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(57)【要約】
樹状細胞（ＤＣ）遺伝子と、ポリペプチドと、ＤＣポリ
ペプチドに対するアゴニスト（アンタゴニスト）である
化合物の同定におけるそれらの機能；およびＤＣポリペ
プチドに対するアゴニスト（アンタゴニスト）。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  －配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードする

ＤＣＥＰＲ遺伝子；

－配列番号６または配列番号８のポリペプチドをコードするＤＣＴＭＦ遺伝子；

－配列番号１０のポリペプチドをコードするＤＣＰＬＤ遺伝子；

－配列番号１２、配列番号１４、または配列番号１６のポリペプチドをコードす

るＤＣＩＧＲ遺伝子；

－配列番号１８のポリペプチドをコードするＤＣＬＹＲ遺伝子；または

－配列番号２０または配列番号２２のポリペプチドをコードするＤＣＬＥＣ遺伝

子である、単離された遺伝子；または、

－配列番号４のポリペプチドをコードするＤＣＥＰＲ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号８のポリペプチドをコードするＤＣＴＭＦ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号１４のポリペプチドをコードするＤＣＩＧＲ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号１６のポリペプチドをコードするＤＣＩＧＲ／SPLICE ２遺伝子；

－配列番号２２のポリペプチドをコードするＤＣＬＥＣ／SPLICE １遺伝子；

を含む、そのスプライシング変異体；または、単離された

－配列番号１のＤＣＥＰＲ遺伝子； 

－配列番号５のＤＣＴＭＦ遺伝子；

－配列番号９のＤＣＰＬＤ遺伝子；

－配列番号１１のＤＣＩＧＲ遺伝子；

－配列番号１７のＤＣＬＹＲ遺伝子；または

－配列番号１９のＤＣＬＥＣ遺伝子；

または

－配列番号３のＤＣＥＰＲ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号７のＤＣＴＭＦ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号１３のＤＣＩＧＲ／SPLICE １遺伝子；

－配列番号１５のＤＣＩＧＲ／SPLICE ２遺伝子；または

－配列番号２１のＤＣＬＥＣ／SPLICE １遺伝子；

を含む、そのスプライシング変異体。
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    【請求項２】  配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番

号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号

２０、または配列番号２２の、単離されたポリペプチド。

    【請求項３】  請求項１に記載の遺伝子を含むベクター

    【請求項４】  天然の環境から単離したＤＮＡまたはＲＮＡ分子を含む発現

系であって、該発現系またはその一部が、適合し得る宿主細胞内に存在する時に

、該発現系またはその一部が、請求項２に記載のポリペプチドを生産し得る発現

系。

    【請求項５】  請求項４に記載の発現系を含む、単離された宿主細胞。

    【請求項６】  宿主細胞が、適切な培養条件下で、請求項２に記載のポリペ

プチドを生産するように、請求項４に記載の発現系を伴った宿主細胞を形質転換

することによって、またはトランスフェクトすることによって、生産される組換

え宿主細胞。

    【請求項７】  樹状細胞から誘導される、単離されたリン脂質分解酵素。

    【請求項８】  疾患または疾患に対する感受性の診断キットであって、

ａ）請求項１に記載の遺伝子；

ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列

ｃ）請求項２に記載のポリペプチド；または

ｄ）請求項２に記載のポリペプチドに対する抗体；

を主な構成要素として含む、診断キット。

    【請求項９】  請求項２に記載のポリペプチドに対する抗体。

    【請求項１０】  哺乳類の宿主に導入した時に、該哺乳類において、請求項

２に記載のポリペプチドへの免疫応答を誘発する、免疫／ワクチン処方であって

、該組成物に、請求項２に記載のポリペプチド、または請求項１に記載の遺伝子

を含む免疫／ワクチン製剤（組成物）。

    【請求項１１】  請求項２に記載のポリペプチドの、アゴニストまたはアン

タゴニストを同定するスクリーニングアッセイであって、主な構成要素として、

ａ）請求項２に記載のポリペプチド；

ｂ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する組換え細胞；



(4) 特表２００３－５３０８３３

ｃ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）請求項２に記載のポリペプチドに対する抗体；

を含むスクリーニングアッセイ。

    【請求項１２】  請求項２に記載のポリペプチドのアゴニストまたはアンタ

ゴニストの同定方法であって、

Ａ）候補化合物と、

ａ）請求項２に記載のポリペプチド；

ｂ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）請求項２に記載のポリペプチドに対する抗体；

を接触させ；

Ｂ）ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかへの候補化合物の効果を決定し；

そして

Ｃ）段階Ｂで決定したアゴニストまたはアンタゴニストを選ぶ；

ことを含む同定方法。

    【請求項１３】  請求項２に記載のアンタゴニストまたはアゴニストであっ

て、下記の方法：

Ａ）候補化合物と、

ａ）請求項２に記載のポリペプチド；

ｂ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）請求項２に記載のポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）請求項２に記載のポリペプチドに対する抗体；

を接触させ；

Ｂ）ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかへの候補化合物の効果を決定し；そ

して

Ｃ）段階Ｂで決定したアゴニストまたはアンタゴニストを選ぶこと；

によって、提供し得ることを特徴とするアンタゴニストまたはアゴニスト。

    【請求項１４】  医薬として使用するための、請求項１３に記載のアンタゴ

ニストまたはアゴニスト。
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    【請求項１５】  医薬として使用するための、請求項２に記載のポリペプチ

ドの可溶形。

    【請求項１６】  薬学的に許容され得る賦形剤／担体と組み合わせた、請求

項１３に記載のアゴニストもしくはアンタゴニスト、または請求項２に記載のポ

リペプチドの可溶形を含む医薬組成物。

    【請求項１７】  異常状態の処置が必要な患者に、治療上有効な量の、請求

項１３に記載のアゴニストもしくはアンタゴニスト、または治療上有効な量の請

求項２に記載のポリペプチドの可溶形を投与することを含む、請求項１に記載の

遺伝子の発現過多と発現不足の両方に関する、または請求項２に記載のポリペプ

チドの過剰な活性と不十分な活性の両方に関する、異常状態の処置方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、新規の遺伝子、例えば、樹状細胞から単離された、相当するポリペ

プチド（たんぱく質）をコードしているポリヌクレオチドに関する。本発明はま

た、該ポリヌクレオチド、および／または該ポリペプチド（たんぱく質）の阻害

または活性化に関する。

      【０００２】

  樹状細胞（ＤＣ）は、初期の免疫応答および免疫寛容の誘発において、中心的

な役割を果たす白血球を与える抗原である。未分化状態において、ＤＣは、身体

の異なった組織に存在し、侵入した病原体から抗原を捕まえるための準備をして

いる。抗原を捕まえた後、ＤＣは、抗原の存在する細胞へと成熟し、リンパ組織

に移動して、Ｔ細胞を活性化する（Banchereau, M. and R. M. Steinman, Natur

e 329 [1998] 245-252）。例えば、皮膚に存在するランゲルハンス細胞（ＬＣ）

は、皮膚中で生産し得る、または皮膚を貫通し得る、様々な抗原を与えることが

示されている。接触超過敏性において、反応性のハプテンの局所的な適応症は、

ＬＣを活性化し、表皮から排出リンパ節に移動する。ＬＣは、選ばれたＴ細胞に

抗原を与える。

      【０００３】

  ＬＣとＴ細胞が接触している間に、ＬＣはＴ細胞に増殖とエフェクター細胞へ

の分化を誘発するシグナルとを提供する。Ｔ細胞のタイプと、細胞毒を含む相互

作用する分子の種類に依存して、規定Ｔ細胞とヘルパーＴ細胞が形成され得る。

ＤＣはまた、全種類のアポトーシス細胞を取りこむことが示され、従って自己抗

原への許容値の維持において重要な役割を果たし得る（Steinman, R. M. and K.

 Inaba, J. Leukoc. Biol. 66 [1999] 205-208）。ＤＣが、免疫応答の主な調整

剤として、原因または誘引となる疾患は、接触超過敏性もしくはアトピー性皮膚

炎のような慢性炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症性疾患、自己免疫疾患、または

移植拒否反応；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な要素が免疫抑制で

ある疾患または症候群のような、ＤＣに特異的に薬学的または医学的(iatrigeni

c)な干渉をするための標的となり得る。 
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      【０００４】

  樹状細胞は、末梢血から、ネガティブな選択によって、すなわち特異的なｍＡ

ｂでコートした磁気を帯びたビーズ上に捕捉するか、または例えば常法に従って

、パニングによって、単球（ＣＤ１４＋）、Ｔ－細胞（ＣＤ３＋）、Ｂ－細胞（

ＣＤ１９＋）、およびＮＫ－細胞（ＣＤ１６＋）から分離することによって単離

する。あるいは、樹状細胞は、例えば常法に従って、抗－ＣＤ１４ ｍＡｂでコ

ートしたビーズ上に捕まえることによって、末梢血から単離した単球から、 in 

vitro で分化させ得る。ＤＣのｃＤＮＡライブラリを作成し得、かつＤＣの遺伝

子発現パターンを、オリゴヌクレオチド・フィンガープリンティング、減数ハイ

ブリダイゼーション、またはＲＮＡプロファイリングのような、様々なハイブリ

ダイゼーション技術によって得、および常法に従って配列を得る。

      【０００５】

  単離したＤＣにおいて、遺伝子は現在、例えば表１に示した遺伝子が見出され

ている。例えば対立変異体を含む、表１で示したヌクレオチド配列；および／ま

たはそのスプライシング変異体；および／またはそのコンプリメント；および表

１で示したアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする遺伝子、またはそれ

と少なくとも８０％の相同性を有する遺伝子を有する。遺伝子のスプライシング

変異体は、表１で“Splice １”、および“Splice ２”と示す。

【表１】
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      【０００６】

  配列番号１のＤＣＥＰＲ遺伝子は、エンセファロプシン(encephalopsin)遺伝

子配列と関連するが、同一ではない（Blackshaw, S. and S. H. Snyder, J. Neu

roscience 19 [1999] 3681-3690, GenBank accession no. AF140242）。ＤＣＥ

ＰＲ遺伝子は、単離したＤＣ中で、配列番号３のヌクレオチド配列の一部を成す

スプライシング変異体、および配列番号４に示したアミノ酸配列を有するポリペ

プチドの一部をコードするスプライシング変異体、またはそれと少なくとも８０

％の相同性を有するスプライシング変異体として起こり得る。配列番号３のスプ

ライシング変異体は、配列番号１と同一であるが、ＧＡＡＡＧ（スプライシング

・ドナー）の部分がスプライシングされ、ヌクレオチド４２９から７４７が失わ

れている。

      【０００７】

  配列番号５のＤＣＴＭＦ遺伝子は、テトラスパニン（４ＴＭ）受容体のスーパ
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ーファミリーの新規のメンバーであり（Maecker, H. T., S. C. Todd と S. Lev

y, FASEB J. 11 [1997] 428-442）、配列番号６に示したアミノ酸配列を有する

たんぱく質をコードする。その最も密接な関連物が、ヒトのＣＤ２０たんぱく質

（SWISSPROT accession no. Q13963、２１３アミノ酸重複で２６．３％の同一性

）であり、そしてマウスのＦｃεＲＩのβ鎖（SWISSPROT accession no. P13386

、２００アミノ酸重複で３１．０％の同一性）である。近年のワ－キング・ドラ

フト配列（Genbank accession no. AC018966）によると、ＤＣＴＭＦ遺伝子は、

ＣＤ２０と、ＦｃεＲＩβと、他のこれらのファミリーを含む染色体１１上に位

置する（Adra, C. N. ら、Proc. Natl. Acad. Sci USA 91 [1994] 10178-52）。

配列番号６のＤＣＴＭＦポリペプチドは、４個の典型的なαへリックスの膜貫通

ドメイン（アミノ酸 ５２－７２、アミノ酸 ８５－１０５、アミノ酸 １１７－

１３７、アミノ酸 １８６－２０６）を含み、該ドメインはＣＤ２０やＦｃεＲ

Ｉβに対して保存度が高い。細胞質テールは共に、他のテトラスパニンの相当す

るドメイン全てと全く相同性を示さない。さらに、スプライシング変異体は、例

えば配列番号５のエクソンのヌクレオチド ５７８－６８１がない、配列番号７

（スプライシング部分のヌクレオチド ５７４）で見出される。相当するたんぱ

く質を配列番号８に示す。

      【０００８】

  配列番号９のＤＣＰＬＤ遺伝子は、新規のホスホリパーゼＤのファミリーの１

つである（Liscovitch, M. ら、Biochem. J. 345 [2000] 401-415）。相当する

アミノ酸配列は、配列番号１０に示す。その最も密接な関連物は、ヒトのＨＵ－

Ｋ４たんぱく質（SWISSPROT accession no. Q92853、４３７アミノ酸重複で４７

．１％の同一性）であり、そしてマウスの Schwannoma－補助たんぱく質ＳＡＭ

－９（SWISSPROT accession no. Ｏ35405、４３４アミノ酸重複で４７．９％の

同一性）である。 近年の working ドラフトゲノム配列（Genbank accession no

. AC013648）に従って、ＤＣＰＬＤをコードした領域は、６ｋｂ以内に位置する

９個のエクソンの間に配置されている。例えば異なるＮ末端またはＣ末端を有す

るたんぱく質を導く、ＤＣＰＬＤの遺伝子の代替のスプライシング生成物は、従

って形成される可能性がある。配列番号１０のＤＣＰＬＤたんぱく質は、典型的
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な [HxK (x) 4D (x) 6GSxN, アミノ酸 197-214] を１つと、ＨＵ－Ｋ４とＳＡＭ

－９に類似した典型的な [HxK (x) 4E (x) 5GxSN] ホスホリパーゼ D 活性部位

モチーフ (Stuckey, J. A. と J. E. Dixon, Nat. Struct. Biol. 6 [1999] 278

-284) を含む。配列番号１０のＤＣＰＬＤポリペプチドは、１つの典型的なαへ

リックスの膜貫通ドメイン (アミノ酸 16-36) を含み、従って、原形質膜と結合

し得る。しかし、ＤＣＰＬＤたんぱく質の代替のスプライシング細胞質変異体は

、存在し得る。

      【０００９】

  配列番号１２に示したたんぱく質をコードする、配列番号１１のＤＣＩＧＲ遺

伝子は、ＤＣＩＧＲとの相同性が、全て２４％から２７％の間を示す、ヒトのた

んぱく質ＳＬＡＭ（SWISSPROT accession no. Q13291）、２Ｂ４（SWISSPROT ac

cession no. Q9Y288）、ＣＤ８４（SWISSPROT accession no. Ｏ95660, Ｏ15430

）、およびＣＤ４８（SWISSPROT accession no. P09326）を含むタイプＩ膜受容

体の、ＣＤ２関連免疫グロブリンのスーパーファミリーの１つである。このファ

ミリーのたんぱく質は、抗原が起こした応答を強めるまたはおそらく阻害する、

重要な補助－刺激受容体（Tangye S. G. ら、Semin. Immunol. 12 [2000] 149-1

57）を含む。これらの補助－受容体とその同族のリガンドとの相互作用は、シグ

ナルを誘発し、結果として増殖を引き起こす。これらの共通の受容体と同種のリ

ガンドの間の相互作用は、増殖を起こすシグナル、サイトカイン分泌、および奏

効体細胞への分化を誘発し得る。配列番号１１のＤＣＩＧＲ遺伝子は、樹状細胞

中で代替のスプライシングを受けることが見出された、長い３'ＵＴＲ領域を示

す。それによって、変異体は、例えば配列番号１４および１６で示された、異な

るＣ末端ドメインを有するポリペプチドをコードする、配列番号１３および１５

などの変異体を生じる。

      【００１０】

  配列番号１８のたんぱく質をコードする、配列番号１７のＤＣＬＹＲ遺伝子は

、２個の免疫グロブリン様細胞外ドメインを有する受容体のＣＤ２様ファミリー

の、別の新規のメンバーである。これらのドメインはＬＹ－９（TREMBL accessi

on no. AAG14995、２０４アミノ酸重複で４０．２％の同一性）や、１９Ａたん
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ぱく質（TREMBL accession no. Q9NY08、２５９アミノ酸重複で３１．７％の同

一性）と、高い相同性を示す。ＤＣＩＧＲに類似した、ＤＣＬＹＲの３'ＵＴＲ

領域における代替のスプライシングは、異なる細胞質ドメインと同形に導かれ得

る。細胞質ドメイン中の多形態は、ＣＤ２様スーパーファミリーの幾つかの他の

メンバーのために記載され（Stepp S. E. et al., Eur. J. Immunol. 29 [1999]

 2392-9）、そして調節分子の相互作用に依存した、異なる情報伝達経路の活性

化を引き起こし得る。（Palou E. ら、Tissue Antigens 55 [2000] 118-127）。

      【００１１】

  配列番号２０のポリペプチドをコードする、配列番号１９のＤＣＬＥＣ遺伝子

は、先に記載されたＣタイプレクチン（Bates E. E. M.ら、J. Immunol. 163 [1

999] 1973-1983, SwissProt Accession No. CAB54001）と関連するが、同一では

ない。それは、特徴的なＮ末端細胞質ドメインを有する、タイプII膜貫通分であ

り、１個の膜貫通領域（配列番号２０における アミノ酸 26-46）と、細胞外Ｃ

タイプレクチン（配列番号２０における アミノ酸 114-211）を伴う。さらに、

代替のスプライシングを通じた、Ｎ末端細胞質の尾における可変性は、例えば配

列番号２１（スプライシング部位のヌクレオチド 15-20）と、相当する配列番号

２２におけるたんぱく質中に見出された。

      【００１２】

  １つの態様において、本発明は、

－配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするＤＣＥＰＲ遺伝子；

－配列番号６または配列番号８のポリペプチドをコードするＤＣＴＭＦ遺伝子；

－配列番号１０のポリペプチドをコードするＤＣＰＬＤ遺伝子；

－配列番号１２、配列番号１４、または配列番号１６のポリペプチドをコードす

るＤＣＩＧＲ遺伝子； 

－配列番号１８のポリペプチドをコードするＤＣＬＹＲ遺伝子；または

－配列番号２０または配列番号２２のポリペプチドをコードするＤＣＬＥＣ遺伝

子；

である単離した遺伝子、または、

－配列番号４のポリペプチドをコードするＤＣＥＰＲ／SPLICE １遺伝子； 
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－配列番号８のポリペプチドをコードするＤＣＴＭＦ／SPLICE １遺伝子； 

－配列番号１４のポリペプチドをコードするＤＣＩＧＲ／SPLICE １遺伝子； 

－配列番号１６のポリペプチドをコードするＤＣＩＧＲ／SPLICE ２遺伝子；

または、

－配列番号２２のポリペプチドをコードするＤＣＬＥＣ／SPLICE １遺伝子；

を含む、そのスプライシング変異体を提供する。

      【００１３】

  別の態様において、本発明は、

－配列番号１のＤＣＥＰＲ遺伝子（例えば配列番号２または配列番号４のポリペ

プチドをコードする遺伝子）；

－配列番号５のＤＣＴＭＦ遺伝子（例えば配列番号６または配列番号８のポリペ

プチドをコードする遺伝子）；

－配列番号９のＤＣＰＬＤ遺伝子（例えば配列番号１０のポリペプチドをコード

する遺伝子）；

－配列番号１１のＤＣＩＧＲ遺伝子（例えば配列番号１２、配列番号１４、また

は配列番号１６のポリペプチドをコードする遺伝子）；

－配列番号１７のＤＣＬＹＲ遺伝子（例えば配列番号１８のポリペプチドをコー

ドする遺伝子）；

－配列番号１９のＤＣＬＥＣ遺伝子（例えば配列番号２０もしくは配列番号２２

のポリペプチドをコードする遺伝子）；

である単離した遺伝子、または、

－配列番号３のＤＣＥＰＲ／SPLICE １遺伝子（例えば配列番号４のポリペプチ

ドをコードする遺伝子）；

－配列番号７のＤＣＴＭＦ／SPLICE １遺伝子（例えば配列番号８のポリペプチ

ドをコードする遺伝子）；

－配列番号１３のＤＣＩＧＲ／SPLICE １遺伝子（例えば配列番号１４のポリペ

プチドをコードする遺伝子）；

－配列番号１５のＤＣＩＧＲ／SPLICE ２遺伝子（例えば配列番号１６のポリペ

プチドをコードする遺伝子）；または
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－配列番号２１のＤＣＬＥＣ／SPLICE １遺伝子（例えば配列番号２２のポリペ

プチドをコードする遺伝子）；

を含む、そのスプライシング変異体を提供する。

      【００１４】

  別の態様において、本発明は、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番

号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１

８、配列番号２０、または配列番号２２の単離したポリペプチドを提供する。

      【００１５】

  上記の遺伝子、例えばＤＣＥＰＲ、ＤＣＴＭＦ、ＤＣＰＬＤ、ＤＣＩＧＲ、Ｄ

ＣＬＹＲ、およびＤＣＬＥＣ遺伝子はまた、本明細書中で“本発明による遺伝子

”と示す。本発明による遺伝子は、表１に示した相当する配列の遺伝子；および

その対立変異体と、そのコンプリメント；例えばストリンジェントな条件下で、

本発明によるによる遺伝子のヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリヌクレ

オチドを含む、例えば本発明によるよる遺伝子の各々のヌクレオチド配列は、遺

伝子コードが重複（縮重）した結果として、本発明の遺伝子の配列と異なるが、

例えば表１に示したアミノ酸配列の、本発明による相当するポリペプチドをコー

ドするか、または本発明による相当するポリペプチドのアミノ酸配列と、少なく

とも８０％の相同性を有するアミノ酸配列の、例えば本発明によるポリペプチド

をコードする配列を含む。

      【００１６】

  上記のポリペプチド、例えばＤＣＥＰＲ、ＤＣＴＭＦ、ＤＣＰＬＤ、ＤＣＩＧ

Ｒ、ＤＣＬＹＲ、およびＤＣＬＥＣポリペプチドは、本明細書中で“本発明によ

る（本発明の）ポリペプチド”と示す。本発明によるポリペプチドは、表１に示

したアミノ酸配列のポリペプチドを含み、そして例えば表１に示した本発明によ

る相当するポリペプチドと、少なくとも８０％の相同性を有するアミノ酸配列、

例えば本発明によるポリペプチドと同一の生物学的活性を有するアミノ酸配列を

含む。

  “ポリペプチド”は、本明細書中で特記しないならば、何れのペプチド、また

は何れのペプチド結合によって互いに結合した２もしくはそれ以上のアミノ酸を
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含むたんぱく質も含む。

      【００１７】

  “ポリヌクレオチド”は、本明細書中で特記しなければ、１本鎖または二本鎖

のＲＮＡや１本鎖と二本鎖の領域が混合しているＲＮＡに制限されない、修飾さ

れていないＲＮＡもしくはＤＮＡ，修飾されたＲＮＡもしくはＤＮＡであり得る

、何れのポリリボヌクレオチド、またはポリデオキシリボヌクレオチドも含む。

      【００１８】

  本発明による遺伝子は、表１に示した相当するヌクレオチド配列を含むポリヌ

クレオチド；例えばその対立変異体、および／またはその補体、および例えば表

１で“遺伝子名”の下に“／SPLICE １”または“／SPLICE ２”と記して示した

、相当する遺伝子のヌクレオチド配列を含む、そのスプライシング変異体を含む

。本発明による遺伝子は、本発明によるポリペプチドまたはポリペプチドの一部

（フラグメント）を、例えば表１に示した相当するアミノ酸配列のポリペプチド

をコードするか、または本発明によるポリペプチドの、例えば表１に示した相当

するアミノ酸配列の、例えば該相当するアミノ酸配列と、相当する該アミノ酸配

列の全長に対して、少なくとも８０％の相同性；例えば９０％、９５％、９７％

、９９％、１００％などのような、８０％から１００％の相同性を有する、アミ

ノ酸配列のポリペプチドまたはポリペプチドの一部（該遺伝子の対立変異体によ

ってコードされたポリペプチド、または相当する遺伝子からの転写物の、別のス

プライシングによって生成した、相当するアミノ酸配列の同形を含む）をコード

する。

      【００１９】

  “相同性”は、ヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の相同性の測定であり、

そして例えば常法によって、例えば市販のコンピューター・プログラムを用いて

、計算し得る。相同性は、式：

【式１】

ｎａ＝Ｘａ－（Ｘａ・ｙ）

[式中、ｎａはアミノ酸の変化した数であり、Ｘａは、相当する該アミノ酸配列

の全アミノ酸の数であり、ｙは１００で割った相同性のパーセントである]によ
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って計算される。

      【００２０】

  本発明による相当するポリペプチドをコードしている、本発明による遺伝子は

、標準的なクローニング法とスクリーニング法を用いて、例えば樹状細胞のｍＲ

ＮＡから得たｃＤＮＡライブラリから、例えば発現配列タグ（ＥＳＴ）分析（Ad

ams, M. D.ら、 Science 252 [1991] 1651-1656；Adams, M. D. ら、Nature 355

 [1992] 632-634；Adams, M. D. ら、Nature 377 Suppl. [1995] 3-174）を用い

て得られる。本発明による遺伝子はまた、ゲノムＤＮＡライブラリのような、天

然のものから得られるか、または常法に従って合成され得る。本発明による相当

するポリペプチドをコードする、本発明による遺伝子のヌクレオチド配列は、本

発明による遺伝子の、相当するヌクレオチド配列と同一であり得るか、または例

えば遺伝子コードが重複（縮重）した結果として異なった配列であるが、例えば

本発明によるポリペプチドと同一の生物学的活性を有する、本発明の相当するポ

リペプチドをコードする配列であり得る。

      【００２１】

  本発明による遺伝子は、本発明による相当するポリペプチド（フラグメント）

の組換え生産に用い得る。本発明による遺伝子を相当するポリペプチド（フラグ

メント）の組換え生産に用いるならば、遺伝子配列は、それ自身によって、成熟

ポリペプチド（フラグメント）をコードする配列；リーダー配列、分泌配列、前

駆体たんぱく質配列、プロプロテイン配列、または他の融合ペプチド部分をコー

ドするような他の配列コードを伴った、リーディング・フレームにおける成熟ポ

リペプチド（フラグメント）をコードする配列を含み得る。例えば、焦点をあて

たポリペプチドの精製を容易にするマーカー配列をコードし得る。マーカー配列

は、例えばｐＱＥベクター（Qiagen, Inc.）で提供され、Gentz ら、Proc. Nat.

 Acad. Sci. USA 86 (1989) 821-824 で記載されているようなヘキサヒスチジン

ペプチド、またはＨＡタグなどの、慣用のマーカー配列を含む、適切なマーカー

配列であり得る。何れの本発明による遺伝子も、転写され、翻訳されない配列、

スプライシングシグナルおよびポリアデニル化シグナル、リボソーム結合部位、

およびｍＲＮＡを安定化する配列のような、非コード５’配列および非コード３
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’配列を含む。

      【００２２】

  本発明による遺伝子は、例えば厳しい条件下でハイブリダイズする、対立変異

体および／またはその補体、またはそのスプライシング変異体などを含む、本発

明による相当するヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含

む。“厳しい条件”は、本発明による遺伝子配列と、相当するハイブリダイズす

るポリヌクレオチドの間で、９５％、９７％、９９％のような、少なくとも８０

％の相同性、例えば９０％の相同性を有する場合のみ起こるハイブリダイゼーシ

ョンを含む。

      【００２３】

  表１に示した本発明の遺伝子のヌクレオチド配列（そのフラグメント、または

表１で SPLICE と示したスプライシング変異体などのスプライシング変異体を含

む）と、同一または十分に同一であるヌクレオチド配列は、ｃＤＮＡとゲノムＤ

ＮＡのハイブリダイゼーション・プローブとして、本発明による相当するポリペ

プチド（フラグメント）をコードするｃＤＮＡとゲノムクローンの全長を単離す

るために；および例えば本発明による遺伝子と高い配列類似性を有する他の遺伝

子（ヒト以外の種由来の相同体および相同分子種をコードする遺伝子を含む）の

、ｃＤＮＡとゲノムクローンを単離するためなどに用い得る。

      【００２４】

  ハイブリダイゼーションは、例えば常法に従って行い得る。典型的には、遺伝

子配列が類似している配列は、本発明の遺伝子（フラグメント）の配列と、８０

％の相同性、好ましくは９０％の相同性、より好ましくは９５％の相同性を有す

る。ハイブリダイゼーション・プローブは、例えば少なくとも１５個のヌクレオ

チド、例えば少なくとも３０個のヌクレオチド；少なくとも５０個のヌクレオチ

ドを含むような；例えば３０個から５０個の間のヌクレオチドを含む。

      【００２５】

  ヒト以外の種由来の相同体（homologs）および相同分子種（orthologs）を含

む、本発明によるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを得るためには、

何れかの適切なハイブリダイゼーション技術を用い得る。該ハイブリダイゼーシ
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ョン技術は、例えば厳しいハイブリダイゼーション条件の下で、相当するポリヌ

クレオチド配列またはそのスプライシング変異体、またはそのフラグメントを有

する、ラベルしたプロ－ブで、適切なライブラリをスクリーニングし、そして該

ヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡとゲノムクローンの全長を単離する段階を含む

。例えば厳しいハイブリダイゼーション技術などの、ハイブリダイゼーション技

術は周知である。厳しいハイブリダイゼーション条件は、例えば上記に定義した

ような条件か、あるいは、ホルムアミド、ＳＳＣ、リン酸ナトリウム、デンハル

ト液、デキストラン、サケの精子のＤＮＡを含む溶液、例えば５０％ホルムアミ

ド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ ＮａＣｌ、１５ｍＭ クエン酸三ナトリウム）、５

０ｍＭ リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト液、１０％ デキスト

ラン硫酸塩、および２０μｇ／ｍｌ 変性させ分断したサケの精子のＤＮＡなど

を含む、適切な溶液中で４０℃付近で一晩インキュベートし、次に約６５℃で０

．１×ＳＳＣ中でフィルターを洗う条件である。

      【００２６】

  別の態様において、本発明は本発明の遺伝子を含むベクターを提供する。

  本発明による遺伝子を含むベクターは、適切な方法で、例えば常法に従って、

例えば適切なベクターを用いて、生産され得る。適切なベクターは、適切な方法

で、例えば常法に従って提供し得る。本発明による遺伝子を含むベクターは、例

えば適合できる宿主細胞のような宿主細胞中で、本発明による遺伝子によってコ

ードされるポリペプチドを、組換えで生産し得る発現系を得るのに有用であり得

る。例えば本発明によるポリペプチドの、組換え生産のために、例えば本発明の

ポリペプチド（フラグメント）を発現するために、本発明による遺伝子を含む、

宿主細胞に発現系またはその一部を組み込むためのベクターを用いることなどに

よって、宿主細胞を遺伝子操作し得る。細胞がない翻訳系はまた、例えば常法に

従って、本発明によるＤＮＡ構成物から得られたＲＮＡを用いて、本発明による

遺伝子を生産するのに用い得る。

      【００２７】

  別の態様において、本発明は、天然の環境から単離した、例えば前もって単離

した本発明による遺伝子を含む、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子を含む発現系を提供す
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る。該発現系またはその一部は、該発現系またはその一部が適合する宿主細胞中

に存在する時、例えば上記のような本発明のポリペプチドを含む、相当するポリ

ペプチドを生産し得る。

      【００２８】

  別の態様において、本発明は、

－本発明による発現系を含む単離した宿主細胞；

－本発明による発現系を含む単離した宿主細胞を、培地中で本発明によるポリペ

プチドの生産に十分な条件で培養し、該本発明のポリペプチドを培地から回収す

ることを含む、本発明によるポリペプチドを生産するための工程；

－適切な培地の条件下で、宿主細胞が本発明によるポリペプチドを生産するため

に、本発明による発現系で、宿主細胞を形質転換するか、またはトランスフェク

トすることを含む、本発明によるポリペプチドを生産する、組換え宿主細胞を生

産するための工程；

－適切な培地の条件下で、宿主細胞が本発明によるポリペプチドを生産するため

に、本発明による発現系で、宿主細胞を形質転換するか、またはトランスフェク

トすることによって生産された、組換え宿主細胞；

を提供する。

  組換え生産のために、宿主細胞を遺伝子操作し、発現系またはその一部に本発

明による遺伝子を組み込み得る。

      【００２９】

  ポリヌクレオチドの宿主細胞への導入は、適切な方法、例えばリン酸カルシウ

ム・トランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション

、トランスべクション(transvection)、マイクロインジェクション、カチオン性

液体介在トランスフェクション、電気穿孔法、形質導入、スクレープ・ローディ

ング、衝撃導入、または感染のような常法に従って [例えば Davis ら、Basic M

ethods in Molecular Biology (1986); Sambrook ら、Molecular Cloning : A L

aboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr

ing Harbor, N. Y. (1989) に従って]、行い得る。宿主細胞は、容易に見出され

得る。適切な宿主細胞の例は、例えば連鎖球菌、黄色ブドウ球菌、大腸菌、スト
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レプトマイセス、枯草菌などのような細菌類の細胞；イースト菌、コウジカビ菌

のような真菌の細胞；Drosophila S2 や Spodoptera Sf9 細胞のような昆虫細胞

；ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、ＣＣＬ３９、３Ｔ３、ＢＨＫ、ＨＥＫ

 ２９３、およびＢｏｗｅｓメラノーマ細胞のような摘出された動物細胞；およ

び植物細胞を含む。

      【００３０】

  適切な発現系は、染色体系、遺伝子副体系、およびウィルス由来系と、例えば

バクテリアプラスミド、バクテリオファージ、トランスポゾン、イースト遺伝子

副体、挿入要素、イースト染色体や、バキュロウィルス、ＳＶ４０のようなパポ

バウイルスのようなウイルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、フォール

・ポックス・ウイルス、オーエスキー病ウイルス、レトロウイルスなどを由来と

するベクターと、およびプラスミド由来のベクターとコスミドやファージミドの

ようなバクテリオファージ遺伝要素由来のベクターのような、それらの組み合わ

せ由来のベクターを含む。発現系は、規定された制御領域と、発生発現(engende

r expression)を含む。一般的に、維持し、増殖し、宿主細胞内でポリペプチド

を生産するためのポリヌクレオチドを発現するのに適切な、何れかの系またはベ

クターを用い得る。適切なヌクレオチド配列は、常法、例えば Sambrook ら、Mo

lecular Cloning : A Laboratory Manual (supra) などの適切な方法に従って、

発現系に挿入し得る。

      【００３１】

  本発明によるポリペプチドを、スクリーニングアッセイに使用するために発現

するならば、一般的に細胞表面に生産されるポリペプチドが望ましい。この場合

において、細胞は、スクリーニングアッセイに使用する前に採取し得る。常法、

例えば洗剤抽出、超遠心、硫酸アンモニウム沈殿、エタノール沈殿、酸抽出、陰

イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロース・クロマトグ

ラフィー、疎水相互作用クロマトグラフィー、アフィニティ・クロマトグラフィ

ー、ヒドロキシルアパタイト・クロマトグラフィー、レクチン・クロマトグラフ

ィー、例えば高速液体クロマトグラフィーなどを含む、常法に従って、本発明に

よるポリペプチドを、組換え細胞培地から回収し、精製し得る。本発明によるポ



(20) 特表２００３－５３０８３３

リペプチドが、単離および／または精製の間に変性した場合は、活性なコンホメ

ーションの再生、例えば本発明にポリペプチドのリフォールディングは、適当な

方法、例えば常法で行い得る。

      【００３２】

  本発明によるポリペプチドは、例えば遺伝子コードが重複（縮重）した結果と

しての配列を含む、本発明による遺伝子のヌクレオチド配列にハイブリダイズす

るポリヌクレオチドを含む、本発明による遺伝子；またはその対立変異体、およ

び／または本発明の遺伝子のコンプリメントによってコードされるポリペプチド

を含む。

      【００３３】

  本発明によるポリペプチドは、本発明によるアミノ酸配列を有するポリペプチ

ドと、該アミノ酸配列に対して、少なくとも８０％の相同性を持つアミノ酸配列

を有するポリペプチドを含む。本発明によるポリペプチドは、例えばたんぱく質

などの“成熟”ポリペプチドの形態で、または例えば融合たんぱく質などのたん

ぱく質などの、より大きなポリペプチドの一部であり得；例えばセクレタリー配

列、リーダー配列、前配列、多重ヒスチジン残基のような精製のための配列を含

む、付加的なアミノ酸配列、または本発明のポリペプチドの、組換え生産の間の

安定化のための付加的なアミノ酸配列を含むのに、有利であり得る。

      【００３４】

  本発明によるポリペプチドはまた、本発明によるポリペプチドのポリペプチド

フラグメントを含む。該ポリペプチドフラグメントは、本発明によるポリペプチ

ドと一部が完全に同一であって、全て同一ではないアミノ酸配列を有するポリペ

プチドを意味する。該ポリペプチドフラグメントは、“自由な状態（free-stand

ing）”であり得るか、または該ポリペプチドフラグメントが部分または領域を

形成する、より大きなポリペプチドの一部であり得、最も好ましくは一本鎖の連

続した領域であり得る。好ましくは、該ポリペプチドフラグメントは、本発明に

よる相当するポリペプチドの生物学的活性を保持している。

      【００３５】

  本発明で定義されたポリペプチド（フラグメント）配列の変異体はまた、本発
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明の一部を形成する。望ましい変異体は、保存性のアミノ酸置換（例えばある残

基を類似の性質の他の残基に置換する置換）によって、対象と異なった変異体で

ある。典型的な該置換は、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅの間での置換；Ｓｅ

ｒとＴｈｒの間の置換；酸性残基のＡｓｐとＧｌｕの間の置換；ＡｓｎとＧｌｎ

の間の置換；および塩基性残基のＬｙｓとＡｒｇの間の置換；または芳香族性残

基のＰｈｅとＴｙｒの間の置換である。幾つかの、５から１０の、１から５の、

または１から２のアミノ酸を置換した、欠失した、または何れかの組み合わせで

付加した変異体が、特に望ましい。

      【００３６】

  本発明によるポリペプチド、または例えばそのフラグメントは、単離した天然

に生じた本発明のポリペプチド、または例えばポリペプチドフラグメント；組換

え生産したポリペプチド、または例えばポリペプチドフラグメント；合成によっ

て生産したポリペプチド、または例えばポリペプチドフラグメント；またはこれ

らの方法の組み合わせによって生産したポリペプチド、または例えばそのフラグ

メントを含む。本発明のポリペプチドもしくはそのフラグメントは、適切な方法

、例えば常法に従って生産し得る。“単離した”は、本明細書に別記しない限り

、“共存している物質から分離する”、例えば天然の状態から“ヒトの手によっ

て変える”ことなどを意味する。

      【００３７】

  本発明による遺伝子（フラグメント）、または本発明によるポリペプチド（フ

ラグメント）は、動物とヒトの疾患に対して、処置の発見と診断のための、検査

試薬および検査物質として用い得る。

      【００３８】

  本発明によるＤＣＥＰＲ遺伝子は、ペプチドリガンドと、ホルモン、ケモカイ

ン、発色団、および神経伝達物質のような非ペプチドリガンドのための狭い結合

ポケットを形成する、７個のαへリックスを持つ膜貫通ドメインを含む受容体に

結合する、Ｇ－たんぱく質のファミリーに属することが見出された。リガンドと

アゴニストの相互作用は、結果としてヘテロ三量体Ｇ－たんぱく質の、受容体の

二番目の細胞内ループへの結合を起こす。細胞内区画へのシグナルは、最後には
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結果として変化した表現型または細胞の機能を得た、シグナル伝達現象のカスケ

ードを順に誘発し得る、第２のメッセンジャーであるｃＡＭＰまたはＩＰ３を介

して変換し得る（Ji, T. H., J. Biol. Chem. 273 [1998] 17299-17302;

Gether, U. と B. K. Kobilka, J. Biol. Chem. 273 [1998] 17979-17982）。

      【００３９】

  ＤＣＥＰＲ遺伝子配列は、現在、受容体に結合するＧ－たんぱく質のサブファ

ミリーである、オプシン光受容体の特徴を示すことが見出されている。マウスに

おいて、類似のたんぱく質は、脳と精巣内に発現したが（Blackshaw, S. and S.

 H. Snyder, J. Neuroscience 19 [1999] 3681-3690）、異なる組織では発現し

なかったことが示されている。ＤＣＥＰＲ遺伝子は、従って、例えばランゲルハ

ンス細胞などの樹状細胞タイプの、例えばＵＶ光などの光に対する応答に介在し

得る。皮膚をＵＶ光に曝露すると、ＤＣＥＰＲが存在するために、特異的に関与

するＬＣの免疫抑制を起こし得る。ＬＣは、ＵＶ光に特に感受性が高く、かつＵ

Ｖ曝露に対して皮膚から、排出リンパ節へ移動することが知られており、全身性

免疫応答の低下を起こす現象を起こし得る（Kurimoto, I. ら、Immunology 99 [

2000] 134-140）。

      【００４０】

  本発明によるＤＣＴＭＦ遺伝子は、ＣＤ２０、ＦＣε受容体のβ鎖の密接な関

連物であり、ＴＭ４受容体分子であるテトラスパニンのスーパーファミリーに属

することが発見された。これらの分子に類似したＤＣＴＭＦは、例えばＦｃε受

容体のα鎖などの抗原受容体と結合し、樹状細胞中に発現したγ鎖と共に多量体

を形成し得る。肥満細胞や好塩基球と対照的に、樹状細胞と単球は、Ｆｃε受容

体β鎖を発現しない。Ｆｃε受容体β鎖は、後に抗原による受容体の結合が起こ

る、情報伝達の重要な増幅器官であることが発見され、従ってこれらの細胞が起

こしたアレルギー応答に非常に関与すると考えられる（J. P. Kinet, Annu. Rev

. Immunol. 17 [1999] 943-972）。すでに同定されたβ鎖様分子は、樹状細胞に

おいて該機能を置換し得る。本発明によるＤＣＴＭＦは、ＦｃεＲＩのβ鎖に存

在する典型的なＩＴＡＭモチーフが欠けており、細胞質のＣ末端ドメイン中に１

個のＳＨ２ドメインと２個の付加的なチロシンを含み、従って樹状細胞の抗原の
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活性化によって起こる、情報伝達変換過程に関与すると予想され得る。現在、本

発明によるＤＣＴＭＦ遺伝子の発現は、実際樹状細胞内で活性化に制御されてい

ることが見いだされている。

      【００４１】

  本発明によるＤＣＰＬＤ遺伝子は、Ｈｕ－Ｋ４（SWISSPROT accession no. Q9

2853）やＳＡＭ－９（SWISSPROT accession no. 035405）が密接な関連物であり

（保存性のアミノ酸の変化を含めて全部で６３％の相同性を示す）、ホスホリパ

ーゼＤファミリーに属することが見出された。ＤＣＰＬＤ、Ｈｕ－Ｋ４、および

ＳＡＭ－９は、ヒトのＰＬＤ １（SWISSPROT accession no. Q13393 または SWI

SSPROT accession no. Ｏ43540）のＰＸドメインまたはＰＨドメインを含まない

ため、ＰＬＤファミリーのメンバーとは別である。従って、該活性は、ＰＬＤ 

１の活性とは別に制御され得る。本発明によるＤＣＰＬＤは、bilobal 触媒ドメ

インの何れかの半分の中心で見出される、ホスファチジルトランスフェラーゼ（

ＨＫＤ）モチーフＨｘＫ（ｘ）４Ｄ（ｘ）６ＧＳｘＮ周辺にある、ホスホリパー

ゼＤに対して高い保存度を示す。ＤＣＰＬＤ、Ｈｕ－Ｋ４、ＳＡＭ－９において

、しかし、第２のＣ末端ＨＫＤモチーフを、該酵素の触媒活性において微妙な変

化を示し得る、ＨｘＫ（ｘ）４Ｅ（ｘ）４ＩＧＴＳＮに修飾される。ＰＬＤ酵素

は、細胞外刺激への応答における活性を、しっかりと制御されることが見出され

た。ＰＬＤ酵素は、ホスホイノシチドに特異的な酵素であるホスホリパーゼＡと

Ｃと、細胞の制御において重要な機能を果たしていると推定される生物学的に活

性な生成物を生産する全てのスフィンゴミエリン分解酵素を含む、リン脂質分解

酵素の増大するスーパーファミリーに属する（Liscovitch, M. ら、Biochem. J.

 345 [2000] 401-415）。本発明によるＤＣＰＬＤは、Ｎ末端付近にαヘリック

ス膜貫通ドメインを含み、従って樹状細胞中の他の情報伝達膜貫通分子に結合し

、プロフェショナル抗原表示細胞－タイプに分化する間の重要な段階を制御し得

る。

      【００４２】

  別の態様において、本発明は、樹状細胞から誘導され、例えば本発明によるＤ

ＣＰＬＤ遺伝子によってコードされた、ＤＣＰＬＤポリペプチド（たんぱく質）
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を含む、単離したリン脂質分解酵素を提供する。

      【００４３】

  本発明によるＤＣＩＧＲ遺伝子とＤＣＬＹＲ遺伝子は、免疫グロブリン様受容

体、特に例えばＳＬＡＭ（SWISSPROT accession no. Q13291、２０９アミノ酸重

複で２６．３％の同一性）と、２Ｂ４（SWISSPROT accession no. Q9Y288、２６

４アミノ酸重複で２４．２％の同一性）などを含む、ＣＤ２様サブセットのスー

パーファミリーに属することが見出された。このファミリーの他のメンバーと類

似して、本発明によるＤＣＩＧＲは、１個のＮ末端Ｖ－（可変性の、免疫グロブ

リン様の）ドメインと、それと１個のジスルフィド結合で結合した免疫グロブリ

ン様Ｃ２－（定常）ドメインと、１個のαヘリックス膜貫通ドメイン（配列番号

１２のアミノ酸 ２３３－２５３）と、例えば配列番号１４と配列番号１６で示

したような、別のスプライシングによって生じた可変Ｃ末端細胞質のテールを含

む。非常に類似したドメイン構造は、配列番号１８で示したＤＣＬＹＲたんぱく

質のために見出された。

      【００４４】

異なるＣ末端細胞質ドメインを有するアイソフォームに導く別のスプライシング

はまた、マウスの２Ｂ４（Stepp S. E. ら、Eur. J. Immunol. 29 [1999] 2392-

2399）の場合に、観測された。様々な同形は、異なる接着分子を採用し（recrut

e）、受容体の結合における情報伝達変換過程を誘発すると考えられる。本発明

によるＤＣＩＧＲ遺伝子の、異なるスプライシング変異体は、ＤＣの変異を起こ

させるＬＰＳ処理、または抵抗遺伝子状態を誘発するＩＬ－１０処理などの、異

なる刺激によって活性化した樹状細胞内で、異なるレベルで発現することが観測

された。さらに、本発明によるＤＣＩＧＲはまた、Ｔ細胞や単球内で発現され、

より低い程度ではあるが、これらの細胞タイプの活性化の間にＤＣと異なって制

御されることが見出された。従って、ＤＣＩＧＲの同形は、樹状細胞、Ｔ細胞、

単球の情報伝達変換において重要な役割を果たし得、そしてアゴニストまたはア

ンタゴニストの、本発明によるＤＣＩＧＲへの結合は、生物学的な応答とその後

のこれらの細胞の抗原の活性化を変え得る。

      【００４５】
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  本発明によるＤＣＬＥＣ遺伝子は、ＣＯＯＨ末端で１個の炭水化物認識ドメイ

ンを有する、Ｃタイプレクチンのファミリーに属することが見出された。タイプ

 II 膜貫通受容体として、それは典型的に１個のαヘリックス膜貫通ドメインと

Ｎ末端の細胞質のテールを含む。他のファミリーのメンバーは、樹状細胞中に発

現したＤＣＩＲと、ＮＫ遺伝子複合体、ＮＫＲ－Ｐ１、Ｌｙ－４９、ＮＫＧ２、

ＣＤ９４、ＣＤ６９、ＡＩＣＬ、およびＬＬＴＲ中に位置する遺伝子のメンバー

を含む（Boles K. S, Immunogenetics 50 [1999] 1-7）。これらの受容体の多く

は、細胞質のドメイン中にＩＴＩＭモチーフを含み、ネガティブな情報伝達に関

与するが、該モチーフはＤＣＥＬＥＣ中で同定したのではなく、配列番号２１が

完全なｃＤＮＡを表さないため除外され、他のスプライシング変異体は存在し得

る。Ｃタイプレクチンはオリゴサッカライド・グループを結合し、抗原の内面化

における、マクロファージのアシアロ糖たんぱく質受容体と類似しており、従っ

て抗原の提示における重要な最初の段階を構成し得る（(Bates E. E. M. ら、J.

 Immunol. 163 [1999] 1973-1983）。ＤＣＬＥＣはまた、樹状細胞における情報

伝達変換に重要な役割を果たし得、従ってＤＣＬＥＣへのアゴニストまたはアン

タゴニストの結合は、存在する抗原への分化の間に生物学的な応答を変え得る。

      【００４６】

  本発明はまた、診断試薬としての、本発明による遺伝子の使用を提供する。機

能障害と関与する、本発明による遺伝子の変異形の検出は、例えば加え得る、ま

たは相当する遺伝子またはその変異体の、発現減退、発現過多、または発現の変

化を起こす疾患の診断、または疾患の感受性を定義し得る診断アッセイ中の、診

断ツールを提供する。相当する遺伝子において変異を起こす個体は、常法に従っ

てＤＮＡレベルで検出し得る。診断のための核酸は、血液、尿、唾液、細胞診の

組織、または検死の試料のような、患者の細胞から得られる。ゲノムＤＮＡは、

直接検出に使い得るか、または分析の前にＰＣＲもしくは他の増幅技術を用いる

ことによって、酵素で増幅し得る。ＲＮＡまたはｃＤＮＡはまた、同様に分析に

用い得る。欠失と挿入は、通常の遺伝子型と比べて、増幅された生成物の大きさ

が変化することによって検出し得る。部位特異的変異導入は、本発明のラベルし

た遺伝子ヌクレオチド配列に、増幅したＤＮＡをハイブリダイズすることによっ
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て同定し得る。

      【００４７】

  完全に一致した配列は、ＲＮＡ分解酵素消化によって、または融点の違いによ

って、一致しない二重鎖と区別し得る。ＤＮＡ配列の違いは、変性試薬と共にま

たはなしでの、ＤＮＡフラグメントのゲル中における電気泳動での移動度の変化

によって、または例えば Myers ら、Science 230 (1985) 1242 による、直接の

ＤＮＡ配列によって検出し得る。特異的な部位での配列の変化はまた、ＲＮＡ分

解酵素やＳ１保護法、または例えばCotton ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85

 (1985) 4397-4401 に記載の化学的切断方法のような、ヌクレアーゼ保護アッセ

イによって明らかにされ得る。本発明の遺伝子ヌクレオチド配列を含む、オリゴ

ヌクレオチド・プルーブまたはそのフラグメントの配列は、例えば遺伝子の変異

などの効果的なスクリーニングを実施するために構成され得る。配列技術方法は

、例えば M. Chee ら、Science 274 (1996) 610-613 に記載の、遺伝子発現、遺

伝子結合、および遺伝子可変性を含む、分子遺伝子学における様々な問題を扱う

のに用い得る。

      【００４８】

  診断アッセイは、常法または本明細書中に記載の方法を含む適切な方法によっ

て、本発明による遺伝子における変異の検出を通じて、例えば接触超過敏性、ア

トピー性皮膚炎を含む、慢性炎症性疾患、自己免疫性疾患、移植拒否反応、また

はＡＩＤＳなどのウィルス誘発性免疫抑制などの疾患を診断するための、または

疾患の感受性を決定するための工程を提供する。さらに、接触超過敏性、アトピ

ー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症疾患、自己免疫疾患、また

は移植拒否反応のような疾患；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な要

素が免疫抑制である疾患もしくは症候群が、例えば患者から得られた試料から、

本発明によるポリペプチド、または本発明による遺伝子のｍＲＮＡが異常に減少

しているか増加していることを決定することを含む、常法などによって診断され

得る。減少したまたは増加した発現は、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮＡ分

解酵素保護、ノーザン・ブロットや他のハイブリダイゼーション法のような、ポ

リヌクレオチドの定量のための常法などに従って、ＲＮＡのレベルで決定し得る
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。宿主から得た試料中の、本発明によるポリペプチドのような、たんぱく質の量

を決定するのに用い得るアッセイは、常法に従って行い得る。該アッセイは、放

射免疫アッセイ、競争結合アッセイ、ウェスタン・ブロット分析、およびＥＬＩ

ＳＡアッセイを含む。

      【００４９】

  従って、別の態様において、本発明は、接触超過敏性やアトピー性皮膚炎のよ

うな炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症性疾患、自己免疫疾患、または移植拒否反

応；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な要素が免疫抑制である疾患ま

たは症候群を含む、疾患または疾患の感受性のための診断キットを提供する。該

疾患キットは、主な構成要素として、

ａ）本発明による遺伝子（例えばその対立変異体、フラグメント、またはスプラ

イシング変異体を含む）；

ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列に相補的な配列；

ｃ）本発明によるポリペプチド（例えば、本発明によるポリペプチドのフラグメ

ントまたは変異体、または本発明の該ポリペプチドと少なくとも８０％の相同性

を有するアミノ酸配列のポリペプチドのフラグメントまたは変異体を含む、本発

明の該ポリペプチドと少なくとも８０％の相同性を有するアミノ酸配列のポリペ

プチド）；

または、

ｄ）本発明によるポリペプチドに対する抗体；

を含む。

  何れの該キット（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、または（ｄ）も、例えば試験すべき

試料の適切な環境と、試験すべき試料中のａ）、ｂ）、ｃ）もしくはｄ）の何れ

かの効果を決定する適切な方法を含む、本質的な構成要素を含み得る。

      【００５０】

  本発明による遺伝子はまた、染色体同定に有用であり得る。配列は、特異的に

誘発され、個々のヒトの染色体上の特定の場所でハイブリダイズし得る。本発明

による染色体に関連する配列のマッピングは、疾患に関与する遺伝子を有する関

連する配列において、重要な第１段階である。配列は、一旦正確な染色体の位置
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にマップされれば、染色体上の配列の天然の位置を、遺伝子マップデータに相関

し得る。相当するデータは、例えば V. McKusick 著、Mendelian Inheritance i

n Man（Johns Hopkins University Welch Medical Libraryを通じてオンライン

で利用可能である）に開示されている。同じ染色体領域にマップされた遺伝子と

疾患の関係は、結合分析（物理的に隣接した遺伝子の同時受継）によって同定さ

れ得る。影響がある個体と影響がない個体の間の、ｃＤＮＡもしくはゲノム配列

における違いもまた、決定され得る。幾つかの、または全ての影響がない個体で

、普通の個体で全く観測されない変異が観測されれば、変位は疾患を引き起こす

原因である可能性がある。

      【００５１】

  本発明によるポリペプチドもしくはそのフラグメント、または本発明によるポ

リペプチドを発現する細胞はまた、本発明の該ポリペプチドに免疫特異的な抗体

を生産する免疫遺伝子として用い得る。“免疫特異的”という用語は、抗体が、

本発明の該ポリペプチドに対して、他の関連するポリペプチドよりも、非常に大

きい親和性を有することを意味する。本発明によるポリペプチドに対して作られ

た抗体は、例えば、慣用のプロトコルを用いて、動物、好ましくはヒトではない

動物に、該ポリペプチドもしくは抗原決定基を有するフラグメント類似体、また

は細胞を投薬することによって得られる。モノクローナル抗体を生産するために

、例えばハイブリドーマ法（Kohler, G. および C. Milstein, Nature 256 [197

5] 495-497）、トリオーマ(trioma)法、ヒトのＢ細胞ハイブリドーマ法（Kozbor

 ら、Immunology Today 4 [1983] 72）、およびＥＢＶハイブリドーマ法（Cole

ら、Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy [1985] 77-96, Alan R. Liss,

 Inc.）を含む、例えば連続的な細胞腺培地によって生産した抗体を提供する、

適切な方法を用い得る。一本鎖抗体の生産方法（例えば USP 4'946'778 参照）

はまた、本発明によるポリペプチドに対する一本鎖の抗体を生産するのに適用し

得る。また、トランスジェニック・マウスまたは他のほ乳類を含む他の生物は、

ヒト化した抗体を発現するのに用い得る。上記に記載の抗体は、例えば本発明に

よるポリペプチドを発現するクローンの単離または同定に用い得るか、または本

発明によるポリペプチド（フラグメント）の、アフィニティ・クロマトグラフィ
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ーによる精製に用い得る。本発明によるポリペプチドに対する抗体は、例えば接

触超過敏性、アトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症性疾患

、自己免疫疾患、移植拒否反応、またはＡＩＤＳなどのウイルス性免疫抑制など

の疾患の処置に有用であり得る。

  別の態様において、従って本発明は、本発明のポリペプチドに対する抗体を提

供する。

      【００５２】

  別の態様において、本発明は、哺乳類における免疫応答を誘発する方法を提供

する。該方法は、例えば接触超過敏性やアトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾

患を含む、慢性炎症性疾患、自己免疫疾患、または移植拒否反応；およびＡＩＤ

Ｓや癌を含む、重要な病理学的な要素が免疫抑制である疾患または症候群などの

ような疾患から該動物を保護するために、抗体を生産する、および／またはＴ細

胞免疫応答を起こすのに適切な、本発明のポリペプチドもしくはそのフラグメン

トを、哺乳類に接種することを含む。

      【００５３】

  別の態様において、本発明は、疾患から該動物を保護するための抗体を生産す

る、該免疫応答を誘発するために、in vivo で本発明による相当する遺伝子を発

現されるベクターを介して、本発明によるポリペプチドを運ぶことを含む、哺乳

類において免疫応答を誘発する方法を提供する；別の態様において、哺乳類の宿

主に誘発される場合、本発明によるポリペプチド（該組成物は本発明によるポリ

ペプチドまたは本発明による遺伝子を含む）に対する、該哺乳類における免疫応

答を誘発する免疫／ワクチン製剤（組成物）を提供する。

      【００５４】

  ワクチン製剤は、さらに適切な担体を含み得る。本発明によるポリペプチドは

、胃内で壊れるかもしれないため、好ましくは非経腸（皮下注射、筋肉注射、静

脈注射、皮内注射など）で投薬される。非経腸の投薬に適した免疫／ワクチン製

剤は、抗酸化剤、緩衝液、滅菌剤、および製剤を注射を受ける者の血液に等張と

する溶質を含む、水性および非水性の滅菌処理した注射液；および懸濁化剤もし

くは濃化剤を含む、水性および非水性の滅菌処理した懸濁液を含む。製剤は、例
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えば封をしたアンプルおよびバイアルなどの、１回用量容器または複数回用量容

器で与え得、かつ使用する直前に滅菌処理した液体の担体を加えるのみでよい、

凍結乾燥条件で保存し得る。該ワクチン製剤はまた、油中水型や他の当業界で既

知の適切な系のような製剤の、免疫原性を強める補助剤の系を含む。用量は、ワ

クチンの特異的な活性に依存し、慣用の検査によって、たやすく決定し得る。

      【００５５】

  本発明によるポリペプチドは、多くの病理学的な状態を起こす生物学的な機能

を含む、多くの生物学的な機能の原因であり得る。それゆえに、一方で本発明に

よるポリペプチドまたは本発明の遺伝子の発現を刺激する化合物および薬剤（ア

ゴニスト）、他方で本発明による遺伝子のポリペプチドの機能または本発明によ

る遺伝子の発現を阻害し得る化合物もしくは薬剤（アンタゴニスト）を見出すこ

とが望ましい。従って、本発明によるポリペプチド、または例えば Coligan ら

、Current Protocols in Immunology 1 (2) (1991) Chapter 5 などのその類似

機能物は、例えば細胞、細胞のない製剤、化学的なライブラリ、およびスクリー

ニングアッセイなどの天然の生成物の混合物中で、本発明の受容体ポリペプチド

の、アゴニストまたはアンタゴニストが結合するのを測定するのに用い得る。本

発明によるポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストは、接触超過敏性も

しくはアトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症性疾患、自己

免疫疾患、または移植拒否反応；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な

要素が免疫要素である疾患または症候群のような疾患の処置に用い得る。例えば

低分子量（ＬＭＷ）化合物またはアンチセンス・オリゴヌクレオチドなどによる

、本発明による遺伝子の発現の刺激または阻害は、本発明による相当するポリペ

プチドとリガンドの、ＤＣの生理機能／機能への効果を調整するのに望ましい。

      【００５６】

  スクリーニングの手順は、本発明によるポリペプチド配列の受容体を、例えば

細胞表面上などに発現する適切な細胞の生産に関する。適切な細胞は、例えば哺

乳類、イースト菌、および黄色ショウジョウバエ由来の細胞を含む。受容体が発

現した細胞（または発現した受容体を含む細胞膜）は、結合、機能的な応答の刺

激もしくは阻害を観測するための、試験化合物を接触し得る。スクリーニングア
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ッセイは、候補化合物の結合を試験するのに用い得る。該アッセイにおいて、受

容体を有する細胞への接着は、候補化合物と直接または非直接的に結合したラベ

ルによる方法によって、またはラベルした競合物と競合を起こすアッセイにおい

て、検出し得る。スクリーニングアッセイは、さらに候補化合物が、細胞表面に

受容体を有する細胞に適した検出系を用いて、受容体の活性化によって生じた情

報伝達を起こすかどうかを試験するのに用い得る。活性化の阻害は、既知のアゴ

ニストの存在下でアッセイし得、そして候補化合物の存在による、アゴニストの

活性化への効果が観測される。

      【００５７】

  スクリーニングアッセイは、候補化合物と本発明によるポリペプチドを含む溶

液を混合して混合物を作り、混合物中の該ポリペプチドの活性を測定し、そして

標準の活性と混合物の活性を比較する段階を含み得る。本発明による遺伝子（ｃ

ＤＮＡ）、本発明によるポリペプチド、および本発明によるポリペプチドに対す

る抗体はまた、細胞中の該遺伝子（ｍＲＮＡ）と該ポリペプチドの生産への、候

補化合物の効果を検出するためのスクリーニングアッセイを提供するのに用い得

る。例えば、ＥＬＩＳＡは、常法に従って、例えばモノクローナル抗体とポリク

ローナル抗体を用いて、該ポリペプチドの、細胞の結合レベルを測定するために

作られ得、そしてＥＬＩＳＡは、適切に扱われた細胞または組織中で、該ポリペ

プチドの生産または活性を、阻害し得るまたは増加し得る薬剤（アンタゴニスト

またはアゴニスト）を発見するのに用い得る。スクリーニングのためのアッセイ

は、常法に従って実施され得る。

      【００５８】

  本発明による遺伝子のアゴニスト（アンタゴニスト）候補物の例は、例えば受

容体に結合するが応答が顕在化せず、その結果受容体の活性を妨げる、抗体、ま

たは幾つかの場合においては、該遺伝子のリガンドのフラグメントまたは小分子

などの、該遺伝子のリガンド（該遺伝子のポリペプチドに結合するアンタゴニス

ト）に密接に関連した、オリゴヌクレオチドまたはたんぱく質（ポリペプチド）

を含む。アゴニスト（アンタゴニスト）の候補化合物の例は、オリゴペプチド、

ポリペプチド、たんぱく質、抗体、類似体、低分子量（ＬＭＷ）化合物などの小



(32) 特表２００３－５３０８３３

分子などを含む、本発明によるポリペプチドに結合した化合物を含む。

      【００５９】

  従って、別の態様において、本発明は、本発明によるポリペプチドの、アゴニ

ストもしくはアンタゴニストを同定するためのスクリーニングアッセイを提供し

、該アッセイは、主な構成要素として、

ａ）本発明によるポリペプチド；

ｂ）本発明によるポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）本発明によるポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）本発明によるポリペプチドに対する抗体；

および、例えば候補化合物と接触させる方法；および例えば候補化合物の存在下

で、本発明によるポリペプチドの生産および／または生物学的な活性が、減退す

るか増加するかを決定する方法などの、候補化合物のａ）、ｂ）、ｃ）、または

ｄ）の何れかへの効果を測定する方法；例えば候補化合物が存在下と非存在下で

の、ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかの活性を比較することによる方法を

含み、

かつ別の態様において、本発明によるポリペプチドの生産および／または生物学

的な活性を、減退させるかもしくは増加させる、例えばリガンド、受容体、抗体

、またはＬＭＷ分子を含む、本発明のポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴ

ニスト、好ましくはアゴニストを同定する方法であって、該方法は、

Ａ）候補化合物と、

ａ）本発明によるポリペプチド；

ｂ）本発明によるポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）本発明によるポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）本発明によるポリペプチドに対する抗体；

を接触させ；

Ｂ）例えば候補化合物の存在下で、本発明によるポリペプチドの生産および／ま

たは生物学的な活性を、減退させるかまたは増加させるかを決定することによっ

て；例えば候補化合物の存在下と非存在下での、ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）

の何れかの活性の比較によって；ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかへの、
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候補化合物の効果を決定し；そして

Ｃ）例えば、アゴニスト／アンタゴニストの効果が、ポジティブに測定された適

切な候補化合物を選ぶなど、段階Ｂ）で決定したアゴニストまたはアンタゴニス

トを選ぶ；

ことを含む。

      【００６０】

  何れかの該スクリーニングアッセイ中で、ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）は、

本質的な構成要素を含み得ることを評価する。候補化合物は、ａ）、ｂ）、ｃ）

またはｄ）の何れかへの効果が未知である化合物（ライブラリ）を含む。化合物

（ライブラリ）は、本発明によるポリペプチドに対するアゴニスト（アンタゴニ

スト）として、上に示した化合物を含む。アゴニスト（アンタゴニスト）は、ａ

）、ｂ）、ｃ）またはｄ）の何れかへの効果が、スクリーニングアッセイで、ま

たは上記のアゴニスト（アンタゴニスト）を同定する方法で、発見された候補化

合物である。アゴニスト（アンタゴニスト）は、本発明によるポリペプチドの生

産および／または生物学的な活性を減退させるかまたは増加させ得る。

      【００６１】

  別の態様において、本発明は、本発明によるポリペプチドの、アンタゴニスト

またはアゴニスト、好ましくはアゴニストを提供する。該アンタゴニストまたは

アゴニストは、下記の方法：

Ａ）候補化合物と、

ａ）本発明によるポリペプチド；

ｂ）本発明によるポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）本発明によるポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）本発明によるポリペプチドに対する抗体；

を接触させ；

Ｂ）例えば候補化合物の存在下で、本発明によるポリペプチドの生産および／ま

たは生物学的な活性を、減退させるかまたは増加させるかを決定することによっ

て；例えば候補化合物の存在下と非存在下での、ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）

の何れかの活性の比較によって；ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかへの、
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候補化合物の効果を決定し；そして

Ｃ）例えば、アゴニスト／アンタゴニストの効果が、ポジティブに測定された適

切な候補化合物を選ぶなど、段階Ｂ）で決定したアゴニストまたはアンタゴニス

トを選ぶ；

によって提供され得ることを特徴とする。

      【００６２】

  本発明によるポリペプチドのアゴニスト（アンタゴニスト）は、免疫調節活性

を有し得、かつ、接触超過敏性やアトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾患を含

む慢性炎症性疾患、自己免疫疾患、または移植拒否反応のような疾患；およびＡ

ＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な要素が免疫抑制である疾患または症候群の

ような疾患の処置に用い得る。従って、本発明によるポリペプチドのアゴニスト

（アンタゴニスト）は、医薬として有用である。

      【００６３】

  該使用のための幾つかの方法が利用可能である：

  本発明による遺伝子および／またはポリペプチドの活性が過剰ならば、１つの

方法は、該ポリペプチドに対するリガンドの結合を妨げることによって、または

第２の情報伝達を阻害することによって、本発明による遺伝子および／またはポ

リペプチドの活性化を阻害するのに効果的な量の、本発明によるポリペプチドの

アンタゴニストを、薬学的に許容され得る賦形剤と組み合わせて、患者に投与し

、それによって、該遺伝子（またはその変異体）の発現過多、発現不足、発現の

変化によって引き起こされた異常状態を緩和することを含む。別の方法において

、内因性のポリペプチドと競合して、リガンドを結合し得る、本発明による相当

するポリペプチドの可溶形を投与し得る。該競合体の典型的な具体的態様は、本

発明の該ポリペプチドのフラグメントを含み得る。さらに別の方法において、本

発明による内因性のポリペプチドをコードする遺伝子の発現を、発現ブロック技

術を用いて阻害し得る。既知の該方法は、例えば O'Connor, J. Neurochem. 56 

(1991) 560, Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expres

sion, CRC Press, Boca Raton, Fla., USA (1988)に従って、内部に生じた、ま

たは別に投与したアンチセンス配列の使用を含む。あるいは、例えば本発明によ
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る遺伝子と三重鎖を形成するオリゴヌクレオチドなどの、オリゴマーは、例えば

 Lee ら、Nucleic Acids Res. 6 (1979) 3073; Cooney ら、Science 241 (1988)

 456; Dervan ら、Science 251 (1991) 1360 に従って供給され得る。該オリゴ

マーは、そのまま投与するか、または in vivo で発現させ得る。

      【００６４】

  本発明によるポリペプチドの発現の減退とその活性に関する異常状態の処置の

ために、１つの方法は、本発明によるポリペプチドの発現を増やす必要がある患

者に、治療上効果的な量の本発明による遺伝子を活性化する化合物（アゴニスト

）を、例えば薬学的に許容され得る賦形剤と組み合わせて投与し、それによって

異常状態を緩和することを含む。あるいは、遺伝子治療を行い、患者において、

関連する細胞によって、本発明によるポリペプチドの内因性の生産に影響を与え

得る。例えば、本発明による遺伝子は、例えば上記の方法に従って、複製におい

て不完全なレトロウイルスのベクターを発現するために操作し得る。得られたレ

トロウイルスの発現物は、単離し得、かつ本発明による該遺伝子に相当するポリ

ペプチドをコードするＲＮＡを含む、レトロウイルス・プラスミド・ベクターで

、形質転換したパッケージング細胞に導入し、その結果パッケージング細胞が関

連する遺伝子を含む感染性のウイルスの粒子を生産する。これらの生産細胞は、

in vivo で細胞を操作し、in vivo でポリペプチドを発現するために患者に投与

され得る。遺伝子治療については、Chapter 20, Gene Therapy and other Molec

ular Genetic-based Therapeutic Approaches（およびこの中に引用された参考

文献）in Human Molecular Genetics, T. Strachan と A. P. Read, BIOS Scien

tific Publishers Ltd (1996) を参照のこと。

      【００６５】

  別の態様において、本発明は、従って、例えば接触超過敏性やアトピー性皮膚

炎のような炎症性皮膚疾患を含む、慢性炎症性疾患、自己免疫疾患、または移植

拒否反応；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要な病理学的な要素が免疫抑制である

疾患の処置において、医薬として使用するための、本発明によるポリペプチドの

、アンタゴニストまたはアゴニスト、好ましくはアンタゴニストを提供する；お

よび別の態様において、例えば本発明のアゴニスト（アンタゴニスト）が適切で
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ある、同疾患の処置において医薬として使用するための、本発明によるポリペプ

チドの可溶形を提供する。

      【００６６】

  本発明によるアゴニスト（アンタゴニスト）は、医薬組成物の形態で、投与さ

れ得る。別の態様において、本発明は、活性成分として本発明によるポリペプチ

ドの、アゴニストまたはアンタゴニスト、好ましくはアンタゴニストを含む、薬

学的に許容され得る賦形剤／担体と組み合わせた医薬組成物を提供する。該アン

タゴニストまたはアゴニストは、例えば、下記の方法：

Ａ）候補化合物と、

ａ）本発明によるポリペプチド；

ｂ）本発明によるポリペプチドを発現する組換え細胞；

ｃ）本発明によるポリペプチドを発現する細胞膜；または

ｄ）本発明によるポリペプチドに対する抗体；

を接触させ；

Ｂ）例えば候補化合物の存在下で、本発明によるポリペプチドの生産および／ま

たは生物学的な活性を、減退させるかまたは増加させるかを決定することによっ

て；例えば候補化合物の存在下と非存在下での、ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）

の何れかの活性の比較によって；ａ）、ｂ）、ｃ）、またはｄ）の何れかへの、

候補化合物の効果を決定し；そして

Ｃ）例えば、アゴニスト／アンタゴニストの効果が、ポジティブに測定された適

切な候補化合物を選ぶなど、段階Ｂ）で決定したアゴニストまたはアンタゴニス

トを選ぶ；

によって、提供し得る。

      【００６７】

  別の態様において、本発明は、活性成分として本発明によるポリペプチドの可

溶形を含む、薬学的に許容され得る賦形剤／担体と組み合わせた、医薬組成物を

提供する。

  該医薬組成物は、常法、例えば上記のＡ）、Ｂ）、およびＣ）の方法によって

提供されたアゴニスト（アンタゴニスト）を、賦形剤と混合し、さらに得られた
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混合物を加工して、適切な投薬のための医薬組成物を得ることによって、適切に

生産され得る。

      【００６８】

  さらなる態様において、本発明は、本発明による遺伝子の発現過多と発現減退

の両方に関連する；または、本発明によるポリペプチドの活性が高すぎる、およ

び低すぎる、好ましくは高すぎることに関する異常状態を処置する方法；

例えば接触超過敏性やアトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚炎を含む、慢性炎症

性疾患、自己免疫疾患、または移植拒否反応；およびＡＩＤＳや癌を含む、重要

な病理学的な要素が免疫抑制である疾患を処置する方法を提供する。該方法は、

該処置を必要とする患者に、例えば上記のＡ）、Ｂ）、またはＣ）の方法によっ

て提供される、本発明によるポリペプチドに対するアゴニストまたはアンタゴニ

ストを、例えば薬学的に許容され得る賦形剤と組み合わせて、治療上効果的な量

投与することを含む方法；または該処置を必要とする患者に、本発明によるポリ

ペプチドの可溶形を、例えば薬学的に許容され得る賦形剤と組み合わせて、治療

上効果的な量投与することを含む。

      【００６９】

  本発明による医薬組成物の全身への投薬の望ましい形態は、注射、典型的には

静脈注射を含む。皮下注射、筋肉注射、または腹膜注射のような、他の注射経路

も用い得る。全身への投薬の代替方法は、例えば胆汁塩、フシジン酸、または他

の洗浄剤のような浸透剤を用いた、粘膜の投薬や腹膜の投薬を含む。さらに、腸

溶性製剤またはカプセル製剤で適切に処方されれば、経口の投薬もまた可能であ

り得る。本発明による組成物の投薬はまた、クリーム、軟膏、ジェルのような形

態で、局所(topical)および／または局所(localized)であり得る。

      【００７０】

  必要な用量の範囲は、本発明によるポリペプチドの選択、または本発明のポリ

ペプチド、投薬経路、医薬組成物の性質、患者の状態の性質、診察した医者の判

断に依存し得る。しかし、適切な用量は、０．１から１０００μｇ／ｋｇ（患者

の重量）、例えば０．１から１００μｇ／ｋｇ（患者の重量）の範囲であり得る

。しかし、必要な用量の変化は、利用された化合物の多様性と、様々な投薬経路
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の異なる効率を考慮することが予期され得る。例えば、経口の投薬は、静脈注射

によって投薬されるよりも、より高い用量が必要であると予期される。この用量

の変化は、例えば標準的な経験則に従って、適切に調整し得る。

      【００７１】

  処置に用いられるポリペプチドはまた、該処置が必要な患者で、例えば上記の

ような“遺伝子治療”としてしばしば述べられる処置様式において、内因的に生

成し得る。従って、例えば患者由来の細胞は、レトロウイルスのプラスミド・ベ

クターを用いることによって、例えば本発明によるポリペプチドをコードするた

めの、ＤＮＡまたはＲＮＡのようなポリヌクレオチドで、ex vivo で操作し得る

。操作した細胞は、該処置が必要な患者に導入し得る。

      【００７２】

  本明細書中では、下記の略号を用いる：

ａａ＝アミノ酸；

ＤＣ＝樹状細胞；

ＬＣ＝ランゲルハンス細胞

ｍＡｂ＝モノクローナル抗体；

ｎｔ＝ヌクレオチド

      【００７３】

  下記の実施例において、全ての温度は摂氏である。実施例に記載の、

－ＤＣＥＰＲ遺伝子（ＤＣＥＰＲ／SPLICE １は、そのスプライシング変異体で

ある）、またはＤＣＥＰＲポリペプチド；

－ＤＣＴＭＦ遺伝子（ＤＣＴＭＦ／SPLICE １は、そのスプライシング変異体で

ある）、またはＤＣＴＭＦポリペプチド；

－ＤＣＰＬＤ遺伝子、またはＤＣＰＬＤポリペプチド；

－ＤＣＩＧＲ遺伝子（ＤＣＩＧＲ／SPLICE １とＤＣＩＧＲ／SPLICE ２は、その

スプライシング変異体である）、またはＤＣＩＧＲポリペプチド；

－ＤＣＬＹＲ遺伝子、またはＤＣＬＹＲポリペプチド；および

－ＤＣＬＥＣ遺伝子（ＤＣＬＥＣ／SPLICE １は、そのスプライシング変異体で

ある）、またはＤＣＬＥＣポリペプチド；
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は、表１に示した相当する配列を有する。

      【００７４】

実施例１：相同性

  ＤＣＥＰＲ遺伝子の配列番号１および配列番号３を含むｃＤＮＡクローンは樹

状細胞ｍＲＮＡのライブラリーから単離されており、ＢＬＡＳＴＸアルゴリズム

を使用した SWISSPROT たんぱく質データベースとの配列比較により、７経膜拡

張Ｇ－たんぱく質結合受容体、特にオプシンサブファミリーとに相同であること

が判明し、エンセファロプシン(Accession No. Q9Y344)が最も密接な相同物であ

る。配列番号１のＤＣＥＰＲ遺伝子は、エンセファロプシンと９８.２％の全体

的な相同性を示すが、ＤＣＥＰＲポリペプチドの細胞質テイルの部分をコードす

る１１２３から１２０９の領域の短欠損を含む、特徴的差異を含む(配列番号２

、アミノ酸３７５から４０２)。オプシン受容体のこのドメインは、受容体脱感

作に厳密に関与し(Schertler, G. F., Eye 12 [1998] 504-510)、したがって、

ＤＣＥＰＲポリペプチドのＤＣ特異的シグナル伝達事象に寄与し得る。

      【００７５】

  ＤＣＴＭＦ遺伝子の配列番号５および配列番号７を含むｃＤＮＡクローンは樹

状細胞ｍＲＮＡのライブラリーから単離されており、ＢＬＡＳＴＸアルゴリズム

を使用した比較により、４つのαヘリックス膜貫通ドメインの膜貫通受容体であ

るテトラスパニンのファミリーと相同性であることが判明している。これらのド

メインにおいて、ＤＣＴＭＦはＴＭ４ファミリーの既知のメンバー、特にＣＤ２

０たんぱく質（SWISSPROT accession no. Q13963、２１３アミノ酸重複で２６.

３％同一性）およびマウスＦｃｅＲＩ Ｐ－鎖（SWISSPROT accession no. P1338

6、２００アミノ酸重複で３１.０％同一性）と最高の相同性の程度を示す。

      【００７６】

  ＤＣＰＬＤ遺伝子の配列番号９を含むｃＤＮＡクローンは樹状細胞ｍＲＮＡの

ライブラリーから単離されており、ＢＬＡＳＴＸアルゴリズムを使用した比較に

より、ホスファチジルオｋリン、ホスファチジルイノシトールまたはホスファチ

ダイエタノールアミン(phosphatidayethanolamin)のようなリン脂質の加水分解

を触媒する酵素であるホスホリパーゼＤと相同であることが判明している。ＤＣ
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ＰＬＤは、機能的にまだ十分に特徴付けされていないファミリーメンバー、すな

わちＨＵ－Ｋ４たんぱく質（SWISSPROT accession no. Q92853、４３７アミノ酸

重複で４７.１％同一性）およびマウスシュワン腫関連たんぱく質ＳＡＭ－９（S

WISSPROT accession no. Ｏ35405、４３４アミノ酸重複で４７.９％同一性）と

最高の相同性の程度を示す。

      【００７７】

  ＤＣＩＧＲ遺伝子の配列番号１１および配列番号１３および配列番号１５を含

むｃＤＮＡクローンは樹状細胞ｍＲＮＡのライブラリーから単離されており、Ｂ

ＬＡＳＴＸアルゴリズムを使用した比較により、免疫グロブリン様受容体と相同

であることが判明しており、ＳＬＡＭ（SWISSPROT accession no. Q13291、２０

９アミノ酸重複で２６.３％同一性）および２Ｂ４（SWISSPROT accession no. Q

9Y288、２６４アミノ酸重複で２４.２％同一性）が最も密接なヒト相同物である

。最も高い相同性の程度は、第２のＣ２－免疫グロブリン様細胞該ドメインに見

られ、一方全３つのＤＣＩＧＲイソ型の細胞質テイルは、他のファミリーメンバ

ーと異なる。配列番号１３および配列番号１４の対応するポリヌクレオチドに示

す通りの、Ｎ末端に異なるＶドメインを生成する更なるスプライス変異体も存在

すると考えられる。

      【００７８】

  ＤＣＬＹＲ遺伝子の配列番号１７を含むｃＤＮＡクローンは樹状細胞ｍＲＮＡ

のライブラリーから単離されており、ＢＬＡＳＴＸアルゴリズムを使用した比較

により、免疫グロブリン様受容体のファミリーと相同性を有することが判明して

おり、ＬＹ－９（TREMBL accession no. AAG14995、２０４アミノ酸重複で４０.

２％同一性）および１９Ａたんぱく質（TREMBL accession no. Q9NY08、２５９

アミノ酸重複で３１.７％同一性）が最も密接なヒト相同物である。

      【００７９】

  ＤＣＬＥＣ遺伝子の配列番号１９および配列番号２１を含むｃＤＮＡクローン

は樹状細胞ｍＲＮＡのライブラリーから単離されており、ＢＬＡＳＴＸアルゴリ

ズムを使用した比較により、Ｃ型レクチンと相同性を有することが判明しており

、ＤＣＩＲ（TREMBL accession no. CAB54001、１９１アミノ酸重複で５０.８％
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同一性）が最も密接なヒト相同物であり、デクチン２－アルファ（SWISSPROT ac

cession no. AAF67177、２０１アミノ酸重複で５１％同一性）が最も密接に関連

するマウスたんぱく質である。Ｃ型レクチンに対する相同性は、細胞内シグナル

伝達に重要なＮ末端細胞質ドメインを含まない。

      【００８０】

実施例２：配列決定

  ＤＣＥＰＲ、ＤＣＴＭＦ、ＤＣＰＬＤ、ＤＣＩＧＲ、ＤＣＬＹＲおよびＤＣＬ

ＥＣ遺伝子の完全なｃＤＮＡは、以下の方法のいずれかにより得られ得る：

ａ)Rapid Amplification of cDNA Ends(ＲＡＣＥ)は、５'末端を得るのに使用で

きる(Frohman ら、Proc. Nat. Acad. Sci USA 85 [1988] 8998-9002参照)。簡単

に、特異的オリゴヌクレオチドをｍＲＮＡにアニールし、ｃＤＮＡ鎖の合成の引

き金を引くのに使用する。ｍＲＮＡとＲＮａｓｅＨの破壊に続き、ポリＣアンカ

ー配列をｃＤＮＡの３'末端に添加し、得られたフラグメントをアンチセンスプ

ライマーおよびアンカー配列プライマーのネスト化されたセットを使用して増幅

する。増幅フラグメントを適当なベクターにクローン化し、制限および配列分析

に付す。

      【００８１】

ｂ)ポリメラーゼ連鎖反応を使用して、二つのセットのプライマーを伴うネステ

ィッドＰＣＲの連続ラウンドを使用したヒトｃＤＮＡライブラリー由来の５'の

増幅に使用できる。アンチセンスプライマーの一つのセットは部分的ｃＤＮＡの

５'末端に特異的であり、プライマーの他のセットは、ベクター特異的配列とア

ニールする。増幅産物を適当なベクターにクローン化し、制限および配列分析に

付す。

  表１に詳述する遺伝子の対応する配列が得られる。

      【００８２】

実施例３：哺乳類細胞での発現

  本発明のＤＣＥＰＲ、ＤＣＴＭＦ  ＤＣＩＧＲ、ＤＣＬＹＲおよびＤＣＬＥＣ

遺伝子の受容体を、ヒト胎生期腎２９３(ＨＥＫ２９３)細胞または付着性ＣＣＬ

３９またはｄｈｆｒ  ＣＨＯ細胞のいずれかで発言させ、本発明のＤＣＰＬＤ遺
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伝子をヒト胎生期腎２９３(ＨＥＫ２９３)細胞または付着性ＣＣＬ３９またはｄ

ｈｆｒ  ＣＨＯ細胞または組換えバキュロウィルス感染Ｓｆ９細胞のいずれかで

発現させる。発現ベクターは典型的に、強いプロモーター、例えば、ＣＭＶ－Ｉ

ＥおよびＫｏｓｃａｋ配列ならびに抗生物質耐性遺伝子、例えばネオマイシンま

たはゼオシンの顆粒に、５'および３'ＵＴＲがないコード領域を含む。細胞を個

々の受容体ｃＤＮＡでリポフェクチンによりトランスフェクトし、６００から１

０００ｍｇ／ｍｌのＧ４１８(ネオマイシン)または１００から４００ｍｇ／ｍｌ

のゼオシンの存在下で選択する。３週間の選択後、個々のクローンを採取し、更

なる分析のために増幅させる。ベクター単独でトランスフェクトしたＨＥＫ２９

３またはＣＨＯ細胞は、陰性コントロールとして働く。個々の受容体を安定して

発現する細胞系を単離するために、約９６クローンを典型的に選択し、ＲＴ  Ｐ

ＣＲ分析で分析する。受容体ｍＲＮＡは、一般に、分析したＧ４１８耐性クロー

ンの約５０％に検出できる。

      【００８３】

  ＰＬＤの発現のための組換えバキュロウイルスを標準法を使用して生成し、選

択し、精製し増幅する。

      【００８４】

実施例４：ＤＣＥＰＲでのリガンドスクリーニング

  推定受容体リガンドの集合物を、スクリーニングのために集める。収集物は：

ヒト７経膜(７ＴＭ)受容体を介して作用することが知られているトランスミッタ

ー、ホルモンおよびケモカイン；哺乳類カウンターパートがまた同定されていな

い、７ＴＭ受容体、非哺乳類、生物学的活性ペプチドに対する推定アゴニストで

あり得る、天然に存在する化合物；および天然には見られないが、未知の天然リ

ガンドで７ＴＭ受容体を活性化する化合物を含む。この収集物は、機能的(すな

わち、カルシウム、ｃＡＭＰ、ミクロフィジオメーター(microphysiometer)、卵

母細胞電気生理学等：下記参照)ならびに結合アッセイの両方を使用して、既知

のリガンドに関するレセプターの初期スクリーニングに使用する。

      【００８５】

実施例５：リガンド結合アッセイ
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  リガンド結合アッセイは、受容体薬理学の確認のための直接オフを提供し、ハ

イスループット形式に適用できる、受容体のための精製リガンドは、結合試験の

ために高い特異的活性(５０－２０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ)に放射標識される。つい

で、測定を、放射標識がその受容体に対するリガンドのアッセイを減少しないよ

うな過程にする。緩衝液、イオン、ｐＨおよびヌクレオチドのような他のモジュ

レーターのアッセイ条件は、膜および全細胞受容体源の両方に関して実行できる

シグナル対ノイズ比を確立するように最適化する。これらのアッセイのために、

特異的レセプター結合は、全会合放射活性から過剰の非標識競合リガンドの存在

下で測定した放射活性を引いたものと定義する。可能な場合、１個以上の競合リ

ガンドを残りの非特異的結合を定義するために使用する。

      【００８６】

実施例６：Ｘｅｎｏｐｕｓ卵母細胞における機能的アッセイ

  本発明の遺伝子の受容体ｃＤＮＡ転写物をコードする直鎖化プラスミド鋳型由

来のキャップＲＮＡを、インビトロで標準的手順に従い、ＲＮＡポリメラーゼで

合成する。インビトロ転写物を最終濃度０.２ｍｇ／ｍｌで水に懸濁する。卵巣

葉を成熟雌ヒキガエルから除去し、Ｖ段階ろ胞除去卵母細胞を得、ＲＮＡ転写物

(１０ｎｇ／卵母細胞)を、５０ｎｌボラスで、マイクロインジェクション装置を

使用して注入する。二つの電極電圧クランプを使用して、アゴニスト暴露に応答

した個々のＸｅｎｏｐｕｓ卵母細胞からの電圧を測定する。記録を無Ｃａ２＋  

Ｂａｒｔｈ培地で室温で行なう。Ｘｅｎｏｐｕｓ系は、リガンドの活性化のため

に、既知のリガンドおよび組織／細胞抽出物のスクリーニングに使用できる。

      【００８７】

実施例７：ミクロフィジオメトリック(microphysiometric)アッセイ

  広範囲の２次メッセンジャーの活性化は、細胞からの少量の酸の噴出をもたら

す。形成された酸は、細胞内シグナル伝達過程に燃料を供給するために必要な増

加した代謝活性の結果として大きい。細胞の回りの培地のｐＨ変化は非常に少な

いが、ＣＹＴＯＳＥＮＳＯＲミクロフィジオメーター(Molecular Devices Ltd.,

 Menlo Park, Calif., USA)で検出可能である。ＣＹＴＯＳＥＮＳＯＲは、した

がって、本発明のＧ－たんぱく質結合受容体のような細胞内シグナル伝達経路を



(44) 特表２００３－５３０８３３

利用するエネルギーに結合した受容体の活性化の検出ができる。

      【００８８】

実施例８：抽出／細胞上清スクリーニング

  まだ、同種活性化リガンド(アゴニスト)がないままである、多数の哺乳類受容

体が存在する。したがって、これらのレセプターのための活性化リガンドは、今

日まで同定されているリガンドバンクには含まれ得ない。したがって、本発明の

７ＴＭ受容体はまた天然リガンドを同定するための組織抽出物に対して機能的に

スクリーニングする(機能的スクリーニングとしてカルシウム、ミクロフィジオ

メーター、卵母細胞電気生理現象等を使用して)。陽性機能的応答を産する抽出

物は、活性化リガンドが単離および同定されるまで、連続してサブフラクション

化できる。

      【００８９】

実施例９：カルシウムおよびｃＡＭＰ機能アッセイ

  ＨＥＫ２９３細胞に発現される７ＴＭ受容体は、ＰＬＣの活性化およびカルシ

ウム移動および／またはｃＡＭＰ刺激または阻害と機能的に結合することが示さ

れている。受容体トランスフェクトしたまたはベクターコントロール細胞として

のＨＥＫ２９３細胞の基底カルシウムレベルは、通常、１００ｎＭから２００ｎ

Ｍ範囲である。組換え受容体を発現するＨＥＫ２９３にｆｕｒａ２を負荷し、そ

の日中に＞１５０選択リガンドまたは組織／細胞抽出物をアゴニスト誘導カルシ

ウム移動に関して評価する。同様に、組換え受容体を発現するＨＥＫ２９３細胞

を、標準ｃＡＭＰ定量アッセイを使用して、ｃＡＭＰ生産の刺激または阻害に関

して評価する。カルシウム一過性またはｃＡＭＰ波動を提示するアゴニストを、

ベクターコントロール細胞で試験し、応答が受容体を発現するトランスフェクト

した細胞に独特であるかを決定する。

      【００９０】

実施例１０：ＤＣＰＬＤの触媒的特性

  組換えＤＣＰＬＤ遺伝子によりコードされる活性を測定するために、バキュロ

ウイルス感染Ｓｆ９細胞を、標識基質[３Ｈ]－ＰＣの加水分解により遊離される

トリチウム化ヘッドグループ(例えば[３Ｈ]－コリン)の量を測定する、標準ヘッ
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ドグループ遊離アッセイを使用して評価する。アッセイ手順は、放射標識ＰＣか

らのコリンヘッドグループの遊離を測定し、Brown, Cell 75 (1993) 1137-1144

に先に記載されたプロトコールに基づく。標準分離技術を使用して、細胞質およ

び膜フラクションを非感染Ｓｆ９細胞または４８時間、ＤＣＰＬＤ発現バキュロ

ウイルスベクターで感染させたＳｆ９細胞から調製する。天然のバキュロウイル

スベクターまたはＰＬＣ発現バキュロウイルス(コントロール)ベクターで暗線さ

せたＳｆ９細胞のＰＬＤレベルを測定する。ＤＣＰＬＤのトランスフォファチジ

ラーゼ(transphophatidylase)としての機能を測定するために、アッセイを１級

アルコールの存在下で行ない、ホスファチジル基の適当な基質からアルコール、

例えばエタノールへの転移を触媒し、したがって[３２Ｐ]－ホスファチジルエタ

ノールを生成する。

      【００９１】

実施例１１：ＤＣＰＬＤのＲＮＡ制御

  ＬＰＳ、ＴＮＦαまたはＩＬ－１０により誘導される樹状細胞の分化中のＤＣ

ＰＬＤ活性のレベルを分析するために、ＤＣＰＬＤ ｍＲＮＡのレベルをＲＴ－

ＰＣＲで定量する。全ＲＮＡを樹状細胞から、グアニジンチオシアネート法(Cho

mczynski, Anal. Biochem. 162 [1992] 156-162)で活性化した後の種々の時点で

単離する。ＲＮＡを、ランダムヘキサマー混合プライマーを使用して逆転写する

。増幅サイクルの数を、産物増幅の指数速度を維持するために、個々のプライマ

ーセットに関して決定する。増幅ＤＮＡフラグメントを１.５％アガロースゲル

での電気泳動に付し、臭化エチジウム染色により可視化する。バンドの強度をデ

ンシトメーターにより定量する。

    【配列表】
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