６７の配列を有するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコ

ードするヌクレオチド配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸

残基約１～約６５８の配列を有するＰＲＯ１９５８７ポリペプチドをコードする

ヌクレオチド配列、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の補体を

含む。

  一態様では、単離された核酸分子は、（ａ）Ｆｉｇ．１（配列番号：１）のヌ

クレオチド約４９～約２０４９の配列を有するＤＮＡ分子、又は（ｂ）Ｆｉｇ．
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６（配列番号：４）のヌクレオチド約１８６～約２１５９の配列を有するＤＮＡ

分子、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも

約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一性、より好ま

しくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の

配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、より好ましくは

少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性、

より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列同一性、より好

ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の配列

同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そして、より好まし

くは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。

  他の態様では、本発明は、（ａ）Ｆｉｇ．１（配列番号：１）の約４９～約２

０４９のヌクレオチド配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．６（配列番号：４）の約１８６

～約２１５９のヌクレオチド配列、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のヌクレオチ

ド配列の補体を含む単離された核酸分子に関する。

      【０００８】

  他の態様では、本発明は、（ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ

寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒ

トタンパク質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリペプチドをコードするＤＮ

Ａ分子、又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ

-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク

質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又

は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対して、少なくとも約８０％の

配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一性、より好ましくは少な

くとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の配列同一性
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、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性、より

好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８

％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性、より好まし

くは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の配

列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列同一性、より好ましくは少

なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の配列同一

性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の配列同一性、よ

り好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そして、より好ましくは少なく

とも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子

に関する。好ましい態様では、単離された核酸分子は、（ａ）２０００年１月１

１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８

２７）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリ

ペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣ

にＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下

に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡにコードされる同一の成熟ポリペプチドを

コードするＤＮＡ分子、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体を含む

。

      【０００９】

  他の態様では、本発明は、（ａ）２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ

寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒ

トタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長ポリペプチド、又は（ｂ）２００

０年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８

３８９-２８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコード

する全長ポリペプチド、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体に対し

て、少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、



(19) 特表２００３－５１９４９１

より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好

ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列

同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少な

くとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性

、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そし

て、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列

を含む単離された核酸分子に関する。

  好ましい態様では、単離された核酸分子は、（ａ）２０００年１月１１日にＡ

ＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の

下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードする全長ポリペプチド、

又は（ｂ）２０００年２月２３日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０

２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮ

Ａの配列をコードする全長ポリペプチド、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ

分子の補体を含む。

  他の態様では、本発明は、下記に定義されるように（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番

号：２）の約１～約６６７のアミノ酸をコードする核酸配列の補体、又は（ｂ）

Ｆｉｇ．７（配列番号：５）の約１～約６５８のアミノ酸をコードする核酸配列

の補体に対してハイブリダイズする核酸配列を含む活性ＰＲＯ１０２８２ポリペ

プチドをコードする単離された核酸分子に関し、ここで単離された核酸分子はマ

ウスＳｔｒａ６をコードするＤＮＡ以外である。好ましくは、ハイブリダイゼー

ションは高厳密性の（厳密な）ハイブリダイゼーション及び洗浄条件の下で行わ

れる。

      【００１０】

  また他の態様では、本発明は、下記に定義されるように（ａ）Ｆｉｇ．１（配

列番号：１）の約ヌクレオチド４９～約２０４９の核酸配列の補体、又は（ｂ）
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Ｆｉｇ．６（配列番号：４）のアミノ酸残基約１８６～約２１５９の核酸配列の

補体に対してハイブリダイズする核酸配列を含む活性ＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドをコードする単離された核酸分子に関し、ここで単離された核酸分子はマウ

スＳｔｒａ６をコードするＤＮＡ以外である。好ましくは、ハイブリダイゼーシ

ョンは高厳密性の（厳密な）ハイブリダイゼーション及び洗浄条件の下で行われ

る。

  更なる態様では、本発明は少なくとも約７６５ヌクレオチドを有し、厳密条件

下で試験ＤＮＡを（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約１～約６

６７の配列を有するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又

は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約６５８の配列を有

するＰＲＯ１９５７８ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｃ）（ａ）

または（ｂ）のＤＮＡ分子の補体とハイブリダイズすることにより生成され、試

験ＤＮＡ分子が（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）に対して少なくとも約８０％の配列同

一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約８２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の配列同一性、より

好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５

％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性、より好まし

くは少なくとも約８７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の配

列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性、より好ましくは少

なくとも約９０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の配列同一

性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の配列同一性、よ

り好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９

６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の配列同一性、より好ま

しくは少なくとも約９８％の配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約

９９％の配列同一性を有する場合に試験ＤＮＡ分子を単離する、ヌクレオチド配

列を含む単離された核酸分子に関する。

      【００１１】

  他の態様では、本発明は、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の残基約１～約
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６６７のアミノ酸配列、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）の残基約１～約

６５８のアミノ酸配列、又は（ｃ）（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の補

体と比較したときに、少なくとも約８０％ポジティブ、好ましくは少なくとも約

８１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８２％ポジティブ、より好まし

くは少なくとも約８３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８４％ポジテ

ィブ、より好ましくは少なくとも約８５％ポジティブ、より好ましくは少なくと

も約８６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８７％ポジティブ、より好

ましくは少なくとも約８８％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８９％ポ

ジティブ、より好ましくは少なくとも約９０％ポジティブ、より好ましくは少な

くとも約９１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９２％ポジティブ、よ

り好ましくは少なくとも約９３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９４

％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９５％ポジティブ、より好ましくは

少なくとも約９６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９７％ポジティブ

、より好ましくは少なくとも約９８％ポジティブ、そして、より好ましくは少な

くとも約９９％ポジティブのスコアとされるポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列を含む単離された核酸分子に関する。

  本発明の他の態様は、膜貫通ドメイン欠失又は膜貫通ドメイン不活性のどちら

か、あるいはこのようなコード化配列に相補的であるＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドをコードする核酸配列を含む単離された核酸配列を提供し、ここで膜貫通ド

メインは、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の約アミノ酸位置からアミノ酸位置まで

、約アミノ酸位置５４からアミノ酸位置６９まで、約アミノ酸位置１０２からア

ミノ酸位置１１９まで、約アミノ酸位置１４８からアミノ酸位置１６６まで、約

アミノ酸位置２０７からアミノ酸位置２２２まで、約アミノ酸位置３０１からア

ミノ酸位置３２０まで、約アミノ酸位置３６４からアミノ酸位置３８０まで、約

アミノ酸位置４３１からアミノ酸位置４５１まで、約アミノ酸位置４７４からア

ミノ酸位置４８９まで、約アミノ酸位置５１２からアミノ酸位置５３１まで；及

びＦｉｇ．７（配列番号：５）の約アミノ酸位置５４からアミノ酸位置７１まで

、約アミノ酸位置９３からアミノ酸位置１１まで、約アミノ酸位置１４０からア

ミノ酸位置１５７まで、約アミノ酸位置１９７からアミノ酸位置２１４まで、約
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アミノ酸位置２９１からアミノ酸位置３１２まで、約アミノ酸位置３５６からア

ミノ酸位置ま３７１で、約アミノ酸位置４２５からアミノ酸位置４８１まで、約

アミノ酸位置５０５からアミノ酸位置５２２まで伸びると仮に同定される。従っ

て、ここで記載されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの可溶性細胞外ドメインが

考慮される。

      【００１２】

  この点で、本発明の他の態様は、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ

酸１～ＸをコードするＤＮＡ分子、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）の４

９～５９の任意のアミノ酸であり、又は（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体に対し

て、少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、

より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好

ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列

同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少な

くとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性

、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そし

て、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列

を含む単離された核酸分子に関する。特定の態様では、単離された核酸分子は、

（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ

酸１～Ｘをコードし、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）の４９～５９の任

意のアミノ酸であり、あるいは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体である、ヌクレ

オチド配列を含む。特定の態様では、単離された核酸分子は（ａ）Ｆｉｇ．２（

配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸１～Ｘをコードし

、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の



(23) 特表２００３－５１９４９１

４９～５９の任意のアミノ酸であり、あるいは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体

である、ヌクレオチド配列を含む。

  また本発明の他の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列

番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の残基約１～Ｘのアミノ酸配列（

ここで、ＸがＦｉｇ．２（配列番号：２）の４９～５９の任意のアミノ酸である

）と比較したときに、少なくとも約８０％ポジティブ、好ましくは少なくとも約

８１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８２％ポジティブ、より好まし

くは少なくとも約８３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８４％ポジテ

ィブ、より好ましくは少なくとも約８５％ポジティブ、より好ましくは少なくと

も約８６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８７％ポジティブ、より好

ましくは少なくとも約８８％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８９％ポ

ジティブ、より好ましくは少なくとも約９０％ポジティブ、より好ましくは少な

くとも約９１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９２％ポジティブ、よ

り好ましくは少なくとも約９３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９４

％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９５％ポジティブ、より好ましくは

少なくとも約９６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９７％ポジティブ

、より好ましくは少なくとも約９８％ポジティブ、そして、より好ましくは少な

くとも約９９％ポジティブのスコアとされるポリペプチドをコードする、あるい

は（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体である。

      【００１３】

  他の実施態様は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコード化配列の断片に関し、

例えば、ハイブリッド形成プローブとしての、又は場合によっては抗ＰＲＯ１０

２８２抗体に対する結合部位を含むポリペプチドをコードしてもよいＰＲＯ１０

２８２ポリペプチドの断片のコード化のための用途が見いだされる。このような

核酸断片は、通常は少なくとも約２０ヌクレオチド長、好ましくは少なくとも約

３０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約４０ヌクレオチド長、より好

ましくは少なくとも約５０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約６０ヌ

クレオチド長、より好ましくは少なくとも約７０ヌクレオチド長、より好ましく

は少なくとも約８０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約９０ヌクレオ
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チド長、より好ましくは少なくとも約１００ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約１１０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約１２０ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約１３０ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約１４０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約１５０ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約１６０ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約１７０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約１８０ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約１９０ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約２００ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約２５０ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約３００ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約３５０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約４００ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約４５０ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約５００ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約６００ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約７００ヌクレオチド長、より好ましくは少

なくとも約８００ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも約９００ヌクレオ

チド長、より好ましくは少なくとも約１０００ヌクレオチド長であり、ここで「

約」という語の内容は参照する長さのプラス又はマイナス１０％のヌクレオチド

配列長を指すことを意味する。本発明の核酸断片はマウスのＳｔｒａ６の天然コ

ード化配列の断片と異なる。好ましい実施態様ではヌクレオチド配列断片はＦｉ

ｇ．１（配列番号：１）に示されるヌクレオチド配列の、あるいはＦｉｇ．６（

配列番号：４）に示されるヌクレオチド配列の任意のコードか領域から誘導され

る。ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、

多くの良く知られた配列アラインメントプログラムの任意のものを用いてＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列と他の公知のヌクレオチド配

列とを整列させ、いずれのＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチド配列断片が

新規であるかを決定することによる、日常的な手法で同定してもよい。このよう

なＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列は全てここで考慮さ

れ、過度の実験なしく決定することができる。また、これらのヌクレオチド分子

断片によってコードされるＰＲＯ１０２８２ポリペプチド、好ましくは抗ＰＲＯ

１０２８２抗体に対する結合部位を含むＰＲＯ１０２８２ポリペプチド断片も考
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慮される。

      【００１４】

  他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０２８２をコードするヌクレオチド配

列を有するベクター又はその変異体を提供する。ベクターは以下に定義される任

意の単離された核酸分子を含んでいてもよい。

  この様なベクターを持つ宿主細胞もまた、提供される。一例としては、宿主細

胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母でありうる。ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

を生成する方法が更に提供され、ＰＲＯ１０２８２の発現に適した条件下で宿主

細胞を培養し、細胞培地からＰＲＯ１０２８２を回収することを含む。

  他の実施態様では、本発明は、上記で特定された単離された核酸配列の任意の

ものにコードされる単離されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを提供する。

  特定の態様では、本発明は単離された天然配列ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

提供し、ある実施態様では、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の残基約１～約６６７

、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の残基約１～約６５８を含むアミノ酸配列を

含む。

  他の態様では、本発明は、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約１～

約６６７の配列、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約６５

８の配列に対して少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８

１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ま

しくは少なくとも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の

配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは

少なくとも約８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８９％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、

より好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

９２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好

ましくは少なくとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列
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同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するアミ

ノ酸配列を含む単離されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに関する。

      【００１５】

  さらなる態様では、本発明は、２０００年１月１１日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄

託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）の下に寄託されたヒト

タンパク質ｃＤＮＡの配列をコードするアミノ酸配列、又は２０００年２月２３

日にＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２

７-１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードするアミノ酸

配列に対して少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列

同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少な

くとも約８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性

、より好ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約８９％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より

好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２

％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好まし

くは少なくとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配

列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少

なくとも約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一

性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するアミノ酸

配列を含む単離されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに関する。好ましい実施態

様では、単離されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、２０００年１月１１日に

ＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１１８１（ＤＮＡ１４８３８０-２８２７）

の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡ、又は（ｂ）２０００年２月２３日に

ＡＴＣＣにＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１４０２（ＤＮＡ１４８３８９-２８２７-

１）の下に寄託されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの配列をコードするアミノサン配

列を含む。

  さらなる態様では、本発明は、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の残基約１～約６
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６７のアミノ酸配列、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の残基約１～約６５８の

アミノ酸配列と比較したときに、少なくとも約８０％ポジティブ、好ましくは少

なくとも約８１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８２％ポジティブ、

より好ましくは少なくとも約８３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８

４％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８５％ポジティブ、より好ましく

は少なくとも約８６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８７％ポジティ

ブ、より好ましくは少なくとも約８８％ポジティブ、より好ましくは少なくとも

約８９％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９０％ポジティブ、より好ま

しくは少なくとも約９１％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９２％ポジ

ティブ、より好ましくは少なくとも約９３％ポジティブ、より好ましくは少なく

とも約９４％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９５％ポジティブ、より

好ましくは少なくとも約９６％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９７％

ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９８％ポジティブ、そして、より好ま

しくは少なくとも約９９％ポジティブのスコアとされるアミノ酸配列を含む単離

されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに関する。

      【００１６】

  本発明の他の態様は、膜貫通ドメイン欠失又は膜貫通ドメイン不活性の単離さ

れたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを提供する。同一のものを生成する方法もま

た、ここで記載され、ここで、これらの方法はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの

発現に適した条件下で適切なコード化核酸分子を含むベクターを有する宿主細胞

を培養し、細胞培地からＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを回収することを含む。

  従って、本発明の一態様では、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７

（配列番号：５）のアミノ酸約１～約Ｘ（ここで、ＸはＦｉｇ．２（配列番号：

２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸）に対し

て、少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性、

より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性、より好
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ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％

の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の配列

同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好ましくは少な

くとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性

、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも

約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性、そし

て、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含

む単離された可溶性ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに関する。好ましい態様では

、単離された可溶性ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、Ｆｉｇ．２（配列番号：

２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸約１～約Ｘを含み、ここで、

ＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の４９～５９

の任意のアミノ酸である。

      【００１７】

  また本発明の他の態様では、単離された可溶性ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

は、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の残基約１

～約Ｘのアミノ酸配列（ここで、ＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ

．７（配列番号：５）の４９～５９の任意のアミノ酸）に比較したときに、少な

くとも約８０％ポジティブ、好ましくは少なくとも約８１％ポジティブ、より好

ましくは少なくとも約８２％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８３％ポ

ジティブ、より好ましくは少なくとも約８４％ポジティブ、より好ましくは少な

くとも約８５％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８６％ポジティブ、よ

り好ましくは少なくとも約８７％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８８

％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約８９％ポジティブ、より好ましくは

少なくとも約９０％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９１％ポジティブ

、より好ましくは少なくとも約９２％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約

９３％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９４％ポジティブ、より好まし

くは少なくとも約９５％ポジティブ、より好ましくは少なくとも約９６％ポジテ

ィブ、より好ましくは少なくとも約９７％ポジティブ、より好ましくは少なくと
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も約９８％ポジティブ、そして、より好ましくは少なくとも約９９％ポジティブ

のスコアとされるアミノ酸配列を含む。

  また他の態様では、本発明は、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）のアミノ酸残基約

１～約６６７、又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸残基約１～約６５８

の配列、又はその断片であって、生物学的活性のある、あるいは抗ＰＲＯ１０２

８２に対する結合部位を提供するのに十分であるものを含む、単離されたＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドに関し、ここで、生物学的活性を有する、あるいは抗Ｐ

ＲＯ１０２８２抗体に対する結合部位を提供するＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

の同定は、当該分野でよく知られた技術を用いて日常的な方法で成されうる。こ

こでの断片は、マウスＳｔｒａ６ポリペプチドの断片以外である。好ましくは、

ＰＲＯ１０２８２断片は、天然１０２８２ポリペプチドの量的生物学的活性を有

している。

      【００１８】

  また更なる態様では、本発明は、（ｉ）（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）の

アミノ酸残基約１～約６６７  の配列を有するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを

コードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）Ｆｉｇ．７（配列番号：５）のアミノさんざ

ん器約１から約６５８の配列を有するＰＲＯ１９５７８ポリペプチドをコードす

るＤＮＡ分子、又は（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡ分子の補体と厳密条件下で

試験ＤＮＡ分子をハイブリダイズする、及び試験ＤＮＡ分子が（ａ）、（ｂ）又

は（ｃ）に対して少なくとも約８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも約８

１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性、より好ま

しくは少なくとも約８３％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の

配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性、より好ましくは

少なくとも約８６％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の配列同

一性、より好ましくは少なくとも約８８％の配列同一性、より好ましくは少なく

とも約８９％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性、

より好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約

９２％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性、より好

ましくは少なくとも約９４％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％
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の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性、より好ましく

は少なくとも約９７％の配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の配列

同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有する場合

に、（ｉｉ）ポリペプチドの発現に適した条件下で試験ＤＮＡ分子を含む宿主細

胞を培養する、及び（ｉｉｉ）細胞培地からポリペプチドを回収することによっ

て生成されるポリペプチドを提供する。

      【００１９】

  他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した

ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを含んでなるキメラ分子を提供し、ここで、上記

されるようなＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは任意のＰＲＯ１０２８２、変異体

又はその断片を含んでいてもよい。そのようなキメラ分子の例は、エピトープタ

グ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したここに記載のＰＲＯ１０２８２

ポリペプチドを含む。

  他の実施態様では、本発明は、上記のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに特異的

に結合する以下に定義する様な抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノク

ローナル抗体、抗体断片又は一本鎖抗体である。

  また他の実施態様では、本発明は以下に定義されるような天然ＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドのアゴニスと及びアンタゴニストに関する。特定の実施態様では

、アゴニスト又はアンタゴニストは抗ＰＲＯ１０２８２抗体又は小分子である。

  更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドと候補分子を

接触させ、及び前記ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを調節する生物学的活性を監

視することを含む、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに対するアゴニスト又はアン

タゴニストを同定する方法に関する。好ましくは、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチ

ドは天然ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドである。

  また更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド、又はこ

こで記載されるようなＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴ

ニスト、又は抗ＰＲＯ１０２８２抗体を、担体と共に含む物質の組成物に関する

。任意には、担体は製薬的に許容可能な担体である。

  他の実施態様では、本発明はＰＲＯ１０２８２ポリペプチド、又はここで記載
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されるようなそのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ１０２８２抗体

の使用、あるいはＰＲＯ１０２８２ポリペプチド、又はここで記載されるような

そのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ１０２８２抗体に応答性の症

状の治療に利用される薬剤の調製に関する。

      【００２０】

  更なる実施態様では、本発明はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに特異的に結合

する抗体に関する。好ましくは抗体は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを発現す

る細胞の死を誘発する。特に好ましい実施態様では、細胞は、同じ組織型の正常

細胞に比較してＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを過剰発現する癌細胞である。抗

体は、好ましくはヒト化又はヒトであり、抗体断片及び一本鎖抗体を含む。

  他の実施態様では、本発明はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに特異的に結合す

る抗体を含む物質の組成物に関する。

  また他の態様では、本発明はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに特異的に結合す

る抗体をコードする単離された核酸分子、該核酸を含むベクター、及び該ベクタ

ーを含む宿主細胞に関する。本発明はまた、抗ＰＲＯ１０２８２抗体を生成する

方法に関する。

  また更なる実施態様では、本発明は、抗ＰＲＯ１０２８２抗体（又は他のＰＲ

Ｏ１０２８２のアンタゴニスト）に試料を暴露することによってＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドの含有が推測される試料中の該ポリペプチドの存在を決定する、

及び試料中のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに対する該抗体（又はアンタゴニス

ト）の結合を決定する方法に関する。特に重要な実施態様では、試料は癌細胞由

来である。

  異なる実施態様では、本発明は、（ａ）哺乳動物から得られた組織の試験試料

中の、及び（ｂ）同組織型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中の、ＰＲ

Ｏ１０２８２ポリペプチドをコードする遺伝子の発現のレベルを測定することを

含む、哺乳動物の腫瘍を診断する方法に関する。試験試料中のコントロー試料よ

りも高い発現レベルは、試験組織細胞を得た哺乳動物に腫瘍が存在することを示

唆する。

      【００２１】
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  本発明の他の方法によれば、（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料

と抗ＰＲＯ１０２８２抗体を接触させ、及び（ｂ）試験試料に該抗体とＰＲＯ１

０２８２ポリペプチドとの複合体の形成を測定することによって、哺乳動物で腫

瘍を診断する。複合体の形成は哺乳動物中の腫瘍の存在を示唆する。

  他の態様では、本発明は抗ＰＲＯ１０２８２抗体（又はＰＲＯ１０２８２の様

々なアンタゴニスト）と包装に適した担体を含む癌診断キットに関する。場合に

よっては、キットはまた、試料中のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの存在を検出

するために抗体又は他のアンタゴニストを用いるという説明書を含む。

  他の態様では、本発明はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの生物学的活性を阻害

する有効量の薬剤にＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを発現する腫瘍細胞を暴露す

ることにより腫瘍細胞の成長を阻害する方法に関する。薬剤は、例えば抗ＰＲＯ

１０２８２抗体又はＰＲＯ１０２８２の他のアンタゴニストであり得る。腫瘍細

胞は更に従来からある腫瘍の治療、例えば放射線治療、細胞毒性剤及び／又は化

学療法剤での治療等を行ってもよい。

  異なる態様では、本発明は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを発現する腫瘍細

胞を該ポリペプチドの発現の阻害に有効な量の薬剤に暴露することにより腫瘍細

胞の成長を阻害し、腫瘍成長を抑制する方法に関する。

  本発明は、更にＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの過剰発現により特徴付けされ

る腫瘍の発達、成長、又は転移を抑制する又は遅らせる（減少させる）関連する

方法に関する。このような治療は腫瘍細胞の病理を直接減少させても、あるいは

腫瘍細胞を他の治療剤、例えば放射線及び／又は化学療法剤による治療に対する

感受性をより高めても良い。本発明は、特に異常な又は別の転移、隣接細胞の通

常の機能の妨害、又は異常なレベルでのサイトカイン又は他の分泌生成物の放出

、炎症又は免疫反応の抑制又は悪化等を制御する方法を含む。

  本発明は更に、容器、容器上のラベル、及び活性剤を含有する組成物含んでな

る製造品に関し、ここで組成物は、組成物が腫瘍成長を阻止するのに有効であり

、容器上のラベルには、腫瘍細胞でのＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの過剰発現

により特徴付けられる症状の治療に効果的であることが示される。

      【００２２】
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  またさらに他の態様では、本発明は、候補化合物とＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドを２つの成分を作用させるのに十分な条件と時間接触させ、ＰＲＯ１０２８

２の生物学的又は免疫学的活性が抑制される可動化を測定することによって、Ｐ

ＲＯ１０２８２ポリペプチドの生物学的又は免疫学的活性を阻害する化合物を同

定する方法に関する。

  また、本発明は、次の工程：（ａ）細胞とスクリーニングされる候補化合物を

、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの存在下でＰＲＯ１０２８２ポリペプチドによ

り通常誘発される細胞性反応の誘発に適した条件で接触させ、及び（ｂ）試験化

合物が効果的なアンタゴニストである場合に測定される前記細胞性反応の誘発を

測定することを含む、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの活性を抑制する化合物を

同定する方法に関する。細胞性反応の誘発の欠乏は、試験化合物が効果的なアン

タゴニストであることを示唆する。

  本発明は更に、細胞を候補化合物と接触させ、発現が抑制されるかどうかを測

定することによって、細胞発現のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの発現を抑制す

る化合物を同定する方法に関する。

  本発明は特に、ここでのスクリーニング方法により同定されるＰＲＯ１０２８

２アゴニスト又はアンタゴニストに関する。このようなアゴニスト又はアンタゴ

ニストは、限定するものではないが、アゴニスト又はアンタゴニスト特性を有す

る抗ＰＲＯ１０２８２抗体、ポリペプチド、ペプチド、有機小分子を含む。

      【００２３】

（発明の詳細な説明）

  ここで使用される際の「ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド」、「ＰＲＯ１０２８

２タンパク質」、「ＰＲＯ１０２８２」、「Ｓｔｒａ６ポリペプチド」、「Ｓｔ

ｒａ６タンパク質」及び「Ｓｔｒａ６」という用語は、直後に数値符号がある場

合に種々のポリペプチドを指し、天然配列ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリ

ペプチド及びＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）変異体（ここで更に詳細に定義す

る）を含む。ここに記載されるＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドは

、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離してもよく、組換え

及び／又は合成方法によって調製してもよい。
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  「天然配列ＰＲＯ１０２８２」又は「天然配列Ｓｔｒａ６」は、天然由来の対

応するＰＲＯ１０２８２ポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有するポリペプチ

ドを含んでいる。このような天然配列ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプ

チドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により生産する

こともできる。「天然配列ＰＲＯ１０２８２」又は「天然配列Ｓｔｒａ６」とい

う用語には、特に、特定のＰＲＯ１０２８２の自然に生じる切断又は分泌形態(

例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に生じる変異形態(例えば、選択的にスプラ

イシングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝子変異体が

含まれる。本発明の一実施態様では、天延配列ＰＲＯ１０２８２はＦｉｇ．２（

配列番号：２）のアミノ酸１～６６７を含む成熟又は全長天然配列ＰＲＯ１０２

８２である。本発明の他の実施態様において、天然配列ＰＲＯ１０２８２ポリペ

プチドは配列番号：５のアミノ酸１～６５８を含む成熟又は全長ＰＲＯ１９５７

８ポリペプチドであり、配列番号：２の天然配列ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

の他のスプライシング形態であると考えられる。また、FIgure2（配列番号：２

）及びＦｉｇ．７、配列番号：５に記載されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは

、アミノ酸位置１としてここで命名されるメチオニン残基で開始することが示さ

れるが、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ

酸位置１から上流又は下流にある他のメチオニン残基をＰＲＯ１０２８２ポリペ

プチドの開始アミノ酸残基として用いることも考えられるし可能でもある。

  ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣ

Ｄ」は、膜貫通及び細胞質ドメインを実質的に有しないＰＲＯ１０２８２（Ｓｔ

ｒａ６）ポリペプチドの形態を意味する。通常、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

ＥＣＤは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそ

のようなドメインを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯ１０２８２ポリ

ペプチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのその型

を同定するために当該分野において日常的に使用される基準に従い同定されるこ

とが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり得るが、最初に

同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えない可能性が高い

。従って、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド細胞外ドメインは、網の酸１～Ｘを含
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み、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の

アミノ酸４９～５９の任意のアミノ酸である。

      【００２４】

  「ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド変異体」又は「Ｓｔｒａ６変異体ポリペプチ

ド」とは、上記又は下記に定義されるように、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２

）に示されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの残基１～６６７、又はＦｉｇ．７

（配列番号：５）の残基１～６５８、（ｂ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦ

ｉｇ．７（配列番号：５）の１～Ｘ、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）又

はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸４９～アミノ酸５９の任意のアミノ酸

である、又は（ｃ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）、又はＦｉｇ．７（配列番号：

５）に示されるアミノ酸配列の他の特定の派生断片のアミノ酸配列と、少なくと

も約８０％のアミノ酸配列同一性を有する活性ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）

ポリペプチドを意味する。このようなＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプ

チド変異体には、例えば、全長天然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端、並びにＦｉ

ｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の配列において一又は

複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６

）ポリペプチドが含まれる。通常、ＰＲＯ１２０８０ポリペプチド変異体は、（

ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）に示されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの残

基１～６６７又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のＰＲＯ１９５７８ポリペプチド

の残基１～６５８、（ｂ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番

号：５）の１～Ｘ、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配

列番号：５）のアミノ酸４９～アミノ酸５９の任意のアミノ酸である、又は（ｃ

）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）に示されるアミ

ノ酸配列の他の特定の派生断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、

好ましくは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ

酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、より

好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％のアミノ



(36) 特表２００３－５１９４９１

酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より

好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ

酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より

好ましくは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ

酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より

好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％

のアミノ酸配列同一性を有している。ＰＲＯ１０２８２変異体ポリペプチドは天

然ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド配列を包含しない。通常は、ＰＲＯ１０２８２

変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ酸長、より多くは少なくとも約

２０アミノ酸長、より多くは少なくとも約３０アミノ酸長、より多くは少なくと

も約４０アミノ酸長、より多くは少なくとも約５０アミノ酸長、より多くは少な

くとも約６０アミノ酸長、より多くは少なくとも約７０アミノ酸長、より多くは

少なくとも約８０アミノ酸長、より多くは少なくとも約９０アミノ酸長、より多

くは少なくとも約１００アミノ酸長、より多くは少なくとも約１５０アミノ酸長

、より多くは少なくとも約２００アミノ酸長、より多くは少なくとも約３００ア

ミノ酸長、又はそれ以上であり、Bouillet等, Mechanisms of Development 63, 

173-186(1997)に記載されるようなマウスＳｔｒａ６配列の断片とは異なる。

      【００２５】

  ここに定義されるＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドに対してここ

で同定されている「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」は、配列を整列させ、

最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる保

存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、ＰＲＯ配列のアミノ酸残基と同

一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセント

アミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の

範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNASTAR)ソ

フトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することに
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より達成可能である。当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のア

ラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメン

トを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここで

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

ソースコードが以下のＦｉｇ．４Ａ－Ｑに与えられている配列比較プログラムAL

IGN-2を用いても得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムはジェネン

テク社によって作成され、以下の表１に示したソースコードは米国著作権庁, Wa

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

U510087の下で登録されている。ALIGN-2プログラムはジェネンテク社、South Sa

n Francisco, Californiaから好適に入手可能であり、また以下のＦｉｇ．４Ａ

－Ｑに与えたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、U

NIX（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX （登録商

標）V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、A

LIGN-2プログラムによって設定され変動しない。

      【００２６】

  ここでの目的のためには、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたアミノ酸

配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、与えられたア

ミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は

含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：

      分率Ｘ／Ｙの１００倍

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

トによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全

アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる

場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列

同一性とは異なることは理解されるであろう。この方法を用いた％アミノ酸配列

同一性の計算の例として、表２Ａと２Ｂは、「比較タンパク質」と称されるアミ

ノ酸配列の「ＰＲＯ」と称されるアミノ酸配列に対する％アミノ酸配列同一性の

計算方法を示す。

  特に断らない限り、ここで用いられる全ての％アミノ酸配列同一性値は、上記
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したようにしてALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。し

かしながら、％アミノ酸配列同一性は、配列比較コンピュータプログラムNCBI-B

LAST-2（Altschul等, Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決

定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較プログラムは、http://ww.ncbi.nlm.nih.go

vからダウンロードできる。NCBI-BLAST2は幾つかの検索パラメータを使用し、そ

れら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て

、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０

１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２

５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。

      【００２７】

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

配列Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同

一性（あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％

アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともでき

る）は次のように計算される：

      分率Ｘ／Ｙの１００倍

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

メントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢ

の全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異

なる場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸

配列同一性とは異なることは理解されるであろう。

      【００２８】

  「ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ１

０２８２（Ｓｔｒａ６）変異体核酸配列」とは、下記に定義されるように、活性

ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードする核酸分子であり、（ａ）Ｆｉｇ．２

（配列番号：２）に示されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの残基１～６６７又

はＦｉｇ．７（配列番号：５）のＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの残基１～６５

８をコードする核酸配列、（ｂ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（

配列番号：５）の１～Ｘをコードする核酸配列、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番
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号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のアミノ酸４９～アミノ酸５９の任意

のアミノ酸である、又は（ｃ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配

列番号：５）に示されるアミノ酸配列の他の特定の派生断片をコードする核酸配

列と、少なくとも８０％の配列同一性を有する。通常は、ＰＲＯ１０２８２変異

体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉｇ．２（配列番号：２）に示されるＰＲＯ１

０２８２ポリペプチドの残基１～６６７又はＦｉｇ．７（配列番号：５）のＰＲ

Ｏ１９５７８ポリペプチドの残基１～６５８をコードする核酸配列、（ｂ）Ｆｉ

ｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）の１～Ｘをコードする

核酸配列、ここでＸはＦｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：

５）のアミノ酸４９～アミノ酸５９の任意のアミノ酸である、又は（ｃ）Ｆｉｇ

．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番号：５）に示されるアミノ酸配列

の他の特定の派生断片をコードする核酸配列と、少なくとも約８０％の核酸配列

同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少な

くとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配

列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましく

は少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の

核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好

ましくは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８

９％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、

より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくと

も約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同

一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ましくは少

なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸

配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好まし

くは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも

約９９％の核酸配列同一性を有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を含

まない。

  通常は、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）変異体ポリヌクレオチドは、少なく

とも約３０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約６０ヌクレオチド長、より
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多くは少なくとも約９０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約１２０ヌクレ

オチド長、より多くは少なくとも約１５０ヌクレオチド長、より多くは少なくと

も約１８０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約２１０ヌクレオチド長、よ

り多くは少なくとも約２４０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約２７０ヌ

クレオチド長、より多くは少なくとも約３００ヌクレオチド長、より多くは少な

くとも約４５０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約６００ヌクレオチド長

、より多くは少なくとも約９００ヌクレオチド長、又はそれ以上であり、特にBo

uillet等, Mechanisms of Development 63, 173-186(1997)に記載されるような

マウスＳｔｒａ６のヌクレオチド配列に含まれるポリヌクレオチドを除く。

      【００２９】

  ここで同定されるＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）コード化核酸配列に対する

「パーセント(％)核酸配列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列

同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコ

ード化核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパーセ

ントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアラ

インメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、AL

IGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソ

フトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される

配列の全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴ

リズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定するこ

とができる。しかし、ここでの目的のためには、％核酸配列同一性値は、以下に

記載するように、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが表１に与えられ

ている配列比較プログラムALIGN-2を用いて得られる。ALIGN-2配列比較コンピュ

ータプログラムはジェネンテク社によって作成され、Ｆｉｇ．４Ａ－Ｑに示した

ソースコードは米国著作権庁, Washington D.C., 20559に使用者用書類とともに

提出され、米国著作権登録番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2はジェ

ネンテク社、South San Francisco, Californiaを通して公的に入手可能であり

、またＦｉｇ．４Ａ－Ｑに与えたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIG

N-2プログラムは、UNIX(登録商標)オペレーティングシステム、好ましくはデジ
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タルUNIX(登録商標) V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較

パラメータは、ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。

      【００３０】

  ここでの目的のためには、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた核酸配列Ｄと

の、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸配列Ｄと、

又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ

酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：

      分率Ｗ／Ｚの１００倍

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

トによって同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全

ヌクレオチド数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、Ｃ

のＤに対する％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なる

ことは理解されるであろう。この方法を用いた％核酸配列同一性の計算の例とし

て、Ｆｉｇ．３Ｃ－Ｄは、「比較ＤＮＡ」と称される核酸配列の「ＰＲＯ-ＤＮ

Ａ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示す。

  特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は上記のようにALIG

N-2配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％核酸

配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschul等, Nucleic Acids R

es. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較プ

ログラムは、http://ww.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードできる。NCBI-BLAST

2は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に

設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝10、最小低複合長

＝15/5、マルチパスｅ-値＝0.01、マルチパスの定数＝25、最終ギャップアライ

ンメントのドロップオフ＝25、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。

      【００３１】

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

えられた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与え

られた核酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は

含む与えられた核酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
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      分率Ｗ／Ｚの１００倍

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

メントによって同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤ

の全ヌクレオチド数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合

、ＣのＤに対する％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異

なることは理解されるであろう。

  他の実施態様では、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）変異体ポリペプチドヌク

レオチドは、活性ＰＲＯポリペプチドをコードし、好ましくは緊縮性ハイブリッ

ド形成及び洗浄条件下で、Ｆｉｇ．２（配列番号：２）又はＦｉｇ．７（配列番

号：５）に示す全長ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするヌクレオチド配

列にハイブリッド形成する核酸分子である。ＰＲＯ１０２８２変異体ポリペプチ

ドは、ＰＲＯ１０２８２変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであっても

よい。

  上記のように実施されるアミノ酸配列同一性比較の文脈における「ポジティブ

（陽性）」という用語は、比較された配列において同一であるアミノ酸残基ばか

りでなく特性を有するものも含む。対象とするアミノ酸残基に対してポジティブ

値をスコアされるアミノ酸残基は、対象とするアミノ酸残基と同一であるか、又

は対象とするアミノ酸残基の（下記の表６で特定するように）好ましい置換とさ

れるものである。

  ここでの目的のために、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたアミノ酸配

列Ｂとの、又はそれに対する％ポジティブ値（あるいは、与えられたアミノ酸配

列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％ポジティブを持つ又は含む与えられたア

ミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：

      分率Ｘ／Ｙの１００倍

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

トによってポジティブであるとのスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全

アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる

場合、ＡのＢに対する％ポジティブは、ＢのＡに対する％ポジティブとは異なる

ことは理解されるであろう。



(43) 特表２００３－５１９４９１

      【００３２】

  「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために

使用するときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収され

たポリペプチドを意味する。好ましくは、単離されたポリペプチドは、それに天

然に付随する全ての成分を伴わない。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペ

プチドの診断又は治療への使用を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモ

ン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態

様において、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシークエネーターを使用す

ることにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るの

に充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用

いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製され

る。単離されたポリペプチドには、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチ

ドの自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサ

イツのタンパク質が含まれる。しかしながら、通常は、単離されたポリペプチド

は少なくとも１つの精製工程により調製される。

  ＰＲＯポリペプチドをコードする「単離された」核酸分子は、同定され、ＰＲ

Ｏ１０２８２コード化核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの汚染核

酸分子から分離された核酸分子である。好ましくは、単離された核酸は、それに

天然に付随する全ての成分を伴わない。単離されたＰＲＯ１０２８２コード化核

酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離

された核酸分子は、天然の細胞中に存在するＰＲＯ１０２８２コード化核酸分子

とは区別される。しかし、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドをコー

ドする単離された核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なった

染色体位置にあるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを通常発現する細胞に含まれる

ＰＲＯ１０２８２コード化核酸分子を含む。

      【００３３】

  「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合

したコード配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好

適なコントロール配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及び
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リボソーム結合部位を含む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化

シグナル及びエンハンサーを利用することが知られている。

  核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」てい

る。例えば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に

参画するプレタンパク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡ

に作用可能に結合している；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影

響を及ぼすならば、コード配列に作用可能に結合している；又はリボソーム結合

部位は、もしそれが翻訳を容易にするような位置にあるなら、コード配列と作用

可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合している」とは、結合したＤ

ＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接していて読みフェーズに

あることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要はない

。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位

が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプター

あるいはリンカーが使用される。

  「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗-Ｐ

ＲＯ１０２８２モノクローナル抗体(アゴニスト抗体を含む)、多エピトープ特異

性を持つ抗-ＰＲＯ１０２８２抗体組成物、一本鎖の抗-ＰＲＯ１０２８２抗体、

及び抗-ＰＲＯ１０２８２抗体の断片を包含している（下記参照）。ここで使用

される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すな

わち、構成する個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じる可能性のある突然変

異を除いて同一である集団から得られる抗体を称する。

      【００３４】

  ハイブリッド形成反応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され、一般

的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に

、プローブが長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブ

が短くなると温度は低くなる。ハイブリッド形成は、一般的に、相補的鎖がその

融点に近いがそれより低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡの再アニール

する能力に依存する。プローブとハイブリッド形成可能な配列との間の所望の相

同性の程度が高くなると、使用できる相対温度が高くなる。その結果、より高い
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相対温度は、反応条件をより緊縮性にするが、低い温度は緊縮性を低下させる。

さらに、緊縮性は塩濃度に逆比例する。ハイブリッド形成反応の緊縮性の更なる

詳細及び説明は、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley

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

  ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、（１）洗浄の

ために低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナ

トリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナト

リウムを用いるもの；（２）ハイブリッド形成中にホルムアミド等の変性剤、例

えば、４２℃において５０％（v/v）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミ

ン／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６

．５のリン酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍ

Ｍクエン酸ナトリウムを用いるもの；（３）４２℃における５０％ホルムアミド

、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）、

５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム

、５ｘデンハート液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０ｇ／ｍｌ）、０．１％Ｓ

ＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳＳＣ（塩化

ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中の洗浄及び５５℃での５０％ホルムアミド

、次いで５５℃におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高緊縮性洗浄を

用いるものによって同定される。

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

Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989に記載されて

いるように同定され、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリッド形成条件

（例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の緊縮性条件

は、２０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエ

ン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハー

ト液、１０％デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡ

を含む溶液中の３７℃での終夜インキュベーション、次いで１ｘＳＳＣ中３７－

５０℃でのフィルターの洗浄といった条件である。当業者であれば、プローブ長

などの因子に適合させる必要に応じて、どのようにして温度、イオン強度等を調
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節するかを認識するであろう。

      【００３５】

  「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチ

ド」に融合したＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチド

を指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープ、又は幾つか

の他の試薬によって同定できるエピトープを提供するに十分な数の残基を有して

いるが、その長さは対象とするＰＲＯポリペプチドの活性を阻害しないよう充分

に短い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質

的に交差反応をしないようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一

般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～約５０のアミノ酸残基(好ま

しくは約１０～約２０の残基)を有する。

  「抗体」なる用語は、広義に使用され、特に、例えば単独の抗ＰＲＯ１０２８

２（抗Ｓｔｒａ６）モノクローナル抗体（アゴニスト、アンタゴニスト、及び中

和抗体を含む）、複数のエピトープに特異性を有する抗ＰＲＯ１０２８２抗体組

成物、一本鎖抗ＰＲＯ抗体、及び抗ＰＲＯ１０２８２抗体の断片（以下参照）を

包含する。

  ここで用いられる「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の

集団、即ち、集団を構成する個々の抗体が少量で存在する自然に起こりうる突然

変異以外は同一である集団から得られる抗体を意味する。

  「抗体断片」は、未変性の抗体の一部、好ましくは未変性の抗体の抗原結合又

は可変領域を含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ

断片；ダイアボディ(diabody)；直鎖状抗体（Zapata等, Protein Eng. 8(10): 1

057-1062 [1995]）；一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異的

抗体を含む。

  抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれ、各々単一の抗原結合部位を

持つ２つの同一な抗原結合断片、及び残りの「Ｆｃ」断片、その名称は容易に結

晶化する能力を反映している、を生成する。ペプシン処理により、２つの抗原結

合部位を有するが、交差結合抗原であり得るＦ(ａｂ')２断片が生成される。

      【００３６】
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  「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小抗体断片である。この領

域は、緊密に非共有的に結合した１つの重鎖と１つの軽鎖の二量体からなる。こ

の配置では、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面における抗原結合部位を決定するために各

可変領域の３つのＣＤＲが相互作用する。正確には、６つのＣＤＲが抗体に抗原

結合特異性を与える。しかし、単一の可変ドメイン（又は抗原特異的な３つのＣ

ＤＲしか含まないＦｖの半分）でさえも抗原を認識し結合する能力を持つが、結

合部位全体よりは親和性が低い。

  また、Ｆａｂ断片は軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ

１）も含む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの１つ又は複数のシステインを

含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシル末端における数個の残基の付加によりＦ

ａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、ここにおいて、定常ドメインのシステイ

ン残基が遊離のチオール基を持つＦａｂ'の記号である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は

、元々、それらの間にヒンジシステインを持つＦａｂ'断片の対として生成され

た。抗体断片の他の化学的結合も知られている。

  任意の種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン

のアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる１つ又は

２つの明らかに異なる型に分類できる。

  それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異な

るクラスに分けられる。免疫グロブリンの５つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ

、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭがあり、これらの幾つかは、更にサブクラス（ア

イソタイプ）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩ

ｇＡ２に分けられる。免疫グロブリンの異なるクラスに該当する重鎖定常ドメイ

ンは、それぞれα、δ、ε、γ及びμと呼ばれる。免疫グロブリンの異なるクラ

スのサブユニット構造及び３次元構造はよく知られている。

  「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指

し、その断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ

）に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)が結合している。非常に短いために同一鎖上で二つ

のドメインの対形成を可能にするリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補

ドメインと強制的に対形成させ、二つの抗原結合部位を創製する。ダイアボディ
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ーは、例えば、EP404097；WO93/11161；及びHollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci.

 USA 90:6444-6448 (1993)に更に詳細に記載されている。

      【００３７】

  「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され又は回収

されたものを意味する。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への

使用を妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他の非タンパク質様溶質が含

まれる。好ましい実施態様において、抗体は、(１)ローリー(Lowry)法によって

決定した場合９５重量％以上の、最も好ましくは９９重量％の抗体まで、（２）

スピニングカップシークエネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ

末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得るのに充分な程度まで、あるいは(３)

クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた還元又は非還元条件下での

ＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体には、組換え細

胞内のインサイツの抗体が含まれるが、これは抗体の自然環境の少なくとも１つ

の成分が存在しないからである。しかしながら、通常は、単離された抗体は少な

くとも１つの精製工程により調製される。

  「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲

に異なっており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使

用されているという事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメイ

ンにわたって一様には分布していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高

頻度可変領域又は相補性決定領域(ＣＤＲｓ)と呼ばれる３つ又は４つののセグメ

ントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持された部分はフレームワーク

(ＦＲ)領域と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、β-シート構造

を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、ＣＤＲによ

り連結されたβ-シート配置を主にとる４つ又５つのＦＲ領域をそれぞれ含んで

いる。各鎖のＣＤＲは、ＦＲにより近接して結合せしめられ、他の鎖のＣＤＲと

共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している(Kabat等, NIH Publ. No.91-32

42, Vol.I, 647-669頁[1991]を参照のこと)。定常ドメインは、抗体の抗原への

結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体

依存性細胞毒性活性への抗体の関与を示す。
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      【００３８】

  ここで使用される場合、「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合性を生じる

抗体のアミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は「相補性決定領域」又は「Ｃ

ＤＲ」からのアミノ酸残基(すなわち、軽鎖可変ドメインの残基２４－３４(Ｌ１

)、５０－５６(Ｌ２)及び８９-９７(Ｌ３)及び重鎖可変ドメインの３１－３５(

Ｈ１)、５０－６５(Ｈ２)及び９５-１０２(Ｈ３)；Kabatら, Sequences of Prot

eins of Immunological Interest,５版, Public Health Service, National Ins

titutes of Health, Bethesda, MD.(1991)）又は「高頻度可変ループ」からの残

基(すなわち、軽鎖可変ドメインの残基２６－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及

び９１－９６(Ｌ３)及び重鎖可変ドメインの残基２６－３２(Ｈ１)、５３－５５

(Ｈ２)及び９６-１０１(Ｈ３);Chothia及びLesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (198

7))を含んでなる。「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基はここに定義した高頻

度可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。

  非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンから誘

導された最小配列を含有する特定のキメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又

はそれらの断片（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あるいは抗体の

他の抗原結合性配列）である。大部分において、ヒト化抗体はヒト免疫グロブリ

ン（レシピエント抗体）であって、そのレシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ

）が、マウス、ラット、ヤギなどのヒト以外の種のＣＤＲ（ドナー抗体）に由来

する所望の特異性、親和性及び容量を持つ残基で置換されている。ある場合は、

ヒト免疫グロブリンのＦｖＦＲ枠残基が対応する非ヒト残基で置換される。さら

に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、輸入されるＣＤＲ又は枠配列にも見

られない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体の性能をさらに精密かつ最

適化するために施される。一般にヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全て又は実質上全

てが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ領域の全て又は実質上全てがヒ

ト免疫グロブリン共通配列のものである少なくとも１つ、典型的には２つの可変

ドメインの実質的に全部を含有するであろう。また、最適なヒト化抗体は、免疫

グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型的にはヒト免疫グロブリンのものの少なくと

も一部も含有するであろう。さらなる詳細については、Jones等, Nature 321: 5
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22 -525 (1986)；Reichmann等, Nature 332: 323-329 (1988)；Presta, Curr. O

p. struct. Biol. 2: 593 -596 (1992)を参照のこと。ヒト化抗体は、抗体の抗

原結合領域が、関心のある抗原でマカクザルを免疫化することにより生産された

抗体から由来するプリマタイズしたPRIMATIZED(商品名)抗体を含む。

      【００３９】

  ここで用いる「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定常ドメイ

ンのエフェクター機能を持つ異種タンパク質（「アドヘシン」）の結合特異性を

付与した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及

び結合部位以外の所望の結合特異性を持つアミノ酸配列（即ち「異種」）と免疫

グロブリン定常ドメイン配列との融合物である。イムノアドヘシン分子のアドへ

シン部分は、典型的には少なくともレセプター又はリガンドの結合部位を含む近

接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は

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

Ａ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロ

ブリンから得ることができる。

  ここで意図している「活性な」及び「活性」とは、天然又は天然発生のＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＰＲＯ１

０２８２ポリペプチドの形態を意味し、「生物学的」活性とは、天然又は天然発

生のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドによって生ずる（阻害性又は刺激性の）生物

学的機能であって、天然又は天然発生のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドが有する

抗原性エピトープに対して抗体を生成する能力を除くものを意味し、「免疫学的

」活性とは、天然又は天然発生のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドが有する抗原性

エピトープに対して抗体を生成する能力を意味する。好ましい生物学的活性は、

例えばレチノイン酸に対する反応において成長、発達又は分化の役割を含む。レ

チノイン酸に対して誘発されるマウスタンパク質、Ｓｔｒａ６との近接した類似

性に基づき、ここで開示されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、例えば先に背

腹節のパターン化に、後に軟骨内骨化の制御に重要な役割を果たしうる。他の生

物学的活性は、腫瘍発達及び成長に関係している。

      【００４０】
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  「免疫学的活性」は、好ましくは「免疫学的交差反応性」であり、候補ポリペ

プチドが、この活性を持つＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドの定性

的生物学的活性を、周知の活性なＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド

に対して生じたポリクローナル抗血清と競合的に阻害できることを意味する。そ

のような抗血清は、例えばヤギ又はウサギに、完全フロイントアジュバント中の

周知の活性類似物を皮下注射し、次いで不完全フロイント中で腹膜内又は皮下に

追加免疫することにより従来の方法で調製される。免疫学的交差反応性は好まし

くは「特異的」であり、これは同定される免疫学的交差反応性分子（例えば抗体

）の対応するＳｔｒａ６ポリペプチドに対する結合親和性が、その分子の他の任

意の知られた天然ポリペプチドに対する結合親和性より有意に高い（好ましくは

少なくとも約２倍、より好ましくは少なくとも約４倍、さらにより好ましくは少

なくとも約８倍、最も好ましくは少なくとも約１０倍高い）ことを意味する。

  「アンタゴニスト」という用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示する天

然のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの生物学的活性を十分に阻害、抑制、又は中

和化する任意の分子を含む。「アゴニスト」という用語は最も広い意味で用いら

れ、ここに開示する天然のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの生物学的活性に類似

する任意の分子を含む。適したアゴニスト又はアンタゴニスト分子は特に、アゴ

ニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然のＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、有機小分子などを含む。ＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストを同定する方法は、腫

瘍細胞を候補アゴニスト又はアンタゴニスト分子に暴露し、ＰＲＯ１０２８２ポ

リペプチドに通常関連する一又は複数の生物学的活性において検出される変化を

測定することを含みうる。

  ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞

成長及び増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。

  「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴と

する、哺乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに

限定されるものではないが、腺癌、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含

まれる。このような癌のより特定の例には、乳癌、前立腺癌、大腸癌、扁平上皮
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細胞癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、卵巣癌、子宮頸癌、胃腸癌、膵臓癌、神経

膠芽細胞腫、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞腫、結腸直腸癌、子宮体癌、唾液腺癌、腎

臓癌、肝臓癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌及び様々な種類の頭部及び頸部の癌が

含まれる。

      【００４１】

  「治療」とは、治療的処置及び予防的又は保護的手段の両方を指し、目的は病

理症状又は疾患の阻止又は遅延（減少）である。治療が必要なものは、既に疾患

に罹っているもの並びに膝下に罹りやすいもの又は疾患が防止されるべきものを

含む。腫瘍（例えば、癌）治療では、治療薬は直接的に腫瘍細胞の病理を低下さ

せてもよいし、又は腫瘍細胞を他の治療媒介物、例えば放射線及び／又は化学治

療に対してより敏感にしてもよい。

  癌の「病理」は、患者の良好な生存を危うくさせる全ての現象を含む。これは

、限定されるものではないが、異常又は制御不能な細胞成長、転移、隣接細胞の

正常機能の阻害、サイトカイン又は他の分泌生成物の異常レベルでの放出、炎症

又は免疫反応の抑制又は悪化などを含む。

  「慢性」投与とは、初期の治療効果（活性）を長期間にわたって維持するよう

にするために、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。「

間欠」投与とは、中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的

になされる処理である。

  治療の目的とされる「哺乳動物」は、哺乳類に分類される任意の動物を意味し

、ヒト、家畜用及び農場用動物、動物園、スポーツ、又はペット動物、例えばイ

ヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどを含む。好ましくは、

哺乳動物はヒトである。

  一又は複数のさらなる治療薬「と組み合わせて」の投与は、同時（一時）及び

任意の順序での連続投与を含む。

  ここで用いられる「担体」は製薬的に許容される担体、賦形剤、又は安定化剤

を含み、それらは、用いられる用量及び濃度でそれに暴露される細胞又は哺乳動

物に対して非毒性である。生理学的に許容される担体は、ｐＨ緩衝水溶液である

ことが多い。生理学的に許容される担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他
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の有機酸バッファー；アスコルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基

未満）のポリペプチド；タンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチン、または

免疫グロブリン；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー、グリシン、グルタ

ミン、アスパラギン、アルギニン又はリジン等のアミノ酸；グルコース、マンノ

ース又はデキストラン等の単糖類、二糖類及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレ

ート化剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナトリウム等の自

己形成対イオン；及び／又はTWEEN(商品名)、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ

）、及びPLURONICS(商品名)等の非イオン性界面活性剤を含む。

      【００４２】

  「標識」という語は、ここで用いられる場合、抗体に直接的又は間接的に結合

して「標識化」抗体を生成する検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は

それ自身によって検出可能でもよく（例えば、放射性同位体標識又は蛍光標識）

、あるいは、酵素標識の場合には、検出可能な基質化合物又は組成物の化学的変

換を触媒してもよい。また標識は、毒素のような非検出可能な物質でもよい。

  「固相」とは、本発明の抗体が接着できる非水性マトリクスを意味する。ここ

に包含される固相の例は、部分的又は全体的にガラス（例えば、孔の制御された

ガラス）、ポリサッカリド（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリス

チレン、ポリビニルアルコール及びシリコーンで形成されたものを含む。或る実

施態様では、前後関係に応じて、固相はアッセイ用プレートのウェル；その他で

は精製用カラム（例えばアフィニティクロマトグラフィカラム）を含むことがで

きる。また、この用語は、米国特許第4,275,149号に記載されたような別々の粒

子の不連続な固体相も含む。

  「リポソーム」は、哺乳動物への薬物（ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又はそ

れらに対する抗体など）の送達に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤

を含む種々の型の小さな小胞である。リポソームの成分は、通常は生物学的メン

バーの脂質配列に類似した２層構造に配列される。

  「小分子」は、ここで約５００ダルトン未満の分子量を有すると定義される。

  「遺伝子増幅」及び「遺伝子重複」なる言葉は、互換可能に使用され、遺伝子

又は遺伝子断片に複製が特定の細胞又は細胞株で形成されることによる方法に関
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する。複製された領域（増幅されたＤＮＡの伸長）はしばしば「単位複製配列」

と称される。通常、生成されたメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の量、つまり

遺伝子発現のレベルは、また、特定の遺伝子発現からなる複製の数の割合で増加

する。

  ここで用いられる「細胞毒性薬」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制する

及び／又は細胞破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位体（例え

ば、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６）、化学治療薬、及び細菌、真

菌、植物又は動物由来の酵素的活性毒素といった毒素、又はその断片を含むとさ

れる。

      【００４３】

  「化学治療薬」は、癌の治療に有用な化合物である。化学治療薬の例は、アド

リアマイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５-フルオロウラシル、シトシ

ンアラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルフ

ァン、サイトキシン、タキソイド、例えばパクリタキセル（Taxol, Bristol-Mye

rs Squibb Oncology, Princeton, NJ）及びドキセタキセル（Taxotere, Rhone-P

oulenc Rorer, Antony, rance）、トキソテール、メトトレキセート、シスプラ

チン、メルファラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、イフォス

ファミド、マイトマイシンＣ、マイトキサントロン、ビンクリスチン、ビノレル

ビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミノマイシン、アミ

ノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシン（米国特許

第4,675,187号参照）、メルファラン、及び他の関連するナイトロジェンマスタ

ードを含む。また、この定義に含まれるのは、タモキシフェン及びオナプリスト

ンなどの腫瘍へのホルモン作用を調節又は阻害するように作用するホルモン様薬

剤である。

  ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞の成

長を、インビトロ又はインビボで阻害する化合物又は組成物を意味する。即ち、

成長阻害剤は、Ｓ相でそのような遺伝子を過剰発現する細胞の割合を有意に減少

させるものである。成長阻害剤の例は、細胞周期を（Ｓ相以外の位置で）阻害す

る薬剤、例えばＧ１停止又はＭ相停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ相ブロ
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ッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及びビンブラスチン）、タキソール、及び

トポＩＩ、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド

、及びブレオマイシンを含む。Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ相停止にも溢

流し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、

ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオ

ロウラシル、及びａｒａ-Ｃである。さらなる情報は、The Molecular Basis of 

Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle reguration

, oncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philad

elphia, 1995)、特にp13に見出すことができる。

  「ドキソルビシン」はアントラサイクリン抗生物質である。ドキソルビシンの

完全な化学名は(8S-cis)-10-[(3-アミノ-2,3,6-トリデオキシ-α-L-lyxo-ヘキサ

ピラノシル)オキシ]-7,8,9,10-テトラヒドロ-6,8,11-トリヒドロキシ-8-(ヒドロ

キシアセチル)-1-メトキシ-5,12-ナフタセンジオンである。

      【００４４】

  「サイトカイン」なる用語は、１つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞

間メディエータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイト

カインの例は、リンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモン

である。サイトカインに含まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン

、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン

；チロキシン；インシュリン；プロインシュリン；レラキシン；プロレラキシン

；糖タンパク質、例えば濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（Ｔ

ＳＨ）、及び黄体化ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子；線維芽成長因子；プロラ

クチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラー阻害因子；マウ

ス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因

子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ-β等の神経成長因子

；血小板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長因子

；インシュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘発

因子；インターフェロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニー刺

激因子（ＣＳＦｓ）、例えばマクロファージ-ＣＳＦ（Ｍ-ＣＳＦ）；顆粒球-マ
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クロファージ-ＣＳＦ（ＧＭ-ＣＳＦ）；及び顆粒球-ＣＳＦ（Ｇ-ＣＳＦ）；イン

ターロイキン（ＩＬｓ）、例えばＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ

-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２；

腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキットリガンド

（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。ここで用いられる際、用語サイト

カインは、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク質を含み、天然

配列サイトカインの生物学的な活性等価物である。

  この出願で用いられる用語「プロドラッグ」は、親薬剤に比較して腫瘍細胞に

対する細胞毒性が低く、酵素的に活性化又はより活性な親形態に変換される製薬

的活性物質の前駆体又は誘導体形態を意味する。例えば、Wilman, 「Prodrugs i

n Cancer Chemotherapy」, Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-3

82, 615th Meeting, Belfast (1986),及びStella 等, 「Prodrugs: A Chemical 

Approach to Targeted Drug Delivery」、Directed Drug Delivery, Borchardt

等（編）, pp.147--267, Human Press (1985)参照。本発明のプロドラッグは、

これらに限られないが、ホスファート含有プロドラッグ、チオホスファート含有

プロドラッグ、スルファート含有プロドラッグ、ペプチド含有プロドラッグ、Ｄ

-アミノ酸変性プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、β-ラクタム含有プロ

ドラッグ、任意に置換されたフェノキシアセトアミド含有プロドラッグ又は任意

に置換されたフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、より活性のある細胞毒の

ない薬剤に転換可能な５-フルオロシトシン及び他の５-フルオロウリジンプロド

ラッグを含み、限定するものではないが、本発明で使用されるプロドラッグ形態

に誘導体化可能な細胞毒性薬の例には、前記の化学療法剤が含まれる。

      【００４５】

  ここに開示されるポリペプチド又はそのアンタゴニストの「有効量」とは、腫

瘍性細胞成長の阻害に関しては、標的細胞の成長を或る程度阻害できる量である

。この用語は、標的細胞の成長阻害、細胞分裂停止及び／又は細胞毒性効果及び

／又はアポトーシスを誘起することのできる量を含む。腫瘍性細胞成長の阻害の

目的のためのＰＲＯ１０２８２（ＰＲＯ１９５７８）ポリペプチド又はそのアン

タゴニストの「有効量」は、経験的に日常的手法で決定できる。
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  「治療的有効量」は、腫瘍の治療に関しては、次の効果：（１）遅延化及び完

全な成長停止を含む、腫瘍成長の或る程度の阻害；（２）腫瘍細胞数の減少；（

３）腫瘍サイズの縮小；（４）腫瘍細胞の末梢器官への浸潤の阻害（即ち、減少

、遅延化又は完全な停止）；（５）転移の阻害（即ち、減少、遅延化又は完全な

停止）；（６）抗腫瘍免疫反応の促進、これは、腫瘍の退行又は拒絶をもたらし

てもよいが、必ずしも必要ではない；及び／又は（７）疾患に伴う徴候の１つ又

は複数の或る程度の軽減の１つ又は複数を誘起することのできる量を意味する。

腫瘍の治療の目的のためのＰＲＯ１０２８２ポリペプチドアンタゴニストの「治

療的有効量」は、経験的に日常的手法で決定できる。

  ＰＲＯ１０２８２アンタゴニストの「成長阻害量」は、細胞、特に腫瘍、例え

ば癌細胞の成長をインビトロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍性細胞成

長の阻害の目的のためのＰＲＯ１０２８２アンタゴニストの「成長阻害量」は、

経験的に日常的手法で決定できる。

  ＰＲＯ１０２８２アンタゴニストの「細胞毒性量」は、細胞、特に腫瘍、例え

ば癌細胞をインビトロ又はインビボで破壊できる量である。腫瘍性細胞成長の阻

害の目的のためのＰＲＯ１０２８２アンタゴニストの「細胞毒性量」は、経験的

に日常的手法で決定できる。

  「アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド」又は「アンチセンスオリゴヌク

レオチド」（互換的に使用さされる用語である）は配列特異的な方法で標的遺伝

子の転移及び／又は翻訳を抑制することができる核酸分子と定義される。「アン

チセンス」なる用語は、核酸が標的遺伝子のコード化（「センス」）遺伝子配列

に相補的であることを意味する。アンチセンスオリゴヌクレオチドはワトソン-

クリック塩基対から新生ｍＲＮＡに対して逆方向にハイブリダイズする。標的ｍ

ＲＮＡ鋳型の結合により、アンチセンスオリゴヌクレオチドはコード化タンパク

質の最終的な翻訳を阻害する。該用語は特に、元々ある自己スプライシング活性

を有する配列の付加による標的ＲＮＡの触媒切断を誘発することを示す「リボゾ

ーム」と呼ばれるアンチセンス物質を含む。

      【００４６】

ＩＩ.  本発明の組成物と方法
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Ａ．全長天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８（Ｓｔｒａ６）ポ

リペプチド

  本発明は、本出願で天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２（又はＵＮＱ３１２６）及

びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドと称されるポリペプチドをコードする新規に同

定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細に開示す

るように、種々の天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チドをコードするｃＤＮＡが同定され単離された。別々の発現ラウンドで生成さ

れたタンパク質には異なるＰＲＯ番号が与えられるが、ＵＮＱ番号は任意の与え

られたＤＮＡ及びコード化タンパク質に独特であり、変わることはないことを記

しておく。しかしながら、単純化のために、本明細書において、ＤＮＡ１４８３

８０－２８２７にコードされるタンパク質並びに上記のＰＲＯの定義に含まれる

さらなる天然相同体及び変異体は、それらの起源又は調製形式に関わらず、「Ｐ

ＲＯ１０２８２」として呼称する。ＤＮＡ１４８３８０－２８２７にコードされ

るポリペプチドは「ＰＲＯ１０２８２」の天然の変異体であり、特に「ＰＲＯ１

９５７８」と称される。

  下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＤＮＡ１４８３８

０－２８２７及びＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１としてＡＴＣＣに寄託され

ている。これらのクローンの事実上のヌクレオチド配列は、この分野で日常的な

方法を用いて寄託されたクローンを配列決定することにより容易に決定すること

ができる。予測されるアミノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用い

て決定できる。ここに記載したＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な配列情報と最

も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。

  ＡＬＩＧＮ-２配列アラインメントコンピュータープログラムを用いて、全長

天然配列ＰＲＯ１０２８２（Ｆｉｇ．２及び配列番号：２に示される）はＳｔｒ

ａ６、レチノイン酸（ＡＦＯ６２４７６）に応じて誘発されるマウスタンパク質

と特定のアミノ酸配列同一性を有す。従って、現在、本出願で開示されるＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドは、Ｓｔｒａ６タンパク質ファミリーの新規な同定され

たメンバーであり、タンパク質ファミリーの一又は複数の生物学的及び／又は免
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疫学的活性又は特性を持ちうると考えられている。ＰＲＯ１９５７８は、現在は

天然全長ヒトＰＲＯ１０２８２の別のスプライスされた変異体であると考えられ

、天然ヒトＰＲＯ１０２８２アミノ酸配列の位置８９－９７で９アミノ酸（ＳＰ

ＶＤＦＬＡＧＤ）が欠失し、ＰＲＯ１０２８２の位置５２７に相当する位置５１

８でＭｅｔ（Ｍ）に代わってＩｌｅ（Ｉ）を含んでいる。

      【００４７】

Ｂ．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド変異体

  ２つの特定の天然配列ヒトＳｔｒａ６ポリペプチド（天安配列ヒトＰＲＯ１０

２８２及びＰＲＯ１９５７８）が開示される。上記されるように、ＰＲＯ１９５

７８は、天然配列ヒトＰＲＯ１０２８２の別のスプライスされた天然変異体であ

ると考えられ、よって「ＰＲＯ１０２８２変異体」である。ここに記載した全長

天然配列ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドに加えて、ＰＲＯ

１０２８２及びＰＲＯ１９５７８変異体も調製できると考えられる。ＰＲＯ１０

２８２及びＰＲＯ１９５７８変異体は、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８

ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することにより、及び／又は所望のＰＲ

Ｏ１０２８２変異体ポリペプチドを合成することにより調製できる。当業者は、

グリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化などのアミノ酸

変化がＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８の翻訳後プロセスを変えうると認

識するであろう。

  天然全長配列ＰＲＯ１０２８２、ＰＲＯ１９５７８又はここに記載したＰＲＯ

１０２８２又はＰＲＯ１９５７８の種々のドメインにおける変異は、例えば、米

国特許第5,364,934号に記載されている保存的及び非保存的変異についての技術

及び指針の任意のものを用いてなすことができる。変異は、結果として天然配列

ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８と比較してＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ

１９５７８のアミノ酸配列が変化するＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８を

コードする一又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってよい。場合によっ

ては、変異は少なくとも１つのアミノ酸のＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７

８の一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置換である。いずれのア

ミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失されるか
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の指針は、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８の配列を相同性の知られたタ

ンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされるアミノ酸配列変化

の数を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸の類

似した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンの

セリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる。挿入又は

欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許容

される変異は、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、

得られた変異体を全長又は成熟天然タンパク質によって提示された活性について

試験することにより決定される。

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、

例えば、全長天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されて

もよく、又は内部残基を欠いていてもよい。或る種の断片は、ＰＲＯ１０２８２

又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの所望の生物学的活性に必須ではないアミノ

酸残基を欠いている。

  ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８断片は、多くの従来技術の任意のもの

によって調製してよい。所望のペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法

は、酵素的消化、例えば特定のアミノ酸残基によって決定される部位のタンパク

質を切断することが知られた酵素でタンパク質を処理することにより、あるいは

適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離することによるＰＲＯ１０

２８２又はＰＲＯ１９５７８断片の生成を含む。さらに他の好適な技術は、ポリ

メラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ

断片を単離し増幅することを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を決定するオリゴヌ

クレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで用いられる。好ましくは、Ｐ

ＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチド断片は、Ｆｉｇ．２（配列番

号：２）に示した天然ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドと少

なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。

      【００４８】

  特別の実施態様では、関心ある保存的置換を、好ましい置換と題して表１に示

す。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表１に例示的置換と
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示した又は以下に参照としてアミノ酸分類でさらに記載するように、より実質的

な変化が導入され生成物がスクリーニングされる。

                            表６

元の残基           例示的置換                        好ましい置換

Ala(A)             val; leu; ile                        val

Arg(R)             lys; gln; asn                        lys

Asn(N)             gln; his; lys; arg                   gln

Asp(D)             glu                                  glu

Cys(C)             ser                                  ser

Gln(Q)             asn                                  asn

Glu(E)             asp                                  asp

Gly(G)             pro; ala                             ala

His(H)             asn; gln; lys; arg                   arg

Ile(I)             leu; val; met; ala; phe;

                   ノルロイシン                               leu

Leu(L)             ノルロイシン; ile; val;

                   met; ala; phe                        ile

Lys(K)             arg; gln; asn                        arg

Met(M)             leu; phe; ile                        leu

Phe(F)             leu; val; ile; ala; tyr              leu

Pro(P)             ala                                  ala

Ser(S)             thr                                  thr

Thr(T)             ser                                  ser

Trp(W)             tyr; phe                             tyr

Tyr(Y)             trp; phe; thr; ser                   phe

Val(V)             ile; leu; met; phe;

                   ala; ノルロイシン                          leu

      【００４９】

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的な修飾は、
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(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的

部位における分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩を維持しながら、それら

の効果において実質的に異なる置換基を選択することにより達成される。自然に

生じる残基は共通の側鎖特性に基づいてグループに分けることができる：

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

(２)中性の親水性：cys, ser, thr;

(３)酸性：asp, glu;

(４)塩基性：asn, gln, his, lys, arg;

(５)鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び

(６)芳香族：trp, tyr, phe。

  非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを

必要とするであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、も

しくは好ましくは残された(非保存)部位に導入されうる。

  変異は、オリゴヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニンスキャ

ンニング、及びＰＣＲ突然変異誘発等のこの分野で知られた方法を用いてなすこ

とができる。部位特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13: 4331

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

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

Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 (1986)］、又は他の知られた

技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＰＲＯ１０２８２変異体ＤＮＡを生成

することもできる。

  また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニング

アミノ酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的

小さく、中性のアミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、

セリン、及びシステインを含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し

変異体の主鎖構造を変化させにくいので、この群の中で典型的に好ましいスキャ

ンニングアミノ酸である［Cunningham及びWells, Science, 244: 1081-1085 (19

89)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸であるため典型的には好まし

い。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に頻繁に見られることが多
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い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman &amp;  Co., N.Y.); Chothia, J

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

場合は、アイソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。

      【００５０】

Ｃ．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）の修飾

  ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８の共有結合的修飾は、ＰＲＯ１０５７

８を含み、本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修飾の一型は、ＰＲＯ１０２

８２ポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ＰＲＯ１０２８２の選択された

側鎖又はＮ-又はＣ-末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることを

含む。二官能性試薬での誘導体化が、例えばＰＲＯ１０２８２を水不溶性支持体

マトリクスあるいは抗ＰＲＯ１０２８２抗体の精製方法、及びその逆で用いるた

めの表面に架橋させるのに有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，

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

キシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸、３，３’-ジチオビ

ス(スクシンイミジルプロピオネート)等のジスクシンイミジルエステルを含むホ

モ二官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性

マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダー

ト等の試薬を含む。

  他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル

及びアスパルチルへの脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリ

ル又はトレオニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及び

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

e and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 

(1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミ

ド化を含む。

      【００５１】

  本発明の範囲内に含まれるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの共有結合的修飾の

他の型は、ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。天然配列Ｐ

ＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドはそれらのアミノ酸配列の位
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置８-１２でＮ-結合グリコシル化部位を含む。「天然グリコシル化パターンの変

更」とは、この目的で意図されるのは、天然配列ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１

９５７８に見られる一又は複数の炭水化物部分の欠失(潜在するグリコシル化部

位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリコシル化の削除のいずれか

による)、及び／又は天然配列ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８に存在し

ない一又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。さらに、この語句は、存

在する種々の炭水化物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリ

コシル化における定性的変化を含む。

  天然又は変異体ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は

アミノ酸配列の変更を伴ってもよい。この変更は、例えば、一又は複数のセリン

又はトレオニン残基の天然配列ＰＲＯ１０２８２(Ｏ-結合グリコシル化部位)へ

の付加、又は置換によってなされてもよい。ＰＲＯ１０２８２アミノ酸配列は、

場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

をコードするＤＮＡを予め選択された塩基において変異させ、所望のアミノ酸に

翻訳されるコドンを生成させることを通して変更されてもよい。

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は

、グリコシドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法

は、この技術分野において、例えば、1987年9月11日に発行されたWO 87/05330、

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

されている。

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又

は酵素的に、あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコー

ドするコドンの変異的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技

術は、この分野で知られており、例えば、Hakimuddin等, Arch. Biochem. Bioph

ys., 259:52 (1987)により、及びEdge等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)に

より記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakur

a等, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、種々のエンド-

及びエキソ-グリコシダーゼを用いることにより達成される。

      【００５２】
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  ＰＲＯ１０２８２の共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯ１０２８２ポリぺプチ

ドの、種々の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール(ＰＥＧ)

、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許

第4,640,835号；同第4,496,689号；同第4,301,144号；同第4,670,417号；同第4,

791,192号又は同第4,179,337号に記載された方法での結合を含む。

  また、本発明のＰＲＯポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配

列に融合したＰＲＯを含むキメラ分子を形成する方法で修飾されてもよい。

  一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できる

エピトープを提供するタグポリペプチドとＰＲＯ１０２８２との融合を含む。エ

ピトープタグは、一般的にはＰＲＯ１０２８２のアミノ又はカルボキシル末端に

位置する。このようなＰＲＯ１０２８２のエピトープタグ形態の存在は、タグポ

リペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグ

の提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクス

を用いたアフィニティ精製によってＰＲＯ１０２８２を容易に精製できるように

する。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られて

いる。例としては、ポリ-ヒスチジン(poly-his)又はポリ-ヒスチジン-グリシン(

poly-his-gly)タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等

, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ

９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and 

Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパ

ク質Ｄ(gD)タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-55

3 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioT

echnology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Sci

ence, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等

, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質

ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-639

7 (1990)］を含む。

  それに代わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯ１０２８２の免疫グロブリン

又は免疫グロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形
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態(「イムノアドヘシン」とも呼ばれる)については、そのような融合体はＩｇＧ

１分子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくと

も１つの可変領域に換えてＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの可溶化(膜貫通ドメ

イン欠失又は不活性化)形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリ

ン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、

ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、1995年

6月27日発行の米国特許第5,428,130号を参照のこと。

      【００５３】

Ｄ．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）の調製

  以下の記述は、主として、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）核酸を含むベクタ

ーで形質転換又は形質移入された細胞を培養することによりＰＲＯ１９５７８を

生産する方法に関する。もちろん、当該分野においてよく知られている他の方法

を用いてＰＲＯ１０２８２を調製することができると考えられる。例えば、ＰＲ

Ｏ１０２８２配列、又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド合成によっ

て生産してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H.

 Freeman Co., San Francisco, CA (1969)；Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 8

5:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動によるインビトロタンパク質合成

を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチ

ド合成機(Foster City, CA)を用いて、製造者の指示により実施してもよい。Ｐ

ＲＯ１０２８２の種々の部分は別々に化学的に合成され、化学的又は酵素的方法

を用いて結合させて全長ＰＲＯ１０２８２を生産してもよい。

      【００５４】

１．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）をコードするＤＮＡの単離

  ＰＲＯ１０２８２をコードするＤＮＡは、ＰＲＯ１０２８２ｍＲＮＡを保有し

ていてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤ

ＮＡライブラリから得ることができる。従って、ヒトＰＲＯ１０２８２ＤＮＡは

、実施例に記載されるように、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリか

ら簡便に得ることができる。またＰＲＯ１０２８２コード化遺伝子は、ゲノムラ

イブラリ、オリゴヌクレオチド合成、又は他の既知の合成方法(例えば、自動化
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核酸合成)により得ることもできる。

  ライブラリは、関心ある遺伝子あるいはそれによりコードされるタンパク質を

同定するために設計されたプローブ(例えば、ＰＲＯ１０２８２に対する抗体又

は少なくとも約２０-８０塩基のオリゴヌクレオチド)によってスクリーニングで

きる。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニン

グは、例えばSambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual(New York:

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

を使用して実施することができる。ＰＲＯ１０２８２をコードする遺伝子を単離

する他の手段はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrook等,上掲；Dieffenbach

等, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press,

 1995)］。

  下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している

。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性

が最小化されるよう充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、ス

クリーニングされるライブラリ内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に検出可能で

あるように標識されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野において良

く知られており、３２Ｐ標識されたＡＴＰのような放射線標識、ビオチン化ある

いは酵素標識の使用が含まれる。中程度の緊縮性及び高度の緊縮性を含むハイブ

リッド形成条件は、上掲のSambrook等に与えられている。

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

k等の公共データベース又は他の個人の配列データベースに寄託され公衆に利用

可能とされている周知の他の配列と比較及びアラインメントすることができる。

分子の定められた領域内又は全長配列に渡っての(アミノ酸又はヌクレオチドレ

ベルのいずれかでの)配列同一性は、この分野で知られた、そしてここに記載し

た方法を用いて決定することができる。

  タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ

酸配列を使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生

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

のプライマー伸展法を使用し、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスク
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リーニングすることにより得られる。

      【００５５】

２．宿主細胞の選択及び形質転換

  宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ１０２８２生産のための発現又はクローニ

ングベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を

選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された

従来の栄養培地で培養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の

実験をすることなく当業者が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最

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

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

, 上掲に見出すことができる。

  真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２

、ＣａＰＯ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは、通常、当業者に

知られている。用いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な

方法を用いて形質転換はなされる。上掲のSambrook等に記載された塩化カルシウ

ムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレーションが、一般的に原核生物に

対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファシエンスによる感染が、Sh

aw等, Gene, 23:315 (1983)及び1989年6月29日公開のWO 89/05859に記載されて

いるように、或る種の植物細胞の形質転換に用いられる。このような細胞壁のな

い哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Virology, 52:456-457 (

1978)のリン酸カルシウム沈降法を使用することができる。哺乳動物細胞の宿主

系形質転換の一般的な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵母菌

中への形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及

びHsiao等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施

される。しかしながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイク

ロインジェクション、エレクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン

、例えばポリブレン、ポリオルニチン等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた

用いられる。哺乳動物細胞を形質転換するための種々の技術については、Keown

等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及び Mansour等, Nature, 336
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:348-352 (1988)を参照のこと。

      【００５６】

  ここのベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細

胞は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限

定するものではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例

えば大腸菌のような腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり

、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４(ATCC31,446)；大腸菌Ｘ１７７６(ATCC31,

537)；大腸菌株Ｗ３１１０(ATCC27,325)及びＫ５７７２(ATCC53,635)である。他

の適切な原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. coli、エンテロバクター、

エルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サル

モネラ、例えばネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチアマルセサンス(Ser

ratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバシリスブチリス(B. su

btilis)及びバシリリチェニフォルミス(B. licheniformis)(例えば、1989年4月1

2日公開のDD 266,710に記載されたバシリリチェニフォルミス４１Ｐ)、シュード

モナス、例えば緑膿筋及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を含む。これら

の例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生産発行のため

の共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましく

は、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０

は、宿主に外来のタンパク質をコードする遺伝子における遺伝子変異に影響を与

えるように修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型ｔｏ

ｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３を

有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３  ｐｈｏ

Ａ  Ｅ１５  (ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ ｋａｎｒを有する

大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７(ATCC 55,244)；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ

３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  (ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ ｒｂｓ

７ ｉｌｖＧ ｋａｎｒを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシン耐

性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び

1990年8月7日発行の米国特許第4,946,783号に開示された変異周辺質プロテアー

ゼを有する大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰ
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ＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。

      【００５７】

  原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯ１０２８

２コード化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロ

ミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に

、シゾサッカロミセス・プロンブ(Schizosaccharomyces pombe)(Beach及びNurse,

 Nature, 290: 140 [1981]; 1985年5月2日発行のEP 139,383)；クルベロミセス

ホスツ(Kluyveromyces hosts)(米国特許第4,943,529号; Fleer等, Bio/Technolo

gy, 9: 968-975 (1991))、例えばケーラクチス(K. lactis)(MW98-8C, CBS683, C

BS4574; Louvencourt等, J. Bacteriol. 154(2):737-1742 [1983])、ケーフラギ

リス(K. fragilis)(ATCC 12,424)、ケーブルガリクス(K. bulgaricus)(ATCC 16,

045)、ケーウィケラミイ(K. wickeramii)(ATCC 24,178)、ケーワルチイ(K. walt

ii)(ATCC 56,500)、ケードロソフィラルム(K. drosophilarum)(ATCC 36,906; Va

n den Berg等, Bio/Technology, 8: 135 (1990))、ケーテモトレランス(K. ther

motolerans)及びケーマルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)(EP

 402,226)；ピッチャパストリス(Pichia pastoris)(EP 183,070; Sreekrishna等

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

ア(reesia)(EP 244,234)；アカパンカビ(Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

 76: 5259-5263 [1979])；シュワニオマイセス(schwanniomyces)、例えばシュワ

ニオマイセスオクシデンタリス(occidentalis)(1990年10月31日発行のEP 394,53

8)；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム

(Tolypocladium)(1991年1月10日公開のWO 91/00357)；及びコウジ菌、例えば偽

巣性コウジ菌(Ballance等, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1

983]; Tilburn等, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等, Proc. Natl. Acad. S

ci. USA, 81: 1470-1474 [1984])及びクロカビ(Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 4

75-479 [1985])が含まれる。ここではメチロトロピック(Methylotropic)酵母が

適切であり、これらに限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロ

エケラ(Kloeckera)、ピチア(Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス(Torulops

is)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属から選択されるメタノールで成長
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可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、C. Antho

ny, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に見出される。

  グリコシル化ＰＲＯ１０２８２の発現に適切な宿主細胞は多細胞生物から誘導

される。無脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドプテラ

Ｓｆ９等の昆虫細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の

例は、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)及びＣＯＳ細胞を含む。より特定の

例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (COS-7, ATCC CRL 16

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

細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977));チャイニーズハムスター卵巣

細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:42

16 (1980));マウスのセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (

1980))；ヒト肺細胞 (W138, ATCC CCL 75); ヒト肝細胞 (Hep G2, HB 8065); 及

びマウス乳房腫瘍細胞 (MMT 060562, ATCC CCL51)を含む。適切な宿主細胞の選

択は、この分野の技術範囲内にあると考えられる。

      【００５８】

３．複製可能なベクターの選択及び使用

  ＰＲＯ１０２８２をコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は、

クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入され

る。様々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド

、コスミド、ウイルス粒子又はファージの形態とすることができる。適切な核酸

配列が、種々の手法によってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野

で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクタ

ー成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが、一又は複数のシ

グナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメン

ト、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の一又は複数を含む

適当なベクターの生成には、当業者に知られた標準的なライゲーション技術を用

いる。

  ＰＲＯ１０２８２は直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シ

グナル配列あるいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切
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断部位を有する他のポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドと

しても生産される。一般に、シグナル配列はベクターの成分であるか、ベクター

に挿入されるＰＲＯ１０２８２コード化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、

例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エン

テロトキシンIIリーダーの群から選択される原核生物シグナル配列であってよい

。酵母菌の分泌に関しては、シグナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダ

ー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(K

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

ている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、白体(C.albicans)グルコアミラーゼ

リーダー(1990年4月4日公開のEP362,179)、又は1990年11月15日に公開されたWO 

90/13646に記載されているシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては

、哺乳動物シグナル配列は、同一あるいは関連ある種の分泌ポリペプチド由来の

シグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用

してもよい。

      【００５９】

  発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞におい

てベクターの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は種々の細菌、

酵母菌及びウイルスに対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来

する複製開始点は大部分のグラム陰性細菌に好適であり、２プラスミド開始点は

酵母に適しており、様々なウイルス開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイ

ルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞におけるクローニングベクターに有用

である。

  発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される

選択遺伝子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、

メトトレキセートあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素

に耐性を与え、(b)栄養要求性欠陥を補い、又は(c)例えばバシリに対する遺伝子

コードＤ-アラニンラセマーゼのような、複合培地から得られない重要な栄養素

を供給するタンパク質をコードする。

  哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジン
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キナーゼのように、ＰＲＯ１０２８２コード化核酸を取り込むことのできる細胞

成分を同定することのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な

宿主細胞は、Urlaub 等により, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)

に記載されているようにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨ

Ｏ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲ

ｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcomb等, Nature, 282：39(1979)

；Kingman等, Gene, 7：141(1979)；Tschemper等, Gene, 10：157(1980)］。ｔ

ｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１のよう

なトリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マー

カーを提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。

      【００６０】

  発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯ１０２８２コード化核酸配列

に作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成に指向するプロモーターを含む。種々の可能

な宿主細胞により認識されるプロモーターが知られている。原核生物宿主での使

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

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

カリホスファターゼ、トリプトファン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic 

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

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

(1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータもまたＰＲＯ１０２８２をコード

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

  酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリ

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

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

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

デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフ

ルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメラーゼ、３-ホスホグリセレート

ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコー

スイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
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  他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効

果を有する誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチ

トクロムＣ、酸ホスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネ

イン、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガ

ラクトースを利用する酵素のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に用いら

れるベクターとプロモータはEP 73,657に更に記載されている。

      【００６１】

  哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ１０２８２転写は、例えば

、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(1989年7月5日公開のUK 2,211,50

4)、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫

ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサル

ウィルス４０(SV40)のようなウィルスのゲノム、異種性哺乳動物プロモーター、

例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロ

モーターから得られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細

胞系に適合し得る限り制御される。

  より高等の真核生物によるＰＲＯ１０２８２をコードするＤＮＡの転写は、ベ

クター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサ

ーは、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増

強するＤＮＡのシス作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー

配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロ

テイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィルス由来の

エンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製開始点の後期側のＳＶ４

０エンハンサー(１００-２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロモータ

ーエンハンサー、複製開始点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィ

ルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯ１０２８２コード化配列

の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモー

ターから５'位に位置している。

  また真核生物宿主細胞(酵母菌、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多

細胞生物由来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮ
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Ａの安定化に必要な配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤ

ＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５'、時には３'の非翻訳領域から取得できる。これら

の領域は、ＰＲＯ１０２８２をコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル

化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含む。

  組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯ１０２８２の合成に適応化するのに適切な

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

 Mantei等, Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及びEP 117,058に記載さ

れている。

      【００６２】

４．遺伝子増幅／発現の検出

  遺伝子増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識さ

れたプローブを用い、例えば、従来よりの、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザ

ンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、

サザンブロット法、ドットブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリッ

ド形成法によって、直接的に試料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ

二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパ

ク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができる抗体を用いることもでき

る。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで二本鎖は表

面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でその二本鎖に結合し

た抗体の存在を検出することができる。

  あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な

方法、例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のア

ッセイによって測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又は

アッセイに有用な抗体は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の

哺乳動物で調製することができる。簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ配列をベースとした合成

ペプチドに対して、又はＰＲＯ１０２８２ ＤＮＡに融合し特異的抗体エピトー

プをコードする外因性配列に対して調製され得る。

      【００６３】
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５．ポリペプチドの精製

  ＰＲＯ１０２８２の形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することがで

きる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)又は酵

素的切断を用いて膜から引き離すことができる。ＰＲＯ１０２８２の発現に用い

られる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤な

どの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することができる。

  ＰＲＯ１０２８２を、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製すること

が望ましい。次の手順が適切な精製手順の例である：すなわち、イオン交換カラ

ムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例

えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-Ｐ

ＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾

過；ＩｇＧのような汚染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及びＰＲＯ

１０２８２のエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである。こ

の分野で知られ、例えば、Deutscher, Methodes in Enzymology, 182 (1990)；S

copes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, N

ew York (1982)に記載された種々のタンパク質精製方法を用いることができる。

選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産される特定のＰ

ＲＯ１０２８２の性質に依存する。

      【００６４】

Ｅ．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドをコードする遺伝子の腫瘍組

織及び細胞系での増幅

  この発明は或る種の癌細胞で増幅される遺伝子の同定及び特徴付けに基づいて

いる。

  原核生物及び真核生物ゲノムに２つの見掛け上は矛盾する要件を課した。一方

は、遺伝情報としてのＤＮＡのその最初の形態での保存及び繁殖であり、複数の

世代を通して安定な遺伝を確保する。他方では、細胞又は生物が最近の環境変化

を採用しなければならない。適応メカニズムは遺伝子物質の質的又は量的改変を

含みうる。質的改変は、コード化配列が変化して構造的又は機能的に異なるタン

パク質を生ずるＤＮＡ変異を含む。遺伝子増幅は量的改変であり、それにより実
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際の完全なコード化配列、即ち遺伝子の数が増加し、転写に利用できるテンプレ

ート数の増加、翻訳可能な転写物の数の増加、及び最終的には増幅された遺伝子

にコードされるタンパク質の量の増加をもたらす。

  遺伝子増幅の現象及びそこにあるメカニズムは、幾つかの原核及び真核生物細

胞培養系でインビトロ実験されている。遺伝子増幅の最も特徴づけられた例は、

種々の濃度の細胞毒性薬メトトレキセート（ＭＴＸ）を含有する培地での真核生

物細胞の培養を含む。ＭＴＸは葉酸類似物であり酵素デヒドロフォレートレダク

ターゼ（ＤＨＦＲ）のブロックによりＤＮＡ合成を妨害する。低濃度のＭＴＸに

最初に暴露すると殆どの細胞（99.9%）が死亡する。少量の細胞は生き残り、多

量のＤＨＦＲ-ＲＮＡ及びタンパク質を生産することによりＭＴＸ濃度を増加さ

せても成長できる。この過剰生産の基礎は単一のＤＨＦＲ遺伝子の増幅である。

遺伝子のさらなるコピーは、小さく過剰な染色体（二重微小）の形態で染色体外

コピーとして、又は一体化染色体コピーとして見られる。

  遺伝子増幅は、細胞毒性薬（最近に対する抗生物質及び真核生物に対する化学

治療薬）への耐性の進行及び腫瘍形成性形質転換において最も普通に起こる。自

発的事象としての又はウイルス又は化学／環境侵襲による真核生物の形質転換は

典型的にその細胞の遺伝物質における変化を伴う。ヒト悪性収容で観察される最

も通常の遺伝的変化はｐ５３タンパク質の突然変異である。ｐ５３は、定常（Ｇ

１）から複製（Ｓ）相への細胞の転移を制御し、ＤＮＡ損傷の存在下でこの転移

を防止する。言い換えれば、ｐ５３変異不全の主な結果の一つは、ＤＮＡ損傷の

蓄積及び成長、即ち遺伝的変化である。腫瘍形成細胞における遺伝的変化の通常

の型は、点変異に加えて、増幅及び全体、構造的改変、例えば転位置である。

      【００６５】

  ＤＮＡ配列の増幅は、ＤＨＦＲ実験系で例示したように特定の機能的要件を示

す。従って、悪性におけるある種のオンコジーンの増幅は悪性形質転換及び形質

転換フェノタイプの維持のプロセスにおけるこれらの遺伝子の原因となる役割を

示す。この仮説が最近の研究で支持されている。例えば、ｂｃｌ-２タンパク質

はある型の非ホジキンリンパ腫において増幅されることが見いだされた。このタ

ンパク質はアポトーシスを阻害して腫瘍形成細胞の蓄積を進行させる。成長因子



(78) 特表２００３－５１９４９１

レセプターの遺伝子ファミリのメンバーが種々の型の癌で増幅されることが見い

だされ、これらのレセプターの過剰発現が、腫瘍細胞の制限された量の利用可能

な成長因子に対する感受性を低下させる。例としては、アンドロゲン欠乏治療の

間の再発前立腺癌におけるアンドロゲンレセプターの増幅、及び乳癌における成

長因子レセプター相同体ＥＲＢ２の増幅を含む。最近、細胞間シグナル伝達及び

細胞周期進行に含まれる遺伝子が悪性形質転換の間に増幅を受けうる。これは、

種々の上皮及びリンパ腫瘍形成におけるｂｃｌ-Ｉ及びｒａｓ遺伝子の増幅によ

って例示される。

  これらの初期の研究は、これらの方法が悪性形質転換に重要な遺伝子の同定が

可能であるため、腫瘍形成において増幅されたＤＮＡ配列の同定の可能性を例示

する。ＥＲＢ２の場合も、形質転換タンパク質が腫瘍治療のための新規で特異的

な標的を示すので、治療的立場からの可能性を示す。

  増幅されたゲノム配列を示すのに幾つかの異なる技術を使用できる。癌細胞か

ら調製した染色体展開の古典的な細胞発生分析は、転位置、欠失及び変換といっ

た全体構造変化を同定するには十分である。増幅ゲノム領域は、それらが高いコ

ピー数を含むか染色体外物質として存在する場合にのみ可視化される。細胞発生

は特定の腫瘍形成を持つ特定の染色体変化の一貫した関係を示すための第１の技

術だが、管理可能なＤＮＡ配列の同定及び単離には不十分である。より最近に開

発された技術の競合ゲノムハイブリッド形成（ＣＧＨ）は腫瘍形成におけるゲノ

ム増幅の広範な現象を例示する。腫瘍及び正常ＤＮＡは正常細胞の分裂中期に同

時にハイブリッド形成し、腫瘍に高頻度で存在するＤＮＡ配列についての画像分

析で全ゲノムをスクリーニングする（WO 93/18,186; Gray等, Radiation Res. 1

37: 275-289 [1994]）。スクリーニング法として、このタイプの分析は、種々の

ヒト腫瘍における再発アンプリコン（増幅ＤＮＡの伸展）の多数を明らかにした

。ＣＧＨは古典的細胞発生分析よりＤＮＡの増幅伸展の同定において感度が高い

が、それは標準的な遺伝子技術によりアンプリコン内のコード化配列の迅速な同

定及び単離ができない。

      【００６６】

  遺伝子増幅の検出に最も感度の良い方法はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）ベ
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ースのアッセイである。これらのアッセイは極めて少量の腫瘍ＤＮＡを出発材料

として用い、精巧で感度が良く、配列決定などの更なる分析に利用できるＤＮＡ

を提供し、高容量スループット分析に適している。

  上記のアッセイは相互に排他的ではなく、腫瘍形成における増幅の同定にしば

しば組み合わせて使用される。細胞発生分析及びＣＧＨは増幅領域の全ゲノムの

概観のためのスクリーニング法を代表し、ＰＣＲベースのアッセイはコード化配

列、即ち増幅領域の遺伝子を最終的に同定するのに最も適している。

  本発明により、このような遺伝子は定量的ＰＣＲ（S. Gelmini等, Clin, Chem

. 43: 752 [1997]）により、乳、肺、結腸、前立腺、脳、肝臓、腎臓、膵臓、脾

臓、精巣、卵巣、子宮など、腫瘍、又は腫瘍細胞系を含む種々の原発腫瘍からの

ＤＮＡを健常ドナーからのプールしたＤＮＡと比較することにより同定される。

定量的ＰＣＲは、TaqMan（商品名）装置（ABI）を用いて実施された。遺伝子特

異的プライマー及び蛍光発生プローブは、ＤＮＡのコード化配列に基づいて設計

される。

  ヒト肺癌細胞系は、Ａ５４９(ＳＲＣＣ７６８)、Ｃａｌｕ-１(ＳＲＣＣ７６９

)、Ｃａｌｕ-６(ＳＲＣＣ７７０)、Ｈ１５７(ＳＲＣＣ７７１)、Ｈ４４１(ＳＲ

ＣＣ７７２)、Ｈ４６０(ＳＲＣＣ７７３)、ＳＫＭＥＳ-１(ＳＲＣＣ７７４)、Ｓ

Ｗ９００(ＳＲＣＣ７７５)、Ｈ５２２（ＳＲＣＣ８３２）、及びＨ８１０（ＳＲ

ＣＣ８３３）を含み、全てＡＴＣＣから入手可能である。原発ヒト肺腫瘍細胞は

通常は腺癌、扁平上皮細胞癌、大細胞癌、非-小細胞癌、小細胞癌、及び気管支

肺胞癌から誘導され、例えば、ＳＲＣＣ７２４（「AdenoCa」と略記される腺癌

）（ＬＴ１）、ＳＲＣＣ７２５(「SqCCa」と略記される扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１

ａ)、ＳＲＣ７２５(「ＮＳＣＣａ」と略記される非-小細胞癌)(ＬＴ１ａ)、ＳＲ

ＣＣ７２６(腺癌)(ＬＴ２)、ＳＲＣＣ７２７(腺癌)(ＬＴ３)、ＳＲＣＣ７２８（

腺癌）(ＬＴ４)、ＳＲＣＣ７２９(扁平上皮細胞癌)(ＬＴ６)、ＳＲＣＣ７３０(

腺／扁平上皮細胞癌)(ＬＴ７)、ＳＲＣＣ８２５（腺癌）（ＬＴ８）、ＳＲＣＣ

７３１(腺癌)(ＬＴ９)、ＳＲＣＣ７３２（扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１０)、ＳＲＣ

Ｃ７３３（扁平上皮細胞癌）(ＬＴ１１)、ＳＲＣＣ７３４(腺癌)(ＬＴ１２)、Ｓ

ＲＣＣ７３５(腺／扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１３)、ＳＲＣＣ７３６（扁平上皮細胞
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癌）(ＬＴ１５)、ＳＲＣＣ７３７（扁平上皮細胞癌）(ＬＴ１６)、ＳＲＣＣ７３

８(扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１７)、ＳＲＣＣ７３９(扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１８)、

ＳＲＣＣ７４０(扁平上皮細胞癌)(ＬＴ１９)、ＳＲＣＣ７４１(肺細胞癌、「LCC

a」と略記)(ＬＴ２１)、ＳＲＣＣ８１１(腺癌)(ＬＴ２２)、ＳＲＣＣ８２５(腺

癌)(ＬＴ８)、ＳＲＣＣ８８６(腺癌)(ＬＴ２５)、ＳＲＣＣ８８７(扁平上皮細胞

癌)(ＬＴ２６)、ＳＲＣＣ８８８(腺-BAC癌)(ＬＴ２７)、ＳＲＣＣ８８９（扁平

上皮細胞癌)(ＬＴ２８)、ＳＲＣＣ８９０（扁平上皮細胞癌）(ＬＴ２９)、ＳＲ

ＣＣ８９１(腺癌)(ＬＴ３０)、ＳＲＣＣ８９２(扁平上皮細胞癌)(ＬＴ３１)、Ｓ

ＲＣＣ８９４（腺癌）(ＬＴ３３）を含む。また、ＳＲＣＣ１１２５［HF-000631

］、ＳＲＣＣ１１２７［HF-000641］、ＳＲＣＣ１１２９［HF-000643］、ＳＲＣ

Ｃ１１３３［HF-000840］、ＳＲＣＣ１１３５［HF-000842］、ＳＲＣＣ１２２７

［HF-001291］、ＳＲＣＣ１２２９［HF-001293］、ＳＲＣＣ１２３０［HF-00129

4］、ＳＲＣＣ１２３１［HF-001295］、ＳＲＣＣ１２３２［HF-001296］、ＳＲ

ＣＣ１２３３［HF-001297］、ＳＲＣＣ１２３５［HF-001299］、ＳＲＣＣ１２３

６［HF-001300］と称されるヒト肺腫瘍も含まれる。

      【００６７】

  結腸癌細胞系は、例えば、ＡＴＣＣ細胞系ＳＷ４８０(腺癌、ＳＲＣＣ７７６)

、ＳＷ６２０(結腸腺癌のリンパ節転移、ＳＲＣＣ７７７)、Ｃｏｌｏ３２０(癌

、ＳＲＣＣ７７８)、ＨＴ２９（腺癌、ＳＲＣＣ７７９）、ＨＭ７(ＡＴＣＣ大腸

腺癌細胞系、ＳＲＣＣ７８０、Robert Warren博士, UCSFから得た）、ＣａＷｉ

Ｄｒ(腺癌、ＳＲＣＣ７８１)、ＨＣＴ１１６(癌、ＳＲＣＣ７８２)、ＳＫＣＯ１

(腺癌、ＳＲＣＣ７８３)、ＳＷ４０３(腺癌、ＳＲＣＣ７８４)、ＬＳ１７４Ｔ(

癌、ＳＲＣＣ７８５)、Ｃｏｌｏ２０５(癌、ＳＲＣＣ８２８)、ＨＣＴ１５(癌、

ＳＲＣＣ８２９)、ＨＣＣ２９９８（癌、ＳＲＣＣ８３０）、及びＫＭ１２(癌、

ＳＲＣＣ８３１)を含む。原発大腸腫瘍は、ＣＴ２(ＳＲＣＣ７４２)、ＣＴ３(Ｓ

ＲＣＣ７４３)、ＣＴ８(ＳＲＣＣ７４４)、ＣＴ１０(ＳＲＣＣ７４５)、ＣＴ１

２(ＳＲＣＣ７４６)、ＣＴ１４(ＳＲＣＣ７４７)、ＣＴ１５(ＳＲＣＣ７４８)、

ＣＴ１６(ＳＲＣＣ７４９)、ＣＴ１７(ＳＲＣＣ７５０)、ＣＴ１(ＳＲＣＣ７５

１)、ＣＴ４(ＳＲＣＣ７５２)、ＣＴ５(ＳＲＣＣ７５３)、ＣＴ６(ＳＲＣＣ７５
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４)、ＣＴ７(ＳＲＣＣ７５５)、ＣＴ９(ＳＲＣＣ７５６)、ＣＴ１１(ＳＲＣＣ７

５７)、ＣＴ１８(ＳＲＣＣ７５８) 、ＣＴ１９（腺癌、ＳＲＣＣ９０６）、ＣＴ

２０（腺癌、ＳＲＣＣ９０７）、ＣＴ２１（腺癌、ＳＲＣＣ９０８）、ＣＴ２２

（腺癌、ＳＲＣＣ９０９）、ＣＴ２３（腺癌、ＳＲＣＣ９１０）、ＣＴ２４（腺

癌、ＳＲＣＣ９１１）、ＣＴ２５(腺癌、ＳＲＣＣ９１２)、ＣＴ２６（腺癌、Ｓ

ＲＣＣ９１３）、ＣＴ２７（腺癌、ＳＲＣＣ９１４）、ＣＴ２８(腺癌、ＳＲＣ

Ｃ９１５)、ＣＴ２９（腺癌、ＳＲＣＣ９１６）、ＣＴ３０（腺癌、ＳＲＣＣ９

１７）、ＣＴ３１（腺癌、ＳＲＣＣ９１８）、ＣＴ３２（腺癌、ＳＲＣＣ９１９

）、ＣＴ３３（腺癌、ＳＲＣＣ９２０）、ＣＴ３５(腺癌、ＳＲＣＣ９２１)及び

ＣＴ３６（腺癌、ＳＲＣＣ９２２）と称される大腸腺癌を含む。また、ＳＲＣＣ

１０５１［HF-000499］、ＳＲＣＣ１０５２［HF-000539］、ＳＲＣＣ１０５３［

HF-000575］、ＳＲＣＣ１０５４［HF-000698］、ＳＲＣ１１４２［HF-000762］

、ＳＲＣＣ１１４４［HF-000789］、ＳＲＣ１１４６［HF-000795］及びＳＲＣＣ

１１４８［HF-000811］と称されるヒト大腸腫瘍中心も含まれる。

  ヒト乳癌細胞系は、例えば、ＨＢＬ１００(ＳＲＣＣ７５９)、ＭＢ４３５ｓ(

ＳＲＣＣ７６０)、Ｔ４７Ｄ(ＳＲＣＣ７６１)、ＭＢ４６８(ＳＲＣＣ７６２)、

ＭＢ１７５(ＳＲＣＣ７６３)、ＭＢ３６１(ＳＲＣＣ７６４)、ＢＴ２０(ＳＲＣ

Ｃ７６５)、ＭＣＦ７(ＳＲＣＣ７６６)、及びＳＫＢＲ３（ＳＲＣＣ７６７）、

及びＳＲＣＣ１０５７［HF-000545］と称されるヒト乳腫瘍中心を含む。また、

ＳＲＣＣ１０９４、ＳＲＣＣ１０９５、ＳＲＣＣ１０９６、ＳＲＣＣ１０９７、

ＳＲＣＣ１０９８、ＳＲＣＣ１０９９、ＳＲＣＣ１１００、ＳＲＣＣ１１０１と

称されるヒト乳腫瘍、及びＳＲＣＣ８９３［LT32］と称されるbreast-met-ling-

NS腫瘍が含まれる。

  ヒト腎臓腫瘍中心は、ＳＲＣＣ９８９［HF-000611］及びＳＲＣＣ１０１４［H

F-000613］を含む。

  ヒト精巣腫瘍中心はＳＲＣＣ１００１［HF-000733］、そして精巣腫瘍辺縁は

ＳＲＣＣ９９９［HF-000716］を含む。

  ヒト上皮小体腫瘍はＳＲＣＣ１００２［HF-000831］及びＳＲＣＣ１００３［H

F-000832］を含む。
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      【００６８】

Ｆ．組織分布

  ここでの遺伝子増幅アッセイの結果は、種々のヒト組織でのｍＲＮＡ発現の測

定などのさらなる実験により確認できる。

  上記したように、種々の組織における遺伝子増幅又は遺伝子発現は、ｍＲＮＡ

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

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

分析）、又はインサイツハイブリッド形成により、ここに提供する配列にもとづ

いて適切な標識プローブを用いて測定できる。あるいは、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ

二重鎖、及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二重鎖又はＤＮＡ-タンパク質二重鎖を

含む特定の二重鎖を認識する抗体を用いてもよい。

  あるいは、種々の組織における遺伝子発現は、遺伝子産物を直接定量化するた

めの、組織断片及び細胞培地又は体液の免疫組織学的染色などの免疫的方法によ

っても測定できる。免疫組織学的染色及び／又は試料液のアッセイに有用な抗体

は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の動物から調製される。

便利には、抗体は天然配列ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドに対し

て、又は特異的抗体エピトープをコード化及びＤＮＡ配列に基づく合成ペプチド

に対して調製される。抗体を生成する一般的技術、及びノーザンブロット及びイ

ンサイツハイブリッド形成のプロトコールは以下に提供する。

      【００６９】            

Ｇ．染色体マッピング

  与えられた遺伝子の増幅が機能的に関連する場合は、その遺伝子は、腫瘍生存

に重要でない隣接ゲノム領域より多く増幅すべきである。これを試験するために

、例えば放射性ハイブリッド分析により、遺伝子を特定染色体にマッピングでき

る。次いで、増幅レベルを特定した位置及び隣接ゲノム領域において測定する。

遺伝子がマッピングされたゲノム領域での選択的又は優先的増幅は、観察された

遺伝子増幅が腫瘍成長又は生存を促進する可能性と一致する。染色体マッピング

はフレームワーク及びエピセンターマッピングの両方を含む。さらなる詳細は、

例えば、Stewart等, Genome Research 7, 422-433 (1997)を参照。
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      【００７０】

Ｈ．抗体結合実験

  遺伝子増幅実験の結果は、腫瘍（癌）細胞上でのＳｔｒａ６ポリペプチドの発

現を阻害する抗ＰＲＯ１０２８２（抗Ｓｔｒａ６）抗体の能力が試験される抗体

結合実験によって更に確認できる。例示的な抗体は、ポリクローナル、モノクロ

ーナル、ヒト化、二重特異性、及びへテロ抱合体抗体を含み、その調製は以下に

記載する。

  抗体結合実験は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サンドウィッチアッセイ

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

onal Antibodies: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 19

87)。

  競合的結合アッセイは、標識標準物の、限られた量の抗体との結合について試

験分析物と競合する能力による。試験試料中の（腫瘍細胞で増幅された遺伝子に

コードされる）標的タンパク質の量は、抗体に結合し始める標準物の量に逆比例

する。結合し始める標準物の量の測定を促進するために、抗体は好ましくは競合

の前又は後に固定化し、抗体に結合した標準品及び分析物が未結合で残っている

標準物及び分析物から容易に分離できるようにする。

  サンドウィッチアッセイは２つの抗体の使用を含み、各々が検出すべきタンパ

ク質の異なる免疫原部分、又はエピトープに結合できる。サンドウィッチアッセ

イにおいて試験試料分析物は固体支持体上に固定化された第１の抗体に結合し、

その後第２の抗体が分析物に結合し、よって不溶性の３成分複合体が形成される

。例えば米国特許第4,376,110号参照。第２の抗体は検出可能部分で標識され（

直接サンドウィッチアッセイ）、あるいは検出可能部分で標識された抗-免疫グ

ロブリン抗体を用いて測定してもよい（間接サンドウィッチアッセイ）。例えば

、サンドウィッチアッセイの一形態はＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合の検

出可能部分は酵素である。

  免疫組織学のために、腫瘍試料は新鮮でも凍結したものでもよく、パラフィン

に包埋して、例えばホルマリン等の保存剤で固定してもよい。

      【００７１】
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Ｉ．細胞ベースの腫瘍アッセイ

  細胞ベースアッセイ及び腫瘍（例えば、癌）の動物モデルを用いて、遺伝子増

幅アッセイに発見を確認し、ここでの遺伝子増幅と腫瘍形成細胞成長の進行及び

病理との関係をさらに理解することができる。ここで同定する遺伝子産物の腫瘍

又は癌の進行及び病理における役割は、ここで遺伝子を増幅すると同定された原

発腫瘍細胞又は細胞系を用いて試験することができる。このような細胞は、例え

ば、上記した乳、大腸及び肺癌細胞及び細胞系を含む。

  異なる方法では、特定の腫瘍に含まれることが知られた細胞型の細胞をここで

のｃＤＮＡで形質移入し、これらのｃＤＮＡの過剰成長誘発能力を分析する。適

当な細胞は、例えば、Ｂ１０４-1-１細胞株（ｎｅｕプロトオンコジーンで形質

移入された安定なＮＩＨ-３Ｔ３細胞液）及びｒａｓ-形質移入ＮＩＨ-３Ｔ３細

胞等の安定な腫瘍細胞系を含み、これらは所望の遺伝子で形質移入し、そして腫

瘍形成的成長を監視できる。このような形質移入細胞系は、次いで、形質転換細

胞の成長に対する細胞分裂停止又は細胞毒性活性の発揮により、又は抗体依存性

細胞性細胞毒性（ＡＤＣＣ）の媒介により、ポリ－又はモノクローナル抗体又は

抗体組成物の腫瘍形成細胞成長を阻害する能力を試験するのに使用できる。ここ

に同定した遺伝子のコード化配列で形質移入した細胞は、さらに、癌治療用の候

補薬の同定に使用できる。

  さらに、（下記のような）トランスジェニック動物の腫瘍から誘導された一次

培地は、ここでの細胞ベースアッセイに使用できるが、安定な細胞系が好ましい

。トランスジェニック動物から連続細胞系を誘導する技術はこの分野で良く知ら

れている（Small等, Mol. Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]参照）。

      【００７２】

Ｊ．動物モデル

  腫瘍の進行及び原因におけるここに同定される遺伝子の役割を更に理解するた

めに、そして抗体、及び小分子アゴニストを含む天然ポリペプチドの他のアゴニ

ストを含む候補治療薬の有効性を試験するために、種々の良く知られた動物モデ

ルが使用できる。これらのモデルのインビボ性質により、特にヒト患者における

反応を予測できる。腫瘍及び癌（例えば、乳癌、結腸癌、前立腺癌、肺癌など）
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の動物モデルは、非組換え及び組換え（トランスジェニック）動物の両方を含む

。非組換え動物モデルは、例えば、齧歯類、例えばマウスモデルを含む。このよ

うなモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部静脈注射、脾臓移植、腹

膜内移植、腎被膜下移植、又はオルトピン(orthopin)移植、例えば大腸組織に移

植された結腸癌細胞により、腫瘍細胞を同系マウスに導入することにより生成さ

れる。（1997年9月18日に発行されたＰＣＴ公報WO 97/33551参照。）

  癌遺伝子の研究におそらく最もしばしば用いられる動物種は、免疫不全マウス

、特にヌードマウスである。ハイポ／形成不全を持つヌードマウスがヒト腫瘍異

種移植の宿主として行動するという観察は、この目的のための広い用途を導いた

。常染色体劣性ｎｕ遺伝子が、例えば、ＡＳＷ、Ａ／Ｈｅ、ＡＫＲ、ＢＡＬＢ／

ｃ、Ｂ１０．ＬＰ、Ｃ１７、Ｃ３Ｈ、Ｃ５７ＢＬ、Ｃ５７、ＣＢＡ、ＤＢＡ、Ｄ

ＤＤ、I／ｓｔ、ＮＣ、ＮＦＲ、ＮＦＳ、ＮＦＳ／Ｎ、ＮＺＢ、ＮＺＣ、ＮＺＷ

、Ｐ、ＲIII及びＳＪＬを含むヌードマウスの極めて多数の異なる共通遺伝子系

統に導入された。さらに、遺伝的な免疫不全を持つヌードマウス以外の広範な他

の動物が生育され、腫瘍異種移植のレシピエントとして用いられた。さらなる詳

細については、The Nude Mouse in Oncology Research, E. Boven 及び B. Wino

grad 編, CRC Press, Inc., 1991を参照。

  これらの動物に導入される細胞は、周知の腫瘍／癌細胞系、例えば上記列挙し

た腫瘍細胞系、及び、例えばＢ１０４-１-１細胞系（ｎｅｕプロトオンコジーン

で形質移入された安定ＮＩＨ-３Ｔ３細胞系）；ｒａｓ-形質移入ＮＩＨ-３Ｔ３

細胞：Ｃａｃｏ-２（ATCC HTB-37）、中程度に良く分化したグレードIIヒト大腸

腺癌細胞系、ＨＴ-２９（ATCC HTB-38）から、あるいは腫瘍及び癌から誘導する

ことができる。腫瘍又は癌細胞の試料は、手術を受けている患者から、液体窒素

中での凍結及び保存を含む標準的な条件を用いて得ることができる（Karmali等,

 Br. J. Cancer 48, 689-696 [1983]）。

      【００７３】

  腫瘍細胞は、ヌードマウスなどの動物に、種々の手法によって導入できる。マ

ウスの皮下（s.c.）空間は、腫瘍移植に非常に好ましい。腫瘍は、固体ブロック

として、トロチャー(trochar)を用いてニードル生検として、細胞懸濁物としてs
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.c.移植できる。固体ブロック又はトロチャー移植のために、適切な大きさの腫

瘍組織断片がs.c.空間に導入される。細胞懸濁物は、原発腫瘍又は安定な腫瘍細

胞系から新たに調製され、皮下注射される。また腫瘍細胞は、皮下植え込みとし

て注射することもできる。この位置において、種菌が皮膚結合組織の下層とs.c.

組織との間に析出される。Boven及びWinograd (1991), 上掲。

  乳癌の動物モデルは、例えば、神経芽腫細胞（それからｎｅｕ癌遺伝子が最初

に単離される）、又はｎｅｕ形質移入ＮＩＨ-３Ｔ３細胞をヌードマウスに移植

することにより、基本的にはDrebin等, PNAS USA 83, 9129-9133 (1986)に記載

されているように生成される。

  同様に、結腸癌の動物モデルは、結腸癌細胞を動物、例えばヌードマウスに継

代し、これらの動物における腫瘍の発現を導くことにより生成される。ヌードマ

ウスにおけるヒト結腸癌の同所性移植モデルは、例えば、Wang等, Cancer Resea

rch 54, 4726-4728 (1994)及びToo等, Cancer Research 55, 681-684 (1995)に

記載されている。このモデルは、いわゆるAntiCancer, Inc. (SanDiego, Califo

rnia)から市販の「METAMOUSE」に基づく。

  動物に生じた腫瘍は、取り出してインビトロで培養することができる。インビ

トロ培地からの細胞は、次いで動物に継代することができる。これらの腫瘍は、

さらなる試験及び薬物スクリーニングの標的として提供され得る。あるいは、継

代から得られる腫瘍は単離でき、継代前細胞及び１又はそれ以上の継代後に単離

した細胞のＲＮＡを、対象とする遺伝子の識別可能な発現について分析する。こ

のような継代技術は、周知の腫瘍又は癌細胞系で実施することができる。

      【００７４】

  例えば、Ｍｅｔｈ Ａ、ＣＭＳ４、ＣＭＳ５、ＣＭＳ２１、及びＷＥＨＩ-１６

４がＢＡＬＢ／ｃ雌マウスの線維肉腫に導入され（DeLeo等, J. Exp. Med. 146,

 720 [1977]）、それは、種々の抗原の抗-腫瘍活性の研究のための高度に制御可

能なモデル系を提供する（Palladino等, J. Immunol. 138, 4023-4032 [1987]）

。簡便には、腫瘍細胞は細胞培地中でインビトロで成長させる。動物に注射する

前に、細胞系は洗浄してバッファー中に約１０ｘ１０６から１０ｘ１０７細胞／

ｍｌの細胞密度で懸濁する。次いで動物を１０から１００μｌの細胞懸濁物で皮
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下感染し、腫瘍が現れるまで１から３週間放置する。

  さらに、最も完全に研究された実験的腫瘍の一つであるマウスのルイス肺（３

ＬＬ）癌腫は、研究用腫瘍モデルとして用いることができる。この腫瘍モデルに

おける有効性は、肺の小細胞癌腫（ＳＣＣＬ）と診断されたヒト患者の治療にお

ける有利な効果と相関していた。この腫瘍は、影響を受けたマウスからの腫瘍断

片又は培地に残った細胞の注射に際して正常マウスに導入でき（Zupi等, Br. J.

 Cancer 41, suppl. 4, 309 [1980]）、証拠は、腫瘍がたった一つの細胞の注射

から開始され、感染した腫瘍細胞の極めて高い集団が生存することを示している

。この腫瘍モデルに関する更なる情報については、Zacharski, Haemostasis 16,

 300-320 [1986]を参照のこと。

  移植された腫瘍の動物モデルにおける試験化合物の有効性を評価する一つの方

法は、治療前後での腫瘍の大きさを測定することである。伝統的に、移植した腫

瘍の大きさは、二又は三次元のスライドキャリパーで測定される。二次元に制限

された測定は、腫瘍の大きさを正確に反映せず、従って、通常は数式を用いて対

応する容積に換算される。しかしながら、腫瘍の大きさの測定は極めて不正確で

ある。候補薬の治療効果は、治療-誘発性の成長遅延及び特異的な成長遅延とし

てより良く記述できる。腫瘍成長の記述における他の重要な変数は、腫瘍容積倍

加時間である。Rygaard及びSpang-Thomsen, Proc. 6th Int. Workshop on Immun

e-Deficient Animals, Wu及びSheng編, Basel, 1989, 301によって報告されたプ

ログラムなどの、腫瘍成長の計算及び記述のためのコンピュータプログラムも利

用可能である。しかし、腫瘍に続く壊死及び炎症反応が実際には少なくとも初期

に腫瘍の大きさを増大させ得ることを注記しておく。従って、これらの変化は、

形態学的方法及びフローサイトメトリー分析を組み合わせて、注意深く監視する

必要がある。

      【００７５】

  組換え（トランスジェニック）動物モデルは、ここに同定された遺伝子のコー

ド部分を、トランスジェニック動物作成のための標準的技術を用いて、対象とす

る動物のゲノムに導入することにより加工できる。トランスジェニック操作の標

的として提供できる動物は、限定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモ
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ット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及び非-ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及

びサルを含む。これらの動物に導入遺伝子を導入するのにこの分野で知られた技

術は、全核マイクロインジェクション（Hoppe及びWanger, 米国特許第4,873,191

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

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

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

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

noら, Cell 57, 717-73 [1989]）を含む。概説のためには、例えば、米国特許第

4,736,866号を参照のこと。

  本発明の目的のために、トランスジェニック動物は、その一部にのみ導入遺伝

子を有するもの（「モザイク動物」）を含む。導入遺伝子は、単一の導入遺伝子

として、又はコンカテマー、例えば頭部と頭部又は頭部と尾部の直列型として組

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

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

  トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によって監

視できる。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザンブロット分析又はＰＣ

Ｒ増幅が用いられる。次いで、ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブリッ

ド形成、ノーザンブロット分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学などの技術を用いて

分析できる。動物は、腫瘍又は癌発生の徴候についてさらに試験される。

      【００７６】

  あるいは、動物の胚性細胞に導入されたポリペプチドをコードする変更ゲノム

ＤＮＡと、そのポリペプチドをコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えに

よって、ここに同定するＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドをコード

する欠陥又は変更遺伝子を有する「ノックアウト」動物を作成することができる

。例えば、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立された

技術に従い、ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用でき

る。特にＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失

したり、組み込みを監視するために使用する選択可能なマーカーをコードする遺

伝子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的には、ベクターは無変化の
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フランキングＤＮＡ(５'と３'末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同的

組換えベクターについてはThomas and Capecchi, Cell, 51: 503 (1987)を参照

のこと］。ベクターは胚性幹細胞に(例えばエレクトロポレーションによって)導

入し、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞を選択する

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

ばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入され、集合キメラを形成する［例えば、B

radley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach,

 E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照］。その後、キ

メラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、「ノックアウト」動物を作ると言

われる。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術によ

り同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを含

む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＰＲＯ１０２８２ポリ

ペプチドが不在であることによるある種の病理的状態及び病理的状態の進行に対

して防御する能力によって特徴付けられる。

      【００７７】

  自発的な動物腫瘍の治療におけるここに同定されるポリペプチドに特異的に結

合する抗体、及び他の候補薬の有効性も試験できる。このような研究のための適

切な標的は、ネコ口腔扁平上皮癌（ＳＣＣ）である。ネコ口腔ＳＣＣは高度に侵

襲的な悪性腫瘍で、ネコに最も多く発生する口腔悪性腫瘍であり、この種に報告

される口腔腫瘍の６０％以上を占める。それは、離れた部位には殆ど転移しない

が、この転移の低い発生率は単にこの腫瘍を持つネコの短い生存期間を反映して

いるにすぎない。これらの腫瘍は通常手術できないが、主にネコの口腔の解剖学

的形状による。現在では、この腫瘍の有効な治療法は存在しない。研究に入る前

に、各々のネコに完全な臨床検査、生体組織検査を施し、コンピュータ断層撮影

（ＣＴ）によりスキャンした。舌下口腔扁平上皮細胞腫瘍を持つと診断されたネ

コは研究から排除した。舌はこの腫瘍のために麻痺し始め、治療がこの腫瘍を殺

した後でも、動物は自分で餌を取ることができないであろう。各々のネコを長期

に渡って繰り返し治療する。腫瘍の写真を治療期間中の毎日及び引き続く再チェ

ックの時点で撮影した。治療の後、各ねこに再度ＣＴスキャンを施した。ＣＴス
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キャン及びラジオグラフは、その後８週間ごとに評価した。データは、対照群と

比較した生存数、反応性及び毒性における相違について評価した。ポジティブ反

応は、腫瘍の縮小、好ましくは生存の質の向上又は生存期間の延長を必要とする

。

  さらに、他の自発的動物腫瘍、例えばイヌ、ネコ、及びヒヒの線維肉腫、腺癌

、リンパ腫、クロンドローマ(chrondroma)、平滑筋肉腫も試験できる。これらの

イヌ及びネコでの乳腺癌は、その発現及び挙動がヒトのものに極めて類似してい

るので、好ましいモデルである。しかし、このモデルの使用は動物におけるこの

型の腫瘍の発生比率によって制限される。

      【００７８】

Ｋ．候補薬についてのスクリーニングアッセイ

  候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定される遺伝子にコードされる

ポリペプチドと結合又は抱合する化合物、あるいはコード化ポリペプチドと他の

細胞性タンパク質との相互作用を阻害する化合物を同定するために設計される。

このようなスクリーニングアッセイは、特に小分子候補薬の同定に適したものに

する、化学的ライブラリの高スループットスクリーニングに従うアッセイを含む

。小分子とは、抗体合成有機又は無機化合物を含むと考え、それらは、ペプチド

、好ましくは可溶性ペプチド、（ポリ）ペプチド-免疫グロブリン融合体、特に

、限定されないが、ポリ-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、

抗-イディオタイプ抗体、及びそれらの抗体又は断片のキメラ又はヒト化形、並

びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。アッセイは、種々の形式で

実施でき、この分野で良く特徴付けられたタンパク質-タンパク質結合アッセイ

、生化学的スクリーニングアッセイ、イムノアッセイ及び細胞ベースのアッセイ

を含む。

  全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定される核酸にコードされるポ

リペプチドと、それら２成分が相互作用するのに十分な時間接触させることで共

通している。

  結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離され

るか、又は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された
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遺伝子にコードされるポリペプチドのレセプター即ち候補薬が、共有又は非共有

結合により固相、例えばマイクロタイタープレートに固定化される。非共有結合

は、一般的に固体表面をポリペプチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成

される。あるいは、固定化すべきペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノク

ローナル抗体を、そのペプチドを固体表面に固着させるために用いることができ

る。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出可能な標

識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反応

が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複

合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面

に固定化された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化

成分が標識を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特

異的に結合する標識抗体によって検出できる。

      【００７９】

  候補化合物がここで同定される遺伝子にコードされる特定のＰＲＯ１０２８２

ポリペプチドと相互作用するが結合しない場合、その相互作用は、タンパク質－

タンパク質相互作用を検出するために良く知られた方法によってアッセイするこ

とができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマ

トグラフィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク

質－タンパク質相互作用は、Fields及び共同研究者等［Fiels及びSong, Nature 

340, 245-246 (1989); Chienら, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1

991)］に記載された酵母菌ベースの遺伝子系を用いることにより、Chevray及びN

athans［Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示されている

ように監視することができる。酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性化剤は、２

つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメインと

して作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。以前の文献に記載され

た酵母菌発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる）は、この特性の長

所を利用して、２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質

がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では、候補となる活性化タンパ

ク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子の
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ＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互

作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含

むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する色素生産性物質で検出される。２-

ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク質間のタンパク質-タンパク質

相互作用を同定するための完全なキット（MATCHMAKER(商品名)）は、Clontechか

ら商業的に入手可能である。この系は、特定のタンパク質相互作用に含まれるタ

ンパク質ドメインのマッピング、並びにこれら相互作用にとって重要なアミノ酸

残基の特定にも拡張することができる。

  ここで同定されるＰＲＯ１０２８２のコード化配列と他の細胞外成分との相互

作用を阻害する化合物は、次のように試験することができる：通常は、増幅され

た遺伝子の生成物及び細胞内又は外成分を含む反応混合物を、条件下で２つの生

成物が相互作用及び結合する時間に渡って調製する。試験化合物が結合を阻害す

る能力を試験するために、反応は試験化合物有り又は無しで実施する。さらに、

第３の反応混合物にプラシーボを添加してポジティブ対照としてもよい。混合物

中に存在する試験化合物と細胞内又は外成分との結合（複合体形成）は上記のよ

うに監視する。対照反応において複合体が形成され、試験化合物を含む反応混合

物ではしないことは、試験化合物が試験化合物とその反応パートナーとの相互作

用を妨害することを示す。

      【００８０】

  アンタゴニストを検定するために、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを、特定の

活性についてスクリーニングする化合物とともに細胞に添加してもよく、ＰＲＯ

１０２８２ポリペプチド存在下で対象とする活性を阻害する当該化合物の能力が

、当該化合物がＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのアンタゴニストであることを示

す。あるいは、アンタゴニストは、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド及び潜在的ア

ンタゴニストを、膜結合ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドレセプター又は組換えレ

セプターと、競合的阻害アッセイに適した条件下で結合させることにより検出し

てもよい。ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、放射活性等で標識でき、レセプタ

ーに結合したＰＲＯ１０２８２ポリペプチド分子の数を潜在的アンタゴニストの

有効性を決定するのに使用できる。レセプターをコードする遺伝子は、当業者に
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知られた多くの方法、例えばリガンドパンニング及びＦＡＣＳソーティングによ

り同定できる。Coliganら, Current Protocols in Immun., 1(2): Chapter 5 (1

991)。好ましくは発現クローニングが用いられ、そこではポリアデニル化ＲＮＡ

がＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに反応性の細胞から調製され、このＲＮＡから

生成されたｃＤＮＡライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞又は他のＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドに反応性でない細胞の形質移入に使用される。スライド

ガラスで成長させた形質移入細胞を、標識したＰＲＯ１０２８２ポリペプチドへ

曝露する。ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的タンパク

質キナーゼの認識部位の包含を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュ

ベーションの後、スライドにオートラジオグラフ分析を施す。ポジティブプール

を同定し、相互作用サブプール化及び再スクリーニング工程を用いてサブプール

を調製して再形質移入し、結果的に推定レセプターをコードする単一のクローン

を生成する。

  レセプター同定の代替的方法として、標識したＰＲＯ１０２８２ポリペプチド

をレセプター分子を発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることが

できる。架橋材料はＰＡＧＥに溶解させ、Ｘ線フィルムに暴露する。レセプター

を含む標識複合体を励起し、ペプチド断片に分離し、タンパク質マイクロ配列決

定を施すことができる。マイクロ配列決定から得たアミノ酸配列は、推定レセプ

ターをコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラリをスクリーニングする分

解性オリゴヌクレオチドプローブの組の設計に用いられる。

      【００８１】

  アンタゴニストの他の検定では、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調

製物を、候補化合物の存在下で標識ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドとともにイン

キュベートする。次いで、この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定

する。

  潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドとの融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが

、ポリペプチド-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディ

オタイプ抗体、及びこれらの抗体又は断片のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト
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抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。あるいは、潜在的アンタゴニストは

、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認識するが効果を与えず、

よってＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの作用を競合的に阻害するＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドの変異形態であってもよい。

  他の潜在的なＰＲＯ１０２８２ポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス

技術を用いて調製されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ生成物であり、例えば、

アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡは、標的ｍＲＮＡにハイブリッド形成してタンパ

ク質翻訳を妨害することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。

アンチセンス技術は、トリプルへリックス形成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮ

Ａを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき、それらの方法はともに、ポリペ

プチドヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例えば、ここでの成

熟ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の５'コー

ド化部分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチド

の設計に使用される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領

域に相補的であるように設計され（三重螺旋－Leeら, Nucl, Acid Res., 6: 307

3 (1979); Cooneyら, Science, 241: 456 (1988); Dervanら, Science, 251: 13

60 (1991)参照）、それによりＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの転写及び生成を

防止する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドはインビボでｍＲＮＡにハイ

ブリッド形成してｍＲＮＡ分子のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドへの翻訳を阻止

する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleot

ides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, 

FL, 1988)）。また上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセン

スＲＮＡ又はＤＮＡをインビボで発現させて、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの

産生を阻害することもできる。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始

部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の-１０から＋１０位置の間から誘導

されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。

      【００８２】  

  アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡは、一般的に少なくとも約５塩基長、約１０塩

基長、約１５塩基長、約２０塩基長、約２５塩基長、約３０塩基長、約３５塩基
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長、約４０塩基長、約４５塩基長、約５０塩基長、約５５塩基長、約６０塩基長

、約６５塩基長、約７０塩基長、約７５塩基長、約８０塩基長、約８５塩基長、

約９０塩基長、約９５塩基長、約１００塩基長、又はそれ以上である。

  潜在的アンタゴニストは、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの活性部位、レセプ

ター結合部位、又は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドの正常な生物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子

の例は、これらに限られないが、小型ペプチド又はペプチド様分子、好ましくは

可溶性ペプチド、及び合成非ペプチド有機又は無機化合物を含む。

  リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リ

ボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリッド形成、次いでヌクレ

オチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切

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

iology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公報、番号WO 97/33551（1997年9月18日発

行）を参照。

  転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌク

レオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩

基対則を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計され、それは一般

に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸展を必要と

する。さらなる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号WO 97/33551, 上掲を参照。

  これらの小分子は、上記で議論したスクリーニングアッセイの一又は複数の任

意のものにより及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術

により同定できる。

      【００８３】

Ｌ．ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）の用途

  ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）をコードする核酸配列（又はそれらの補体）

は、ハイブリダイゼーションプローブとしての使用を含む分子生物学の分野にお

いて、染色体及び遺伝子マッピングにおいて、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮ

Ａの生成において種々の用途を有している。また、ＰＲＯ１０２８２核酸も、こ

こに記載される組換え技術によるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの調製に有用で
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ある。

  全長天然配列ＰＲＯ１０２８２遺伝子（配列番号：１）、又はＰＲＯ１９５７

８遺伝子（配列番号：４）又はその一部は、全長ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１

９５７８ｃＤＮＡの単離あるいはＦｉｇ．１（配列番号：１）に開示したＰＲＯ

１０２８２コード化配列又はＦｉｇ．６（配列番号：４）に開示したＰＲＯ１５

９７８コード化配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他の遺伝子（例えば、

ＰＲＯ１０２８２の天然発生変異体又は他の種からのＰＲＯ１０２８２をコード

するもの）の単離のためのｃＤＮＡライブラリ用のハイブリダイゼーションプロ

ーブとして使用できる。場合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基

である。ハイブリダイゼーションプローブは、少なくとも部分的に配列番号：１

のヌクレオチド配列の新規な領域から誘導してもよく、それらの領域は、過度の

実験をすることなく、天然配列ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８のプロモ

ーター、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノム配列から誘導され得る。

例えば、スクリーニング法は、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チド遺伝子のコード化領域を周知のＤＮＡ配列を用いて単離して約４０塩基の選

択されたプローブを合成することを含む。ハイブリダイゼーションプローブは、

３２Ｐ又は３５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビディン／ビオチン結合系を

介してプローブに結合したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々の標

識で標識されうる。本発明のＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８遺伝子に相

補的な配列を有する標識されたプローブは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はｍ

ＲＮＡのライブラリーをスクリーニングし、そのライブラリーの何れのメンバー

がプローブにハイブッド形成するかを決定するのに使用できる。ハイブリダイゼ

ーション技術は、以下の実施例において更に詳細に記載する。

  本出願で開示する任意のＥＳＴはプローブと同様に、ここに記載した方法で用

いることができる。

  ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）核酸の他の有用な断片は、標的ＰＲＯ１０２

８２（Ｓｔｒａ６）ｍＲＮＡ（センス）又はＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）Ｄ

ＮＡ（アンチセンス）配列に結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮＡのい

ずれか）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを含む、アンチセン
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ス又はセンスオリゴヌクレオチドは、本発明によると、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔ

ｒａ６）ＤＮＡのコード化領域の断片を含む。このような断片は、一般的には少

なくとも約１４ヌクレオチド、好ましくは約１４から３０ヌクレオチドを含む。

与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づく、アンチセンス又はセ

ンスオリゴヌクレオチドを制御する可能性は、例えば、Stein及びCohen（Cancer

 Res. 48: 2659: 1988）及び van der Krolら,（BioTechniques 6: 958, 1988）

に記載されている。

      【００８４】  

  アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖

の形成をもたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の期外停止を含

む幾つかの方法の一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止す

る。よって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ

６）タンパク質の発現を阻止するのに用いられる。アンチセンス又はセンスオリ

ゴヌクレオチドは、修飾糖－ホスホジエステル骨格（又は他の糖結合、ＷＯ９１

／０６６２９に記載のもの等）を有するオリゴヌクレオチドをさらに含み、その

ような糖結合は内因性ヌクレアーゼ耐性である。そのような耐性糖結合を持つオ

リゴヌクレオチドは、インビボで安定であるが（即ち、酵素分解に耐えうるが）

、標的ヌクレオチド配列に結合できる配列特異性は保持している。

  センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、ＷＯ９０／１００４

８に記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核

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

たオリゴヌクレオチドを含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤、アルキル

化剤又は金属作体をセンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、ア

ンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的ヌクレオチド配列への結合特異

性を改変してもよい。

      【００８５】

  アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介Ｄ

ＮＡトランスフェクション、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方

法により、又はエプスタイン-バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いる
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ことにより、標的核酸配列を含む細胞に導入される。好ましい方法では、アンチ

センス又はセンスオリゴヌクレオチドは、適切なレトロウイルスベクターに挿入

される。標的核酸配列を含む細胞は、インビボ又はエキソビボで組換えレトロウ

イルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルスベクターは、これらに限ら

れないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導されるもの、Ｎ２（Ｍ-Ｍ

ｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５Ｂ及びＤＣ

Ｔ５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（ＷＯ９０／１３６４１参照）を含む

。

  また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＷＯ９１／０４７５３

に記載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的配列を

含む細胞に導入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが

、細胞表面レセプター、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプター

に結合する他のリガンドを含む。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は

、リガンド結合分子がその対応する分子又はレセプターに結合する、あるいはセ

ンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド又はその複合体の細胞への侵入を阻止

する能力を実質的に阻害しない。

  あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＷＯ９０／１０４

４８に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核

酸配列を含む細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチ

ド－脂質複合体は、好ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。

      【００８６】

  また、プローブは、ＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したＰＲＯ１０２８２コ

ード化配列の同定のための配列のプールを作成することができる。

  また、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチドをコードするヌクレオチ

ド配列は、そのＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）をコードする遺伝子のマッピン

グのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブリダイゼーシ

ョンプローブの生成にも用いることができる。ここに提供されるヌクレオチド配

列は、インサイツハイブリダイゼーション、既知の染色体マーカーに対する結合

分析、及びライブラリーでのハイブリダイゼーションスクリーニング等の周知の
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技術を用いて、染色体及び染色体の特定領域にマッピングすることができる。

  ＰＲＯ１０２８２のコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコ

ードする場合（例えば、ＰＲＯ１０２８２がレセプターである場合）、ＰＲＯ１

０２８２は、そのリガンドを同定するアッセイに用いることができる。このよう

な方法により、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することが

できる。このような結合性相互作用に含まれるタンパク質も、ペプチド又は小分

子阻害剤又は結合性相互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができ

る。また、レセプターＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）は関連するリガンドの単

離にも使用できる。スクリーニングアッセイは、天然ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒ

ａ６）又はＰＲＯ１０２８２（「ＰＲＯ１０２８２結合タンパク質」）に結合す

る天然ポリペプチドの生物学的活性に似たリード化合物の発見のために設計され

る。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリーの高スループッ

トスクリーニングに従うアッセイを含み、小分子候補薬剤の同定に特に適したも

のとする。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。アッセイは、

この分野で良く特徴付けられているされているタンパク質－タンパク質結合アッ

セイ、生物学的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを

含む種々の型式で実施される。

      【００８７】

  また、ＰＲＯ１０２８２又はその任意の修飾型をコードする核酸は、トランス

ジェニック動物又は「ノックアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき

、これらは治療的に有用な試薬の開発やスクリーニングに有用である。トランス

ジェニック動物(例えばマウス又はラット)とは、出生前、例えば胚段階で、その

動物又はその動物の祖先に導入された導入遺伝子を含む細胞を有する動物である

。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物が発生する細胞のゲノムに組み込ま

れたＤＮＡである。一実施形態では、ＰＲＯ１０２８２をコードするｃＤＮＡは

、ＰＲＯ１０２８２をコードするＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェニッ

ク動物を作製するために使用するゲノム配列及び確立された技術に基づいて、Ｐ

ＲＯ１０２８２をコードするゲノムＤＮＡをクローン化するために使用すること

ができる。トランスジェニック動物、特にマウス又はラット等の特定の動物を産
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生する方法は、当該分野において常套的になっており、例えば米国特許第４，７

３６，８６６号や第４，８７０，００９号に記述されている。典型的には、特定

の細胞を組織特異的エンハンサーでのＰＲＯ１０２８２導入遺伝子の導入の標的

にする。胚段階で動物の生殖系列に導入されたＰＲＯ１０２８２コード化導入遺

伝子のコピーを含むトランスジェニック動物はＰＲＯ１０２８２をコードするＤ

ＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用できる。このような動物は、例え

ばその過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらすと思われる試薬のテ

スター動物として使用できる。本発明のこの態様においては、動物を試薬で治療

し、導入遺伝子を有する未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ、

病理学的状態に対する治療上の処置の可能性が示される。

      【００８８】

  あるいは、ＰＲＯ１０２８２の非ヒト相同体は、動物の胚性細胞に導入された

ＰＲＯ１０２８２をコードする変更ゲノムＤＮＡと、ＰＲＯ１０２８２をコード

する内在性遺伝子との間の相同的組換えによって、ＰＲＯ１０２８２をコードす

る欠陥又は変更遺伝子を有するＰＲＯ１０２８２「ノックアウト」動物を作成す

るために使用できる。例えば、ＰＲＯ１０２８２をコードするｃＤＮＡは、確立

された技術に従い、ＰＲＯ１０２８２をコードするゲノムＤＮＡのクローニング

に使用できる。ＰＲＯ１０２８２をコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり

、組み込みをモニターするために使用する選択可能なマーカーをコードする遺伝

子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的には、ベクターは無変化のフ

ランキングＤＮＡ(５’と３’末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同的

組換えベクターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503(1987)を参照のこ

と］。ベクターは胚性幹細胞に(例えばエレクトロポレーションによって)導入し

、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞が選択された［

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

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

dley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E

. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照のこと］。その後

、キメラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウト
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」動物を作り出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的

な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられた

ＤＮＡを含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＰＲＯ１０

２８２ポリペプチドの欠乏によるある種の病理的状態及びその病理的状態の進行

に対する防御能力によって特徴付けられる。  

      【００８９】

  また、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードする核酸は遺伝子治療にも使用

できる。遺伝子治療用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的

有効量の遺伝子産物のインビボ合成を達成するために遺伝子が導入される。「遺

伝子治療」とは、１回の処理により継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と

、治療的に有効なＤＮＡ又はｍＲＮＡの１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療

薬の投与の両方を含む。アンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡは、ある種の遺伝子のイ

ンビボ発現を阻止する治療薬として用いることができる。短いアンチセンスオリ

ゴヌクレオチドを、細胞膜による制限された取り込みに起因する低い細胞内濃度

にもかかわらず、それが阻害剤として作用する細胞中に移入できることは既に示

されている（Zamecnikら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]

）。オリゴヌクレオチドは、それらの負に荷電したリン酸ジエステル基を非荷電

基で置換することによって取り込みを促進するように修飾してもよい。

  生存可能な細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術

は、核酸が培養細胞にインビトロで、あるいは意図する宿主の細胞においてイン

ビボで移入されるかに応じて変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入す

るのに適した方法は、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェ

クション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈殿法などを

含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技術は、ウイルス（典型的にはレトロウ

イルス）ベクターでのトランスフェクション及びウイルス被覆タンパク質-リポ

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

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

又は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターに対するリガンド等の標

的細胞を標的化する薬剤とともに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場
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合、エンドサイトーシスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、

例えば、特定の細胞型向性のキャプシドタンパク質又はその断片、サイクルにお

いて内部移行を受けるタンパク質に対する抗体、細胞内局在化を標的とし細胞内

半減期を向上させるタンパク質が、標的化及び／又は取り込みの促進のために用

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

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

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

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

こと。

      【００９０】

  ここに記載したＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをタンパク質電気泳動目的の分

子量マーカーとして用いてもよく、単離された核酸配列を、これらのマーカーを

組み換え発現に用いてもよい。

  ここに記載したＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又はその断片をコードする核酸

分子は、染色体の同定に有用である。この点において、実際の配列に基づく染色

体マーキング試薬は殆ど利用可能ではないため、新規な染色体マーカーの同定の

必要である。本発明の各ＰＲＯ１０２８２核酸分子は染色体マーカーとして使用

できる。

  また、本発明のＰＲＯ１０２８２ポリペプチド及び核酸分子は組織タイピング

に使用でき、本発明のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、好ましくは同じ型の正

常組織に比較して疾患性組織において、一方の組織で他方に比較して異なる発現

をする。ＰＲＯ１０２８２核酸分子には、ＰＣＲ、ノーザン分析、サザン分析及

びウェスタン分析のプローブ生成のための用途が見出されるであろう。

      【００９１】

  ここに記載したＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは治療薬として用いてもよい。

本発明のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは、製薬的に有用な組成物を調製するの

に知られた方法に従って製剤され、これにより、このＰＲＯ１０２８２生成物は

製薬的に許容される担体媒体と混合される。治療用製剤は、凍結乾燥された製剤

又は水性溶液の形態で、任意的な製薬上許容可能なキャリア、賦形剤又は安定剤
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と、所望の精製度を有する活性成分とを混合することにより(Remington's Pharm

aceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed., [1980])、調製され保管さ

れる。許容される担体、賦形剤又は安定剤は、用いる投与量及び濃度ではレシピ

エントに対して無毒性であり、リン酸、クエン酸及び他の有機酸等の緩衝液；ア

スコルビン酸を含む抗酸化剤；低分子量(残基数約１０個未満)ポリペプチド；血

清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリ

ドン等の親水性重合体；グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は

リシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース又はデキストリン等の単糖類、二

糖類又は他の炭水化物、EDTA等のキレート剤、マンニトール又はソルビトール等

の糖類、ナトリウム等の塩形成対イオン；及び／又はTWEEN(商品名)、PLURONICS

(商品名)又はポリエチレングリコール(PEG)等の非イオン性界面活性剤を含む。

      【００９２】

  インビボ投与に使用される製剤は滅菌されていなくてはならない。これは、凍

結乾燥及び再構成の前又は後に、滅菌フィルター膜を通す濾過により容易に達成

される。

  ここで、本発明の製薬組成物は一般に、無菌のアクセスポートを具備する容器

、例えば、皮下注射針で貫通可能なストッパーを持つ静脈内バッグ又はバイアル

内に配される。

  投与経路は周知の方法、例えば、静脈内、腹膜内、脳内、筋肉内、眼内、動脈

内又は病巣内経路での注射又は注入、局所投与、又は徐放系による。

  本発明の製薬組成物の用量及び望ましい薬物濃度は、意図する特定の用途に応

じて変化する。適切な用量又は投与経路の決定は、通常の内科医の技量の範囲内

である。動物実験は、ヒト治療のための有効量の決定についての信頼できるガイ

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

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

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

kinetics」に記載された原理に従って実施できる。

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストのイン

ビボ投与が用いられる場合、正常な投与量は、投与経路に応じて、哺乳動物の体
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重当たり１日に約１０ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましくは約１ｇ

／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ／日である。特定の用量及び輸送方法の指針は文

献に与えられている；例えば、米国特許第４，６５７，７６０号、第５，２０６

，３４４号、又は第５，２２５，２１２号参照。異なる製剤が異なる治療用化合

物及び異なる疾患に有効であること、例えば一つの器官又は組織を標的とする投

与には、他の器官又は組織とは異なる方式で輸送することが必要であることが予

想される。

      【００９３】

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの投与を必要とする任意の疾患又は疾病の治療

に適した放出特性を持つ製剤でＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの持続放出が望ま

れる場合、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのマイクロカプセル化が考えられる。

持続放出のための組換えタンパク質のマイクロカプセル化は、ヒト成長ホルモン

（rhGH）、インターフェロン-（rhIFN-）、インターロイキン-２、及びMN rgp12

0で成功裏に実施されている。Johnsonら, Nat. Med., 2: 795-799 (1996); Yasu

da, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Horaら, Bio/Technology, 8: 755-

758 (1990); Cleland, 「Design and Production of Single Immunization Vacc

ines Using Polyactide Polyglycolide Microsphere Systems」Vaccine Design:

 The Subunit and Adjuvant Approach, Powell 及び Newman編, (Plenum Press:

 New York, 1995), p.439-462; ＷＯ９７／０３６９２，ＷＯ９６／４００７２

，ＷＯ９６／０７３９９；及び米国特許第５，６５４，０１０号。

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

）ポリマーを用い、その生体適合性及び広範囲の生分解特性に基づいて開発され

た。ＰＬＧＡの分解生成物である乳酸及びグリコール酸は、ヒト身体内で即座に

クリアされる。さらに、このポリマーの分解性は、分子量及び組成に依存して数

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

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

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

90), pp. 1-41。

  本発明は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに類似する（アゴニスト）又はＰＲ
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Ｏ１０２８２ポリペプチドの効果を阻害する（アンタゴニスト）ものを同定する

ための化合物のスクリーニング方法も包含する。アンタゴニスト候補薬のスクリ

ーニングアッセイは、ここに同定した遺伝子にコードされるＰＲＯ１０２８２ポ

リペプチドと結合又は複合体形成する化合物、又は他にコード化ポリペプチドの

他の細胞性タンパク質との相互作用を阻害する化合物を同定するために設計され

る。このようなスクリーニングアッセイは、それを特に小分子候補薬の同定に適

したものにする、化学的ライブラリの高スループットスクリーニングに適用可能

なアッセイを含む。

  該アッセイは、タンパク質－タンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニン

グアッセイ、イムノアッセイ、及び細胞ベースのアッセイで、この分野で知られ

たものを含む種々の方式で実施される。

  アンタゴニストについての全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定さ

れた核酸にコードされるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドと、これら２つの成分が

相互作用するのに十分な条件下及び時間で接触させることを必要とすることにお

いて共通する。

      【００９４】

  結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離され

るか、又は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された

遺伝子にコードされるＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又は候補薬が、共有又は非

共有結合により固相、例えばミクロタイタープレートに固定化される。非共有結

合は、一般的に固体表面をＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの溶液で被覆し乾燥さ

せることにより達成される。あるいは、固定化されるＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドに特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を、それを固体表面に固

着させるために用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分

を含む被覆表面に、検出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加

することにより実施される。反応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄によ

って除去し、固体表面に固着した複合体を検出する。最初の非固定化成分が検出

可能な標識を有している場合、表面に固定化された標識の検出は複合体形成が起

こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持たない場合は、複合体形成は
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、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体によって検出できる

。

      【００９５】

  候補化合物が相互作用するがここに同定した遺伝子にコードされる特定のＰＲ

Ｏ１０２８２ポリペプチに結合しない場合、そのポリペプチドとの相互作用は、

タンパク質-タンパク質相互作用を検出するために良く知られている方法によっ

てアッセイすることができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及

び勾配又はクロマトグラフィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。

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

Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示されているように、Fields及び

共同研究者ら［Fiels及びSong, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chienら

, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記載された酵母ベース

の遺伝子系を用いることによってモニターすることができる。酵母ＧＡＬ４など

の多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、

一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能

する。前出の文献に記載された酵母発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼

ばれる）は、この特性の長所を利用し、並びに２つのハイブリッドタンパク質を

用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方

では候補となる活性化タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１-

ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現は、

タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相

互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する色素

生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク

質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット（MATCHMA

KER(商品名)）は、Clontechから商業的に入手可能である。また、この系は、特

定のタンパク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこ

れら相互作用にとって重要なアミノ酸残基の特定へ拡大適用することができる。

      【００９６】

  ここで同定されたＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードする遺伝子と細胞内
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又は細胞外成分との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常

、反応混合物は、遺伝子産物と細胞外又は細胞内成分を、これら２つの生成物の

相互作用及び結合が可能な条件下及び時間に渡って含むように調製される。候補

化合物が結合を阻害する能力を試験するために、反応は試験化合物の不存在及び

存在下で実施される。さらに、プラシーボを第３の反応混合物に添加してポジテ

ィブコトロールを提供してもよい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は

細胞外成分との結合（複合体形成）は上記のようにモニターされる。試験化合物

を含有する反応混合物ではなく、コントロール反応における複合体の形成は、試

験化合物が試験化合物とその結合パートナーとの相互作用を阻害することを示す

。

  アンタゴニストをアッセイするためには、特定の活性についてスクリーニング

される化合物とともにＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを細胞へ添加してもよく、

ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド存在下における対象活性を阻害する化合物の能力

は、化合物がＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのアンタゴニストであることを示す

。あるいは、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドと膜結合ＰＲＯ１０２８２ポリペプ

チドレセプター又は組換えレセプターを有する潜在的アンタゴニストを競合的阻

害アッセイに適した条件下で結合させることによって、アンタゴニストを検出し

てもよい。放射活性などでＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを標識することが可能

であり、潜在的アンタゴニストの有効性を判断するためにレセプターに結合した

ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの数を利用することができる。レセプターをコー

ドする遺伝子は、当業者に知られた多くの方法、例えばリガンドパンニング及び

FACSソートによって同定できる。Coliganら, Current Protocols in Immun., 1(

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

ＲＮＡがＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに反応性の細胞から調製され、このＲＮ

Ａから生成されたｃＤＮＡライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞又はＰＲ

Ｏ１０２８２ポリペプチド反応性でない他の細胞のトランスフェクションに使用

される。スライドガラスで成長させたトランスフェクション細胞を、標識したＰ

ＲＯ１０２８２ポリペプチドで暴露する。このＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは

、ヨウ素化又は部位特異的タンパク質キナーゼの認識部位の封入を含む種々の手
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段で標識できる。固定及びインキュベーションの後、スライドにオートラジオグ

ラフィ分析を施す。ポジティブプールを同定し、相互作用サブプール化及び再ス

クリーニング工程を用いてサブプールを調製して再トランスフェクションし、最

終的に推定レセプターをコードする単一のクローンを生成する。

      【００９７】

  レセプター同定の代替的方法として、標識化ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを

レセプター分子を発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることがで

きる。架橋材料をＰＡＧＥで溶解させ、Ｘ線フィルムへ暴露する。レセプターを

含む標識複合体を励起し、ペプチド断片へ分解し、タンパク質マイクロ配列決定

を施すことができる。マイクロ配列決定から得たアミノ酸配列は、推定レセプタ

ーをコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラリをスクリーニングする縮重

オリゴヌクレオチドプローブの一組の設計に用いられる。

  アンタゴニストの他のアッセイでは、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は

膜調製物を、候補化合物の存在下で標識ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドとともに

インキュベートする。次いで、この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を

測定する。

  潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドとの融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが

、ポリペプチド-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディ

オタイプ抗体、及びこれらの抗体又は断片のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト

抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。あるいは、潜在的アンタゴニストは

、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認識するが効果を与えず、

従ってＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの作用を競合的に阻害するＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドの変異形態であってもよい。

      【００９８】

  他の潜在的なＰＲＯ１０２８２ポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス

技術を用いて調製されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ生成物であり、例えば、

アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡは、標的ｍＲＮＡにハイブリダイゼーションして

タンパク質翻訳を妨害することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用
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する。アンチセンス技術は、トリプルへリックス形成又はアンチセンスＤＮＡ又

はＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき、それらの方法はともに、

ポリペプチドヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例えば、ここ

での成熟ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドをコードするポリペプチドヌクレオチド

配列の５’コード化部分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリ

ゴヌクレオチドの設計に使用される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含ま

れる遺伝子の領域に相補的であるように設計され（トリプルへリックス－Leeら,

 Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooneyら, Science, 241: 456 (1988); De

rvanら, Science, 251: 1360 (1991)参照）、それによりＰＲＯ１０２８２ポリ

ペプチドの転写及び生成を防止する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドは

インビボでｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてｍＲＮＡ分子のＰＲＯ１０２

８２ポリペプチドへの翻訳を阻止する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56:

 560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expre

ssion (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988)）。上記のオリゴヌクレオチドは、

細胞に輸送され、アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡをインビボで発現させて、ＰＲ

Ｏ１０２８２ポリペプチドの生産を阻害することもできる。アンチセンスＤＮＡ

が用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の-１０

から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい

。

      【００９９】

  潜在的アンタゴニストは、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの活性部位、レセプ

ター結合部位、又は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドの正常な生物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子

の例は、これらに限られないが、小型ペプチド又はペプチド様分子、好ましくは

可溶性ペプチド、及び合成非ペプチド有機又は無機化合物を含む。

  リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リ

ボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、次いで

ヌクレオチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザ

イム切断部位は、既知の技術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Cur
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rent Biology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公報、番号ＷＯ９７／３３５５１（

１９９７年９月１８日公開）を参照。

  転写阻害に用いられるトリプルヘリックス形成における核酸分子は一本鎖でデ

オキシヌクレオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フー

グスチン塩基対則を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計され、

それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸

展を必要とする。さらなる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号ＷＯ９７／３３５

５１、上掲を参照。

  これらの小分子は、上記で検討したスクリーニングアッセイの一つ又は複数の

任意のものにより及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技

術により同定できる。

  Ｓｔｒａ６、マウスレチノイン酸誘発遺伝子は、精巣のサルトリ細胞での精子

形成サイクル依存性発現を持つ。Ｓｔｒａ６との配列相同性に基づき、ここで開

示されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドは精子形成に重要な役割を有し、従って

不妊治療で使用される可能性がある。現在ではＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの

発現は、そのマウス相同物Ｓｔｒａ６と同様にレチノイン酸により誘発されると

考えられる。従って、ハイブリダイゼーションによるｍＲＮＡ、又は免疫学的ア

ッセイによるタンパク質のレベルでのＰＲＯ１０２８２の発現は、試験化合物が

多種多様なレチノイド反応性疾患の治療に可能性を有するかどうかを決定するの

に使用することができる。治療の対象に考えられる疾患のタイプとしては、乾癬

、座瘡、異形成症、癌及び自己免疫疾患が含まれる。考慮される異形成症の種類

としては、上皮組織の前癌性病変、例えば口腔白板症、頸部、咽頭及び気管支の

異形成症を含む。考慮される癌の種類としては、大腸（腺癌）、肺（癌腫及び腺

癌）、皮膚、頭部及び首部、頸部、子宮、胸部及び前立腺の癌を含む。考慮され

る自己免疫疾患の種類としては、リウマチ様関節炎、変形性関節症、全身性紅斑

性狼瘡、尋常性天疱瘡及び落葉状天疱瘡を含む。このような疾患及び症状を処置

するのに可能な治療法は、ＰＲＯ１０２８２の抗体及びアンタゴニスト（小分子

を含む）である。

      【０１００】
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Ｍ．腫瘍治療のための組成物及び方法

  ここで同定した遺伝子の増幅を伴う腫瘍の治療に有用な組成物は、限定されな

いが、抗体、小有機及び無機分子、ペプチド、ホスホペプチド、アンチセンス及

びリボザイム分子、三重螺旋分子などを含み、標的遺伝子産物の発現又は活性を

阻害するものである。

  例えば、アンチセンスＲＮＡ及びＲＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリッド

形成してタンパク質翻訳を防止することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止する。

アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレ

オチド配列の-１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌク

レオチドが好ましい。

  リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リ

ボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリッド形成、次いでヌクレ

オチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切

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

iology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公報、番号WO 97/33551（1997年9月18日発

行）を参照。

      【０１０１】

  転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌク

レオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩

基対則を介する三重螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の

一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。さら

なる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号WO 97/33551, 上掲を参照。

  これらの分子は上記のスクリーニングアッセイの任意のもの又は任意の組み合

わせにより、又は当業者に知られた他のスクリーニング技術により同定できる。

      【０１０２】

Ｎ．抗ＰＲＯ１０２８２（抗Ｓｔｒａ６）抗体

  本発明は、更に抗ＰＲＯ１０２８２（抗Ｓｔｒａ６）抗体を提供する。例示的

な抗体としては、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性、及び

ヘテロ抱合体を含む。
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      【０１０３】

    １．ポリクローナル抗体

  抗ＰＲＯ１０２８２抗体はポリクローナル抗体を含みうる。ポリクローナル抗

体の調製方法は当業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は

、例えば免疫化剤、及び所望するのであればアジュバントを、一又は複数回注射

することで発生させることができる。典型的には、免疫化剤又はアジュバントを

複数回皮下又は腹腔内注射により、哺乳動物に注射する。免疫化剤は、ＰＲＯ１

０２８２ポリペプチド又はその融合タンパク質を含みうる。免疫化剤を免疫化さ

れた哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク質に抱合させるのが有用

である。このような免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが、キーホー

ルリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆ト

リプシンインヒビターが含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイ

ント完全アジュバント及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント(モノホスホリル脂質Ａ、

合成トレハロースジコリノミコラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過

度の実験なく当業者により選択されるであろう。

      【０１０４】

    ２．モノクローナル抗体

  あるいは、抗ＰＲＯ１０２８２抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モ

ノクローナル抗体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載され

ているようなハイブリドーマ法を使用することで調製することができる。ハイブ

リドーマ法では、マウス、ハムスター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫

化剤により免疫化することで、免疫化剤に特異的に結合する抗体を生成するかあ

るいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リンパ球をインビトロで免疫化す

ることもできる。

      【０１０５】

  免疫化剤は、典型的には断片を含むＰＲＯ１０２８２ポリペプチド、又はその

タンパク質又はその断片の融合タンパク質を含む。一般にヒト由来の細胞が望ま

れる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬ」)が使用されるか、あるいは非ヒト哺乳

動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次いで
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、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化細胞系と

融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodies: P

rinciples and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化細胞

系は、通常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来

の骨髄腫細胞である。通常、ラット又はマウスの骨髄腫細胞系が使用される。ハ

イブリドーマ細胞は、好ましくは、未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害す

る一又は複数の物質を含有する適切な培地で培養される。例えば、親細胞が、酵

素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(HGPRT又はHPRT

)を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミ

ノプチリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨＧＰＲＴ欠乏性

細胞の増殖を阻止する。

      【０１０６】

  好ましい不死化細胞系は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安

定した高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性の

ものである。より好ましい不死化細胞系はマウス骨髄腫系であり、これは例えば

カリフォルニア州サンディエゴのソーク研究所（Salk Institute）Cell Distrib

ution Centerやヴァージニア州マナッサスのアメリカン・タイプ・カルチャー・

コレクション（ＡＴＣＣ）より入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を生成

するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫細胞系も開示されている［Koz

bor, J. Immunol., 133:3001 (1984)、Brodeurら, Monoclonal Antibody Produc

tion Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) 

pp. 51-63］。

  次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯ１０２８２ポリペ

プチドに対するモノクローナル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイ

ブリドーマ細胞によって生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降

又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のイン

ビトロ結合検定法によって測定する。このような技術及びアッセイは、当該分野

において公知である。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson及びPo

llard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャード分析法によっ
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て測定することができる。

      【０１０７】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを制限希釈工程によりサ

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

この目的のための適当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及び

ＲＰＭＩ-１６４０倍地が含まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物

においてインビボで腹水として成長させることもできる。

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ

－セファロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳

動法、透析法又はアフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン

精製方法によって培養培地又は腹水液から単離又は精製される。

      【０１０８】

  また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567

号に記載された方法により生成することができる。本発明のモノクローナル抗体

をコードするＤＮＡは、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び

軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使

用して)、容易に単離し配列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細

胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離されたら、ＤＮＡ

は発現ベクター内に配することができ、これが宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞

、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グロブリンタンパク

質を生成などしない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモノクロ

ーナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列

に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［US

. Patent No.4,816,567；Morrisonら, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列

に非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合するこ

とにより修飾することができる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、

本発明の抗体の定常ドメインの代わりに置換するか、本発明の抗体の一つの抗原

結合部位の可変ドメインの代わりに置換し、キメラ性二価抗体を産生することが

できる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメ
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インに置換でき、あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに

置換でき、キメラ性二価抗体を生成する。

      【０１０９】

  抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく

知られてる。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現

を含む。重鎖は一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意のポイン

トで切断される。あるいは、関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換

するか欠失させて架橋を防止する。

  一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その

断片、特にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使

用して達成できる。

      【０１１０】

    ３．ヒト及びヒト化抗体

  抗ＰＲＯ１０２８２抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(

例えばマウス)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖

あるいはその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あるいは抗体の

他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を

含むものである。ヒト化抗体はレシピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が

、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力を有する非

ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レ

シピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレーム

ワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体

は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも

見出されない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほ

とんど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいは

ほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、

少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化

抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブ

リンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる［Jonesら, Nature, 321:522-525
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 (1986); Riechmannら, Nature, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr. Op S

truct. Biol., 2:593-596 (1992)］。

      【０１１１】

  非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト

化抗体には非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒト

アミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移

入」残基と称される。ヒト化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト

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

Jonesら, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmannら, Nature, 332:323-327 (1

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

ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換することにより実施され

る。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実質的

に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国特許第4

,816,567号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及

び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によ

って置換されたヒト抗体である。

      【０１１２】

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

. Biol., 227:381 (1991)；Marksら, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含む

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

びBoernerらの技術も、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用することができる

［Coleら, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1

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

はヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫グロブ

リン遺伝子は部分的又は完全に不活性化されたマウスに導入することにより産生

することができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリーを

含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体の

生産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,5

45,806号；同第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,0
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16号、及び次の科学文献：Marksら, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonb

ergら, Nature 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); F

ishwildら, Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Bio

technology 14, 826 (1996); Lonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13 6

5-93 (1995)に記載されている。

      【０１１３】

    ４．二重特異性抗体

  二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有する

モノクローナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合

において、結合特異性の一方はＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに対してであり、

他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞表面タンパク質又はレセプター又はレセ

プターサブユニットに対してである。

  二重特異性抗体を生成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的に

は、二重特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免

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

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

、これらハイブリドーマ(クアドローマ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合

物を生成し、その内一種のみが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の精

製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によって通常達成される。同様の

手順が1993年5月13日公開のWO93/08829、及びTrauneckerら, EMBO J.,10:3655-3

656 (1991)に開示されている。

      【０１１４】

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

ブリン定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部

、ＣＨ２及びＣＨ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのもの

である。少なくとも一つの融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常

領域(ＣＨ１)が存在することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合体をコードす

るＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿

入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗体を生成するための更
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なる詳細については、例えばSureshら, Methods in Enzymology, 121:210(1986)

を参照されたい。

      【０１１５】

  WO96/27011に記載された他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子間の界面

を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロ二量体のパーセントを最大にす

ることができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも

一部を含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミ

ノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置換される。

大きな側鎖と同じ又はより小さいサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミ

ノ酸側鎖を小さいもの(アラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第２の

抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモ二量体のような不要の他の最終産

物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。

      【０１１６】

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

抗体）として調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文

献に記載されている。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製するこ

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

性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記述している。これらの断片は

、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元して近接ジチオールを

安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生されたＦａｂ'断片はつ

いでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導

体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再

転換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成

する。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用するこ

とができる。

      【０１１７】

  大腸菌からＦａｂ'フラグメントを直接回収でき、これは化学的に結合して二

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

 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述して
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いる。各Ｆａｂ'フラグメントは大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方

向化学共役を受けて二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重

特異性抗体は、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞

に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活

性の誘因となる。

      【０１１８】

  組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体フラグメントを生成し分離する様

々な方法もまた記述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを

使用して生産されている。Kostelnyら, J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)

。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合に

より二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合させる。抗体ホモダイマーをヒン

ジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して抗体ヘテロダイマーを形

成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用することができる

。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により記述さ

れた「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体フラグメントを生成する別のメカニ

ズムを提供した。フラグメントは、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能

にするには十分に短いリンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ

ン(ＶＨ)を結合してなる。従って、一つのフラグメントのＶＨ及びＶＬドメイン

は他のフラグメントの相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、

２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により二重特

異性抗体フラグメントを製造する他の方策もまた報告されている。Gruberら, J.

 Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。二価より多い抗体も考えられる。

例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tuttら，J. Immunol. 147:60

(1991)。

      【０１１９】

  例示的二重特異性抗体は、ここで与えられるＰＲＯ１０２８２ポリペプチド上

の２つの異なるエピトープに結合しうる。あるいは、抗ＰＲＯ１０２８２ポリペ

プチドアームは、Ｔ細胞レセプター分子（例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８又は

Ｂ７）等の白血球上のトリガー分子、又はＦｃγＲＩ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲII(
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ＣＤ３２)及びＦｃγＲIII(ＣＤ１６)等のＩｇＧのＦｃレセプター（ＦｃγＲ）

に結合するアームに結合し、細胞防御メカニズムを特定のタンパク質発現細胞に

集中するようにしてもよい。二重特異性抗体は、特定のポリペプチドを発現する

細胞に対する局所的細胞毒性薬として使用してもよい。これらの抗体は、ポリペ

プチド結合アーム及び細胞毒性薬又はキレート化剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰ

ＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴＥＴＡに結合するアームを有する。他の対象とする二重

特異性抗体は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに結合し、さらに組織因子（ＴＦ

）に結合する。

      【０１２０】

    ５．ヘテロ抱合体抗体

  ヘテロ抱合抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロ抱合抗体は、２つの共有結

合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対

してターゲティングさせるため［米国特許第4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治

療のために［WO 91/00360; WO 92/200373; EP 03089］提案されている。この抗

体は、架橋剤に関連したものを含む合成タンパク化学における既知の方法を使用

して、インビトロで調製することができると考えられる。例えば、ジスルフィド

交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成することにより、免疫毒素を

生成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イミノチオレー

ト及びメチル-４-メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第4,676,980

号に開示されているものが含まれる。

      【０１２１】

    ６．エフェクター機能の設計

  本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えばガンの治療における

抗体の効能を増強することが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導

入して、この領域における鎖間ジスルイド結合を形成させる。このようにして産

生されたホモダイマー抗体は改善されたインターナリゼーション能力及び／又は

増加した補体媒介細胞死滅及び抗体依存性細胞障害活性(ＡＤＣＣ)を有しうる。

Caronら, J. Exp. Med. 176:1191-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 148

:2918-2922 (1992)を参照されたい。抗腫瘍活性が高められたホモダイマー抗体
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は、Wolffら, Cancer Research 53:2560-2565(1993)に記載されているようなヘ

テロ二官能性架橋剤を使用して調製することもできる。あるいは二重Ｆｃ領域を

有し、よって増強された補体溶解及びＡＤＣＣ能を有しうる抗体を設計すること

ができる。Stevensonら, Anti-cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を参照。

      【０１２２】

    ７．免疫複合体

  本発明はまた、化学治療薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の

酵素活性毒素、又はその断片）などの細胞毒性薬、あるいは放射性同位体（即ち

、放射性抱合）に抱合された抗体を含む免疫複合体にも関する。

  このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬は上記した。用いることので

きる酵素活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活

性断片、コレラ毒素、ボツリヌス毒素、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ

鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリ

テス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパ

ク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質（ＰＡＰＩ

、ＰＡＰII、及びＰＡＰ-Ｓ）、モモルディカ・チャランチア(momordica charan

tia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフ

ィシナリス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミト

ゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(pheno

mycin)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)を含む。様々

な放射性ヌクレオチドが放射性抱合抗体の生成に利用可能である。例として、２

１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅを含む。

      【０１２３】

  抗体及び細胞毒性薬の複合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、

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

ＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチ

ルアジピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等

）、アルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジ

ドベンゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジ
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アゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート（トリエン２

，６-ジイソシアネート等）、及びビス-活性フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-

２，４-ジニトロベンゼン等）を用いて生成できる。例えば、リシン免疫毒素は

、Vitettaら, Science 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することがで

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

トリアミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合の

ためのキレート剤の例である。WO 94/11026を参照のこと。

  他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター

」（ストレプトアビジン等）に抱合されてもよく、抗体-レセプター複合体は患

者に投与され、次いで清澄化剤を用いて未結合複合体を循環から除去し、次に細

胞毒性薬（例えば、放射性ヌクレオチド等）に抱合された「リガンド」（例えば

アビジン）を投与する。

      【０１２４】

    ８．免疫リポソーム

  また、ここに開示する抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗体を

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

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

485,045号及び第4,544,545号に記載されたような、この分野で知られた方法で調

製される。向上した循環時間を持つリポソームは、米国特許第5,013,556号に開

示されている。

  特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ

-誘導ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ-ＰＥ）を含む脂質組成物での逆

相蒸発法によって生成される。リポソームは、所定サイズのフィルターを通して

押し出され、所望の径を有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ

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

うに、ジスルフィド交換反応を介してリポソームに抱合され得る。化学治療薬（

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

 J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)を参照のこと。

      【０１２５】
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    ９．抗体依存性酵素媒介性プロドラッグ治療法(ＡＤＥＰＴ)

  また、本発明の抗体は、プロドラッグ(例えばペプチジル化学療法剤、国際公

開81/01145号を参照)を活性な抗癌剤に転化させるプロドラッグ活性化酵素に抗

体をコンジュゲートさせることにより、ＡＤＥＰＴにおいて使用することができ

る。例えば国際公開88/07378及び米国特許第4,975,278号を参照されたい。

  ＡＤＥＰＴに有用な免疫コンジュゲートの酵素成分には、より活性な細胞毒形

態に転化するように、プロドラッグに作用し得る任意の酵素が含まれる。

  限定するものではないが、この発明の方法に有用な酵素には、グリコシダーゼ

、グルコースオキシダーゼ、ヒトリゾチーム、ヒトグルクロニダーゼ、ホスフェ

ート含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なアルカリ性ホスファタ

ーゼ；スルファート含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なアリー

ルスルファターゼ；非毒性５-フルオロシトシンを抗癌剤５-フルオロウラシルに

転化するのに有用なシトシンデアミナーゼ；プロテアーゼ、例えばセラチアプロ

テアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ（例えば、カ

ルボキシペプチダーゼＧ２及びカルボキシペプチダーゼＡ）及びカテプシン(例

えば、カテプシンＢ及びＬ)で、ペプチド含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化

するのに有用なもの；Ｄ-アミノ酸置換基を含有するプロドラッグの転化に有用

なＤ-アラニルカルボキシペプチダーゼ；炭水化物切断酵素、例えばグリコシル

化プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なノイラミニダーゼ及びβガラ

クトシダーゼ；βラクタムで誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に転化させるのに

有用なβラクタマーゼ；及びペニシリンアミダーゼ、例えばそれぞれフェノキシ

アセチル又はフェニルアセチル基で、それらのアミン性窒素において誘導体化さ

れた薬剤を遊離の薬剤に転化するのに有用なペニシリンＶアミダーゼ又はペニシ

リンＧアミダーゼが含まれる。あるいは、「アブザイム」としてもまた公知の酵

素活性を有する抗体を、遊離の活性薬剤に本発明のプロドラッグを転化させるた

めに使用することもできる(例えば、Massey, Nature 328:457-458[1987]を参照)

。抗体-アブザイムコンジュゲートは、ここで記載されているようにして、腫瘍

細胞個体群にアブザイムを輸送するために調製することができる。

  この発明の酵素は、当該分野においてよく知られている技術、例えば上で検討
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したヘテロ二官能性架橋試薬を使用することにより、抗ＰＲＯ１０２８２抗体（

抗Ｓｔｒａ６）に共有的に結合させることができる。あるいは、本発明の抗体の

少なくとも結合領域を本発明の酵素の少なくとも機能的に活性な部位に結合せし

めてなる融合タンパク質を、当該技術においてよく知られている組換えＤＮＡ技

術を使用して生成することができる(Neuberger等, Nature 312:604-608[1984])

。

      【０１２６】

    １０．抗体の製薬組成物

  ここで同定されるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドに特異的に結合する抗体、並

びに上記に開示したスクリーニングアッセイによって同定された他の分子は、種

々の疾患の治療のために、製薬組成物の形態で投与することができる。

  ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドが細胞内にあり、全抗体が阻害剤として用いら

れる場合、取り込める抗体が好ましい。しかし、リポフェクション又はリポソー

ムも抗体、又は抗体断片を細胞に導入するのために使用できる。抗体断片が用い

られる場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断片が

好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合

する能力を保持したペプチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化学的

に合成でき、又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。例えば、Marascoら, P

roc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。ここでの製剤は、治療

すべき特定の徴候に必要な場合に１つ以上の活性化合物、好ましくは互いに悪影

響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれに加え

て、組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン又は成長阻害剤を含んでもよい。これ

らの分子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。

      【０１２７】

  また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により

調製されたマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼ

ラチン-マイクロカプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中

、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマ

ルション、ナノ粒子及びナノカプセル）中、又はマイクロエマルション中に包括
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されていてもよい。これらの技術は、Remington's Pharmaceutical Science, 上

掲に開示されている。

  インビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。これは、滅菌濾過

膜を通した濾過により容易に達成される。

  徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体

疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、

例えばフィルム、又はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は

、ポリエステルヒドロゲル（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレー

ト)又はポリ(ビニルアルコール））、ポリアクチド（米国特許第３，７７３，９

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

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

ープロリドの注射可能な小球）などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポ

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

ール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出することができるが、ある

種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセル化された

抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることにより変

性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化を

もたらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫するこ

とができる。例えば、凝集機構がチオ－ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ－Ｓ

結合形成であると発見された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶

液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマ

ーマトリクス組成物の開発によって達成されうる。

      【０１２８】

Ｏ．抗ＰＲＯ１０２８２（抗Ｓｔｒａ６）抗体の用途

  本発明の抗ＰＲＯ１０２８２抗体は様々な有用性を有している。例えば、抗Ｐ

ＲＯ１０２８２抗体は、ＰＲＯ１０２８２の診断アッセイ、例えばその特定細胞

、組織、又は血清での発現の検出に用いられる。競合的結合アッセイ、直接又は

間接サンドウィッチアッセイ及び不均一又は均一相で行われる免疫沈降アッセイ

［Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (
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1987) pp. 147-158］等のこの分野で知られた種々の診断アッセイ技術が使用さ

れる。診断アッセイで用いられる抗体は、検出可能な部位で標識される。検出可

能な部位は、直接又は間接に、検出可能なシグナルを発生しなければならない。

例えば、検出可能な部位は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ又は１２５Ｉ等の放

射性同位体、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン又はルシフェリン

等の蛍光又は化学発光化合物、あるいはアルカリホスファターゼ、ベータ-ガラ

クトシダーゼ又はセイヨウワサビペルオキシダーゼ等の酵素であってよい。抗体

に検出可能な部位を抱合させるためにこの分野で知られた任意の方法が用いられ

、それにはHunterら, Nature 144:945 (1962)；Davidら, Biochemistry, 13: 10

14 (1974)；Painら, J. Immunol. Meth., 40:219 (1981)；及びNygren, J. Hist

ochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に記載された方法が含まれる。

      【０１２９】

  また、抗ＰＲＯ１０２８２抗体は、組換え細胞培養又は天然供給源からのＰＲ

Ｏ１０２８２のアフィニティー精製にも有用である。この方法においては、ＰＲ

Ｏ１０２８２に対する抗体を、当該分野でよく知られている方法を使用して、セ

ファデックス樹脂や濾紙のような適当な支持体に固定化する。次に、固定化され

た抗体を精製するＰＲＯ１０２８２を含む試料と接触させた後、固定化された抗

体に結合したＰＲＯ１０２８２以外の試料中の物質を実質的に全て除去する適当

な溶媒で支持体を洗浄する。最後に、ＰＲＯ１０２８２を抗体から脱離させる他

の適当な溶媒で支持体を洗浄する。

  抗ＰＲＯ１０２８２抗体は、多種多様なレチノイド反応性疾患の治療に利用で

きる化合物をスクリーニングする感度の良い方法の潜在的な用途を有するＰＲＯ

１０２８２ポリペプチドの発現を監視するのに利用できる。治療の対象として考

慮される疾患のタイプとしては、乾癬、座瘡、異形成症、癌及び自己免疫疾患が

含まれる。考慮される異形成症の種類としては、上皮組織の前癌性病変、例えば

口腔白板症、頸部、咽頭及び気管支の異形成症を含む。考慮される癌の種類とし

ては、大腸（腺癌）、肺（癌腫及び腺癌）、皮膚、頭部及び首部、頸部、子宮、

胸部及び前立腺の癌を含む。考慮される自己免疫疾患の種類としては、リウマチ

様関節炎、変形性関節症、全身性紅斑性狼瘡、尋常性天疱瘡及び落葉状天疱瘡を
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含む。抗ＰＲＯ１０２８２抗体は、このような疾患及び症状の治療に潜在的な治

療用途を有している。

    【０１３０】

Ｐ．抗ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）抗体及び他のＳｔｒａ６アンタゴニスト

を用いた治療方法

  本発明の抗体及び他の抗腫瘍化合物は、ここで同定される増幅遺伝子の過剰発

現及び／又は活性化を特徴とするものを含む種々の状態の治療に用いてもよいと

考えられる。このような抗体及び、これらに限られないが有機及び無機小分子、

ペプチド、アンチセンス分子等を含む他の化合物で治療される状態又は疾患の例

としては、良性又は悪性腫瘍（例えば、腎臓(renal)、肝臓、腎臓(kidney)、膀

胱、乳房、胃、卵巣、大腸直腸、前立腺、膵臓、肺、外陰部、甲状、肝臓の癌；

肉腫；膠芽細胞腫；及び種々の頭部及び頸部の腫瘍）；白血病及びリンパ悪性疾

患；ニューロン、グリア、星状細胞、視床下部及び他の腺、マクロファージ、上

皮、間質及び胞胚腔の疾患；及び炎症、脈管形成及び免疫学的な疾患が含まれる

。本発明の抗Ｓｔｒａ６抗体及び他のアンタゴニストでの特に好ましい治療の対

象は、Ｗｎｔ-１経路（例えばβ-カテニンシグナル伝達の異常な活性を引き起こ

す）で隠す（harbor）遺伝子が不足した及び／又はＳｔｒａ６の過剰発現した腫

瘍である。Ｗｎｔ-１経路での遺伝子欠損を隠すヒト癌はまた、Ｓｔｒａ６の過

剰発現を示すが、全てのＳｔｒａ６過剰発現腫瘍は、Ｗｎｔ-１経路での突然変

異に関連することが知られている。本発明のＳｔｒａ６アンタゴニストは、Ｓｔ

ｒａ６過剰発現腫瘍の治療に優れた潜在性を有する。このような腫瘍の好ましい

グループは腫瘍、卵巣、子宮内膜、及びウィルムス腎腫瘍、黒色腫、及び褐色細

胞腫（副腎髄質から誘発される腫瘍）を含む。

  本発明の抗腫瘍剤、例えば抗体は、哺乳動物、好ましくはヒトに、周知の方法

、例えば、ボーラスとして又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投与、筋肉

内、腹膜内、脳脊髄内、皮下、関節間、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入経

路などにより投与される。抗体の静脈内投与が好ましい。

      【０１３１】

  他の治療的養生法を抗癌剤、例えば本発明の抗体の投与と組み合わせてもよい
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。例えば、このような抗癌剤で治療される患者は放射線治療を受けてもよい。あ

るいは、又はそれに加えて、患者に化学治療薬を投与してもよい。このような化

学治療薬の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示に従って使用されるか

、熟練した実務者により経験的に決定される。そのような化学治療に対する調製

法及び用量スケジュールはまたChemotherapy Service M.C. Perry編, Williams 

& Wilkins, Baltimore, MD (1992)にも記載されている。化学治療薬は、本発明

の抗腫瘍剤、例えば抗体の投与に先立って、又は続いて投与してもよく、あるい

はそれらと同時に投与してもよい。本発明の抗体は、タモキシフェン等の抗エス

トロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗プロゲステロン（EP 616812参照）

の、それらの分子について知られた用量と組み合わせてもよい。

  また、腫瘍関連抗原に対する抗体、例えばＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３

、ＥｒｂＢ４、又は血管内皮因子（ＶＥＧＦ）に結合する抗体を投与することも

好ましい。ときどきは、患者にサイトカインを投与することも有利である。好ま

しい実施態様では、ここの抗癌剤は、成長阻害剤と同時投与される。例えば、ま

ず成長阻害剤を投与し、続いて本発明の抗癌剤を投与する。しかしながら、同時

投与、又は本発明の抗癌剤を最初に投与することも考えられる。成長阻害剤につ

いての適切な用量は現在用いられている量であるが、成長阻害剤とこの抗体との

組み合わせ（相乗）効果により減少させ得る。

  疾患の防止又は治療のための、ここでの抗腫瘍剤の適切な用量は、上記で定義

したような治療される疾患の型、疾患の重篤さ及び経過、防止又は治療目的で薬

剤が投与されるか否か、従前の治療、患者の臨床履歴及び薬剤に対する反応、及

び主治医の裁量に依存する。薬剤は、適切には患者に一回又は一連の治療に渡っ

て適切に投与される。

  例えば、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（

例えば、０．１－２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、例えば、１又はそれ以上の別々の

投与あるいは連続注入のいずれにしても、患者に投与するための最初の候補用量

である。典型的な１日の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇから１０

０ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上であろう。数日以上に渡る繰り返し投与のためには、

状態に応じて、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続けられる。しかし
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ながら、他の用量計画が有用であることもある。この治療の進行は、従来の技術

及びアッセイによって容易に監視される。

      【０１３２】

Ｑ．製造品

  本発明の他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質を含む製

造品が提供される。この製造品は容器と使用説明書とを含んでなる。好適な容器

は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ、及び試験管を含む。容器は、ガラス又

はプラスチックなどの種々の材料から形成されてよい。容器は、状態を診断し治

療するのに有効な組成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る(例えば、

容器は皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイア

ルであってよい)。組成物中の活性剤は通常、本発明のポリペプチド又は抗体で

ある。容器上又は添付される使用説明書又はラベルは、組成物が選択した状態の

診断又は治療のために使用されることを示す。製造品はさらに、リン酸緩衝塩水

、リンガー液及びデキストロース溶液などの製薬的に許容されるバッファーを含

む第２の容器を具備してもよい。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター

、針、シリンジ、及び使用上の指示を付けたパッケージ挿入物を含む商業的及び

使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。

      【０１３３】

Ｒ．腫瘍の診断及び予知

  或る種の腫瘍で過剰発現される成長レセプター等の細胞表面タンパク質は候補

薬剤又は腫瘍（例えば、癌）治療の優れた標的であるが、同じタンパク質は腫瘍

細胞で増幅された遺伝子にコードされる分泌タンパク質とともに腫瘍の診断及び

予知に用途が見出される。例えば、腫瘍細胞で増幅された遺伝子のタンパク質産

物に対する抗体は腫瘍診断又は予知として使用できる。

  例えば、抗体断片を含む抗体は、増幅された遺伝子にコードされるタンパク質

（「マーカー遺伝子産物」）の発現の定性的又は定量的検出に用いることができ

る。抗体は、好ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、結合は光学顕微鏡

、フローサイトメトリー、フルオロメトリー、又はこの分野で知られた他の技術

によって観察できる。これらの技術は、増幅された遺伝子が細胞表面タンパク質
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、例えば成長因子をコードする場合に特に好ましい。このような結合アッセイは

、上記５節に実質的に記載されたように実施される。

  マーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、例えば、免疫蛍光又

は免疫電子顕微鏡によって実施できる。この目的のために、組織学的試料を患者

から取り出し、好ましくは生物学的試料に抗体を重層させることにより、標識抗

体をそれに適用する。この手法はまた、試験される組織におけるマーカー遺伝子

産物の分布も決定できるようにする。当業者には、インサイツ検出のために広範

な組織学的方法が容易に利用できることは明らかであろう。

      【０１３４】

  以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を

決して限定することを意図するものではない。

  本明細書で引用した全ての特許及び文献の全体を、出典明示によりここに取り

込む。

実施例

  実施例で言及されている市販試薬は、他に特に示さない限りは製造者の使用説

明に従い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通し

て特定されている細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ

ン、マナッサス、ＶＡである。以下の実施例において、他に特定されない限り、

「Ｓｒａ６」は天然配列ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドを意味する。

      【０１３５】  

実施例１

ヒトＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドをコードするｃＤＮＡ

クローンの単離

  天然ヒトＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８をコードするｃＤＮＡクロー

ン（ＤＮＡ１４８３８０－２８２７及びＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１）は

、酵母のスクリーニングを用い、一次ｃＤＮＡクローンの５’末端を優先的に表

すヒト胎児脳ｃＤＮＡライブラリー中において同定された。

  クローンＤＮＡ１４８３８０－２８２７は、単一のオープンリーディングフレ

ームを含み、ヌクレオチド位置４９－５１に見かけの翻訳開始部位、そしてヌク
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レオチド位置２０５０－２０５２の停止コドンで終了する（Ｆｉｇ．１）。予測

されるポリペプチド前駆体は６６７アミノ酸長である（ Ｆｉｇ．２）。Ｆｉｇ

．２に示された全長ＰＲＯ１０２８２タンパク質は、約７３５０２ダルトンの見

積もり分子量と約９．２６のｐＩを持つ。Ｆｉｇ．２（配列番号：２）に示され

た全長ＰＲＯ１０２８２配列の分析により、Ｆｉｇ．２に示される様な様々な重

要なポリペプチドドメインの存在が明らかにされ、これら重要なポリペプチドド

メインの位置はおおよそ上述の通りである。クローンＤＮＡ１４８３８０－２８

２７は、２０００年１月１１日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ

-１１８１が付与される。      

  クローンＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１は、単一のオープンリーディング

フレームを含み、ヌクレオチド位置１８６-１８８に見かけの翻訳開始部位、そ

してヌクレオチド位置２１６０－２１６２の停止コドンで終了する（Ｆｉｇ．６

、配列番号：４）。予測されるポリペプチド前駆体は６５８アミノ酸長である（

Ｆｉｇ．７、配列番号：５）。Ｆｉｇ．７に示された全長ＰＲＯ１９５７８タン

パク質は、約７２５８３ダルトンの見積もり分子量と約９．３６のｐＩを持つ。

Ｆｉｇ．７（配列番号：５）に示された全長ＰＲＯ１９５７８配列の分析により

、Ｆｉｇ．７に示される様な様々な重要なポリペプチドドメインの存在が明らか

にされ、これら重要なポリペプチドドメインの位置はおおよそ上述の通りである

。注目すべき点は、９つの潜在的膜貫通ドメイン及びヒトとマウスの対応配列の

間で保存される１４のシステイン残基の存在である。マウスＳｔｒａ６は潜在的

な３つのＮ－リンクグリコシル化部位を有するが、ヒトＰＲＯ１９５７８（天然

ヒトＳｔｒａ６）は一つを有する。クローンＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１

は、２０００年２月２３日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１

４０２が付与される。  

      【０１３６】

  Ｆｉｇ．２（配列番号：２）に示した全長配列、及びＦｉｇ．７（配列番号：

５）に示した全長配列のALIGN-2配列アラインメント分析法を用いたDayhoffデー

タベース（ハ゛ーシ゛ョン35.45 SwissProt 35）の分析は、ＰＲＯ１０２８２アミノ酸

配列と以下のDayhoff配列との間の配列同一性を示す：AF062476, P_W88559及びH
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GS_RE259。

  Ｆｉｇ．８に示すように、全長ヒトＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポ

リペプチドとの比較により、ＰＲＯ１９５７８がＰＲＯ１０２８２アミノ酸配列

の位置８９－９７において９アミノ酸（ＳＰＶＤＦＬＡＧＤ；配列番号：１３）

の欠失を含むことが示される。さらに、ＰＲＯ１９５７８は、ＰＲＯ１０２８２

の対応する位置（位置５２７）のメチオニン（Ｍ）の代わりにアミノ酸位置５１

８にイソロイシン（Ｉ）を含むが、これはこの位置におけるＧ／Ａ多型から生じ

る。ＰＲＯ１０２８２と天然配列ＰＲＯ１９５７８は共にマウスＳｔｒａ６ポリ

ペプチドのヒトホモログであると考えられており、従って「Ｓｔｒａ６」と呼ぶ

こともある。マウスＳｔｒａ６及びＤＮＡ１４８３４０－２８２７によってコー

ドされる天然配列ヒト全長ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドとは、約７４％のアミ

ノ酸配列同一性を示す。

  Ｆｉｇ．９はＤＮＡ１４８３８０－２８２７によってコードされる天然配列ヒ

ト全長ＰＲＯ１０２８２ポリペプチドの疎水性プロットを示し、簡単には、「ヒ

トＳｔｒａ６」と称される。Ｆｉｇ．９に示されるように、該６６７アミノ酸長

ポリペプチド中のアミノ酸残基の約５０％は疎水性である。

  ＵＮＩＧＥＮＥの決定によると、ヒトＳｔｒａ６遺伝子は染色体１５ｑ２３に

位置した。予備的ではあるが細かいマッピングにより、Ｓｔｒａ６がＳＴＳ間隔

Ｄ１５Ｓ１２４－Ｄ１５Ｓ１６０に位置し、ＧｅｎｅＭａｐ’９８の位置はＧ３

マップ上の２４４．５２に対応することが示された。

      【０１３７】

実施例２

ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８のハイブリダイゼーションプローブとし

ての使用

  以下の方法は、ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８をコードするヌクレオ

チド配列のハイブリダイゼーションプローブとしての使用について記述する。

  全長又は成熟ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８のコード配列を含むＤＮ

Ａは、ヒト組織ｃＤＮＡライブラリー又はヒト組織ゲノムライブラリー中でホモ

ログＤＮＡ（ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８の天然発生変異体をコード



(133) 特表２００３－５１９４９１

するものなど）をスクリーニングするためのプローブとして用いられる。

  どちらかのライブラリーＤＮＡｓを含むフィルターのハイブリダイズ及び洗浄

は以下の高緊縮性の条件下にて実施される。放射活性標識化したＰＲＯ１０２８

２由来のプローブのフィルターに対するハイブリダイゼーションは、５０％ホル

ムアミド、５ｘＳＳＣ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリ

ウム、ｐＨ６．８、２ｘデンハード溶液、及び１０％硫酸デキストランの溶液中

で、４２℃、２０時間、実施された。フィルターの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ及び

０．１％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で行われた。

  全長天然配列のＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８をコードするＤＮＡと

所望の配列同一性を有するＤＮＡは、この分野で知られた標準的な方法を用いて

同定できる。

      【０１３８】

実施例３

大腸菌におけるＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８の発現

  この実施例は、大腸菌における組み換え発現による所望のＰＲＯ１０２８２及

びＰＲＯ１９５７８の非グリコシル化形態の調製を例示する。

  ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８をコードするＤＮＡ配列は、選択され

たＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発現ベ

クターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位を持たなければならない。種々の

発現ベクターが用いられる。好適なベクターの例は、ｐＢＲ３２２（大腸菌由来

のもの；Bolivar等, Gene, 2:95 (1977)参照）であり、アンピシリン及びテトラ

サイクリン耐性についての遺伝子を含む。ベクターは、制限酵素で消化され、脱

リン酸される。ＰＣＲ増幅した配列は、次いで、ベクターに結合させる。ベクタ

ーは、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ｐｏｌｙｈｉｓリ

ーダー（最初の６つのＳＴＩＩコドン、poly-His配列、及びエンテロキナーゼ切

断部位を含む）、ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８コード化領域、ラムダ

転写ターミネーター、及びａｒｇＵ遺伝子を含む。

  ライゲーション混合物は、次いで、Sambrook等, 上掲に記載された方法を用い

た選択した大腸菌の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬＢプレー
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トで成長する能力により同定され、次いで抗生物質耐性クローンが選択される。

プラスミドＤＮＡが単離され、制限分析及びＤＮＡ配列分析で確認される。

  選択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスなどの液体培地で終夜

成長させることができる。終夜培地は、続いて大規模培地の播種に用いられる。

次に細胞を最適光学密度まで成長させ、その間に発現プロモーターが作動する。

  更に数時間の培養の後、遠心分離による集菌が可能である。遠心分離で得られ

た細胞ペレットは、この分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、次いで

可溶化ＰＲＯ１０２８２タンパク質を、タンパク質が堅く結合する条件下で金属

キレート化カラムを用いて精製した。

      【０１３９】

  以下の手法を用いて、poly-Hisタグ形態でＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５

７８を大腸菌で発現させてもよい。ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８をコ

ードするＤＮＡを選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅した。プライマ

ーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及び効

率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの迅速な精製、及びエンテ

ロキナーゼでのタンパク質分解的除去を与える他の有用な配列を含む。次いでＰ

ＣＲ増幅された、poly-Hisタグ配列を発現ベクターに結合させ、それを株５２（

W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)）に基づく大腸菌宿主

の形質転換に使用した。形質転換体は、最初に50mg/mlのカルベニシリンを含有

するＬＢ中、30℃で振盪しながら3-5のＯ．Ｄ．６００に達するまで成長させた

。ついで培地をＣＲＡＰ培地（3.57gの（ＮＨ４）２ＳＯ４、0.71gのクエン酸ナ

トリウム・2H2O、1.07gのＫＣｌ、5.36gのDifco酵母抽出物、500mL水中の5.36gの

Sheffield hycase SF、並びに110mMのＭＰＯＳ、pH7.3、0.55%（w/v）のグルコ

ース及び７ｍMのＭｇＳＯ４の混合で調製）中に50-100倍希釈し、30℃で振盪さ

せながら約20-30時間成長させた。試料を取り出してＳＤＳ-ＰＡＧＥにより発現

を確認し、バルク培地を遠心分離して細胞のペレットとした。細胞ペレットを精

製及びリフォールディングまで凍結させた。

  0.5から1Lの発酵（6-10gペレット）からの大腸菌ペーストを、7Mのグアニジン

、20mMのトリス、pH8バッファー中で10容量（w/v）で再懸濁させた。固体硫酸ナ
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トリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々0.1M及び0.02

Mとし、溶液を4℃で終夜撹拌した。この工程により、すべてのシステイン残基が

亜硫酸によりブロックされた変性タンパク質がもたらされた。溶液をBeckman Ul

tracentrifuge中で40,000rpmで30分間濃縮した。上清を金属キレートカラムバッ

ファー（6Mのグアニジン、20mMのトリス、pH7.4）の3-5容量で希釈し、0.22ミク

ロンフィルターを通して濾過して透明化した。透明化抽出物を、金属キレートカ

ラムバッファーで平衡化させた5mlのQiagen Ni＋２-NTA金属キレートカラムに負

荷した。カラムを50mMのイミダゾール（Calbiochem, Utrol grade）を含む添加

バッファー、pH7.4で洗浄した。タンパク質を250mMのイミダゾールを含有するバ

ッファーで溶離した。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、4℃で保存

した。タンパク質濃度は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用い

て280nmにおけるその吸収により見積もった。

      【０１４０】

  タンパク質を、20mMのトリス、pH8.6、0.3MのＮａＣｌ、2.5Mの尿素、５ｍＭ

のシステイン、20mMのグリシン及び1mMのＥＤＴＡからなる新たに調製したリフ

ォールディングバッファー中に徐々に希釈することによりタンパク質をリフォー

ルディングさせた。リフォールディング容量は、最終的なタンパク質濃度が50～

100マイクログラム/mlとなるように選択した。リフォールディング溶液を4℃で1

2-36時間ゆっくり撹拌した。リフォールディング反応はＴＦＡを採取濃度0.4%（

約３のｐＨ）で添加することにより停止させた。タンパク質をさらに精製する前

に、溶液を0.22ミクロンフィルターを通して濾過し、アセトニトリルを最終濃度

2-10%で添加した。再生したタンパク質を、Poros R1/H逆相カラムで、0.1%ＴＦ

Ａの移動バッファーと10～80%のアセトニトリル勾配での溶離を用いてクロマト

グラフにかけた。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリコートをＳＤＳポリアクリルア

ミドゲルで分析し、相同な再生タンパク質を含有する画分をプールした。一般的

に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、これらの種が最もコンパクトであり

、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので、アセトニト

リルの最低濃度で溶離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃度

で溶離される。誤って再生したタンパク質を所望の形態から除くのに加えて、逆
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相工程は試料からエンドトキシンも除去する。

  所望の再生したＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドを含有す

る画分をプールし、溶液に向けた窒素の弱い気流を用いてアセトニトリルを除去

した。タンパク質を、透析又は調製バッファーで平衡化したG25 Superfine（Pha

rmacia）樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過により、0.14Mの塩化ナトリウム及び4%

のマンニトールを含む20mMのＨｅｐｅｓ、pH6.8に調製した。

      【０１４１】

  特に、天然ヒトＳｔｒａ６タンパク質ＰＲＯ１０２８２の２つの細胞外ドメイ

ン（ＥＣＤ）、ペプチドＡ（アミノ酸２２９－２９５）及びペプチドＢ（アミノ

酸５３２－６６７）は、アミノ酸配列ＭＫＨＱＨＱＨＱＨＱＨＱＨＱＭＨＱ（配

列番号：１２）を有するＮ－末端ポリヒスチジンリーダーを伴って、別々に発現

された。転写は大腸菌のアルカリホスファターゼプロモーターによってコントロ

ールされ（Kikuchi等, Nucleic Acids Res. 9:5671-5678[1981]）、ｔｒｐオペ

ロンリボソーム結合部位（Yanofsky等, Nucleic Acids Res. 9:6647-6668[1981]

）は翻訳のために用意された。翻訳終結コドンの下流は、λから転写ターミネー

タまでであり（Scholtissek及びGrosse, Nucleic Acids Res. 15:3185[1987]）

、その後にレアーなｔＲＮＡ遺伝子ｐｒｏ２、ａｒｇＵ、及びｇｌｙＴが続く（

Komine等, J. Mol. Biol. 212:579-598[1990]；Fournier及びOzeki, Microbiol.

 Rev. 49:379-397[1985]）。

  ２つのＳｔｒａ６ＥＣＤコード化配列ＤＮＡ断片は全長ｃＤＮＡクローンから

ＰＣＲによって調製され、上述の発現ベクター中に挿入され、ｐＳＴ２３９と名

付けた。ＤＮＡ配列確認の後、ＰＥ１４８３８０Ａ及びＰＥ１４８３８０Ｂと名

付けられた新規Ｓｔｒａ６発現プラスミドは、大腸菌株５８Ｆ３（(fhuAΔ(tonA

Δ)lonΔgalErpoHts(htpRts)ΔclpP laclq ΔompTΔ(nmpc-fepE)ΔslyD）。これ

らの形質転換体のルリア培地培養物は、最初３０℃で一晩生育され、その後、ア

ルカリホスファターゼプロモーターを誘導するためにリン酸制限培地中で１００

倍に希釈した。振盪しながら３０℃で２４時間後、培養物は遠心し、細胞ペース

トはペプチドの精製を開始するまで凍結させた。

  精製については、大腸菌ペースト（６-１０ｍｇ沈殿）を１０倍容（ｗ／ｖ）
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の７Ｍグアニジン塩酸、２０ｍＭ Ｔｒｉｓ，ｐＨ８のバッファー中に懸濁させ

た。個体の亜硫酸ナトリウム及び四チオン酸ナトリウムが、それぞれ最終濃度０

．１Ｍ及び０．０２Ｍとなるように添加され、溶液は４℃で一晩撹拌された。遠

心により溶液を透明にし、６Ｍ グアニジン、ＨＣｌ、２０ ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐ

Ｈ７．４で平衡化されたキアゲンＮｉ－ＮＴＡ金属キレートカラムに添加した。

カラムは５０mＭイミダゾール（Calbiochem, Utrol grade）を含む追加のバッフ

ァーで洗浄された。タンパク質は、２５０ｍＭイミダゾールを含むバッファーで

溶出された。所望のタンパク質を含む画分がプールされ、１ｍＭ ＨＣｌに対し

て透析され、４℃で保存された。

      【０１４２】

実施例４

哺乳動物細胞におけるＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの発

現

  この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現によるＰＲＯ１０２８２及

びＰＲＯ１９５７８ポリペプチドのグリコシル化形態の調製を例示する。

  発現ベクターとしてｐＲＫ５（１９８９年３月１５日発行のEP 307,247参照の

こと）を用いた。場合によっては、ＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８ＤＮ

Ａを、これらのＤＮＡをｐＲＫ５へ挿入させることのできる選択した制限酵素と

Sambrook等, 上掲に記載されたようなライゲーション方法を用いて、ｐＲＫ５へ

挿入させる。得られたベクターは、各々ｐＲＫ５－ＰＲＯ１０２８２及びｐＲＫ

５－ＰＲＯ１９５７８ポリペプチドと呼ばれる。

  一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト

２９３細胞（ATCC CCL 1573）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及

び／又は抗生物質を添加したＤＭＥＭなどの媒質中で組織培養プレートにおいて

成長させて集密化した。約10μｇのｐＲＫ５－ＰＲＯ１０２８２又はｐＲＫ５－

ＰＲＯ１９５７８ＤＮＡを約1μgのＶＡ ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［Thimmap

paya等, Cell, 31:543 (1982)］と混合し、500μlの1mMトリス-ＨＣｌ、0.1mMＥ

ＤＴＡ、0.227MＣａＣｌ２に溶解させた。この混合物に、滴状の、500μlの50mM

ＨＥＰＥＳ（pH7.35）、280mMのＮａＣｌ、1.5mMのＮａＰＯ４を添加し、25℃で
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10分間沈殿物を形成させた。沈殿物を懸濁し、２９３細胞に加えて37℃で約4時

間安定させた。培養培地を吸引し、2mlのＰＢＳ中20%グリセロールを30秒間添加

した。２９３細胞は、次いで無血清培地で洗浄し、新鮮な培地を添加し、細胞を

約5日間インキュベートした。

  形質移入の約24時間後、培養培地を除去し、培養培地（のみ）又は200μCi/ml

３５Ｓ－システイン及び200μCi/ml３５Ｓ－メチオニンを含む培養培地で置換し

た。12時間のインキュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで

濃縮し、15%ＳＤＳゲルに添加した。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲＯ１０２８

２ポリペプチドの存在を明らかにするために、選択された時間、フィルムに暴露

させた。形質転換した細胞を含む培地は、更なるインキュベーションを施し（無

血清培地で）、培地を選択されたバイオアッセイで調べた。

      【０１４３】

  これに換わる技術において、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８は、Somp

aryrac等, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981)に記載されたデキストラン

硫酸法を用いて２９３細胞に一過的に導入される。２９３細胞は、スピナーフラ

スコ内で最大密度まで成長させ、700μｇのｐＲＫ５－ＰＲＯ１０２８２又はｐ

ＲＫ５－ＰＲＯ１９５７８を添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心

分離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。ＤＮＡ－デキストラン沈殿物を細胞ペ

レット上で4時間インキュベートした。細胞を20%グリセロールで90秒間処理し、

組織培養培地で洗浄し、組織培養培地、5μg/mlウシインシュリン及び0.1μg/ml

ウシトランスフェリンを含むスピナーフラスコに再度導入した。約4日後に、条

件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び細胞片を除去した。次いで発現されたＰ

ＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８を含む試料を濃縮し、透析及び／又はカラ

ムクロマトグラフィー等の選択した方法によって精製した。

  他の実施態様では、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８をＣＨＯ細胞で発

現させることができる。ｐＲＫ５－ＰＲＯ１０２８２又はｐＲＫ５－ＰＲＯ１９

５７８は、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用いてＣ

ＨＯ細胞に形質移入することができる。上記したように、細胞培地をインキュベ

ートし、培地を培養培地（のみ）又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含む
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培地に置換することができる。ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チドの存在を同定した後、培養培地を無血清培地に置換してもよい。好ましくは

、培地を約6日間インキュベートし、次いで条件培地を収集する。次いで、発現

されたＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ペプチドを含む培地を濃縮して、

選択した方法にとって精製することができる。

      【０１４４】

  また、エピトープタグ化ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８は、宿主ＣＨ

Ｏ細胞において発現させてもよい。ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８は、

ｐＲＫ５ベクターからサブクローニングした。サブクローン挿入物は、次いで、

ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベクター中のpoly-hisタグ等の選択された

エピトープタグを持つ枠に融合できる。poly-hisタグＰＲＯ１０２８２又はＰＲ

Ｏ１９５７８挿入物は、次いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選

択マーカーを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブクローニングできる。最後に、Ｃ

ＨＯ細胞をＳＶ４０誘導ベクターで（上記のように）形質移入した。発現を確認

するために、上記のように標識化を行ってもよい。発現されたpoly-HisタグＰＲ

Ｏ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８を含む培養培地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋

－キレートアフィニティクロマトグラフィー等の選択された方法により精製でき

る。

  またＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８は、一過性発現法によりＣＨＯ及

び／又はＣＯＳ細胞で、他の安定な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよ

い。

  ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質

は、それは対応するタンパク質の可溶化形態及び／又はpoly-Hisタグ形態のコー

ド化配列（例えば、細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ド

メインを含む定常領域配列に融合したＩｇＧ生成物（イムノアドヘシン）、又は

poly-Hisタグ形態として発現された。

  ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、Ausubel等, Current Protocols of 

Molecular Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997)に記載されたよう

な標準的技術を用いてＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現
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ベクターは、対象とするＤＮＡの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤ

ＮＡの便利なシャトル化ができるように生成される。ベクターは、Lucas等, Nuc

l. Acids Res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記載されたようにＣＨＯ細胞での発

現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロフォレートレダクターゼ（ＤＨＦＲ

）の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用いる。ＤＨＦＲ

発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な維持のための選択を可能にする。

  所望のプラスミドＤＮＡの12マイクログラムを、市販の形質移入試薬Superfec

t(登録商標)(Quiagen), Dosper(登録商標)及びFugene(登録商標)（Boehringer M

annheim）約一千万のＣＨＯ細胞に導入した。細胞は、上掲のLucas等に記載され

ているように成長させた。約3x10－７細胞を、下記のような更なる成長及び生産

のためにアンプル中で凍結させた。

  プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水浴中に置いて解凍し、ボルテックスによ

り混合した。内容物を10mlの媒質を含む遠心管にピペットして、1000rpmで５分

間遠心分離した。上清を吸引して細胞を10mlの選択培地（0.2μm濾過ＰＳ２０、

5%の0.2μm透析濾過ウシ胎児血清を添加）中に懸濁させた。次いで細胞を90mlの

選択培地を含む100mlスピナーに分けた1-2日後、細胞を150mlの選択培地を満た

した250mlスピナーに移し、37℃でインキュベートした。さらに2-3日後、250ml

、500ml及び2000mlのスピナーを3x10５細胞/mLで播種した。細胞培地を遠心分離

により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた。任意の適切なＣＨＯ培地を

用いてもよいが、実際には1992年6月16日に発行された米国特許第5,122,469号に

記載された生産培地を使用した。3Lの生産スピナーを1.2ｘ10６細胞/mLで播種し

た。0日目に、細胞数とｐＨを測定した。1日目に、スピナーをサンプルし、濾過

空気での散布を実施した。2日目に、スピナーをサンプルし、温度を33℃に変え

、500 g/Lのグルコース及び0.6mlの10%消泡剤（例えば35%ポリジメチルシロキサ

ンエマルション、Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion）の30mlとした。生

産を通して、ｐＨは7.2近傍に調節し維持した。10日後、又は生存率が70%を下回

るまで、細胞培地を遠心分離で回収して0.22μmフィルターを通して濾過した。

濾過物は、4℃で貯蔵するか、すぐに精製用カラムに添加した。

      【０１４５】
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  poly-Hisタグ生成物について、タンパク質はNi-NTAカラム(Qiagen)を用いて精

製した。精製の前に、イミダゾールを条件培地に5mMの濃度まで添加した。条件

培地を、0.3MのNaCl及び5mMイミダゾールを含む20mMのHepes, pH7.4バッファー

で平衡化した6mlのNi-NTAカラムに4-5ml/分の流速で4℃においてポンプ供給した

。添加後、カラムをさらに平衡バッファーで洗浄し、タンパク質を0.25Mイミダ

ゾールを含む平衡バッファーで溶出した。高度に精製されたタンパク質は、続い

て10mMのHepes、0.14MのNaCl及び4%のマンニトールを含む貯蔵バッファー中で25

mlのG25 Superfine（Pharmacia）を用いて脱塩し、-80℃で保存した。

  イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）生成物を以下のようにして条件培地から精製し

た。条件培地を、20mMのリン酸ナトリウムバッファー, pH6.8で平衡化した5mlの

プロテインＡカラム（Pharmacia）に添加した。添加後、カラムを平衡バッファ

ーで強く洗浄した後、100mMのクエン酸, pH3.5で溶出した。溶出したタンパク質

は、1mlの画分を275μlの1Mトリスバッファー, pH9を含むチューブに回収するこ

とにより即座に中和した。高度に精製されたタンパク質は、続いてpoly-Hisタグ

タンパク質について上述した保存バッファー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリ

アクリルアミドゲルで評価し、エドマン(Edman)分解によりＮ-末端アミノ酸配列

決定した。

      【０１４６】

実施例５

酵母菌でのＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８の発現

  以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８の組換え

発現を記述する。

  まず、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯ１０２８２の細胞内生

産又は分泌のための酵母菌発現ベクターを生成する。ＰＲＯ１０２８２の細胞内

発現を導くために、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド（ＰＲＯ１９５７８を含む）

をコードするＤＮＡ及びプロモーターを選択したプラスミドの適当な制限酵素部

位に挿入した。分泌のために、ＰＲＯ１０２８２をコードするＤＮＡを、ＡＤＨ

２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコードするＤＮＡ、天然ＰＲＯ１０２８２シグナ

ルペプチド又は他の哺乳動物シグナルペプチド、又は、例えば酵母菌アルファ因
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子分泌シグナル／リーダー配列、及び（必要ならば）ＰＲＯ１０２８２の発現の

ためのリンカー配列とともに、選択したプラスミドへクローニングすることがで

きる。

  次に、酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は上記の発現プラスミドで形質転換し、

選択された発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、10%トリクロ

ロ酢酸での沈降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥでの分離によって分析し、次いでクマシー

ブルー染色でゲルの染色をすることができる。

  組換体ＰＲＯ１０２８２（ＰＲＯ１９５７８を含む）ポリペプチドは、実質上

、遠心分離による酵母細胞の発酵液からの分離、その後、選択されたカートリッ

ジフィルターによる培養液の濃縮によって単離及び精製される。ＰＲＯ１０２８

２（例えばＰＲＯ１９５７８）を含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラ

フィー樹脂を使用することによってさらに精製される。

      【０１４７】

実施例６

バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＰＲＯ１０２８２及びＰＲＯ１９５７８発現

  以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯ１０２８２及

びＰＲＯ１９５７８の組換体の発現を記述する。  

  ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８をコードする配列を、バキュロウイル

ス発現ベクターに含まれるエピトープタグの上流に融合させる。このようなエピ

トープタグは、poly-hisタグ及び免疫グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）

を含む。ｐＶＬ１３９３（Navogen）などの市販されているプラスミドから誘導

されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることができる。簡単には、Ｐ

ＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８コード化配列の所定部分、例えば膜貫通タ

ンパク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質が細胞外である場合

の成熟タンパク質をコードする配列などが、５’及び３’領域に相補的なプライ

マーを用いたＰＣＲにより増幅される。５’プライマーは、隣接する（選択され

た）制限酵素部位を包含していてもよい。その後、生産物は、選択された制限酵

素で消化され、発現ベクターにサブクローニングされる。

  組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイル
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スＤＮＡ（Pharmingen）を、Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ATCC 

CRL 1711）中にリポフェクチン（GIBCO-BRLから市販）を用いて同時形質移入す

ることにより作成される。２８℃で4-5日インキュベートした後、放出されたウ

イルスを回収し、更なる増幅に用いた。ウイルス感染及びタンパク質発現は、O'

Reilley等, Baculovirus expression vectors: A laboratory Manual, Oxford: 

Oxford University Press (1994)に記載されているように実施した。

      【０１４８】

  次に、発現されたpoly-his タグＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８は、

例えばＮｉ２＋－キレートアフィニティクロマトグラフィーにより以下のように

精製される。抽出は、Rupert等, Nature, 362:175-179 (1993)に記述されている

ように、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細胞から調製した。簡単には、Ｓｆ９

細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（25mlのＨｅｐｅｓ、pH7.9；12.5mMの

ＭｇＣｌ２；0.1mM  ＥＤＴＡ；10%グリセロール；0.1%のＮＰ－４０；0.4MのＫ

Ｃｌ）中に再懸濁し、氷上で2回20秒間超音波処理した。超音波処理物を遠心分

離で透明化し、上清を負荷バッファー（50mMリン酸塩、300mMのＮａＣｌ、10%グ

リセロール、pH7.8）で50倍希釈し、0.45μmフィルターで濾過した。Ｎｉ２＋－

ＮＴＡアガロースカラム（Qiagenから市販）を5mlの総容積で調製し、25mlの水

で洗浄し、25mlの添加バッファーで平衡化させた。濾過した細胞抽出物は、毎分

0.5mlでカラムに添加した。カラムをＡ２８０のベースラインまで添加バッファ

ーで洗浄し、その時点でフラクションの回収を始める。次に、カラムを、結合タ

ンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（50mMリン酸塩；300mMのＮ

ａＣｌ、10%グリセロール、pH6.0）で洗浄した。Ａ２８０のベースラインに再度

到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で0から500mlイミダゾール勾配で展

開した。1mlのフラクションを回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカ

リホスファターゼ（Qiagen）に複合したＮｉ２＋－ＮＴＡでのウェスタンブロッ

トで分析した。溶離されたＨｉｓ１０－タグＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５

７８を含むフラクションをプールして添加バッファーに対して透析した。

  あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７

８の精製は、例えば、プロテインＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィー
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を含む公知のクロマトグラフィー技術を用いて実施できる。

      【０１４９】

実施例７

ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８に結合する抗体の調製

  この実施例は、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８に特異的に結合できる

モノクローナル抗体の調製を例示する。

  モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば

、上掲のGodingに記載されている。用いられ得る免疫原は、精製されたＰＲＯ１

０２８２及びＰＲＯ１９５７８、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８を含む

融合タンパク質、及び細胞表面に組換えＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８

を発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当業者が過度の実験をすることなく成

すことが可能である。

  Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は

腹腔内に1-100マイクログラムで注入したＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７

８免疫原で免疫化する。あるいは、免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi

 Immunochemical Research, Hamilton, MT）に乳化し、動物の後足蹠に注入して

もよい。免疫化したマウスは、次いで10から12日後に、選択したアジュバント中

に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後、数週間、マウスを更なる免疫

化注射で追加免疫する。抗-ＰＲＯ１０１２８抗体又は抗-ＰＲＯ１９５７８抗体

の検出のためのＥＬＩＳＡアッセイでテストするために、眼窩後出血からの血清

試料をマウスから周期的に採取してもよい。

  適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物はＰＲ

Ｏ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８の最終静脈内注射の注入をすることができる

。３から４日後、マウスを屠殺し、脾臓細胞を取り出した。次いで脾臓細胞を（

３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣから番号ＣＲＬ１５９７で

入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融合さ

せた。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡＴ（ヒポキサン

チン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレート

に蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を
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阻害した。

      【０１５０】

  ハイブリドーマ細胞は、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８に対する反応

性についてのＥＬＩＳＡでスクリーニングされる。ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ

１９５７８に対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポジティブ（陽性）

」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。

  陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗-Ｐ

ＲＯ１０２８２又は抗-ＰＲＯ１９５７８モノクローナル抗体を含む腹水を生産

させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組織培養フラスコ又はローラーボト

ルで成長させることもできる。腹水中に生成されたモノクローナル抗体の精製は

、硫酸アンモニウム沈殿、それに続くゲル排除クロマトグラフィ－を用いて行う

ことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親和性に基

づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。

  特に、５匹のＢａｌｂ／ｃマウス（Charles River Laboratories, Wilmington

, DE）を、ヒトＳｔｒａ６のアミノ酸５３２－６６７に対応する、精製されたユ

ニザイム結合アミノ酸ペプチドで、Ribiアジュバント（Ribi immunochem Resear

ch, Inc., Hamilton, MO）中で過剰免疫した。膝窩リンパ節由来のＢ細胞は、既

述のようにして（X63.Ag8.653;American Type Culture Collection, Rockville,

 MD）、マウスミエローマ細胞（Hongo等, Hybridoma 14:253-260[1995]）と融合

させた。１０-１４日後、上清を回収し、直接酵素結合免疫アッセイ（ＥＬＩＳ

Ａ）により抗体産物のスクリーニングを行った。限界希釈による２ラウンドのス

クリーニングの後、ＥＬＩＳＡ及び免疫組織染色によって最も高い免疫結合性示

す８つのポジティブクローンは、ｍＡｂのインヴィボでの生産のためにプリステ

ィン（Pristine）で初回刺激されたマウスにインジェクトした（Freud及びBlair

, J. Immunol. 129:2826-2830[1982]）。腹水はプールされ、プロテインＡアフ

ィニティークロマトグラフィー（Pharmacia fast protein liquid chromatograp

hy(FPLC)；Pharmacia, Uppsala, Sweden）により、既述のようにして(Hongo等, 

上掲)精製された。精製された抗体標品は滅菌的に濾過され（０．２μｍポアサ

イズ；Nalgene, Rochester, NY）、リン酸緩衝化食塩水（ＰＢＳ）中、４℃にて
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保存された。

      【０１５１】

実施例８

特異的抗体を用いたＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８のポリペプチドの精

製

  天然又は組換えＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドは、この

分野の種々の標準的なタンパク質精製方法によって精製できる。例えば、ｐｒｏ

－ＰＲＯ１０２８２又はｐｒｏ－ＰＲＯ１９５７８ポリペプチド、成熟ＰＲＯ１

０２８２又はＰＲＯ１９５７８、又はｐｒｅ－ＰＲＯ１０２８２又はｐｒｅ－Ｐ

ＲＯ１９５７８ポリペプチドは、対象のＰＲＯ１０２８２に特異的な抗体を用い

て、イムノアフィニティークロマトグラフィーによって精製される。一般に、免

疫親和性カラムは抗-ＰＲＯ１０２８２又は抗-ＰＲＯ１９５７８ポリペプチド抗

体を活性化クロマトグラフィー樹脂に共有結合させて作製される。

  ポリクローナルイムノグロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プ

ロテインＡ（Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のい

ずれかにより免疫血清から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸ア

ンモニウム沈殿又は固定化プロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹

水液から調製される。部分的に精製された免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化

セファロースＴＭ（Pharmacia LKB Biotechnology）等のクロマトグラフィー樹

脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロックされ、誘導体樹脂

は製造者の指示に従って洗浄される。

  このようなイムノアフィニティーカラムは、可溶化形態のＰＲＯ１０２８２又

はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドを含有する細胞からの画分を調製することによ

るＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの精製において利用され

る。この調製物は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分離

を介して得られる全細胞又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるいは

、シグナル配列を含む可溶性ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチ

ドは、細胞が成長する培地中に有効な量で分泌される。

  可溶化ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチド含有調製物は、イ
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ムノアフィニティーカラムを通し、カラムはＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５

７８ポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下（例えば、洗浄剤存在下の高イ

オン強度バッファー）で洗浄される。その後、カラムは、抗体／ＰＲＯ１０２８

２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチド結合を解離する条件下（例えば、約２－３

といった低いｐＨ、高濃度の尿素又はチオシアン酸イオン等のカオトロープ）で

溶離され、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドが回収される。

      【０１５２】

実施例９

薬剤スクリーニング

  本発明は、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド（ＰＲＯ１９５７８

を含む）又はその結合断片を種々の薬剤スクリーニング技術において使用するこ

とによる化合物のスクリーニングに特に有用である。そのようなテストに用いら

れるＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又は断片は、溶液中に遊離状態でも、固体支

持体に固定されても、細胞表面に位置しても、細胞内に局在化していてもよい。

薬剤スクリーニングの１つの方法は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又は断片を

発現する組換え核酸で安定に形質移入される真核生物又は原核生物宿主細胞を利

用する。薬剤は、そのような形質移入細胞に対して、競合的結合アッセイにおい

てスクリーニングされる。そのような細胞は、生存可能又は固定化形態のいずれ

かにおいて、標準的な結合アッセイに使用できる。例えば、ＰＲＯ１０２８２ポ

リペプチド又は断片とテストされる試薬の間での複合体形成を測定してもよい。

あるいは、テストされる試薬によって生ずるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドとそ

の標的細胞との間の複合体形成の減少をテストする事もできる。

  従って、本発明は、ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド関連疾病又

は疾患に影響を与えうる薬剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供す

る。これらの方法は、その試薬をＳｔｒａ６ポリペプチド又は断片に接触させ、

当該技術分野において趣致の方法により、(i)試薬とＳｔｒａ６ポリペプチド又

は断片との間の複合体の存在について、又は(ii)Ｓｔｒａ６ポリペプチド又は断

片と細胞との間の複合体の存在についてアッセイすることを含んで成る。これら

の競合結合アッセイでは、Ｓｔｒａ６ポリペプチド又は断片が典型的には標識さ
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れる。適切なインキュベーションの後、フリーのＳｔｒａ６ポリペプチド又は断

片を結合形態のものから分離し、フリー又は未複合の標識の量が、特定の試薬が

Ｓｔｒａ６ポリペプチドに結合する、又はＳｔｒａ６ポリペプチド／細胞複合体

を阻害する能力の尺度となる。

      【０１５３】

  薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親

和性を持つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、1984年9

月13日に発行されたWO 84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多

数の異なる小型ペプチド試験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾

つかの他の表面上で合成される。ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド

に適用すると、ペプチドテスト化合物はＳｔｒａ６ポリペプチドと反応して洗浄

される。結合したＳｔｒａ６ポリペプチドは当該分野で周知の方法により検出さ

れる。また、精製したＳｔｒａ６ポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技

術に使用するためにプレート上に直接被覆することもできる。さらに、非中和抗

体は、ペプチドを捕捉し、それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。

  また、本発明は、Ｓｔｒａ６ポリペプチドに結合可能な中和抗体が、Ｓｔｒａ

６ポリペプチド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤ス

クリーニングアッセイも考慮する。この方法において、抗体は、Ｓｔｒａ６ポリ

ペプチドで、一又は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するの

に使用できる。

      【０１５４】

実施例１０

合理的薬剤設計

  合理的薬剤設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（即ち、ＰＲ

Ｏ１０２８２（Ｓｔｒａ６）ポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、

例えばアゴニスト、アンタゴニスト、又はインヒビターの構造的類似体を製造す

ることである。これらの例は、ＰＲＯ１０２８２ポリペプチド又はＰＲＯ１９５

７８ポリペプチドのより活性で安定な形態、又はインビボで天然配列のＰＲＯ１

０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの機能を促進又は阻害する薬剤の創
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作に使用できる（参考、Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991)）。

  １つのアプローチにおいて、ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チド、又はＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチド－インヒビター

複合体の三次元構造が、X線結晶学により、コンピュータモデル化により、最も

典型的には２つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明し活性

部位を決定するためには、天然ＰＲＯ１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプ

チドの形状及び電荷の両方が確認されなければならない。数は少ないが、ＰＲＯ

１０２８２又はＰＲＯ１９５７８ポリペプチドの構造に関する有用な情報が相同

タンパク質の構造に基づいたモデル化によって得られることもある。両方の場合

において、関連する構造情報は、類似体ＰＲＯポリペプチド様分子の設計又は有

効なインヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用な例は、Braxto

n及びWells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されているような向上し

た活性又は安定性を持つ分子、又はAthauda等, J. Biochem., 113: 742-746 (19

93)に示されているような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、又はアン

タゴニストとして作用する分子を含む。

  また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離

しその決せよう構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに

続く薬剤設計が基礎をおくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。

機能的な薬理学的に活性な抗体に対する抗-イディオタイプ抗体（抗-ids）を生

成することにより、タンパク質結晶学をバイパスすることができる。鏡像の鏡像

として、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの類似物であると予測できる。抗

-idsは、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチドのバンクからペプチド

を同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファーマコアとし

て機能するであろう。

  本発明により、十分な量のＰＲＯ１０２８２ポリペプチド（ＰＲＯ１９５７８

を含む）がＸ線結晶学などの分析実験を実施するために入手可能である。さらに

、ここに提供したＰＲＯ１０２８２ポリペプチドアミノ酸配列の知識は、X線結

晶学に換える、又はそれに加えるコンピュータモデル化技術で用いられる知識を

提供する。
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      【０１５５】

実施例１１

組織発現分布

  オリゴヌクレオチドプローブを、定量的ＰＣＲ増幅反応の使用において、添付

の図に示すＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列から構成し

た。オリゴヌクレオチドプローブを、標準的ＰＣＲ反応に関連したテンプレート

の3'末端から、約200-600塩基対の増幅された断片が付与されるように選択した

。オリゴヌクレオチドプローブを、異なるヒト成人及び／又は胎児の組織源から

単離されたクロンテックＲＮＡを用いた標準的な定量ＰＣＲ増幅反応に使用し、

アガロースゲル電気泳動により分析し、試験した種々の組織におけるＰＲＯ１０

２８２ポリペプチドコード化核酸の発現レベルを定量的に決定した。種々の異な

るヒト組織型におけるＰＲＯ１０２８２ポリペプチドコード化核酸の発現パター

ン又は特異的発現の知識により、転移腫瘍等の一次組織源を決定するために、他

の組織特異的マーカーを用いて又は用いずに、組織分類分けに有用な診断用マー

カーが提供される。これらのアッセイの結果（Ｆｉｇ．１０に示す）は、ＤＮＡ

１４８３８０－２８２７分子が成人腎臓、精巣及び子宮において高頻度に発現さ

れており；乳房、前立腺及び気管において有意に発現され；脳、心臓、肺及び胸

腺において弱く発現され；肝臓、骨髄、大腸、骨格筋、小腸、脾臓及び胃では発

現されていない。

  全ＲＮＡはクロンテック（Palo Alto, California）から購入し、以下のＰＣ

Ｒ増幅のためのプライマー／プローブのセットを用いて分析された。

h.Stra6.tmf3:  5’ CACACTCGAGAGCCAGATATTTT  (配列番号：６)

h.Stra5.tmr4:  5’ AACAAGTTTATTGCAGGGAACAC  (配列番号：７)

h.Stra6.tmp4:  5’ TGTAGTTTTTATGCCTTTGGCTATTATGAAAGAGGT  

                (配列番号：８)

tmf = 正方向プライマー

tmr = 逆方向プライマー

tmp = プローブ

  以下の実施例１２に記述してあるように実施したインサイツハイブリダイゼー
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ションにより、腎臓尿細管上皮細胞、子宮筋、間質性細胞、乳房管及び小葉を取

り巻く間質性細胞におけるＳｔｒａ６の発現が確認され、一方、脳、肝臓、脾臓

、膵臓、心臓、肺、胃、小腸、大腸、前立腺、脾臓、及び副腎皮質における発現

はほとんど検出されなかった（データは示さず）。インサイツハイブリダイゼー

ションによって調べられた正常組織のうち、最も高い発現レベルは、ＰＣＲ増幅

には含まれなかった胎盤及び副腎髄質において見られた。

      【０１５６】

実施例１２

ヒト腫瘍における天然ヒトヒトＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）転写物の過剰発

現

  本実施例は天然ヒト全長ＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）が、ある種のヒト大

腸腫瘍及び大腸、肺、腎臓及び乳房などの種々のヒト腫瘍由来の細胞株において

も、有意に過剰発現されていることを示す。

  スクリーニングのための出発物質はヒト大腸腫瘍、又は種々のヒト大腸、腎臓

、乳房、又は肺腫瘍細胞株から単離された全ＲＮＡであった。大腸腫瘍組織にお

いて、Ｓｔｒａ６ＲＮＡ発現は、同一の患者からの正常大腸組織（粘膜）由来の

ＲＮＡと比較して定量された。種々の腫瘍細胞株におけるＳｔｒａ６ＲＮＡ発現

は、種々の正常細胞株（即ち、正常大腸、腎臓及び肺細胞株）と比較して定量さ

れた。

  リアルタイム定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ、例えば、TAQMAN ABI PRIZM 7700TM[

Perkin Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California]）は

、Taqmanアッセイ試薬を使用して、正常細胞とある種の癌又は癌細胞株由来の細

胞におけるＰＲＯ１０２８２（Ｓｔｒａ６）がコードする遺伝子（ＤＮＡ１４８

３８０－２８２７に対応する）の発現レベルの定量的な差をモニターするために

用いられた。50μｌのＲＴ－ＰＣＲ反応は、5μｌの１０ｘTaqman Buffer A, 各

300μMのdNTF, 5 mM MgCl2, 10 unitsのRNAseインヒビター, 12.5 units のMuLV

逆転写酵素, 1.25 unitsのAmpliTaq Gold DNA Polymerase, 200 nM プローブ, 5

00 nM プライマー及び100 ng RNAにより構成された。反応条件は、逆転写反応が

４８℃、３０分間、変性が９５℃、２５秒間及び６５℃、１分間で構成された。
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反応産物は、４－２０％ポリアクリルアミドゲル（Novex）上で分析された。

  標準曲線は、分析される各サンプルのために、対象の各遺伝子並びにグリセル

アルデヒド－３－デヒドロゲナーゼリン酸（ＧＡＰＤＨ）ハウスキーピング遺伝

子に関する相対的な発現レベルを定量するために使用された。相対的基準化単位

は対象の遺伝子のｍＲＮＡレベルをＧＡＰＤＨｍＲＮＡレベルで割ることによっ

て得た。相対的基準化ユニットは、誘導倍率を決定するために実験サンプルとコ

ントロールの間で比較された。

      【０１５７】

  結果は、ＰＲＯ１０２８２をコードするｍＲＮＡが、スクリーニングされた原

発性大腸癌又は大腸、腎臓、乳房、又は肺癌細胞株のいずれかにおいて過剰発現

されるかどうか決定するために用いられた。分析に用いられた幾つかの対応する

ヒト正常及び大腸腫瘍サンプルの組織学的結果を以下に示す：

数                    組織学

８５０                浸潤性腺癌；壊死は無し；良好に保存

８５１                浸潤性腺癌；壊死は最小；良好な状態

８９２                浸潤性腺癌；壊死は最小；良好な状態

８６９                浸潤性腺癌；壊死は最小；良好な状態

８９３                正常粘膜－異形成－浸潤性腺癌；壊死は最小

                      ；良好な状態

８７０                腺癌－重篤な異形成；壊死は最小；良好な状態

８７１                腺癌－異形成－正常粘膜；壊死は無し；良好な状態

８４８                腺癌－絨毛腺腫に発症している様子

                      正常粘膜／粘膜下組織；壊死は無し、良好な状態

８７２                浸潤性腺癌；約７０％の腫瘍が壊死

                      全体的に良好な保存

７７８                腺癌－通常、乳頭形態；正常／過形成性粘膜；

                      最小壊死；許容な保存

１７                  中程度な高分化型腺癌

１８                  高分化型腺癌
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６４                  中程度な高分化型腺癌

７６                  中程度な高分化型腺癌

      【０１５８】

  ヒト肺細胞株には、正常ヒト肺線維芽細胞株ＭＲＣ５（ＣＣＬ-１７１）及び

ＩＭＲ９０（ＣＣＬ-１８６）、ヒト肺癌腫上皮細胞株Ａ５４９（ＳＲＣＣ７６

８、ＣＣＬ-１８５）、ヒト類表皮性肺癌腫細胞株Ｃａｌｕ-１（ＳＲＣＣ７６９

；ＨＴＢ－５４）、ヒト未分化癌腫細胞株Ｃａｌｕ－６（ＳＲＣＣ７７０，ＨＴ

Ｂ－５６－おそらく肺）、肺に乳頭癌腫を持つ患者の心膜液由来のヒト上皮細胞

株ＮＣｌ－Ｈ４４１（ＳＲＣＣ７７２；ＨＴＢ-１７４）、及びヒト肺扁平上皮

細胞癌腫細胞株ＳＷ９００（ＳＲＣＣ７７５；ＨＴＢ－５９）が含まれ、全てＡ

ＴＣＣより入手可能である。

  例えば、大腸細胞株には、正常大腸線維芽細胞株ＣＣＤ１１２Ｃｏ（ＣＲＬ-

１５４１）、ヒト結腸直腸腺癌細胞株ＣａＣｏ－２（ＨＴＢ－３７）、ヒト結腸

直腸腺癌細胞株ＷｉＤｒ（ＣＣｌ－２１８）、ヒト結腸直腸腺癌細胞株ＨＣＴ-

１１６（ＣＣＬ－２４７）、ヒト結腸直腸腺癌細胞株ＳＫ－Ｃｏ１（ＨＴＢ－３

９）、ヒト結腸直腸腺癌細胞株ＣＯＬＯ３２０（ＳＲＣＣ７７８；ＣＣＬ－２２

０）、ヒト結腸直腸腺癌細胞株ＨＴ２９（ＳＲＣＣ７７９；ＨＴＢ－３８）、ヒ

ト結腸直腸腺癌細胞株ＳＷ４０３（ＣＣＬ－２３０）、ヒト大腸癌細胞株ＮＣｌ

／ＨＣＣ２９９８、及びヒト結腸直腸腺癌細胞株Ｃｏｌｏ３２０ＤＭ（ＣＣＬ－

２２０）が含まれ、全てＡＴＣＣ又は公的な供給源より入手可能である。

  ヒト乳房癌腫細胞株にはヒト乳房腺癌細胞株ＭＣＦ７（ＳＲＣＣ７６６；ＨＴ

Ｂ－２２）、及びヒト乳癌細胞株ＮＣｌ／ＡＤＲ－ＲＥＳが含まれ、共に公的に

入手可能である。

  腎臓株には、アデノウィルス５ＤＮＡで形質転換された２９３細胞株（ＣＲＬ

-１５７３）が含まれる。２つのウィルムス腫瘍細胞株、Ｇ４０１（ＣＲＬ-１４

４１）及びＳＫ－ＮＥＰ-１（ＣＲＬ-１５７３）も分析に含まれていた。

      【０１５９】

ＲＮＡ調製

  ＲＮＡは前述の培養細胞株から調製した。単離は、キアゲンの精製キット、バ
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ッファー及びプロテアーゼを用いて、取り扱い説明書及び以下の記述に従って行

われた。より特別な場合は、細胞からの全ＲＮＡはキアゲンRNeasy midi-column

sを用いて単離された。組織サンプル由来の全ＲＮＡは、RNA Stat-60(Tel-Test)

を用いて単離された。腫瘍から調製されたＲＮＡは塩化セシウム密度勾配遠心に

よって単離された。

固形ヒト腫瘍サンプルの調製及び溶解：

  腫瘍サンプルは計量し、５０ｍｌのコニカルチューブ中に入れ、氷上に保った

。処理は１調製あたり（１チップ／調製）２５０ｍｇを超えない量に限定された

。プロテアーゼ溶液は、最終濃度２０μｇ／ｍｌになるように冷やしたｄｄＨ２

Ｏ６．２５ｍｌ中に希釈し、４℃で保存した。Ｇ２バッファー（２０ｍｌ）はＤ

ＮＡｓｅＡを最終濃度２００μｇ／ｍｌ（１００ｍｇ／ｍｌのストックから）に

なるように希釈することで調製した。腫瘍組織は、エアロゾルの吸引を避けるた

めに層流のＴＣフード中において室温に保ち、ポリトロンの大チップも使用し、

１０ｍｌのＧ２バッファー中で６０秒間ホモジナイズした。サンプル間において

、ポリトロンは、２ＬのｄｄＨ２Ｏ、次にＧ２バッファー（５０ｍｌ）中で各々

２ｘ３０秒間回転させて掃除を行った。未だ組織がジェネレーターチップ上に残

存している場合、装置を解体して掃除を行った。

  キアゲンプロテアーゼ（上述のように１．０ｍｌ調製した）を添加し、次いで

ボルテックス及び５０℃で３時間インキュベートした。抽出物が透明になるまで

、インキュベーション及び遠心を繰り返した（例えば、さらに３０－６０分間イ

ンキュベートし、３０００ｘｇで１０分間、４℃にて沈殿にした）。

      【０１６０】

定量

  ＲＮＡのリアルタイムＰＣＲ分析から得られた結果は、最初はデルタＣＴユニ

ットとして表現された。１ユニットは１ＰＣＲサイクル又は正常に比較しておよ

そ２倍の増幅に相当し、２ユニットは４倍に相当し、３ユニットは８倍に相当し

、以下同様である。データは倍率の差に変換し、そのように示した。最初、逆転

写酵素は、１００ｎｇの全ＲＮＡ又はポリＡ＋ＲＮＡからプライマーにオリゴ（

ｄＴ）を用いてｃＤＮＡを合成するために用いられた。その結果、生じたｃＤＮ
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ＡはＰＣＲ用のテンプレートとして使用した。定量化はＰＲＯ１０２８２コード

化配列の３’側の非翻訳領域に由来するプライマーと各介在配列に対応するTAQM

ANTM蛍光プローブを用いて得られた。３’側領域を用いるとゲノムＤＮＡ中のイ

ントロン－エクソン境界域をクロスすることを回避できるため、本方法を用いて

ＲＮＡの発現を正確に評価するためには必須の要件である。ＰＲＯ１０２８２が

コードする遺伝子の増幅のために使用されるプライマー及びプローブの配列（正

方向、逆方向、プローブ）は以下の通りである：

  １組には、上記実施例１１中、配列番号：６、７及び８として記述された各々

正方向及び逆方向及びプローブが含まれた。

      含まれる他のセット:

      hStra6.tmfl1:  5' AGACCAGGTCCCACACTGA  (配列番号：９)

      hStra6.tmr1:   5' TTCATAATAGCCAAAGGCATAAAA (配列番号：１０)、及び

      h.Stra6.tmp1:  5' CTGCCCACACTCGAGAGCCAGAT 3' (配列番号１１)

      ヒト GAPDH:

      正方向プライマー:  5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'  (配列番号：１４)

      逆方向プライマー;  5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'  (配列番号：１５)

      プローブ:  5'-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3'  (配列番号：１６)

  ５’ヌクレアーゼアッセイ反応は、リアルタイムで増幅をモニターするために

TaqＤＮＡポリメラーゼの５’エクソヌクレアーゼ活性を利用する蛍光ＰＣＲベ

ースの技術である。２つのオリゴヌクレオチドプライマーは、ＰＣＲ反応に典型

的なアンプリコンを生成するために用いられる。第三のオリゴヌクレオチド又は

プローブは、２つのＰＣＲプライマーの間に位置するヌクレオチド配列を検出す

るために設計される。該プローブは、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ酵素によって延

長不能であり、レポーター蛍光色素及び消光色素で標識化される。レポーター色

素からのレーザーによって誘導された何れの発光も、プローブ上で２つの色素が

近接して存在する場合に消光色素によって消光される。増幅反応中、ＴａｑＤＮ

Ａポリメラーゼ酵素は、テンプレート依存的な様式でプローブを切断する。その

結果得られるプローブ断片は溶液中で解離し、放出されたレポーター色素由来の

シグナルは、第二のフルオロフォアーの消光効果を免れる。レポーター色素の１
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分子が、合成された新規分子の各々から遊離され、非消光レポーター色素の検出

は、データの定量的な解釈の基礎を提供する。

  上で述べたように、５’ヌクレアーゼ法は、ABI PRIZM 7700TM Sequence Dete

ction SystemTMなどのリアルタイム定量的ＰＣＲ装置上で実行される。システム

は、サーモサイクラー、レーザー、電荷結合素子（ＣＣＤ）、カメラ及びコンピ

ューターから構成される。システムはサーモサイクラー上、９６ウェル形式中で

サンプルを増幅させる。増幅の間、レーザーで誘導された蛍光シグナルは、ファ

イバーオティクスケーブルを介して全９６ウェルに対してリアルタイムで収集さ

れ、ＣＣＤで検出される。システムは機器を動かし、データを解析するためのソ

フトウェアーを含む。

  ５’－ヌクレアーゼアッセイのデータは、最初、Ｃｔ又は閾値サイクルで表さ

れる。これは、レポーターシグナルが蛍光のバックグラウンドレベル以上で蓄積

するサイクルとして定義される。Ｃｔ値は、癌細胞中のＲＮＡの発現を正常細胞

のものと比較する場合、核酸サンプル中における特定標的配列の開始コピーの相

対的な数の定量的な測定値として用いられる。

      【０１６１】

結果

  ヒトＳｔｒａ６ＲＮＡ（ＤＮＡ１４８３８０－２８２７に相当する）は、対応

する正常ヒト大腸組織と比較した場合、ヒト大腸腫瘍組織中で強い過剰発現を示

す。Ｆｉｇ．１１に示すように、同一の患者由来の対応する正常結腸直腸粘膜由

来のＲＮＡと比較して、ヒトＳｔｒａ６ＲＮＡ（ＤＮＡ１４８３８０－２８２７

に相当する）は調べられた１４のヒト腫瘍大腸組織全てにおいて過剰発現してい

ることが見いだされた。過剰発現は、２－及び１７０－倍の間で変動し、１４腫

瘍組織サンプル中７つが少なくとも約１０－倍であった。定量的ＰＣＲによって

得られたサイクル閾値は、多くの正常粘膜サンプル中において、Ｓｔｒａ６ｍＲ

ＮＡレベルが非常に低いか又はおそらく存在していないことを示した。

  第二の検出方法として、定量的ＰＣＲ反応（各４０サイクル）が完了した後に

得られる産物をポリアクリルアミドで電気泳動を行い、エチジウムブロマイド染

色によって視覚化した。Ｆｉｇ．１２Ａで示すように、標準としてハウスキーピ
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ング遺伝子、グリセルアルデヒド－３－デヒドロゲナーゼリン酸（ＧＡＰＤＨ）

の発現を使用し、正常な対応サンプルと比較した腫瘍サンプル中において、Ｓｔ

ｒａ６ｍＲＮＡから実質的により多くの量のＰＣＲ産物が生産された。これに対

して、内部コントロールＧＡＰＤＨｍＲＮＡ由来の産物の比較可能なレベルは、

全てのサンプルから生産された。

  大腸腺癌中のＳｔｒａ６の発現は、以下のように実施されたインサイツハイブ

リダイゼーション（ＩＳＨ）によって、上皮腫瘍細胞に対して局在化された。３

２Ｐ標識化センス及びアンチセンスリボプローブは、ＤＮＡ１４８３８０－２８

２７によってコードされるヒトＳｔｒａ６ポリペプチドのコード化配列であるヌ

クレオチド４３２-１２４７に相当する８７４ｂｐＰＣＲ産物から転写された。

ホルマリン固定、パラフィン包埋組織切片は、既述に従い処理された（Pennica

等, Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:14717-22 [1998]）。結果はＦｉｇ．１２Ｂ

に示される。

  Ｆｉｇ．１３に示されるように、ヒトＳｔｒａ６ＲＮＡ（ＤＮＡ１４８３８０

－２８２７に相当する）は、種々の乳房、腎臓、大腸及び肺腫瘍細胞株において

も有意に過剰発現されている。「相対的ＲＮＡ発現」とは、正常及び腫瘍組織中

におけるＲＮＡ発現は、任意に選択された標準細胞株ＳＷ４８０における発現を

比較して示されることを意味する。

      【０１６２】

  種々の腫瘍切片において得られるインサイツハイブリダイゼーションの結果は

、Ｆｉｇ．１６にも示される。大腸腺癌以外の幾つかの腫瘍タイプも高レベルの

Ｓｔｒａ６発現を示した。これらには、３つのメラノーマのうちの３つ（Ｆｉｇ

．１６Ａ及びＢ）、４つの子宮内膜腺癌のうち３つ（Ｆｉｇ．１６Ｃ及びＤ）、

３つの卵巣腺癌のうち２つ、及び腎臓のウィルムス腫瘍（Ｆｉｇ．１６Ｅ及びＦ

）が含まれた。これらの種々の腫瘍におけるＳｔｒａ６のインサイツハイブリダ

イゼーションシグナルは、正常腎臓及び子宮において比較的高い発現レベルを示

し、正常大腸においては低いレベルを示すデータと一致して、大腸腺癌よりもか

なり高かった。Ｓｔｒａ６は正常副腎髄質中で検出されるため、この組織由来の

腫瘍である２つのクロム親和細胞腫も調べた。これらの腫瘍において、Ｓｔｒａ
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６の発現は本研究において調べられた他の如何なる腫瘍又は組織の発現をも凌駕

した（Figures 16G及びH）。Ｓｔｒａ６は正常腎臓において検出され、ウィルム

ス腫瘍において強く発現されたが、腎細胞癌中には検出されなかった。腎臓移行

上皮癌において、腫瘍上皮細胞よりむしろ腫瘍関連間質細胞がＳｔｒａ６を発現

した（データは示さず）。

  ＰＲＯ１０２８２をコードするＤＮＡ１４８３８０－２８２７のｍＲＮＡは種

々の腫瘍並びに細胞株由来の多くの腫瘍において過剰発現されるので、腫瘍の形

成及び／又は成長に関連すると思われる。結果的に、ＤＮＡ１４８３８０－２８

２７（ＰＲＯ１０２８２）又はＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１によってコー

ドされるＰＲＯ１９５７８などの該タンパク質の他の天然発生変異体に対して指

向されたアンタゴニスト（例えば、抗体、有機及び無機小分子、Ｓｔｒａ６変異

体などのペプチド及びポリペプチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、癌

、特に、限定はしないが、大腸、肺、乳房、及び／又は腎臓癌の診断、予防及び

／又は治療において有用であると期待される。

  ＤＮＡ１４８３８０－２８２７（ＰＲＯ１０２８２）によってコードされるタ

ンパク質に対して作製された治療的抗体のようなアンタゴニストの有効性は、Ｐ

ＲＯ１０２８２をコードする遺伝子の発現を刺激する薬剤によって増強され得る

。例えば、９－シス－レチノイン酸又はオール－トランスレチノイン酸を用いた

ヒト結腸直腸癌細胞株の処理の結果、Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡ（Ｆｉｇ．１５）の発

現の劇的な増強が生じる。従って、適当なレチノイドと組合わせたＰＲＯ１０２

８２に対する治療的抗体による癌患者の治療は、抗体による腫瘍殺傷を増強する

ことが期待される。ＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１によってコードされるヒ

トのスプライシング変異体などの、種々の腫瘍において過剰発現される他の天然

Ｓｔｒａ６ポリペプチド対する抗体に対しても同じことが言えるであろう。

      【０１６３】

実施例１３

Ｗｎｔ-１及びレチノイドによるＳｔｒａ６の相乗的誘導

材料と方法

  細胞培養
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  Ｃ５７ＭＧ及びＣ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞は、１０％ウシ胎児血清、2mM L－

グルタミン、及び2.5μｇ／ｍｌピューロマイシン（Edge Biosystems）を添加し

たダルベッコ修正イーグル培地中で生育させた。テトラサイクリン応答Ｗｎｔ-

１発現を行うＣ５７ＭＧ細胞は、ピューロマイシンを含まず、400 μｇ／ｍｌG4

18（Gibco BRL）、100μｇ／ｍｌ ハイグロマイシンＢ（Gibco BRL）及び  50 

ｎｇ／ｍｌテトラサイクリンを添加した完全培地中で生育させた（Korinek等, M

ol. Cell Biol. 18:1248-56[1998]）。Ｗｎｔ-１誘導研究において、細胞はリン

酸緩衝化食塩水で洗浄し、テトラサイクリンを含まない培地中で１０，２４，４

８，７２及び９６時間培養し、その後回収した。０時間のコントロールのディッ

シュは、テトラサイクリンを含む培地中で一貫して維持した。全てのディッシュ

は、同時に回収し、全ＲＮＡは各時点において抽出した。ＲＴ－ＰＣＲは、Ｗｎ

ｔ-１、Ｓｔｒａ６及びＧＡＰＤＨ特異的なプライマー及びプローブを用い、各

サンプルからの100 ngの全ＲＮＡに対して実施した。

  ヒト大腸腺癌細胞株ＨＣＴ１１６及びＷｉＤｒ細胞は、アメリカンタイプカル

チャーコレクションから入手した。ＨＣＴ１１６細胞はMcCoy's 5A培地中、10 %

ウシ胎児血清（ FBS）を添加して維持した。ＷｉＤｒ細胞は、10 % FBSを添加し

たダルベッコ最小必須培地（ＤＭＥＭ）中で維持した。レチノイン酸誘導研究に

おいて、細胞は、２．５ｍｌの培地を含む６０ｍｍディッシュあたり１０５細胞

でプレートし、２４時間生育させた。細胞はビタミンＤ３、オール－トランス－

ＲＡ（Spectrum Laboratory Products）、又は９－シス－ＲＡ（Toronto Resear

ch Chemicals Inc.）(ＤＭＳＯ中、１μＭの最終濃度)で表示した時間に処理し

た。コントロール細胞は等量のＤＭＳＯで処理した。

  Ｃ５７ＭＧ／親細胞をＷｎｔ－３ａの条件培地で処理する場合、細胞は１μＭ

 ９－シス－ＲＡの存在下又は非存在下においてＬ細胞又はＬ－Ｗ３Ａ細胞由来

の標準又は条件培地中でインキュベートした。条件培地は、既述に従い調製した

（Willert等, Genes Dev. 13:1768-73[1999]）。４８時間後、細胞は、フッ化ナ

トリウム、バナジン酸塩を含むＰＢＳ中に掻き取って回収し、液体窒素中で急速

凍結させた。ＲＮＡはRNAeasyキット（Qiagen）を用い、取り扱い説明書に従っ

てカラム上でDNaseI処理を更に行って調製した。
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      【０１６４】

  ウェスタンブロッティング

  Ｃ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１ＴＥＴ細胞株の場合、Ｗｎｔ-１の発現は、テトラサイ

クリンの非存在下において０，２４，４８，又は７２時間細胞を培養することに

よって誘導した。細胞はTriton X-100溶解バッファー[20 mM tris-HCl(pH8.0), 

137 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM EGTA, 10 % glycerol, 1.5 mM MgCl2, 1

 mM dithiothreitol, 1 mM バナジン酸ナトリウム, 50 mM フッ化ナトリウム, 

及び完全プロテアーゼインヒビターカクテル(Boehringer Mannheim)中で溶解さ

せ、タンパク質等価物はＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、イムノブロッティングされ

た。ブロットは、β－カテニン（Rubinfeld等, Science 262:1731-1734[1993]）

に対する0.2 μg/ml アフィニティー生成したウサギポリクローナル抗体、0.1μ

g/ml抗-ERK2モノクローナル抗体（Transduction Laboratories）、又は1:2000の

RARγ-1に対する抗血清 (Affinity Bioreagents)と共にインキュベートした。Ｗ

ｉＤｒ細胞株の場合、細胞は1μM オール－トランス－ＲＡで、４８時間処理し

、その後TritonX-100溶解バッファー中で溶解させ、上述のように処理した。ブ

ロットは、1:50抗-Ｓｔｒａ６ペプチドＢモノクローナルハイブリドーマ培養上

清（クローン12F4.2H9.1D5）と共にインキュベートした。

  免疫組織化学

  ＷｉＤｒは９－シス－レチノイン酸又はＤＭＳＯで処理し、その後剥がして、

低速遠心により沈殿に回収した。細胞沈殿物は、10 % 中和緩衝化ホルマリン中

で一晩固定し、脱水し、パラフィン中に包埋した。免疫組織化学は、抗-Ｓｔｒ

ａ６ペプチドＢモノクローナルハイブリドーマ培養上清（クローン12F4.2H9.1D5

）又は非特異的マウスアイソタイプＩｇＧ２Ａを一次抗体として用いて実施し、

その後、既述(Eberhard等, Am. J. Pathol. 145:640-9[1994])に従い、色素原（

Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories）としてジアミノベンチジンを用

いてアビジン-ビオチン複合体を使用した検出を行った。切片はヘマトキシリン

で対比染色した。

  Ｗｎｔ-１トランスジェニックマウス

  乳腺中でＷｎｔ-１プロトオンコジンを発現するトランスジェニックマウスは
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、典型的には該組織中において過形成性傷害及び発達性腫瘍を示す（Tsukamoto

等, Cell 55:619-625[1988]）。これらのマウスは、以下の実験において使用さ

れた。

      【０１６５】

結果

  Easwaran等は、以前、MCF-7細胞を変異体β－カテニン、及びレチノイドで同

時形質移入させたとき、合成レチノイン酸応答レポーター遺伝子の増強された活

性を報告した（Easwaran等, Curr. Biol. 9:1415-1418[1999]）。レチノイン酸

誘導遺伝子としてＳｔｒａ６が元々同定された（Bouillet等, Mech Dev. 63:173

-186[1997]）ことを併せて考慮すると、レチノイン酸はＣ５７ＭＧ細胞株におい

てＳｔｒａ６のレベルを増加させるためにＷｎｔ-１と共同するのか否か疑問が

生じた。Ｃ５７ＭＧ親株の９－シス－ＲＡ又はオール－ＲＡ（ＡＴＲＡ）による

４８時間の処理により、Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡのレベルは顕著に増大したが、ＤＭ

ＳＯ又はビタミンＤ３は影響を及ぼさなかった（Ｆｉｇ．１７Ａ）。予想したよ

うに、ＤＭＳＯ又はビタミンＤ３のいずれかによるＣ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞

の処理によって、親細胞株と比較して増大したＳｔｒａ６ｍＲＮＡのレベルを示

した。Ｗｎｔ-１によるＳｔｒａ６誘導のレベルは、９－シス－ＲＡによるＣ５

７ＭＧ親細胞の刺激において観察されたレベルに匹敵するものであった。しかし

、Ｃ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞株の９－シス－ＲＡによる処理は、無処理のＣ５

７ＭＧ／Ｗｎｔ-１又は９－シス－ＲＡで処理したＣ５７ＭＧ親細胞と比較して

Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡに対して更に１０倍の増大を誘導した。同様の結果はオール

－トランス－ＲＡに関しても得られた。

  Ｗｎｔ-１発現に無関係ではあるが、Ｃ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞株における潜

在的なクローンの多様性は、親のコントロール細胞と比較したレチノイン酸に対

する異なる応答の原因である可能性があった。この点を解決するために、９－シ

ス－ＲＡの存在下又は非存在下において可溶性Ｗｎｔ－３ａによる刺激に対する

Ｃ５７ＭＧ親細胞の応答をテストした。Ｗｎｔ－３ａは、Ｗｎｔ-１と同様のト

ランスフォーミング特性を示すＷｎｔ-１ホモログであり、マウスＬ細胞中で可

溶性リガンドとして生産される。Ｗｎｔ－３ａを発現する培養Ｌ細胞由来であっ
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て、コントロールのＬ細胞由来ではない条件培地は、Ｃ５７ＭＧ細胞中における

Ｓｔｒａ６の発現を誘導した（Ｆｉｇ．１７Ｂ）。僅かに高いレベルの誘導が９

－シス－ＲＡによるＣ５７ＭＧ細胞の処理において観察された。しかし、９－シ

ス－ＲＡとＷｎｔ－３ａを組合せた結果、いずれかの薬剤単独の場合に認められ

たレベルを遙かに凌ぐＳｔｒａ６転写物のレベルになった。

      【０１６６】

  レチノイン酸で処理したＣ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞におけるＳｔｒａ６の誘

導が、増大したβ－カテニンのレベルによって増強されたのであれば、その結果

、β－カテニン又はＡＰＣの何れかに変異を含むヒト大腸癌細胞中でレチノイン

酸に応答して、Ｓｔｒａ６の同様な誘導が期待できる。このようなことが起きる

かどうか決定するために、Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡレベルが、ＨＣＴ１１６細胞中に

おいてβ－カテニンにおける変異の活性化を引き起こし、ＷｉＤｒ細胞において

野生型ＡＰＣの両コピーを欠失させるレチノイン酸処理の前後において測定され

た。両方の細胞株において、Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡレベルの有意な増加が、ＤＭＳ

Ｏ又はビタミンＤ３に比べてＡＴＲＡ又は９－シス－ＲＡによる処理によって認

められた（Ｆｉｇ．１７Ｃ）。ＨＣＴ１１６細胞株におけるＡＴＲＡによるＳｔ

ｒａ６遺伝子の活性化は、インサイツハイブリダイゼーションによって確認され

た（Ｆｉｇ．１７Ｄ）。ＡＴＲＡで処理されたＷｉＤｒ細胞における予想される

７３ｋＤａＳｔｒａ６タンパク質のバンドの誘導は、Ｓｔｒａ６特異的なモノク

ローナル抗体を用いたウェスタンブロット分析によって検出された（Ｆｉｇ．１

７Ｅ）。ＷｉＤｒ細胞の免疫組織化学分析によって、レチノイン酸に応答したＳ

ｔｒａ６タンパク質の増加が原形質膜に局在化することが明らかとなった（Ｆｉ

ｇ．１７Ｆ）。

  ＲＡＲγ遺伝子は、アフリカツメガエルの胚においてＷｎｔシグナルに対する

ターゲットとして提言されており、レチノイン酸によるＳｔｒａ６の誘導はレチ

ノイン酸レセプターのサブタイプの存在に依存することが示された（McGrew等, 

Mech. Dev. 87:21-32[1999]；Taneja等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:7854-

8[1995]）。併せて考えると、これらの知見は、Ｗｎｔ及びレチノイドによるＳ

ｔｒａ６の相乗的な活性化がＷｎｔシグナルによるＲＡＲγ発現の活性化による
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ことを示唆する。Ｗｎｔ-１シグナリングが哺乳類細胞におけるＲＡＲγのレベ

ルに対して何らかの影響を及ぼすかどうか決定するために、条件的にＷｎｔ-１

を発現するＣ５７ＭＧ細胞から調製した溶解物についてレセプターに関してウェ

スタンブロットを実施した。Ｗｎｔ-１の発現において、ＲＡＲγ-１に特異的な

抗体と反応し、見かけの分子量６４ｋＤａに移動するタンパク質が２４時間後に

誘導され、その発現は４８時間後には増大した（Ｆｉｇ．１８Ａ）。また、Ｗｎ

ｔ-１トランスジェニックマウスから得られる過形成性乳腺及び乳腺腫瘍も分析

し、正常乳腺と比較してこれらの組織においてＲＡＲγｍＲＮＡの上昇したレベ

ルを検出した（Ｆｉｇ．１８Ｂ）。１９の腺癌から単離した同じ量のＲＮＡ中に

存在するＲＡＲγのレベルを定量的ＰＣＲによって評価した。特に、ＲＡＲγｍ

ＲＮＡ発現は、正常ヒト大腸組織と比較して検査されたヒト大腸腫瘍の１９のう

ち１４（７４％）においておよそ２－４倍増大した（Ｆｉｇ．１８Ｃ）。これら

の結果は、Ｗｎｔ-１シグナルがＲＡＲγの発現を促進し、Ｗｎｔ-１経路によっ

て動かされる該レセプターがマウス及びヒトの腫瘍において上昇することを示す

。

      【０１６７】

実験的知見の考察

  遺伝子発現の解明によるアプローチは、ｍＲＮＡ転写物の公平な検出に基づく

もので、その結果、遺伝子の活性化を生じるメカニズムへの予期せぬ見識を導く

ことも可能である。ここで、Ｗｎｔ-１がレチノイン酸応答遺伝子であるＳｔｒ

ａ６の誘導を促進したことが示されたが、このことはＷｎｔ及びレチノイン酸に

よって導出されるシグナル経路間の関係を示唆する。この関係は、Ｗｎｔ及びレ

チノイン酸の組合せによるＳｔｒａ６の相乗的な誘導を示すことによってさらに

指示された。この相乗作用の原因となる３つの選択可能な説明が存在する：ｉ）

ＴＣＬ／ＬＥＦｓのようなＷｎｔに対し直接応答する転写因子はＳｔｒａ６遺伝

子のプロモーターエレメントに結合し、活性化し得る；ｉｉ）Ｗｎｔ経路におけ

るシグナル構成要素は、適当なレチノイン酸レセプター（ＲＡＲ）と直接相互作

用し、ＲＡＲを介した遺伝子発現を増強し得る；又はｉｉｉ）Ｗｎｔ-１による

シグナルは適当なＲＡＲの発現を活性化し、その結果、細胞をレチノイン酸に対
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して感作させることができる。この最後の提言は、ここに提示されたデータがＷ

ｎｔ-１シグナルは速やかにＲＡＲγレセプターの発現を誘導することを示すの

で好ましいものであるが、本発明は作用に関する如何なる特定の理論又はメカニ

ズムによっても限定されない。

  これまでの研究により、ＲＡＲγ遺伝子の特異的破壊はレチノイドによるＳｔ

ｒａ６遺伝子の誘導を顕著に減少させたことが示されている（Taneja等, 上掲）

。しかしながら、ＲＡＲγのＷｎｔ-１誘導による発現とは別のメカニズムも観

察された相乗作用に貢献している可能性もまだある。β－カテニンがレチノイン

酸レセプターに結合するという提言は魅力的ではあるが、我々の細胞株において

内在性ＲＡＲγとβ－カテニンとの特異的な如何なる関係をも観察していない。

しかし、β－カテニンのＲＡＲγへの結合は、インヴィトロで示されたように（

Easwaran等, 1999, 上掲）、Ｗｎｔ-１によるＳｔｒａ６の活性化に関係する可

能性がある。ＲＡＲγを持たないトランスジェニック動物におけるＳｔｒａ６の

発現パターンは、野生型の同腹仔で観察される場合よりも広範囲に及び、レチノ

イン酸によるＳｔｒａ６の誘導はコントロールと比較してヌルの動物に由来する

細胞において増強された（Bouillet等, 1997, 上掲；Taneja等, 1995, 上掲）。

従って、ＲＡＲγはＳｔｒａ６の発現に対し阻害的であり、β－カテニンがＲＡ

Ｒγの機能を阻害するならば、Ｗｎｔ-１によるβ－カテニンの活性化はこの阻

害を潜在的に軽減させる可能性がある。

      【０１６８】

  Ｗｎｔ-１シグナルによるレチノイン酸応答遺伝子の相乗的誘導により、Ｗｎ

ｔ-１経路における遺伝的欠損を隠すヒトの癌はＳｔｒａ６の過剰発現を呈する

ということが暗示される。大部分の結腸直腸腫瘍はＡＰＣ腫瘍サプレッサー又は

β－カテニンのいずれかをコードする遺伝子に変異を持ち（Polakis, Curr. Opi

n. Genet. Dev. 9:15-21 [1999]）、従って、１４の結腸直腸腫瘍のうち１４に

おいて対応する正常組織と比較した場合、Ｓｔｒａ６転写物の過剰発現を検出し

ている（実施例１２を参照のこと）。β－カテニンにおける変異の活性化は、卵

巣及び子宮内膜の癌、ウィルムス腎臓腫瘍及びメラノーマにおいても同定されて

おり、このことはＷｎｔ-１シグナルにおける欠損がこれらの癌の進行に貢献す
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ることを示す（Kobayashi等, Jpn. J. Cancer Res. 90:55-9[1999]；Koesters等

, Cancer Res. 59:3880-2[1999]；Palacios及びHamallo, Cancer Res. 58:1344-

7[1998]；Rimm等, Am. J. Pathol. 154:325-9[1999]；Rubinfeld等, Science 26

2:1731-1734[1993]；Wright等, Int. J. Cancer 82:625-9[1999]）。これらのヒ

トの癌の４つ全てにおいて、インサイツハイブリダイゼーションによって決定さ

れるように（実施例１２を参照のこと）Ｓｔｒａ６ｍＲＮＡの過剰発現が示され

た。副腎髄質由来の腫瘍であるクロム親和性細胞腫は、非常に高レベルＳｔｒａ

６ｍＲＮＡを示すが、Ｗｎｔ-１シグナル経路における変異に関するこれらの腫

瘍の状態は報告されていない。メラノーマ及びクロム親和性細胞腫を生じさせる

細胞型は、神経冠由来の発生学的派生を共通に有するということは興味深いこと

である。特に、腎臓のウィルムス腫瘍、クロム親和性細胞腫、及び子宮体癌は全

てＳｔｒａ６が正常に発現される器官において発症する。このことは、Ｗｎｔ-

１経路によって動かされるような腫瘍化シグナルは、分化の原因であるシグナル

と相互作用し、これによりＳｔｒａ６の発現を過剰に活性化することを示唆する

。

  ヒトＳｔｒａ６タンパク質に特異的なモノクローナル抗体による結腸直腸癌細

胞の染色によって決定されるように、ヒトのＳｔｒａ６タンパク質は細胞表面に

存在する。さらに、細胞膜において観察される染色強度は、レチノイン酸による

細胞の処理の後増大した。従って、Ｓｔｒａ６は細胞表面に局在する多段階膜貫

通タンパク質をコードする様である。

      【０１６９】

材料の寄託

  次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション,10801 Universit

y Blvd., Manassas, Virginia20110-2209, USA(ATCC)に寄託した：

材料                    ATCC寄託番号            寄託日

DNA148380-2827         ＰＴＡ-１１８１        ２０００年１月１１日

DNA148389-2827-1        ＰＴＡ-１４０２        ２０００年２月２３日

  これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペス

ト条約及びその規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の
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日付から３０年間、寄託の生存可能な培養が維持されることを保証するものであ

る。寄託物はブダペスト条約の条項に従い、またジェネンテク社とATCCとの間の

合意に従い、ATCCから入手することができ、これは、どれが最初であろうとも、

関連した米国特許の発行時又は任意の米国又は外国特許出願の公開時に、寄託培

養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とすることを保証し、米国特許法第12

2条35U.S.C.及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号886OG638の37CFR第1.1

4条を含む)に従って権利を有すると米国特許庁長官が決定した者に後代を入手可

能とすることを保証するものである。

  本出願の譲受人は、寄託した培養物が、適切な条件下で培養されていた場合に

死亡もしくは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のものと即座

に取り替えることに同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従いあらゆる

政府の権限下で認められた権利に違反して、本発明を実施するライセンスである

とみなされるものではない。

  上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十

分であると考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として

意図されており、機能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため

、寄託された作成物により、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの

物質の寄託は、文書による説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側

面の実施を可能にするために不十分であることを認めるものではないし、それが

表す特定の例証に対して請求の範囲を制限するものと解釈されるものでもない。

実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に改変することは、前記

の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の請求の範囲内に入るも

のである。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  Ｆｉｇ．１は天然配列ＰＲＯ１０２８２をコードするヌクレオチ

ド配列（ヌクレオチド１－２７３２）を含むｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列

番号：１）を示し、該ヌクレオチド配列（配列番号：１）は、ここでは「ＤＮＡ

１４８３８０－２８２７」と称されるクローンである。また、太文字で示され、

下線のある位置は、それぞれ開始及び終止コドンの位置である。

    【図２】  Ｆｉｇ．２は配列番号：１のコード化配列に由来する天然配列Ｐ

ＲＯ１０２８２ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：２）を示す。また、種
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々の他の重要なポリペプチドドメインのおおよその位置も示す。

    【図３】  Ｆｉｇ．３Ａ－Ｂは、ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプロ

グラムを用いて％アミノ酸配列同一性（Ｆｉｇ．３Ａ－Ｂ）を決定するための以

下に記述される方法を使用するために仮想的な例示を示すが、「ＰＲＯ」は対象

である仮想上のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「比較タ

ンパク質」は対象の「ＰＲＯ」ポリペプチドが比較されるポリペプチドのアミノ

酸配列を表し、「ＰＲＯ－ＤＮＡ」は対象である仮想上のＰＲＯ１０２８２コー

ド化核酸配列ポリペプチドを表し、「比較ＤＮＡ」は対象の「ＰＲＯ－ＤＮＡ」

核酸分子が比較される核酸分子のヌクレオチド配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び

「Ｚ」はそれぞれ異なる仮想的なアミノ酸残基を表し、「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ

」はそれぞれ異なる仮想的なヌクレオチドを表す。

    【図４】  図３に同じ。

    【図５】  Ｆｉｇ．３Ｃ－Ｄは、ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプロ

グラムを用いて％核酸配列同一性（Ｆｉｇ．３Ｃ－Ｄ）を決定するための以下に

記述される方法を使用するために仮想的な例示を示すが、「ＰＲＯ」は対象であ

る仮想上のＰＲＯ１０２８２ポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「比較タンパ

ク質」は対象の「ＰＲＯ」ポリペプチドが比較されるポリペプチドのアミノ酸配

列を表し、「ＰＲＯ－ＤＮＡ」は対象である仮想上のＰＲＯ１０２８２コード化

核酸配列ポリペプチドを表し、「比較ＤＮＡ」は対象の「ＰＲＯ－ＤＮＡ」核酸

分子が比較される核酸分子のヌクレオチド配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ

」はそれぞれ異なる仮想的なアミノ酸残基を表し、「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」は

それぞれ異なる仮想的なヌクレオチドを表す。

    【図６】  図５に同じ。

    【図７】  Ｆｉｇ．４Ａ－Ｑは、ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプロ

グラムのための完全なソースコードを提供する。このソースコードはＡＬＩＧＮ

－２配列比較コンピュータプログラムを提供するためのＵＮＩＸ（登録商標）オ

ペレーティングシステム上での使用のために通常コンパイルされる。

    【図８】  図７に同じ。

    【図９】  図７に同じ。
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    【図１０】  図７に同じ。

    【図１１】  図７に同じ。

    【図１２】  図７に同じ。

    【図１３】  図７に同じ。

    【図１４】  図７に同じ。

    【図１５】  図７に同じ。

    【図１６】  図７に同じ。

    【図１７】  図７に同じ。

    【図１８】  図７に同じ。

    【図１９】  図７に同じ。

    【図２０】  図７に同じ。

    【図２１】  図７に同じ。

    【図２２】  図７に同じ。

    【図２３】  図７に同じ。

    【図２４】  Ｆｉｇ．５は、ここでＤＮＡ１０００３８（配列番号：３）と

称されるヌクレオチド配列を示す。

    【図２５】  Ｆｉｇ．６は、天然配列ヒトＳｔｒａ６ポリペプチド変異体を

コードするヌクレオチド配列（ヌクレオチド１－２７７８）を含むｃＤＮＡのヌ

クレオチド配列（配列番号：４）を示すが、該ヌクレオチド配列（配列番号：４

）はここで「ＤＮＡ１４８３８９－２８２７-１」と称されるクローンである。

また、太文字で示され、下線のある位置は、それぞれ開始及び終止コドンの位置

である。

    【図２６】  Ｆｉｇ．７は、配列番号：４のコード化配列に由来する天然配

列ヒトＳｔｒａ６ポリペプチド変異体のアミノ酸配列（配列番号：５）を示す。

また、種々の他の重要なポリペプチドドメインのおおよその位置も示す。

    【図２７】  Ｆｉｇ．８は、マウスＳｔｒａ６、及びＤＮＡ１４８３８０－

２８２７（天然ヒトＰＲＯ１０２８２）によってコードされるヒトＳｔｒａ６タ

ンパク質の模式図である。

    【図２８】  Ｆｉｇ．９は、ＤＮＡ１４８３８０－２８２７（天然ヒトＰＲ
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Ｏ１０２８２）によってコードされる天然配列ヒトＳｔｒａ６タンパク質の疎水

性プロットを示す。

    【図２９】  Ｆｉｇ．１０は、種々の正常ヒト組織においてＤＮＡ１４８３

８０－２８２７によってコードされる天然配列ヒトＳｔｒａ６タンパク質に関す

る相対的なＲＮＡ発現プロフィールを示す。

    【図３０】  Ｆｉｇ．１１は、定量的ＰＣＲによってアッセイされた、ヒト

大腸腫瘍組織においてＤＮＡ１４８３８０－２８２７によってコードされる天然

配列ヒトＳｔｒａ６タンパク質の発現を同じ患者由来の正常粘膜におけるＲＮＡ

発現と比較したＲＮＡ発現倍率を示す。データは、３回行われた１の実験からの

ものである。実験はＰＣＲプライマーの異なるセットを用いて少なくとも２回繰

り返された。

    【図３１】  Ｆｉｇ．１２Ａは、コントロールとしてハウスキーピング遺伝

子である、ＧＡＰＤＨを用いて、同一の患者に由来する正常粘膜でのＲＮＡ発現

と比較したヒト大腸腫瘍組織におけるＤＮＡ１４８３８０－２８２７によってコ

ードされる天然配列ヒトＳｔｒａ６タンパク質に関するＲＮＡ発現を示す。

    【図３２】  Ｆｉｇ．１２Ｂは、インサイツハイブリダイゼーションによる

大腸腺癌における上皮腫瘍細胞に対するＳｔｒａ６の局在化を示す。

    【図３３】  Ｆｉｇ．１３は、対応する正常細胞株と比較した、ヒトの乳房

、腎臓、大腸及び肺癌細胞株におけるＤＮＡ１４８３８０－２８２７でコードさ

れる天然ヒトＳｔｒａ６タンパク質に関するＲＮＡ発現を示す。

    【図３４】  Ｆｉｇ．１４は、ＤＮＡ１４８３８０－２８２７によってコー

ドされる天然配列ヒトＳｔｒａ６タンパク質由来のペプチドの大腸菌内での発現

を示す。

    【図３５】  Ｆｉｇ．１５は、オール－トランス－レチノイン酸（ＡＴＲＡ

）及び９－シス－レチノイン酸（９ｃＲＡ）各々の存在下及び非存在下における

ヒト大腸腺癌細胞中のＳｔｒａ６ＲＮＡ発現を示す。

    【図３６】  Ｆｉｇ．１６。腫瘍切片中におけるＳｔｒａ６に対するインサ

イツハイブリダイゼーション。銀粒子を示す暗視野像（Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ）が、対

応するヘマトキシリン／エオシン染色の明視野像（Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ）と共に示さ
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れる。中程度の密度の銀粒子が腫瘍細胞上に存在するが、悪性のメラノーマの血

管には存在しない（Ａ，Ｂ）。腫瘍性上皮における子宮内膜腺癌は中程度に標識

されるが、腫瘍性間質ネガティブである（Ｃ，Ｄ）。ウィルムス腫瘍の芽体領域

は高い発現レベルを示すが、腫瘍間質はネガティブである（Ｅ，Ｆ）。クロム親

和性細胞腫は非常に高いＳｔｒａ６ｍＲＮＡ発現を示すが、隣接する正常副腎は

ネガティブである（Ｇ，Ｈ）。スケールバー＝１００ミクロン

    【図３７】  Ｆｉｇ．１７。（Ａ）Ｃ５７ＭＧ／親及びＣ５７ＭＧ／Ｗｎｔ

-１細胞における９－シス－ＲＡ又はオール－トランス－ＲＡに応答したＳｔｒ

ａ６ｍＲＮＡ発現の誘導がＦｉｇ１７に示される。（Ｂ）Ｗｎｔ－３Ａ条件培地

及び９－シス－ＲＡに応答したＣ５７ＭＧ／親細胞におけるＳｔｒａ６ｍＲＮＡ

発現の誘導（Ｃ）ＨＣＴ１１６及びＷｉＤｒ大腸腺癌細胞におけるレチノイン酸

処理後のＳｔｒａ６ｍＲＮＡ発現の誘導。（Ｄ）レチノイン酸処理前（上のパネ

ル）、処理後（下のパネル）における、ＨＣＴ１１６細胞中でのインサイツハイ

ブリダイゼーションによるＳｔｒａ６発現を示す暗視野像。（Ｅ）ヒトＳｔｒａ

６ペプチドＢに対して作製されたモノクローナル抗体を用いたウェスタンブロッ

トによって視覚化されたレチノイン酸処理前（－ＲＡ）及び処理後（＋ＲＡ）の

ＷｉＤｒ細胞におけるＳｔｒａ６タンパク質発現。（Ｆ）レチノイン酸で未処理

（左のパネル）又は処理（右のパネル）されたＷｉＤｒ細胞におけるＳｔｒａ６

の膜局在化。免疫組織化学は抗－ヒトＳｔｒａ６ペプチドＢモノクローナルハイ

ブリドーマ培養上清（クローン12F4.2H9.1D5）を用いて行われた。Ａ－Ｆに示さ

れる実験に関し、細胞は４８時間レチノイン酸で処理された。定量的ＰＣＲ反応

（各４０サイクル）の完了後に得られたＳｔｒａ６産物は各グラフＡ－Ｃの下に

示される。

      【図３８】  Ｆｉｇ．１８。（Ａ）Ｗｎｔ-１はＲＡＲγ-１の発現を誘導

する。０，２４，４８，又は７２時間のテトラサイクリン非存在下において、テ

トラサイクリンで抑止されるＣ５７ＭＧ／Ｗｎｔ-１細胞由来の全細胞抽出物の

タンパク質等価物含量がＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動され、ＲＡＲγ-１及びＥＲＫ

２に対してイムノブロットされた。（Ｂ）Ｗｎｔ-１トランスジェニックマウス

由来の過形成性乳腺及び乳腺腫瘍におけるＲＡＲγ-１ｍＲＮＡ発現。ｍＲＮＡ
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発現は定量的ＲＴ－ＰＣＲによって決定され、データは野生型乳腺中でのｍＲＮ

Ａ発現と比較した発現倍率として表示される。

【図１】
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