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(57)【要約】
本発明は、ＬＳＧポリペプチド、このポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド、特にこのポリヌクレオチド
を発現することによる上記ポリペチドの製造方法、なら
びに上記ポリペプチドのアゴニストおよびアンタゴニス
トに関する。本発明はさらに、探索、診断および臨床技
術に関連する部分を有する用途のための、かかるポリヌ
クレオチド、ポリペプチド、アゴニストおよびアンタゴ
ニストを利用するための方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＬＳＧであって、

（ａ）配列番号１、２、５、もしくは６のポリヌクレオチド、またはそれらの変

異体、

（ｂ）配列番号１、２、５、もしくは６のポリヌクレオチド、またはそれらの変

異体により発現されるタンパク質、あるいは

（ｃ）配列番号１、２、５、もしくは６のアンチセンス配列に、ストリンジェン

トな条件下にてハイブリダイズすることが可能なポリヌクレオチド

を含む、前記ＬＳＧ。

    【請求項２】  配列番号３または４のタンパク質を含む、請求項１に記載の

ＬＳＧ。

    【請求項３】  患者における肺癌の存在を診断する方法であって、

（ａ）患者における細胞、組織または体液における請求項１に記載のＬＳＧレベ

ルを測定すること；および

（ｂ）正常ヒト対照由来の細胞、組織または体液におけるＬＳＧレベルと、測定

されたＬＳＧレベルとを比較すること

とを含み、正常ヒト対照に対する患者における測定ＬＳＧレベルの変化が、肺癌

の存在に関連する、前記方法。

    【請求項４】  患者における肺癌の転移を診断する方法であって、

（ａ）転移したことがわかっていない肺癌を有する患者を発見すること；

（ｂ）該患者由来の細胞、組織または体液の試料中の、請求項１に記載のＬＳＧ

レベルを測定すること；および

（ｃ）正常ヒト対照の細胞、組織または体液におけるＬＳＧレベルと、測定ＬＳ

Ｇレベルとを比較すること

とを含み、正常ヒト対照に対する患者における測定ＬＳＧレベルの増加が、転移

した癌に関連する、前記方法。

    【請求項５】  肺癌を有する患者における肺癌を病期分類する方法であって

、

（ａ）肺癌を有する患者を発見すること；
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（ｂ）患者由来の細胞、組織または体液の試料中の請求項１に記載のＬＳＧレベ

ルを測定すること；および

（ｃ）正常ヒト対照の細胞、組織または体液におけるＬＳＧレベルと、測定ＬＳ

Ｇレベルとを比較すること

とを含み、正常ヒト対照に対する患者における測定ＬＳＧレベルの増加が、進行

している癌に関連し、測定ＬＳＧレベルの減少が、後退または寛解している癌に

関連する、前記方法。

    【請求項６】  転移の発症に関して、患者における肺癌をモニタリングする

方法であって、

（ａ）転移したことがわかっていない肺癌を有する患者を発見すること；

（ｂ）患者由来の細胞、組織または体液の試料中の請求項１に記載のＬＳＧレベ

ルを定期的に測定すること；および

（ｃ）正常ヒト対照の細胞、組織または体液におけるＬＳＧレベルと、定期的に

測定したＬＳＧレベルとを比較すること

とを含み、正常ヒト対照に対する患者における定期的に測定したＬＳＧレベルの

いずれか１つの増加が、転移した癌に関連する、前記方法。

    【請求項７】  患者における肺癌の病期の変化をモニタリングする方法であ

って、

（ａ）肺癌を有する患者を発見すること；

（ｂ）患者由来の細胞、組織または体液における請求項１に記載のＬＳＧレベル

を定期的に測定すること；および

（ｃ）正常ヒト対照の細胞、組織または体液におけるＬＳＧレベルと、定期的に

測定したＬＳＧレベルとを比較すること

とを含む、正常ヒト対照に対する患者における定期的に測定したＬＳＧレベルの

いずれか１つの増加が、病期が進行している癌に関連し、減少が、病期が後退ま

たは寛解している癌に関連する、前記方法。

    【請求項８】  肺癌のイメージングおよび治療における使用のための潜在的

治療薬を発見する方法であって、

潜在的治療薬の非存在下におけるＬＳＧに対して請求項１に記載のＬＳＧに結合



(4) 特表２００３－５２５５９９

する能力またはその発現を減少させる能力に関して分子をスクリーニングするこ

とを含み、ＬＳＧに結合する分子の能力またはＬＳＧの発現を減少させる能力が

、該分子が肺癌のイメージングおよび治療において有用であることを示す、前記

方法。

    【請求項９】  請求項１に記載のＬＳＧによりコードされるポリペプチドを

特異的に結合する抗体。

    【請求項１０】  請求項９に記載の抗体を患者に投与することを含む、患者

における肺癌のイメージングの方法。

    【請求項１１】  抗体が、常磁性イオンまたは放射性同位体で標識される、

請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  請求項１に記載のＬＳＧの発現または活性をダウンレギュ

レートする分子を患者に投与することを含む、患者における肺癌の治療の方法。

    【請求項１３】  請求項１に記載のＬＳＧを発現する標的細胞に対する免疫

応答を誘発する方法であって、免疫応答が標的細胞に対して上昇するように、免

疫原性的刺激量のＬＳＧタンパク質をヒト患者に送達することを含む、前記方法

。

    【請求項１４】  ＬＳＧタンパク質が、配列番号３または４を含む、請求項

１３に記載の方法。

    【請求項１５】  請求項１に記載のＬＳＧを含む肺癌治療用ワクチン。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本出願は、その全体が参照により本明細書に援用される２０００年２月１７日

提出の米国仮出願第６０／１８３，１８８号についての優先権を主張する。

      【０００２】

  ［発明の分野］

  本発明は、部分として、新たに同定されたポリヌクレオチドおよびポリペプチ

ド、そのポリヌクレオチドおよびポリペプチドの変異体ならびに誘導体、そのポ

リヌクレオチドおよびポリペプチドならびにそれらの変異体および誘導体を作製

する方法、そのポリペプチドのアゴニストおよびアンタゴニスト、ならびにその

ポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体、誘導体、アゴニストおよびアンタゴ

ニストの使用に関する。特に、これらおよびその他の点において、発明は以後「

Ｌｎｇ１０３」および「ｌｎｇ１０４」と称されるポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドに関する。

      【０００３】

  ［発明の背景］

  肺癌は米国において男女いずれについても２番目に主要な型の癌であり、男女

共に癌死の最も一般的な原因である。肺癌は肺に発生した原発性腫瘍、または腸

もしくは乳房といった別の器官から拡がった二次腫瘍の結果生じ得る。原発性肺

癌は大きく３つの型：小細胞肺癌、非小細胞肺癌、および中皮腫に分類される。

小細胞肺癌はその癌細胞が特有のオーツ麦の形状をしていることから、「燕麦細

胞」肺癌とも呼ばれる。非小細胞肺癌には３つの型がある。これらは類似した挙

動を示し、治療に対し小細胞肺癌とは異なった反応を示すことから、一つにまと

めて分類されている。その３つの型は、扁平上皮癌、腺癌および大細胞癌である

。扁平上皮癌は気道を裏打ちしている細胞から発生する。腺癌も気道を裏打ちす

る細胞から発生する。しかしながら、腺癌は粘液（粘液質）を産生する特定型の

細胞から発生する。大細胞肺癌は、細胞を顕微鏡で見たとき巨大で円形をしてい

ると思われることから名付けられている。中皮腫は稀な型の癌であり、胸膜と呼

ばれる肺の被膜を冒す。中皮腫はアスベストへの曝露を原因とすることが多い。
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      【０００４】

  二次性肺癌は体内の他所（例えば乳房または腸）で発生し、肺に拡がった癌で

ある。二次性肺癌の治療選択は、癌がどこで発生したかに依存する。換言すれば

、乳房から拡がった癌は乳癌の治療に反応し、腸から拡がった癌は腸癌の治療に

反応するはずである。

      【０００５】

  癌の病期は、癌がどの程度拡大したかを示す。病期分類は、癌の病期に従って

治療が決定されることが多いことから重要である。病期分類は肺の非小細胞癌と

小細胞癌で異なっている。

      【０００６】

  非小細胞癌は４つの病期に分類できる。病期Ｉは極めて局在性の癌であり、リ

ンパ節に癌は認められない。病期ＩＩの癌は、冒された肺の頂部にあるリンパ節

まで拡がっている。病期ＩＩＩの癌は、癌が発生した場所近くまで拡がっている

。これは、胸壁、肺の被膜（胸膜）、胸部中央（縦隔）またはその他リンパ節に

達することがある。病期ＩＶの癌は、体の別の所まで拡がっている。

      【０００７】

  小細胞肺癌は病気の発生の極めて初期に拡大することがあるため、小細胞肺癌

は２群にのみ分類されている。これらは、一方の肺と近接するリンパ節にのみ癌

が認められる限定疾患、および肺の外の胸郭、または他の体部まで癌が拡大した

拡張性疾患群である。さらにスキャンで拡大が認められない場合でさえ、幾つか

の癌細胞が離脱し、血流またはリンパ系によって運ばれることが考えられる。し

たがって、安全のために、二次性癌が確認されているか否かにかかわらず、小細

胞肺癌はそれらが拡大しているものとして治療することが好ましい。小細胞癌の

治療には手術を利用することは、極初期の例を除いては典型的ではないため、幾

つかの他の型の癌の場合ほど病期分類は重要ではない。放射線治療を用いた、ま

たは用いない化学療法が多く用いられる。最初に行われるスキャンおよび検査は

、治療に対する患者の反応の度合いを知るために後で用いられるであろう。

      【０００８】

  したがって、かかる癌が転移しているか否かを決定するための、より高感度で
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あり、正確な、ヒトの癌を病期分類する方法、および転移の発生に関して、転移

していないヒトの癌の進行をモニタリングする方法が強く求められている。

      【０００９】

  今回、肺癌、特に肺の扁平上皮癌について２つの診断マーカーが同定された。

これら診断マーカーは、本明細書中では一般に肺特異的遺伝子、またはＬＳＧ、

より具体的にはＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４と称する。

      【００１０】

  本発明では、本明細書中でＬＳＧｓと呼ばれる肺特異遺伝子による肺癌の検出

、診断、モニタリング、病期分類、予後判定、イメージングおよび治療の方法が

提供される。本発明の目的に関しては、ＬＳＧはとりわけ配列番号１、２、５ま

たは６のポリヌクレオチド配列を含む遺伝子により発現される未変性(native)タ

ンパク質を表す。配列番号１のポリヌクレオチドによりコードされるアミノ酸配

列は、配列番号３に示されている。配列番号４のポリヌクレオチドによりコード

されるアミノ酸配列は、配列番号２に示されている。本明細書中では、「ＬＳＧ

」は、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、２、５または６に比べヌクレ

オチド配列中に変化を含むが、依然として同一タンパク質をコードするポリヌク

レオチドを意味する。あるいは、本明細書中での用いられるＬＳＧが意味するも

のは、配列番号１、２、５または６のポリヌクレオチド配列、または配列番号１

、２、５または６のアンチセンス配列に、ストリンジェントな条件下においてハ

イブリダイゼーションが可能なレベルのポリヌクレオチドを含む、配列番号１、

２、５または６レベルのポリヌクレオチド配列を含む遺伝子にコードされる未変

性ｍＲＮＡを意味する。

      【００１１】

  本発明の他の目的、特徴、利点および側面は、以下の説明より当業者に明らか

になるだろう。しかしながら、以下の説明および具体的な実施例は、発明の好ま

しい態様を示すものではあるが、例示のみ目的として描写されたものであること

が理解されるべきである。以下の記述を読むことにより、そして本開示のその他

の部分を読むことにより、開示の発明の精神および範囲内での各種変更および改

良は当業者にとって容易に明らかになるだろう。
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      【００１２】

  ［発明の概要］

  これらの目的、およびその他の問題に対し、本発明の目的は、配列番号１、２

、５または６のポリヌクレオチドを含むＬＳＧ、配列番号１、２、５または６の

ポリヌクレオチドにより発現されるタンパク質、あるいはそのタンパク質を発現

するそれらの変異体、またはストリンジェントな条件下にて配列番号１、２、５

または６のアンチセンス配列にハイブリダイズすることができるポリヌクレオチ

ドを提供することである。好ましいＬＳＧタンパク質は、配列番号３および４に

示されている。

      【００１３】

  本発明の別の目的は、細胞、組織または体液中のＬＳＣレベルの変化を、正常

ヒト対照の、好ましくは同一細胞、組織または体液型中のＬＳＧのレベルと比較

して分析することにより、肺癌の存在を診断する方法であって、正常ヒト対照に

対する患者におけるＬＳＧレベルの変化が肺癌に関連する方法を提供することで

ある。

      【００１４】

  さらに転移した肺癌を有することが疑われるヒト患者を同定し、かかる患者由

来の細胞、組織または体液試料をＬＳＧについて分析し、かかる細胞、組織また

は体液中のＬＳＧレベルを正常ヒト対照の、好ましくは同一細胞、組織または体

液型中のＬＳＧレベルと比較することにより、転移をしたことがわかっていない

肺癌を有する患者における転移性肺癌を診断する方法が提供であって、正常ヒト

対照に対する患者におけるＬＳＧレベルの増加が、転移をした肺癌に関連する方

法が適用される。

      【００１５】

  発明はさらに、肺癌を有するヒト患者を発見し、かかる患者由来の細胞、組織

または体液試料を分析し、かかる細胞、組織または体液中のＬＳＧレベルを、正

常ヒト対照試料の、好ましくは同一細胞、組織または体液型中のＬＳＧレベルと

比較することにより、肺癌を有するヒトにおける肺癌を病期分類する方法もであ

って、正常ヒト対照に対する患者におけるＬＳＧレベルの増加が、後退または寛
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解している癌に関連する方法を提供する。

      【００１６】

  さらに、転移の発生について、肺癌を有するヒトの肺癌をモニタリングする方

法が提供される。この方法は、転移したことがわかっていないような癌を有する

患者を同定することと、かかる患者由来の細胞、組織または体液試料をＬＳＧに

ついて定期的に分析することと、かかる細胞、組織または体液中のＬＳＧレベル

レベルを、正常ヒト対照試料の、好ましくは同一細胞、組織または体液型中のＬ

ＳＧレベルと比較することとを含み、この場合正常ヒト対照に対する患者におけ

るＬＳＧレベルの増加が、転移した癌に関連している。

      【００１７】

  さらに、肺癌を有するヒトにおけるＬＳＧレベルを観察することにより、肺癌

を有するの肺癌の病期の変化をモニタリングする方法が提供される。この方法は

、かかる癌を有するヒト患者を発見することと、かかる患者由来の細胞、組織ま

たは体液試料をＬＳＧについて定期的に分析することと、この様なかかる細胞、

組織または体液中のＬＳＧレベルを、正常ヒト対照試料の、好ましくは同一細胞

、組織または体液型中のＬＳＧレベルと比較することとを含み、この場合正常ヒ

ト対照に対する患者におけるＬＳＧレベルの増加が、進行している癌に関連し、

そＬＳＧレベルの減少が、後退または寛解している癌に関連する。

      【００１８】

  さらに、肺癌のイメージングおよび治療に使用するための、ＬＳＧを標的とす

る新たな治療薬を設計する方法を提供する。例えば、一態様では、ＬＳＧを標的

とする抗体、またはかかる抗体の断片のような治療薬を用い、疾患もしくは症状

を検出または診断することを目的とし、患者におけるＬＳＧの局在性を治療、検

出またはイメージングすることができる。この態様では、正常組織に比して検出

される標識抗体量の増加が腫瘍転移または成長の指標となるであろう。かかる抗

体は、ポリクローナル、モノクローナルまたはオムニクローナルであってもよく

、あるいは分子生物学的技術により調製できる。本発明にて、および本明細書全

体にわたって用いられる場合、 「抗体」という用語はまた、ＳＥＬＥＸと呼ば

れ、当業者に既知であるｉｎ  ｖｉｔｒｏ進化プロトコルに由来するようなアプ
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タマーおよび一本鎖オリゴヌクレオチドを含むことを意味する。抗体は放射性同

位体および常磁性金属を含むが、これらに限定されない各種の検出可能でかつ治

療的標識体で標識することができる。ＬＳＧの濃度および／または活性を下げる

小分子および抗体のような治療薬もまたＬＳＧの過剰発現を特徴とする疾患の治

療に使用できる。かかる薬剤は本明細書中の教示に従い容易に同定できる。

      【００１９】

  本発明の他の目的、特徴、利点および側面は、以下の説明から当業者に明らか

になるだろう。しかしながら、以下の説明および具体的な実施例は、発明の好ま

しい態様を示しているが、例示のみを目的としていると理解されるべきである。

以下の説明を読むこと、および本開示のその他部分を読むことから、開示の発明

の精神および範囲内の各種変更および改良は当業者に容易に明らかになるだろう

。

      【００２０】

  ［用語解説］

  以下の例示の説明は本明細書中、特に実施例中に頻繁に使用されるある種の用

語の理解を助けるために提供される。説明は、便宜的に提供されるものであり、

発明を限定するものではない。

      【００２１】

  ＤＮＡの「消化」とは、ＤＮＡ中のある配列のみに作用する制限酵素でＤＮＡ

を触媒的に切断することを指す。本明細書中に参照される各種制限酵素は市販さ

れており、それらの反応条件、補因子および使用に関するその他の要件は当業者

に既知かつ日常的である。

      【００２２】

  分析を目的とする場合、典型的にはプラスミドまたはＤＮＡ断片１μｇは、約

２０μｌの反応緩衝液中で、約２ユニットの酵素で消化される。プラスミドの構

築のためのＤＮＡ断片の単離の場合には、典型的には５～５０μｇのＤＮＡがそ

れに比例したより大きい容積中で、２０～２５０ユニットの酵素で消化される。

      【００２３】

  特定制限酵素に関する適切な緩衝液および基質量は、以下に参照されるような
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標準的研究室マニュアル中に記載されており、それらは販売業者によって明記さ

れている。

      【００２４】

  ３７℃で、約１時間のインキュベーション時間が通常用いられるが、条件は標

準的方法、販社の取扱説明書および反応の詳細により変化し得る。消化後、当業

者にとって日常的である既知の方法を用いて、反応物は分析され、断片はアガロ

ースまたはポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動法により精製され得る。

      【００２５】

  「遺伝的要素」とは一般に、ポリペプチドをコードする領域、または宿主細胞

における転写もしくは翻訳またはポリペプチドの発現にとって重要な他のプロセ

スを調節する領域を含むポリヌクレオチド、あるいはポリペプチドをコードする

領域、およびそれに作動可能に(operably)連結された、発現を調節する領域の両

方を含むポリヌクレオチドを意味する。

      【００２６】

  遺伝的要素はエピソーム要素として、すなわち宿主細胞ゲノムとは物理的に独

立した分子として複製するベクター内に含まれ得る。それらは真核生物細胞での

メトトレキセート選択によるトランスフェクトされたＤＮＡの増幅中に生じるよ

うな、ミニ染色体内に含まれてもよい。遺伝的要素はまた自然状態ではなく、あ

るいは、その他に、以下の単離、クローニングおよび精製ＤＮＡの形態でのまた

はベクターでの宿主細胞への導入といった操作状態で、宿主細胞ゲノム中に含ま

れてもよい。

      【００２７】

  「単離された」とは、その自然状態から「人工的」に変更されること、すなわ

ち自然界で生じる場合、それはその本来の環境から変更されたか、または取り出

されたか、あるいはその両方を意味する。

      【００２８】

  その用語が本明細書中で使用されるように、例えば、生きている動物に、その

自然な状態で自然に存在しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離

された」ものではないが、その自然状態の共存物質から分離された同一ポリヌク
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レオチドまたはポリペプチドは「単離された」ものである。例えば、ポリヌクレ

オチドに関しては、単離されたという用語は、それが天然に存在する染色体およ

び細胞から分離されていることを意味する。

      【００２９】

  単離の一部として、または単離に続いて、かかるポリヌクレオチドを、例えば

、突然変異誘発、融合タンパク質を形成させること、および宿主内での増殖また

は発現のための、ＤＮＡのような他のポリヌクレオチドに結合することができる

。単独またはベクターのような他のポリヌクレオチドと結合させて、単離ポリヌ

クレオチドは、培養液または生体全体にて、宿主細胞に導入することができる。

培養液または生体全体にて、宿主細胞へ導入する場合、その用語が本明細書中で

用いられるように、かかるＤＮＡは、自然の形態または環境にないことから、単

離されている。同様に、ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、培地配合物、

ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの、例えば細胞への導入用の溶液、化学ま

たは酵素反応のための組成物もしくは溶液のような組成物中に現れてもよく、例

えばそれらは、自然に存在しない組成物ではなく、そこにまた本明細書中で用い

られるような用語の意味での単離ポリヌクレオチドまたはポリペプチドがとどま

る。

      【００３０】

  「連結」は、最も多くは二本鎖ＤＮＡである、２つまたはそれ以上のポリヌク

レオチド間にホスホジエステル結合を形成するプロセスである。連結に関する技

術は当該技術分野で既知であり、連結のプロトコルは例えば以下引用されるSamb

rook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed.; Cold Sprin

g Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)、およびManiati

s et al., pg.146のような標準的研究室マニュアルおよび参考資料に記述されて

いる。

      【００３１】

  「オリゴヌクレオチド（複数可）」は、比較的短いポリヌクレオチドを指す。

多くの場合、この用語は一本鎖デオキシリボヌクレオチドを指すが、とりわけ、

同様に一本鎖または二本鎖リボヌクレオチド、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド、お
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よび二本鎖ＤＮＡも指すことができる。

      【００３２】

  一本鎖ＤＮＡプローブオリゴヌクレオチドのようなオリゴヌクレオチドは、自

動オリゴヌクレオチド合成装置にて実行されるもののような化学的方法により合

成される。しかしながら、オリゴヌクレオチドは、例えばｉｎ  ｖｉｔｒｏ組換

えＤＮＡ媒介技術にて、ならびに細胞および生体でのＤＮＡ発現による、各種の

その他の方法により作製することができる。

      【００３３】

  まず化学的に合成したＤＮＡは、典型的に、５’ホスフェートなしで得られる

。かかるオリゴヌクレオチドの５’末端は、組換えＤＮＡ分子形成に典型的に用

いられるＤＮＡリガーゼを使用する連結反応によるホスホジエステル結合形成の

基質ではない。かかるオリゴヌクレオチドの連結が望ましい場合には、キナーゼ

およびＡＴＰを使用するような標準的技術によりリン酸を付加することができる

。

      【００３４】

  化学的に合成したオリゴヌクレオチドの３’末端は、遊離の水酸基を一般的に

有しており、Ｔ４ＤＮＡリガーゼのようなリガーゼの存在下にて、容易に別のオ

リゴヌクレオチドのような別のポリヌクレオチドの５’ホスフェートとホスホジ

エステル結合を形成するだろう。周知の様に、この反応は、望ましい場合、連結

前に他のポリヌクレオチド（複数可）の５’リン酸を除去することで選択的に阻

止することができる。

      【００３５】

  本明細書中では「プラスミド」は一般に、当業者には精通した標準的命名法に

したがって一般に小文字の「ｐ」で始まり、および／またはその後大文字および

／もしくは数字が続く形で命名される。本明細書に開示した開始プラスミドは、

市販されているか、非制限的に公的に入手可能であるか、または入手可能なプラ

スミドから既知の公開された方法をルーチンに応用して構築できる。本発明によ

り使用可能な多くのプラスミドならびにその他のクローニングおよび発現ベクタ

ーは、当業者に既知であり、容易に入手できる。さらに、当業者は、本発明での
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使用に適切ないかなる多くのその他プラスミドを容易に構築し得る。本発明での

かかるプラスミドならびにその他ベクターの特性、構造および使用は、本開示よ

り当業者に容易に明らかになるだろう。

      【００３６】

  「ポリヌクレオチド（複数可）は一般に、未修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡ、また

は修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡであり得るポリリボヌクレオチドあるいはポリデオ

キシリボヌクレオチドを指す。すなわち、例えば、本明細書中で用いるポリヌク

レオチドは、とりわけ一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混

合物であるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖領

域の混合物であるＲＮＡ、一本鎖ＤＮＡであり得るか、あるいはより一般的には

二本鎖または一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＤＮＡおよびＲＮＡを含む

ハイブリッド分子を表す。さらに、本明細書中で用いるポリヌクレオチドは、Ｒ

ＮＡまたはＤＮＡ、あるいはＲＮＡとＤＮＡの両方を含む三重鎖領域を指す。か

かる領域内の鎖は同一分子または異なる分子由来であってもよい。この領域には

、１つまたはそれ以上の分子全てを含んでもよいが、より一般的には分子の一部

の領域のみが含まれる。三重螺旋領域の分子の１つは、オリゴヌクレオチドであ

ることが多い。

      【００３７】

  本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチドという用語には、１つまたは

それ以上の修飾塩基を含有する上記ＤＮＡまたはＲＮＡが含まれる。すなわち、

安定性またはその他理由から修飾されたバックボーンを持つＤＮＡまたはＲＮＡ

は、本明細書中でその用語が意図されるような「ポリヌクレオチド」である。さ

らに、イノシンのような稀な塩基あるいはトリチル化塩基のような修飾塩基を含

むＤＮＡまたはＲＮＡも、２例のみ挙げたが、本明細書中でその用語が使用され

るようなるポリヌクレオチドである。

      【００３８】

  当業者に既知の有益な用途を提供する様々な修飾がＤＮＡおよびＲＮＡに対し

てなされることが理解されるだろう。本明細書中で使用されるポリヌクレオチド

という用語には、化学的、酵素的または代謝的に修飾された形のポリヌクレオチ
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ド、ならびにとりわけ単純および複雑な細胞を含む、ウイルスおよび細胞に特徴

的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学形態が包含される。

      【００３９】

  「ポリペプチド」は、本明細書中で使用される場合、以下に記載の全てのポリ

ペプチドが含まれる。ポリペプチドの基本構造は既知であり、当該分野の多くの

教本およびその他の刊行物に記載されている。この情況では、本明細書中ではそ

の用語は、ペプチド結合により直鎖状に相互に結合された２つまたはそれ以上の

アミノ酸を含む任意のペプチドまたはタンパク質を指すのに用いられる。本明細

書中で用いる場合、その用語は一般には例えばペプチド、オリゴペプチドおよび

オリゴマーとも称される短鎖型、および当該分野において一般にタンパク質と呼

ばれる、多くの型がある長鎖型の両方を指す。ポリペプチドが２０種類の天然ア

ミノ酸と一般に呼ばれる２０種類のアミノ酸以外のアミノ酸を含むことが多々あ

ること、および末端アミノ酸を含む多くのアミノ酸が既定のポリペプチドにおい

て、プロセシングやその他の翻訳後修飾のような自然のプロセスにより、また当

該技術分野で既知の化学的修飾技術によって修飾されてもよいことが理解される

だろう。ポリペプチド中に自然に生ずる一般的修飾でさえ、あまりに多すぎて、

本明細書中にその全体を列挙することはできないが、それらは基礎的テキスト、

および詳細なモノグラフ、ならびに多くの研究文献に十分に記載されており、そ

れらは当業者にとって既知である。

      【００４０】

  本発明のポリペプチド中に存在する既知の修飾の幾つかを例示すると、アセチ

ル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部

分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または

脂質誘導体の共有結合、ホスホチジルイノシトールの共有結合、架橋、環化、ジ

スルフィド結合形成、脱メチル化、共有架橋形成、システイン形成、ピログルタ

メート形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー

形成、ヒドロキシル化、ヨウ化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク質

分解性プロセシング、ホスホリル化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫

酸化、アルギニル化のようなタンパク質への転移ＲＮＡを介したアミノ酸付加、
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およびユビキチン化が挙げられる。

      【００４１】

  かかる修飾は当業者に既知であり、科学文献に詳細記載されている。幾つかの

特に一般的な修飾、例えばグリコシル化、脂質結合、硫酸化、グルタミン残基の

γ－カルボキシル化、ヒドロキシル化およびＡＤＰ－リボシル化は、最も基本的

なテキスト、例えばタンパク質構造および分子特性(PROTEINS STRUCTURE AND MO

LECULAR PROPERTIES), 2nd Ed., T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company, 

New York (1993)に記載されている。例えばタンパク質の翻訳後共有修飾（POSTT

RANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS）, B. C. Johnson, Ed., Ac

ademic Press, New York (1983)の中の、Wold, F., 翻訳後タンパク質修飾（Pos

ttranslational Protein Modifications）:展望と予想（ Perspectives and Pro

spects）, pgs, 1-12、Seifter et al., タンパク質修飾および非タンパク質性

補因子の分析（Analysis for protein modifications and nonprotein cofactor

s）, Meth. Enzymol. 182: 626-646 (1990)、およびRattan et al., タンパク質

合成：翻訳後修飾とエージング（Protein Synthesis: Posttranslational Modif

ications and Aging）, Ann. N.Y. Aacd. Sci. 663:48-62 (1992)のような、多

くの詳しいレビューが本件に利用できる。

      【００４２】

  ポリペプチドは必ずしも完全な直線ではないということは、よく知られており

、また上記のように、理解されるであろう。例えば、ポリペプチドはユビキチン

化の結果により分枝され、それらは、一般に自然のプロセッシング現象を含む翻

訳後事象、および自然には起こらない人工的な操作によりもたらされる現象結果

として、分岐を伴った、または伴わない、環状であってもよい。環状、分枝状、

および分枝環状ポリペプチドは、非翻訳的自然プロセスにより、および完全な合

成的方法によっても合成され得る。

      【００４３】

  修飾は、ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖およびアミノまたはカルボキシル末端を

含むポリペプチド中のいかなる場所でも起こり得る。実際に、共有結合的修飾に

よるポリペプチド中のアミノまたはカルボキシル基、あるいは両方の遮蔽は天然
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および合成ポリペプチドにおいて一般的であり、かかる修飾は、本発明のポリペ

プチド中にも同様に存在し得る。例えば、タンパク質分解プロセシング前に大腸

菌で作られたポリペプチドのアミノ末端残基は、大部分が不変的にＮ－ホルミル

メチオニンであろう。

      【００４４】

  ポリペプチド中に見られる修飾は、多くの場合それが作製される条件を反映す

るであろう。例えば、宿主内でクローンニングした遺伝子を発現することにより

作製されたポリペプチドでは、大部分の修飾の性質および程度が宿主細胞の翻訳

後修飾能力およびポリペプチドのアミノ酸配列中に存在する修飾シグナルにより

決定されるであろう。例えば、周知のように、グリコシル化は大腸菌のような細

菌性宿主ではたいてい起こらない。したがって、グリコシル化が望まれる場合に

は、ポリペプチドはグリコシル化用宿主、一般には真核生物細胞で発現させるべ

きである。しばしば昆虫細胞は、哺乳動物細胞と同一の翻訳後グリコシル化を行

うことから、とりわけ自然なパターンのグリコシル化を有する哺乳動物タンパク

質を効率的に発現させるために、昆虫細胞発現系が開発されている。他の修飾に

も同様の考案が適用される。

      【００４５】

  同一型の修飾は、所定のポリペプチド中の複数の部位にて同一程度または様々

な程度で存在し得ることが理解されるだろう。また所定のポリペプチドは多くの

型の修飾を含んでもよい。

      【００４６】

  一般に、本明細書中で使用される場合には、ポリペプチドという用語は、かか

る全ての修飾、特に宿主細胞中にてポリヌクレオチドを発現させることにより合

成されたポリペプチド中に存在する修飾を包含する。

      【００４７】

  本明細書中で用いられる場合、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの「変異

体（複数可）は、それぞれ参照ポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なる

ポリヌクレオチドまたはポリペプチドである。この意味での変異体は以下、また

は本開示中の他所に詳述される。
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      【００４８】

  別の参照ポリヌクレオチドとヌクレオチド配列が異なるポリヌクレオチド。一

般にその差は、参照と変異体のヌクレオチド配列が全体としては極めて類似して

おり、多くの領域で同一であるように制限される。

      【００４９】

  以下記載するように、変異体のヌクレオチド配列の変化はサイレント(silent)

であり得る。すなわち、それらはポリヌクレオチドによりコードされるアミノ酸

を変化させないだろう。変化がこの型のサイレントな変化に限定される場合、変

異体は参照と同一のアミノ酸配列を持つポリペプチドをコードするだろう。同様

に以下に記載するように、変異体のヌクレオチド配列中の変化は、参照ポリヌク

レオチドによりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を改変してもよい。か

かるヌクレオチドの変化は、以下に記載するように、参照配列によりコードされ

るポリペプチド中にアミノ酸の置換、付加、欠失、融合および切断を生じ得る。

      【００５０】

  別の参照ポリペプチドとアミノ酸配列が異なるポリペプチド。一般にその差は

、参照と変異体の配列が全体としては極めて類似しており、多くの領域で同一で

あるように制限される。

      【００５１】

  変異体と参照ポリペプチドは、１つまたはそれ以上の、置換、付加、欠失、融

合および切断によりアミノ酸配列が異なってもよく、それらは、いかなる組み合

わせで存在してもよい。

      【００５２】

  本明細書中で用いる「受容体分子」は、本発明のＬＳＧＳポリペプチド、好ま

しくはＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４と特異的に結合または相互作用する分子

を指し、好ましい典型的な受容体だけでなく、発明のポリペプチドと特異的に結

合または相互作用するその他分子も包含する（それらはまたそれぞれ「結合分子

」および「相互作用分子」、ならびに「ＬＳＧ結合または相互作用分子」、「Ｌ

ｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４結合分子」、およびＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１

０４相互作用分子」とも呼ばれる）。発明のポリペプチドと、受容体または結合
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もしくは相互作用分子を含むかかる分子との結合は、発明のポリペプチドに限定

され得る（それは非常に好ましい）か、または発明のポリペプチドに高度に特異

的であり得る（それは非常に好ましい）か、または本発明のポリペプチドを含む

タンパク質のグループに高度に特異的であり得る（それは好ましい）か、あるい

はその内の少なくとも１つが発明のポリペプチドを含むタンパク質の複数のグル

ープに特異的であり得る。

      【００５３】

  受容体はまた、発明のポリペプチドに結合する、抗体および抗体由来試薬のよ

うに、非天然でもあってもよい。

      【００５４】

  ［発明の詳細な説明］

  本発明は、とりわけ以下に詳述するように、本明細書中でＬＳＧと称する、新

規肺特異的ポリペプチドおよびポリヌクレオチドに関する。特に、発明は、本明

細書中では、ヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４と称される新規ＬＳＧポリペ

プチドおよびポリヌクレオチドに関し、それはアミノ酸配列相同性により、ラッ

ト前立腺ステロイド結合タンパク質に関連される。発明は特に、配列番号１～６

に記載のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を有するＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１

０４、および本明細書中で「寄託クローン」または「寄託クローンのｃＤＮＡ」

と称されるＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－３０３２およびＰＴＡ－３０３３のヒトｃ

ＤＮＡのＬｎｇ１０３およびＬｕｎｇ１０４ヌクレオチドおよびアミノ酸配列に

関する。配列番号１～６に記載のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、寄託クロ

ーンのｃＤＮＡを配列決定することで得たことが理解されるだろう。したがって

、寄託クローンの配列は、２者間の任意の不一致に関して支配し、配列番号１、

２、５および６の配列に対する参照は、寄託クローンのヒトｃＤＮＡの配列に対

する参照を含む。

      【００５５】

  ポリヌクレオチド

  本発明の一側面によれば、配列番号３および４のアミノ酸配列を有するＬｎｇ

１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチドをコードする単離ＬＳＧポリヌクレオチ
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ドが提供される。

      【００５６】

  配列番号１、２、５および６に記載のポリヌクレオチド配列のような本明細書

中に提供された情報を用いて、ヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチ

ドをコードする本発明のポリヌクレオチドは、出発原料としてヒト腫瘍細胞由来

のｍＲＮＡを用いたｃＤＮＡのクローニング法のような標準的クローニングおよ

びスクリーニング手法を用いて得られ得る。

      【００５７】

  本発明のポリヌクレオチドは、ｍＲＮＡのようなＲＮＡの形態、あるいはクロ

ーニングにより得た、もしくは化学合成技術により、またはその組み合わせによ

り生産されたｃＤＮＡやゲノムＤＮＡを含むＤＮＡの形態であってもよい。ＤＮ

Ａは二本鎖でも一本鎖でもよい。一本鎖ＤＮＡは、センス鎖としても知られるコ

ード鎖であるか、またはそれはアンチセンス鎖とも呼ばれる非コード鎖でもよい

。

      【００５８】

  ポリペプチドをコードするコード配列は、配列番号１、２、５または６のポリ

ヌクレオチドのコード配列と同一であってもよい。またそれは、遺伝コードの重

複性（縮重）の結果として、配列番号３または４のポリペプチドをコードするよ

うな、異なる配列を持つポリヌクレオチドであってもよい。

      【００５９】

  これらのポリペプチドをコードする、配列番号１、２、５および６のような本

発明のポリヌクレオチドとしては、成熟ポリペプチド用コード配列単独、成熟ポ

リペプチド用コード配列およびタンパク質、もしくはプロタンパク質、またはプ

レプロタンパク質配列のような、リーダー配列あるいは分泌配列をコードする配

列のようなさらなるコード配列、上記のさらなるコード配列を伴って、または伴

わずに、例えばイントロンならびに非コード非コード５’および３’配列を含む

が、これらに限定されないさらなる非コード配列（例えば、転写、スプライシン

グおよびポリアデニル化シグナルを含むｍＲＮＡプロセシング、例えば、ｍＲＮ

Ａのリボソーム結合および安定性の役割を果たす転写された非翻訳配列、さらな
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る機能性を提供するような、さらなるアミノ酸をコードするさらなるコード配列

が挙げられるが、これらに限定されない。したがって、例えば、ポリペプチドは

、融合ポリペプチドの精製を容易にするペプチドのような、マーカー配列と融合

してもよい。発明のこの側面のある好ましい実施例では、マーカー配列はとりわ

けｐＱＥベクター（Qiagen,Inc.）に備えられているタグのようなヘキサ－ヒス

チジンペプチドであり、その多くが市販されている。Gentzet al., Proc. Natl.

 Acad. Sci., USA 86: 821-824(1989)に記載されるように、例えばヘキサヒスチ

ジンは融合タンパク質の便利な精製を提供する。ＨＡタグは、インフルエンザ血

球凝集素タンパク質由来のエピトープであり、例えばWilsonet al., Cell 37: 7

67 (1984)に記載されている。

      【００６０】

  上記によれば、本明細書中で使用される「ポリペプチドをコードするポリヌク

レオチド」という用語は、本発明のポリペプチド、特に配列番号３および４に記

載のアミノ酸配列を有するヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４のポリペプチド

をコードする配列を含むポリヌクレオチドを包含する。この用語は、ポリペプチ

ド（例えばイントロンにより中断された）をさらなる領域とともにコードする単

一連続領域または不連続領域を含み、さらにコードおよび／または非コード配列

を含有してもよいポリヌクレオチドを包含する。

      【００６１】

  本発明は、さらに配列番号３および４のアミノ酸配列を有するポリペプチドd

の断片、類縁体および誘導体をコードする、本明細書中で上述したポリヌクレオ

チドの変異体に関する。ポリヌクレオチドの変異体は、天然の対立遺伝子変異体

のような天然型変異体であってもよく、またはそれは天然に生ずることが知られ

ていない変異体でもよい。かかる非天然型のポリヌクレオチド変異体は、ポリヌ

クレオチド、細胞または生体に適用される技術を含む突然変異誘発技術により作

製され得る。

      【００６２】

  この観点の変異体としては、ヌクレオチド置換、欠失または付加により上記ポ

リヌクレオチドとは異なる変異体である。置換、欠失または付加は、１つまたは



(22) 特表２００３－５２５５９９

それ以上のヌクレオチドを包含する。変異体はコードまたは非コード領域、ある

いはその両方が変更され得る。コード域内の変更は、保存的または非保存的なア

ミノ酸置換、欠失または付加を生じてもよい。

      【００６３】

  この観点における発明の特に好適態様としては、配列番号３および４に記載の

Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４のアミノ酸配列を有するポリペプチド、それら

の変異体、類縁体、誘導体および断片、ならびに変異体、類縁体および誘導体の

断片をコードするポリヌクレオチドである。

      【００６４】

  さらにこの観点で特に好適なものは、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の変異

体、類縁体、誘導体および断片、ならびに配列番号３および４のＬｎｇ１０３ま

たはＬｎｇ１０４ポリペプチドのアミノ酸配列を有する断片の変異体、類縁体お

よび誘導体をコードするＬＳＧポリヌクレオチドであって、その中で幾つか、数

個、５～１０、１～５、１～３、２、１個または０個のアミノ酸残基が任意の組

合せで置換、欠失または付加されており、それはＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０

４の特性および活性を変化させないものである。またこの点で特に好ましいもの

は、置換を持たない配列番号３および４のアミノ酸配列を有するポリペプチドを

コードするポリヌクレオチドである。

      【００６５】

  本発明のさらに好ましい態様は、配列番号３および４に記載のアミノ酸配列を

有するＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドと少なくとも７０％同一であるＬＳＧポリヌクレオチド、およびかかるポリ

ヌクレオチドに相補的であるポリヌクレオチドである。あるいは、最も非常に好

ましいものは、寄託クローンのｃＤＮＡのＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４ポリ

ペプチドをコードするポリヌクレオチドと少なくとも８０％同一である領域を含

むＬＳＧポリヌクレオチド、およびそれに相補的なポリヌクレオチドである。こ

の点に関して、同一物と少なくとも９０％同一であるＬＳＧポリヌクレオチドが

特に好ましく、これらの特に好ましいＬＳＧポリヌクレオチドの中でも、少なく

とも９５％が同一であるものが特に好ましい。さらに、少なくとも９５％が同一
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であるものの中でも、少なくとも９７％が同一であるものが非常に好ましく、こ

れらの中でも、少なくとも９８％および９９％が同一であるものが特に非常に好

ましく、少なくとも９９％が同一であるものがより好ましい。

      【００６６】

  この点に関して、特に好適な態様は、ヒトｃＤＮＡによりコードされる配列番

号３または４の成熟ポリペプチドと実質的に同じ生物学的機能または活性を保持

するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドである。

      【００６７】

  本発明はさらに、上記ＬＳＧ配列とハイブリダイズするポリヌクレオチドに関

する。この観点では、本発明は特に、ストリンジェントな条件下にて本明細書中

で上述したポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドに関する。

本明細書中で用いる場合、 「ストリンジェントな条件」という用語は、少なく

とも９５％、好ましくは少なくとも９７％の同一性が配列間に存在する場合のみ

、ハイブリダイゼーションが起こるであろうことを意味する。

      【００６８】

  発明のポリヌクレオチドアッセイに関して本明細書中でさらに記載するように

、例えば上記発明のポリヌクレオチドは、Ｌｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４をコ

ードする完全長ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離し、ヒトＬｎｇ１０３また

はＬｎｇ１０４遺伝子と高い配列類似性を有する他遺伝子のｃＤＮＡおよびゲノ

ムクローンを単離するために、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡ用ハイブリダイゼー

ションプローブとして使用してもよい。かかるプローブは一般に、少なくとも１

５塩基を含むだろう。好ましくは、かかるプローブは、少なくとも３０塩基を含

み、少なくとも５０塩基を含んでもよい。

      【００６９】

  例えば、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４遺伝子のコード領域は、オリゴヌク

レオチドプローブを合成するために、既知のＤＮＡ配列を用いてスクリーニング

することにより単離されてもよい。次に、本発明の遺伝子の配列に相補的な配列

を有する標識オリゴヌクレオチドは、どのライブラリーの成員にプローブがハイ

ブリダイズするかを決定するために、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮ
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Ａのライブラリーをスクリーニングするのに用いられる。

      【００７０】

  本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、特にポリヌクレオチドアッ

セイに関して、本明細書中にさら記載するように、研究用試薬およびヒトの疾患

に対する治療薬や診断薬発見のための材料として用いられ得る。

      【００７１】

  ポリヌクレオチドは、成熟タンパク質およびさらなるアミノまたはカルボキシ

ル末端アミノ酸、あるいは成熟ポリペプチド内部のアミノ酸であるポリペプチド

をコードしてもよい（例えば成熟形態は、１つよりも多いポリペプチド鎖を有す

る場合）。かかる配列は特に、前駆体からのタンパク質の成熟形態へのプロセシ

ングの役割を果たしてもよく、タンパク質輸送を促進してもよく、タンパク質の

半減期を延長または短縮してもよく、あるいはアッセイまたは生産に関するタン

パク質の操作を容易にしてもよい。一般にその場で場合として、さらなるアミノ

酸は、細胞酵素により成熟タンパク質から加工される。

      【００７２】

  １つまたはそれ以上のプロ配列に融合したポリペプチドの成熟形態を持つ前駆

体タンパク質は、ポリペプチドの不活性体であり得る。プロ配列が取り除かれる

と、かかる不活性前駆体は一般に活性化される。活性化の前にプロ配列の幾らか

または全てが取り除かれてもよい。一般に、かかる前駆体は、プロタンパク質と

呼ばれる。

      【００７３】

  まとめると、本発明のポリヌクレオチドは、成熟タンパク質、成熟タンパク質

にリーダー配列を加えたもの（プレタンパク質と称してもよい）、プレタンパク

質のリーダー配列ではない１つまたはそれ以上のプロ配列を有する成熟タンパク

質の前駆体、またはプロタンパク質の前駆体であり、ポリペプチドの活性かつ成

熟体を生ずるプロセシング工程中に一般には取り除かれる、１つまたはそれ以上

のプロ配列を有するプレプロタンパク質をコードし得る。

      【００７４】

  寄託材料
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  ＬＳＧヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４のｃＤＮＡを含む寄託物は、上記

ようにアメリカンタイプカルチャーコレクション（American Type Culture Coll

ection）に寄託されている。同様に上記ように、ｃＤＮＡ寄託物は、本明細書中

では「寄託クローン」または「寄託クローンのｃＤＮＡ」と称する。

      【００７５】

  寄託クローンは、American Type Culture Collection, 10801 University Bou

levard, Manassas, Va. 20110-2209, USAに２００１年２月１２日に寄託され、

ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－３０３２およびＰＴＡ－３０３３が割り当てられた。

      【００７６】

  寄託材料は、完全長Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ｃＤＮＡを含むｐＣＭＶ

－ＸＬ４およびｐＥＤ－２１ｄプラスミド（Invitrogen, LaJolla, CA）である

。

      【００７７】

  寄託物は、特許手続きを目的とした微生物の寄託に関する国際承認に関するブ

ダペスト条約の約定に従い成された。この株は、特許発行時に、変更されずに、

無制限あるいは無条件で公開されるであろう。寄託は単に当業者の利便性を目的

として提供されるものであり、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ§１１２に基づき要求されるよう

に、寄託が実施可能要件であることを認めるものではない。

      【００７８】

  寄託材料に含まれるポリヌクレオチドの配列、ならびにそれによりコードされ

るポリペプチドのアミノ酸配列は、本明細書中にあらゆる記載とのあらゆる矛盾

について調整中である。寄託材料の製造、使用または販売にはライセンスが必要

である場合があり、それよってかかるライセンスを承諾するものではない。

      【００７９】

  ポリペプチド

  本発明はさらに、ＬＳＧポリペプチド、好ましくは配列番号３および４の演繹

アミノ酸配列を有するヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチドに関す

る。発明はまた、これらポリペプチドの断片、類縁体および誘導体にも関する。

配列番号３および４のポリペプチドを参照する場合、「断片」、「誘導体」およ
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び「類縁体」という用語は、かかるポリペプチドと実質同一の生物学的機能また

は活性を保持するポリペプチドを意味する。したがって、類縁体は、プロタンパ

ク質部分の切断により活性化され、活性成熟ポリペプチドを産生することができ

るプロタンパク質を含む。

      【００８０】

  本発明のポリペプチドは、組換えポリペプチド、天然ポリペプチドまたは合成

ポリペプチドであってもよい。ある好ましい態様では、それは組換えポリペプチ

ドである。

      【００８１】

  配列番号３および４のポリペプチドの断片、誘導体、または類縁体は、（ｉ）

１つまたはそれ以上のアミノ酸残基が保存的あるいは非保存的アミノ酸残基（好

ましくは保存的アミノ酸残基）で置換され、かかる置換アミノ酸残基は遺伝的コ

ードによりコードされるものであってもよく、またはそうでなくてもよいもの、

または（ｉｉ）１つまたはそれ以上のアミノ酸残基が置換基を含むもの、または

（ｉｉｉ）成熟ポリペプチドが別の化合物、例えばポリペプチドの半減期を延長

する化合物（例えばポリエチレングリコール）と融合しているもの、または（ｉ

ｖ）成熟ポリペプチドに、リーダーまたは分泌配列あるいは成熟ポリペプチドも

しくはプロタンパク質の精製に利用される配列といったさらなるアミノ酸が融合

されているものであってもよい。かかる断片、誘導体および類縁体は、本明細書

中の技術より、当業者の範囲内であると考えられる。

      【００８２】

  好ましい変異体としては、保存的アミノ酸置換によって参照体から変化したも

のである。かかる置換は、ポリペプチド中の所定のアミノ酸を同様の特性を持つ

別のアミノ酸により置換するものである。典型的に保存的置換とし捉えられるの

は、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅ間でのあるものから別

のものへの置換、ヒドロキシル残基ＳｅｒとＴｈｒの相互交換、酸性残基Ａｓｐ

とＧｌｕの交換、アミド残基ＡｓｎとＧｌｎ間の置換、塩基性残基ＬｙｓとＡｒ

ｇの交換、ならびに芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒ間の置換である。

      【００８３】



(27) 特表２００３－５２５５９９

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、好ましくは単離形態で提供

され、好ましくは均一になるまで精製される。

      【００８４】

  本発明のポリペプチドは、配列番号３または４のポリペプチド（特に、成熟ポ

リペプチド）ならびに配列番号３または４のポリペプチドと少なくとも７５％の

類似性（好ましくは少なくとも７５％の同一性）、より好ましくは配列番号３ま

たは４のポリペプチドと少なくとも９０％の類似性（好ましくは少なくとも９０

％の同一性）、さらに好ましくは配列番号３または４のポリペプチドと少なくと

も９５％の類似性（好ましくは少なくとも９５％の同一性）を有するポリペプチ

ドを包含し、また一般に少なくとも３０個のアミノ酸、より好ましくは少なくと

も５０個のアミノ酸を含むポリペプチドのかかる部分を持つかかるポリペプチド

部分を包含する。

      【００８５】

  当該技術分野にて既知のように、２つのポリペプチド間の「類似性」は、アミ

ノ酸配列を比較し、一方のポリペプチド配列のその保存的アミノ酸置換と第２の

ポリペプチドの置換とを比較することで決定される。

      【００８６】

  本発明のポリペプチドの断片または部分は、ペプチド合成により対応する完全

長ポリペプチドを産生するために用いてもよい。したがって、断片は完全長ポリ

ペプチド産生のための中間体として使用してもよい。本発明のポリヌクレオチド

の断片または部分は、本発明の完全長ポリヌクレオチドを合成するのに使用して

もよい。

      【００８７】

  断片

  また本発明のこの側面の好ましい別態様としては、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ

１０４の断片、最も特には配列番号３および４に記載のアミノ酸配列を有するＬ

ｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の断片、ならびに配列番号３および４のＬｎｇ１

０３およびＬｎｇ１０４の変異体および誘導体の断片を含むポリペプチドである

。
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      【００８８】

  この観点では、断片は上記Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチド、お

よびそれらの変異体または誘導体のアミノ酸配列と部分的には完全に同一である

が、全てが同一ではないアミノ酸配列を有するポリペプチドである。

      【００８９】

  かかる断片は、「独立体(free-standing)」（すなわち他のアミノ酸またはポ

リペプチドの一部でもなく、融合されてもない）であってもよく、またそれらが

大型ポリペプチドの中に含まれてもよく、それらは、その大型ポリペプチドの一

部または領域を形成する。大型ポリペプチド内に含まれる場合には、本明細書中

に記載の断片は最も好ましくは単一連続領域を形成する。しかしながら、複数の

断片が単一の大型ポリペプチド内に含まれてもよい。例えば、ある好ましい実施

例は、宿主内での発現用に設計した前駆体ポリペプチド内に含まれ、Ｌｎｇ１０

３およびＬｎｇ１０４断片アミノ末端に融合された異種のプレおよびプロポリペ

プチド領域、および断片のカルボキシル末端に融合されたさらなる領域を有する

本発明のＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４ポリペプチドの断片に関する。したが

って、本明細書中に意図する意味の一側面の断片は、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ

１０４に由来する融合ポリペプチドまたは融合タンパク質の部分（単数または複

数）に関する。

      【００９０】

  発明のポリペプチド断片の代表例としては、約１５～約１３９個のアミノ酸を

有する上記断片が存在し得る。

      【００９１】

  この情況においては、「約」とは、特に引用される範囲、および一方の極値ま

たは両極値においていくつか、数個、５、４、３、２または１個のアミノ酸だけ

広い、または狭い範囲を含む。この観点において非常に好ましいものは、引用範

囲から一極値または両極値が５アミノ酸程度増減する範囲である。特に非常に好

ましいものは、引用範囲から一極値または両極値が３アミノ酸程度増減する範囲

である。特に好ましいものは、引用範囲から一極値または両極値が１アミノ酸増

減する範囲である。この観点においてすべてのうち最も非常に好ましいのは、約
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１５～約４５アミノ酸からなる断片である。

      【００９２】

  発明の特に好ましい断片としては、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の切断突

然変異体である。切断突然変異体としては、アミノ末端を含む連続残基（すなわ

ち連続領域、部分、または一部）またはカルボキシル末端を含む連続残基の欠失

、あるいは二重切断突然変異体の場合には、一方がアミノ末端を含み、もう一方

がカルボキシル末端を含む２つの連続残基の欠失を除く、配列番号３および４の

アミノ酸配列を有するＬｎｇ１０３ならびにＬｎｇ１０４ポリペプチド、または

それらの変異体もしくは誘導体が挙げられる。上述のサイズ範囲を有する断片も

また、切断断片の好ましい態様であり、一般には断片の中で特に好ましい。

      【００９３】

  また本発明のこの側面において好ましいのは、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０

４の構造的または機能的特質を特徴とする断片である。この観点で本発明の好ま

しい態様としては、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４のαへリックスおよびαへ

リックス形成領域（「α領域」）、βシートおよびβシート形成領域（「β領域

」）、回転および回転形成領域（「回転領域）、コイルおよびコイル形成領域（

「コイル領域）、親水性領域、疎水性領域、α両親媒性領域、β両親媒性領域、

フレキシブル領域、表面形成領域および高抗原性指数領域を含む断片が挙げられ

る。

      【００９４】

  これら観点におけるある好ましい領域は、配列番号３および４に記載されてお

り、配列番号３および４に記載のアミノ酸配列の分析より同定された上記型の領

域を含むが、これに限定されない。配列番号３および４に記載するように、かか

る好ましい領域には、ガルニエ－ロブソン（Garnier-Robson）α領域、β領域、

回転領域およびコイル領域、チョウ－ファスマン（Chou-Fasman）α領域、β領

域および回転領域、カイト－ドリトル（Kyte-Doolittle）親水性領域および疎水

性領域、アイゼンベルク（Eisenberg）αおよびβ両親媒性領域、カルパス－シ

ュルツ（Karplus-Schulz）フレキシブル領域、エミニ（Emini）表面形成領域お

よびジャムセン－ウォルフ（Jamsen-Wolf）高抗原性指数領域が含まれる。
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      【００９５】

  この観点において非常に好ましい断片としては、上記特徴の幾つかのような複

数の構造的特徴を組み合わせるＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の領域を含む断

片である。この点に関し、配列番号３および４の残基により規定される領域は、

その全てが回転領域、親水性領域、フレキシブル領域、表面形成領域および高抗

原性指数領域を特徴とし、特に非常に好ましい領域である。かかる領域は、大型

ポリペプチド内に含まれてもよく、または上記のような本発明の好ましい断片そ

のものでもよい。この項で用いられる「約」という用語は、断片に関して一般的

に記載した上記の意味を有することが理解されるであろう。

      【００９６】

  さらに好ましい領域は、Ｌｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４の活性を媒介する領

域である。この観点における最も非常に好ましいのは、同様の活性または改良さ

れた活性を有するか、あるいは望ましくない活性が低減された断片を含む、Ｌｎ

ｇ１０３およびＬｎｇ１０４の化学的、生物学的、またはその他の活性を有する

断片である。この観点において非常に好ましいのは、配列番号３および４に記載

の関連ポリペプチドのような、肺特異結合タンパク質を含む、関連ポリペプチド

の活性領域に関し、配列または位置にて、あるいはその両方にて、相同的である

領域を含む断片である。これら観点において特に好ましい断片としては、上記の

切断突然変異体である。

      【００９７】

  本発明はまたとりわけ、上記断片をコードするポリヌクレオチド、断片をコー

ドするポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチド、特にストリン

ジェントな条件下にハイブリダイズするポリヌクレオチド、およびＰＣＲプライ

マーのような、断片をコードするポリヌクレオチドを増幅するためのポリヌクレ

オチドに関することが理解されるであろう。これらの観点において、好ましいポ

リヌクレオチドは上記好ましい断片に対応するものである。

      【００９８】

  診断アッセイ

  本発明はまた、正常ヒト対照でのＬＳＧのレベルと、ヒト患者のＬＳＧレベル
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を比較することにより、癌を検出、診断、モニタリング、病期分類、および予後

判定する定量的および定性的の両方の診断アッセイならびに方法に関する。本発

明の目的に関しては、ＬＳＧレベルが意味するものは、特に配列番号１、２、５

、または６のヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ヌクレオチド配列を含む遺伝

子により発現される未変性タンパク質を意味する。配列番号１のポリヌクレオチ

ド配列によりコードされるＬＳＧタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号３に記

載されている。配列番号２のポリヌクレオチド配列によりコードされるＬＳＧタ

ンパク質のアミノ酸配列は、配列番号４に記載されている。本明細書中で「ＬＳ

Ｇ」とはまた、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、２、５または６に記

載するようなヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４と比較した場合にヌクレオチ

ド配列に変化を含むが、依然として同一のタンパク質をコードするポリヌクレオ

チドを意味する。検出される未変性タンパク質は、完全体、分解生成物、分子複

合体または化学的修飾体であってもよい。あるいは、本明細書中で用いられる場

合、ＬＳＧが意味するものは、配列番号１、２、５または６のポリヌクレオチド

配列を含むＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４遺伝子によりコードされる未変性ｍ

ＲＮＡ、配列番号１、２、５または６のポリヌクレオチドを含むＬｎｇ１０３ま

たはＬｎｇ１０４遺伝子のレベル、またはストリンジェントな条件下にて配列番

号１、２、５または６のアンチセンス配列にハイブリダイズが可能なポリヌクレ

オチドのレベルを意味する。かかるレベルは、好ましくは、正常および異常レベ

ルの測定を含む、細胞、組織および／または体液の少なくとも１つについて決定

される。したがって、例えば正常対照体液、細胞、または組織試料に比較したＬ

ＳＧタンパク質の過剰発現を診断するための本発明による診断アッセイは、肺癌

の存在の診断に使用され得る。

      【００９９】

  本発明のすべての方法は、任意に他の癌マーカーおよびＬＳＧのレベルを決定

することを含んでもよい。ＬＳＧの以外の本発明に有益な他の癌マーカーは、試

験される癌に依存しており、当業者に既知である。

      【０１００】

  本発明は、好ましくは同一型の正常ヒト対照由来の細胞、組織または体液中の
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ＬＳＧレベルと比較した、細胞、組織または体液中のＬＳＧレベルの変化を分析

することにより、肺癌、特に扁平上皮癌の存在を診断する方法であって、正常ヒ

ト対照に対する患者におけるＬＳＧレベルの増加が、肺癌の存在に関連する方法

を提供する。

      【０１０１】

  本発明を限定するものではないが、典型的に、定量的診断アッセイにおいて、

試験される患者が癌を有することを示す陽性の結果は、ＬＳＧのような癌マーカ

ーの細胞、組織または体液レベルが、正常ヒト対照の好ましくは同一細胞、組織

または体液中により、少なくとも２倍高く、最も好ましくは少なくとも５倍高い

結果である。

      【０１０２】

  本発明はまた、転移の発症に関して、いまだ転移していない肺癌を有する患者

での、転移性肺癌を診断する方法も提供する。本発明の方法では、転移した肺癌

を持つと疑われる（しかしそれまでに転移したことはわかっていない）ヒト癌患

者が同定される。このことは当業者に既知の各種手段により達成される。

      【０１０３】

  本発明では、細胞、組織または体液中のＬＳＧレベルの存在を決定することは

、特に転移をしていない肺癌と転移をしている肺癌とを区別するのに有用である

。従来技術は、転移をしている肺癌と転移をしていない肺癌とを区別することが

難しく、適切な治療選択はかかる知識に依存することが多い。

      【０１０４】

  本発明では、かかる細胞、組織または体液にて測定される癌マーカーレベルは

ＬＳＧであり、正常ヒト対照の好ましくは同一細胞、組織または体液型中のＬＳ

Ｇレベルと比較される。すなわち、観察される癌マーカーがまさに血清中のＬＳ

Ｇである場合、このレベルは好ましくは、正常ヒト対照の血清中のＬＳＧレベル

と比較される。正常ヒト対照に対する患者におけるＬＳＧの増加は、転移を有す

る肺癌に関連する。

      【０１０５】

  本発明を限定するものではないが、典型的に、定量的診断アッセイにおいて試
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験またはモニターされる患者における癌が転移していることを示す陽性結果は、

ＬＳＧのような癌マーカーの細胞、組織または体液レベルが、正常患者の好まし

くは同一細胞、組織または体液中よりも、少なくとも２倍高く、最も好ましくは

少なくとも５倍高い。

      【０１０６】

  本明細書中で用いる正常ヒト対照には、癌を持たないヒト患者および／または

患者由来の非癌性試料が含まれ、転移を診断またはモニタリングする方法では、

正常ヒト対照はまた、好ましくは、信頼性の高い方法により転移していない肺癌

を有することが決定されているヒト患者由来の試料が含まれてもよい。

      【０１０７】

  病期分類

  本発明はまた、ヒト患者における肺癌を病期分類する方法も提供する。この方

法は、かかる癌を持つヒト患者を同定することと、かかるヒト患者由来の細胞、

組織または体液をＬＳＧについて分析することとを含む。次に、患者において決

定されたＬＳＧレベルを、正常ヒト対照の好ましくは同一細胞、組織または体液

型中のＬＳＧレベルと比較し、ここで、正常ヒト対照に対するヒト患者のＬＳＧ

レベルの増加が進行している癌に関連し、ＬＳＧレベルの低下（それでも真の正

常レベルよりは高い）が、後退または寛解している癌に関連する。

      【０１０８】

  モニタリング

  さらにかかる癌を持つヒト患者において、転移の発症に関して肺癌をモニタリ

ングする方法を提供する。この方法は、転移がしていることがわかっていないよ

うな癌を持つヒト患者を同定することと、かかる患者由来の細胞、組織または体

液を定期的にＬＳＧレベルについて分析することと、ヒト患者において決定され

たＬＳＧレベルを、正常ヒト対照の好ましくは同一細胞、組織または体液型中の

ＬＳＧレベルと比較することを含み、ここで正常ヒト対照に対するヒト患者のＬ

ＳＧレベルの増加が、転移している癌に関連する。この方法では、正常ヒト対照

試料にはまた以前の患者試料も含まれ得る。

      【０１０９】
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  さらに本発明は、かかる癌この方法は、かかる癌を有するヒト患者を同定する

ことと、かかるヒト患者由来の細胞、組織または体液をＬＳＧについて定期的に

分析することと、ヒト患者において決定されたＬＳＧレベルを、正常ヒト対照の

好ましくは同一細胞、組織または体液型中のＬＳＧレベルと比較することとを含

み、ここで正常ヒト対照に対するヒト患者におけるＬＳＧレベルの増加が、病気

期において進行している癌に関連し、ＬＳＧレベルの減少が、後退または寛解し

ている癌に関連する。この方法では、正常ヒト対照試料には、以前の患者試料も

含まれる得る。

      【０１１０】

  転移の発症に関し患者をモニタリングすることは、定期的であり、好ましくは

４半期ごとに実施される。しかしながら、これは、癌、特定患者および癌の病期

に依存して、より高頻度で、またはより低頻度で実施されてもよい。

      【０１１１】

  予後試験および臨床試験モニタリング

  本明細書中に記載の方法はさらに、ＬＳＧレベル増加に関連した疾患または障

害を発症する対象、またはその危険性を有する対象を同定するための予後アッセ

イとしても利用できる。本発明は、試験試料をヒト患者より得て、ＬＳＧを検出

する方法を提供する。正常ヒト対照に比べ高レベルのＬＳＧの存在は、癌、特に

肺癌を発症する危険性があるヒト患者のための診断である。

      【０１１２】

  本発明のＬＳＧの発現または活性を低下させる治療薬の有効性は、臨床試験中

における、またはヒト細胞におけるようなｉｎ  ｖｉｔｒｏスクリーニングアッ

セイにおける、ヒト患者のＬＳＧの発現レベルを分析することによりモニタリン

グすることもできる。このようにして、遺伝子発現パターンは、ヒト患者、場合

によっては細胞の、試験される薬剤に対する生理学的応答を示すマーカーとして

利用できる。

      【０１１３】

  遺伝的障害および突然変異の検出

  本発明の方法はまた、ＬＳＧにおける遺伝的障害、または突然変異の検出にも
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使用することができ、これにより遺伝的障害を持つヒトが肺癌に対する危険性を

有するか、または肺癌を有するかどうかを決定することができる。遺伝的障害は

例えば、本発明のＬＳＧからの１つまたはそれ以上のヌクレオチドの欠失、およ

び／または付加および／または置換の存在、ＬＳＧの染色体再配列、ＬＳＧの異

常修飾（例えばゲノムＤＮＡのメチル化パターン）、ＬＳＧのｍＲＮＡ転写物の

非野生型スプライシングパターンの存在、ＬＳＧの対立遺伝子により検出するこ

とができる。本発明のＬＳＧにおけるかかる障害を検出する方法は、当業者に既

知である。

      【０１１４】

  アッセイ技術

  患者由来の試料における、本発明のＬＳＧのような遺伝子の発現（タンパク質

レベルを含む）レベルを決定するのに使用可能なアッセイ技術は、当業者に既知

である。かかるアッセイ方法としては、ラジオイムノアッセイ、逆転写酵素ＰＣ

Ｒ（ＲＴ－ＰＣＲ）アッセイ、免疫組織化学アッセイ、インサイチュハイブリダ

イゼーションアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析、ＥＬＩＳ

Ａアッセイおよびプロテオミクスアプローチ、二次元ゲル電気泳動法（２Ｄ電気

泳動）およびマススペクトロメトリーまたはタンパク質相互作用プロファイリン

グのような非ゲルベースのアプローチが挙げられるが、これらに限定されない。

これらの中でも、ＥＬＩＳＡは生物学的液体中の遺伝子の発現タンパク質の診断

に好まれることが多い。

      【０１１５】

  ＥＬＩＳＡアッセイはまず、市販源から容易に入手できない場合には、ＬＳＧ

に特異的な抗体、好ましくはモノクローナル抗体を調製することを含む。さらに

ＬＳＧに特異的に結合するレポーター抗体が一般には調製される。レポーター抗

体は、検出可能な試薬、例えば放射性、蛍光または酵素試薬（例えば、西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ酵素あるいはアルカリホスファターゼ）に結合される。

      【０１１６】

  ＥＬＩＳＡを実施するには、ＬＳＧに特異的な抗体を、抗体を結合する固体支

持体、例えばポリスチレンディッシュ上でインキュベートする。次に、ディッシ
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ュの上のフリーなタンパク質結合部位をウシ血清アルブミンのような非特異的タ

ンパク質とインキュベートすることにより覆う。次に、分析する試料をこのディ

ッシュにてインキュベートし、その間にＬＳＧはポリスチレンディッシュに結合

した特異抗体に結合する。未結合試料は緩衝液により洗い流される。ＬＳＧに対

し特異的であり、かつ西洋ワサビペルオキシダーゼのような検出可能試薬に結合

しているレポーター抗体をディッシュに載せ、その結果レポーター抗体はＬＳＧ

に結合しているいずれのモノクローナル抗体に結合する。次に未結合のレポータ

ー抗体が洗い流される。次に、比色基質を含むペルオキシダーゼ活性用試薬をデ

ィッシュに添加する。ＬＳＧ抗体に結合した固定化ペルオキシダーゼが着色反応

産物を生ずる。所定時間中に発色した色の量は、試料中に存在するＬＳＧタンパ

ク質の量に比例する。定量的な結果は典型的に、標準曲線を参照することで得ら

れる。

      【０１１７】

  競合アッセイもまた使用されるが、この場合ＬＳＧに特異的な抗体は、固体支

持体に結合され、標識ＬＳＧおよび宿主由来の試料を固体支持体の上を通過させ

る。固体支持体に結合した検出される標識量は試料中のＬＳＧ量に相関する。

      【０１１８】

  また、本発明のＬＳＧの核酸配列の全て、または一部をハイブリダイゼーショ

ンプローブとして使用して、核酸法を、肺癌に関するマーカーとしてのＬＳＧの

ｍＲＮＡの検出に使用することもできる。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およ

びその他の核酸法、例えばリガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）および核酸配列ベースの

増幅法（ＮＡＳＢＡ）は、各種悪性腫瘍の診断およびモニタリングについて悪性

細胞を検出するのに使用できる。例えば、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）は

、数千の他のｍＲＮＡ種の複雑な混合物中において特異的なｍＲＮＡ集団の存在

を検出するのに使用可能な強力な技術である。ＲＴ－ＰＣＲでは、ｍＲＮＡ種は

まず、酵素、逆転写酵素を用いて相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に逆転写され、次に

ｃＤＮＡは標準的ＰＣＲ反応で増幅される。したがって、ＲＴ－ＰＣＲは増幅す

ることにより、単一のｍＲＮＡ種の存在を示すことができる。したがって、ｍＲ

ＮＡがそれを産生する細胞に非常に特異的である場合、ＲＴ－ＰＣＲを用いて、
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特定型の細胞の存在を同定することができる。

      【０１１９】

  固体支持体上に配列された（すなわちグリッディング）クローンまたまオリゴ

ヌクレオチドへのハイブリダイゼーションは、その遺伝子の発現の検出、および

その発現レベルの定量化の両方に使用できる。このアプローチでは、ＬＳＧ遺伝

子をコードするｃＤＮＡは、基板上に固定される。この基板はガラス、ニトロセ

ルロース、ナイロンまたはプラスチックを含むが、これらに限定されない任意の

適切な型であり得る。ＬＳＧ遺伝子をコードするＤＮＡの少なくとも一部がこの

基板に結合され、次にＲＮＡまたはＲＮＡの相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）コピーで

あり得る、当該組織から単離された分析体とインキュベーションされる。基板に

結合したＤＮＡと分析体との間のハイブリダイゼーションは、分析体の放射性標

識または蛍光標識、またはハイブリッドを検出するために設計した二次分子を含

むが、これらに限定されない複数の手段により検出および定量化することができ

る。遺伝子発現レベルの定量化は、分析体からのシグナル強度を既知の標準物質

から決定されたシグナル強度と比較することで実施できる。標準物質は標的遺伝

子のｉｎ  ｖｉｔｒｏ転写により得ることができ、その収量を定量化し、次にそ

の物質を使って標準曲線を作成する。

      【０１２０】

  プロテオミクスアプローチのうち、２Ｄ電気泳動法が当業者に既知の技術であ

る。血清をどの試料からの個別のタンパク質の単離は、通常ポリアクリルアミド

ゲル上での異なる特性により、タンパク質を順次分離することで達成される。ま

ずタンパク質は、電流を用い大きさで分離される。電流は全てのタンパク質に均

一に作用し、その結果小型のタンパク質ほど大型のタンパク質に比べゲル上を遠

くへ移動する。第二の次元は、第一の次元に対し垂直方向に電流を作用させ、タ

ンパク質の大きさに基づいてではなく、各タンパク質の持つ特異的電荷により分

離する。異なる配列を持つ２つのタンパク質は、大きさと電荷の両方に基づいて

、同一であることはないので、２Ｄ分離の結果は、各タンパク質が特有のスポッ

トを占有する方形のゲルである。このスポットの化学的または抗体プローブによ

る分析、あるいは続くタンパク質のマイクロシークエンシングにより、試料中の
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所定のタンパク質の相対量を明らかにし、および該タンパク質を同定することが

できる。

      【０１２１】

  上記試験は各種細胞、体液および／または組織抽出物（例えば患者より得たホ

モジネートまたは可溶化組織）由来の試料について実施できる。組織抽出物は、

組織生検および剖検材料から常法により得られる。本発明に有用な体液には、血

液、尿、唾液またはそれらの任意の他の体分泌物または派生物が含まれる。血液

とは、全血、血漿、血清または血液の任意の派生物を含むことを意味している。

      【０１２２】

  ＬＳＧのｉｎ  ｖｉｔｒｏターゲティング／肺癌治療

  このＬＳＧの同定はまた、癌、特に肺癌のイメージングおよび治療のための新

規治療物質の合理的設計において有用である。例えば、一側面では、ＬＳＧに特

異的に結合する抗体を産生し、肺癌を患うことが疑われる患者にｉｎ  ｖｉｖｏ

で使用することができる。ＬＳＧを特異的に結合する抗体は、診断および／また

は治療目的で肺癌が疑われる患者に注射することができる。したがって、本発明

の別の側面は、ヒト患者に対し有効量の抗体を投与することにより、かかる治療

を必要としている患者の肺癌の発症を防止し、治療するための方法に関する。「

有効量」とは、腫瘍上に発現した標的抗原に結合し、外科的除去のための腫瘍の

退縮または腫瘍の消失をもたらすのに必要な抗体量または濃度を意味する。過剰

発現されたＬＳＧへの抗体の結合は、かかるＬＳＧを発現する癌細胞に死をもた

らすと考えられる。ｉｎ  ｖｉｖｏ診断および治療のための抗体の調製および使

用は、当該技術分野で既知である。例えば、インジウム－１１１で標識された抗

体－キレーターは、癌胎児抗原発現腫瘍のラジオイムノシンチグラフィイメージ

ングでの使用について記載されている（Sumerdon et al., Nucl. Med. Biol. 19

90 17:247-254）。特に、これらの抗体－キレーターは、再発性結腸直腸癌が疑

われる患者における腫瘍検出に使用されている（Griffin et al., J. Clin. Onc

. 1991 9:631-640）。磁気共鳴イメージングにおける使用のための標識として常

磁性イオンを持つ抗体も記載されている（Lauffer, R. B. Magnetic Resonance 

in Medicine 1991 22: 339-342）。ＬＳＧに対する抗体は、同様に使用すること
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ができる。ＬＳＧを特異的に結合する標識抗体は、患者の疾患状態の診断または

病期分類を目的として、肺癌が疑われる患者に注射することができる。使用され

る標識は、使用すべきイメージング様式に応じ選択されるであろう。例えば、イ

ンジウム－１１１、テクネチウム－９９ｍまたはヨウ素－１３１のような放射性

標識体が平面スキャンまたは単光子放射型コンピュータ断層撮影法（ＳＰＥＣＴ

）に使用できる。フッ素－１９のような陽電子放射標識は、陽電子放射断層撮影

法に使用できる。ガドリニウム（ＩＩＩ）またはマンガン（ＩＩ）のような常磁

性イオンは、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）に使用できる。正常組織のイメー

ジングと比べた標識の存在から、癌の広がりを決定することができる。器官また

は組織内の標識量からはまた、その器官または組織中の癌の有無を決定できる。

      【０１２３】

  ｉｎ  ｖｉｖｏの方法で使用可能な抗体には、ポリクローナル抗体、モノクロ

ーナル抗体、およびオムニクローナル抗体、ならびに分子生物学的技術により調

製される抗体が含まれる。抗体断片およびアプトマー、ならびにＳＥＬＥＸと呼

ばれる、当業者に既知のインビトロ進化プロトコルより得た一本鎖オリゴヌクレ

オチドも利用できる。

      【０１２４】

  スクリーニングアッセイ

  本発明はまた、ＬＳＧタンパク質に結合するか、またはＬＳＧタンパク質の発

現あるいは活性に対する調節効果を持つモジュレータを同定するための方法を提

供する。ＬＳＧタンパク質の発現または活性を低下させるモジュレータは、肺癌

の治療に有用であると考えられる。かかるスクリーニングアッセイは、当業者に

既知であり、細胞ベースアッセイおよび無細胞アッセイが含まれるが、これらに

限定されない。

      【０１２５】

  コンピュータイメージングによりＬＳＧの領域に特異的に結合することが推測

される小分子もまた、肺癌のイメージングおよび治療での使用のために、設計、

合成、および試験することができる。さらに、分子ライブラリーを、本発明で同

定されたＬＳＧに対する分子の結合能力について評価することにより、潜在的な
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抗癌剤をスクリーニングすることができる。ライブラリーにてＬＳＧに結合でき

るものとして同定された分子は、肺癌治療での使用を目的としたさらなる評価の

ための重要な候補体である。好ましい態様では、これら分子は、細胞中のＬＳＧ

発現および／または活性をダウンレギュレーションするだろう。

      【０１２６】

  養子免疫治療およびワクチン

  癌の養子免疫治療は、細胞が、定着した腫瘍の後退を直接または間接的に媒介

することを目的として、抗腫瘍応答性を持つ免疫細胞を、腫瘍を持つ宿主に投与

する治療的アプローチである。リンパ球、特にＴリンパ球の輸血は、この治療分

類に入るものであり、国立癌研究所（ＮＣＩ）の研究者等は、末梢血リンパ球ま

たは腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）、皮下リンパ節の生検材料由来のＴ細胞培養物

の自己再注入を複数のヒト癌患者の治療に使用している（Rosenberg, S. A., 米

国特許第４，６９０，９１４号、１９８７年９月１日発行； Rosenberg, S. A.,

 et al., 1988、N. England J. Med. 319: 1676-1680）。

      【０１２７】

  本発明は、抗原性ＬＳＧ分子に対し感作されたマクロファージを用いた、熱シ

ョックタンパク質（ｈｓｐ）の非共役複合体ありまたはなしでの、原発性および

転移性肺癌の防止および／または治療のための養子免疫治療の組成物および方法

に関する。ＬＳＧの抗原性または免疫原性は、ＬＳＧタンパク質またはその断片

の抗体を産生する能力、またはナイーブなエフェクター細胞を養う能力、換言す

れば抗原（またはエピトープ）発現標的細胞を溶解する能力から容易に確認でき

る。

      【０１２８】

  癌細胞は、定義によれば、異常であり、正常組織には存在しないので、免疫系

により外来物質として認識されるべきタンパク質を含む。しかしながら、免疫系

はしばしばこの異常に気づかず腫瘍の攻撃をしないようである。癌細胞により産

生される外来性ＬＳＧは、それらの存在を示すのに使用できる。ＬＳＧは腫瘍抗

原と呼ばれる短い断片に分解され、細胞表面に提示される。これらの腫瘍抗原は

クラスＩおよびクラスＩＩの２つの型が存在するＭＨＣと呼ばれる分子により、
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細胞表面に保持または提示される。ＭＨＣクラスＩ分子と会合する腫瘍抗原は、

細胞障害性Ｔ細胞によって認識されるが、一方抗原－ＭＨＣクラスＩＩ複合体は

ヘルパー細胞と呼ばれる第２のＴ細胞サブセットにより認識される。これらの細

胞はサイトカインを分泌し、これが腫瘍の増殖を遅らせるか、または停止させ、

別の型の白血球、Ｂ細胞が腫瘍細胞に対する抗体を作るのを助ける。

      【０１２９】

  養子免疫治療では、Ｔ細胞またはその他の抗原提示細胞（ＡＰＣ）は、腫瘍特

異的ＬＳＧ抗原を用いて、体外（ｅｘ  ｖｉｖｏ）で刺激される。次に、刺激さ

れた細胞は、患者に再注入され、そこでそれらは癌細胞を攻撃する。研究から、

細胞障害性およびヘルパーＴ細胞の両方を使用すると、いずれか一方のサブセッ

トのみを使用した場合に比べはるかに効果的であることが示されている。さらに

、ＬＳＧ抗原は、米国特許第５，９８５，２７０号に記載されるように、熱ショ

ックタンパク質と複合体を形成し、ＡＰＣを刺激し得る。

      【０１３０】

  ＡＰＣは、マクロファージ、樹状細胞、Ｂリンパ球およびそれらの組合せを含

むが、これらに限定されない当該技術分野で既知の抗原提示細胞から選択でき、

好ましくはマクロファージである。細胞がその個体に対して自己のものである好

ましい使用では、養子移植のための免疫細胞のドナー選択の問題を回避するため

に、リンパ球、マクロファージ、またはその他のＡＰＣ等の自己免疫細胞が用い

られる。

      【０１３１】

  遺伝子治療を用いた養子免疫治療では、ＬＳＧのＤＮＡを従来の遺伝子治療同

様にしてエフェクター細胞内に導入することができる。これによりエフェクター

細胞が抗原性タンパク質を産生するように操作されると、腫瘍細胞に対するこれ

ら細胞の細胞障害性が高められ、結果として養子免疫治療が改善される。

      【０１３２】

  本発明のＬＳＧ抗原はまた、肺癌ワクチン構成成分としても有用である。ワク

チンは、免疫原的刺激量のＬＳＧ抗原を含む。免疫原的刺激量とは、肺癌の改善

または治療を目的としてレシピエント内に所望の免疫応答を惹起することができ
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る抗原量を表す。有効量は、当業者に既知の標準的方法により経験的に決定され

得る。

      【０１３３】

  ＬＳＧ抗原は、所望の型の免疫応答、例えば抗体および／または細胞媒介性の

応答を誘発するために設計された多くのワクチン配合物のいずれか一つとして提

供され得る。かかる配合物は、当該技術分野で既知であり、例えば米国特許第５

，５８５，１０３号に記載されている配合物を含むが、これに限定されるもので

はない。免疫応答を刺激するのに使用される本発明のワクチン配合物はまた、薬

学的に許容されるアジュバントも含むことができる。

      【０１３４】

  ベクター、宿主細胞、発現

  本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含むベクター、本発明のベクターで遺

伝的に操作される宿主細胞、および組換え技術による本発明のポリペプチドの産

生にも関する。

      【０１３５】

  宿主細胞は、ポリヌクレオチドを組み込み、本発明のポリペプチドを発現する

ように遺伝的に操作することができる。例えば、ポリヌクレオチドは、感染、形

質導入、トランスフェクション、トランスベクション(transvection)および形質

転換の周知技術を用いて、宿主細胞内に導入され得る。ポリヌクレオチドは、単

独または他のポリヌクレオチドとともに導入されてもよい。かかる他のポリヌク

レオチドは、単独で導入されてもよく、同時導入されてもよく、または本発明の

ポリヌクレオチドと結合して導入されてもよい。

      【０１３６】

  したがって、例えば、本発明のポリヌクレオチドは、例えば哺乳動物における

、同時トランスフェクションおよび選択に関する標準的技術を用いて、選択可能

マーカーをコードする他の分離したポリヌクレオチドを用いて、宿主細胞内にト

ランスフェクトされてもよい。この場合、ポリヌクレオチドは一般に、宿主細胞

ゲノム内に安定的に組み込まれるであろう。

      【０１３７】
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  あるいは、ポリヌクレオチドは、宿主内での増殖用の選択可能マーカーを含む

ベクターに結合されてもよい。ベクター構築物は、上記技術により宿主細胞内に

導入されてもよい。一般に、プラスミドベクターは、リン酸カルシウム沈殿物の

ような沈殿物中に、または荷電脂質との複合体中にて、ＤＮＡとして導入される

。エレクトロポレーションもまた宿主内へのポリヌクレオチド導入に利用され得

る。ベクターがウイルスの場合には、それはｉｎ  ｖｉｔｒｏでパッケージング

されてもよく、またはパッケージング細胞内に導入され、パッケージングされた

ウイルスが細胞内に形質導入されてもよい。本発明のこの側面によるポリヌクレ

オチドの作製およびポリヌクレオチドの細胞内導入に適切な非常に多様な技術が

、当業者に既知であり、日常的である。かかる技術は、上記Sambrooket al. に

詳細に参照されているが、これはこれらの技術を詳述する多くの研究用マニュア

ルの例示である。発明のこの側面によれば、ベクターは、例えばプラスミドベク

ター、一本鎖または二本鎖ファージベクター、一本鎖または二本鎖ＲＮＡあるい

はＤＮＡウイルスベクターであり得る。かかるベクターは、細胞内へのＤＮＡお

よびＲＮＡ導入に関する既知の技術により、細胞内にポリヌクレオチドとして、

好ましくはＤＮＡとして導入され得る。ベクターは、ファージおよびウイルスベ

クターの場合、好ましくは、感染および形質導入に関する既知の技術によりパッ

ケージされたウイルス、またはキャプシド形成されたウイルスとして細胞内に導

入される。ウイルスベクターは、複製適格性または複製欠損性であり得る。後者

の場合、ウイルスの増殖は一般に、補体宿主細胞内でのみ生ずる。

      【０１３８】

  ある観点において、ベクターのうちで好ましいものは、本発明のポリヌクレオ

チドおよびポリペプチドの発現に適したものである。一般に、かかるベクターは

、発現されるべきポリヌクレオチドに作動可能に連結された、宿主細胞での発現

に効果的なシス作用性の制御領域を含む。適切なトランス作用性因子は、宿主に

より供給されるか、補完ベクター(complementing vector)により供給されるか、

または宿主導入時にベクター自体により供給される。

      【０１３９】

  この観点において、ある好ましい側面では、ベクターは特異的発現を提供する
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。かかる特異的発現は、誘発性発現またはある型の細胞でのみの発現、もしくは

誘発性および細胞特異的発現の両方であり得る。誘発性ベクターのうち特に好ま

しいのは、温度および栄養添加物といった操作が容易である環境因子により発現

が誘発できるベクターである。原核生物および真核生物宿主での使用のための構

成的および誘発的発現ベクターを含めた本発明のこの態様に適切な各種ベクター

が既知であり、当業者により常法として使用されている。

      【０１４０】

  操作された宿主細胞は、通常の栄養培地中で培養でき、培地はとりわけプロモ

ーターを活性化すること、形質転換体を選択すること、または遺伝子を増幅する

ことに関して適切なように改良してもよい。発現のために選択された宿主細胞と

ともに従来使用される温度、ｐＨ等の培養条件は、当業者にとって明らかであろ

うように、本発明のポリペプチドの発現に適切であろう。

      【０１４１】

  本発明のポリペプチドの発現には非常に多様な発現ベクターが使用可能である

。かかるベクターには、染色体、エピソームおよびウイルス由来ベクター、例え

ばバクテリアプラスミド、バクテリオファージ、酵母エピソーム、酵母染色体要

素、バキュロウイルス、ＳＶ４０のようなパポーバウイルス、ワクシニアウイル

ス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルス

等のようなウイルスに由来するベクター、およびそれらの組合せに由来するベク

ター、例えばプラスミドとコスミドおよびファージミドのようなバクテリオファ

ージ遺伝的要素とに由来するベクターが含まれ、これらは全て本発明のこの態様

による発現に使用され得る。一般に、宿主内でポリペプチドを発現させるための

ポリヌクレオチドの維持、増殖、または発現に適切ないかなるベクターもこの観

点での発現に使用してもよい。

      【０１４２】

  適切なＤＮＡ配列は、各種既知の、かつ日常的な技術のいずれかによりベクタ

ー内に挿入される。一般に発現のためのＤＮＡ配列は、ＤＮＡ配列および発現ベ

クターを１つまたはそれ以上の制限エンドヌクレアーゼで切断し、次にＴ４ＤＮ

Ａリガーゼを使い制限断片を一つに結合させることで、発現ベクターに結合され
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る。この目的に使用できる制限および結合の手法は当業者にとって既知かつ常法

である。この観点に適切な手法、および別の方法を用い発現ベクターを構築する

手法は、当業者にとって既知かつ常法であり、本明細書の他所に引用したSambro

okらに詳細記載されている。

      【０１４３】

  発現ベクター内のＤＮＡ配列は、例えばｍＲＮＡ転写に対するプロモーターを

含む適切な発現制御配列（複数可）に作動可能に連結されている。かかるプロモ

ーターの代表として既知のものを幾つか列挙すると、ファージラムダＰＬプロモ

ーター、大腸菌ｌａｃ、ｔｒｐおよびｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期および

後期プロモーター、ならびにレトロウイルスＬＴＲのプロモーターが挙げられる

。発明のこの側面での使用に適切である多くの記載外のプロモーターが既知であ

り、本発明での論議および実施例に例示される様式によって当業者により容易に

使用され得ることが理解されるだろう。

      【０１４４】

  一般に発現構築体物は転写の開始および終止に関する部位、および転写領域内

には翻訳のためのリボソーム結合部位を含む。構築物により発現される成熟転写

体のコード部分は、開始部位に翻訳を開始するＡＵＧを、および翻訳されるポリ

ペプチドの末端に適切に位置する終止コドンを含む。

      【０１４５】

  さらに構築物は発現を制御しかつ発現をもたらす制御領域を含んでもよい。一

般には、多くの一般的に実施されている手法によれば、かかる領域は、とりわけ

リプレッサー結合部位やエンハンサーのように、転写を制御することで作動する

であろう。

      【０１４６】

  増殖および発現用のベクターは、一般には選択マーカーを含むだろう。かかる

マーカーはまた増幅にも適切であり、あるいはベクターはこの目的のためのさら

なるマーカーを含んでもよい。この観点では、好ましくは発現ベクターは１つま

たはそれ以上の選択マーカー遺伝子を含み、形質転換した宿主細胞の選択に関す

る表現型の特徴を提供する。好ましいマーカーとしては、真核生物細胞培養につ
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いてはジヒドロ葉酸還元酵素あるいはネオマイシン耐性を、大腸菌やその他の細

菌の培養についてテトラサイクリンあるいはアンピシリン耐性遺伝子が挙げられ

る。

      【０１４７】

  本明細書の他所に記載のような適切なＤＮＡ配列、ならびに適切なプロモータ

ー、およびその他の適切な制御配列を含むベクターは、その中での所望ポリペプ

チドの発現に適切である各種既知の技術を用い、適切な宿主内に導入される。適

切な宿主の代表例としては、大腸菌、放線菌およびネズミチフス菌細胞のような

細菌細胞、酵母細胞のような真菌細胞、ショウジョウバエＳ２およびハスモンヨ

トウ（Spodoptera）ｓｆ９細胞のような昆虫細胞、ＣＨＯ、ＣＯＳおよびボーズ

黒色腫細胞などの動物細胞、ならびに植物細胞が挙げられる。非常に多様な発現

構築物のための宿主がよく知られており、当業者は本開示により発明のこの側面

によりポリペプチドを発現させるのに適した宿主を容易に選択することができる

だろう。

      【０１４８】

  より具体的には本発明はまた、発現構築物のような１つまたはそれ以上の上記

配列を含む組換え構築物も包含する。構築物には、本発明のかかる配列が挿入さ

れている、プラスミドまたはウイルスベクターのようなベクターが含まれる。配

列は前向き、または逆向きに挿入され得る。この観点に関し、特定の好ましい態

様では、構築物は、例えばプロモーターのような配列に作動可能に連結された制

御配列をさらに含む。多数の適切なベクターおよびプロモーターが当業者に知ら

れており、本発明での使用に適切なベクターが多く市販されている。

      【０１４９】

  以下市販のベクターを例示する。細菌での使用にとりわけ好ましいベクターは

、Qiagenで市販されているｐＱＥ７０、ｐＱＥ６０およびｐＱＥ－９、Stratage

neより入手可能なＰＢＳベクター、ファージスクリプト（Phagescript)ベクター

、ブルースクリプト（Bluescript)ベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮ

Ｈ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ、およびPharmaciaより入手可能なｐｔｒｃ９９ａ、ｐ

ＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５である。とりわ
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け好ましい真核細胞ベクターは、Stratageneより入手可能なＰＷＬＮＥＯ、ｐＳ

Ｖ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１およびｐＳＧ、およびPharmaciaより入手可

能なｐＳＫＶ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧおよびｐＳＶＬである。これらベクターは

、本発明のこの側面での使用に関し、当業者が利用可能な多くの市販されている

既知のベクターから例示することのみを目的とし掲載されている。例えば宿主内

での、発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチドの形質導入、維持、増殖また

は発現に適切なその他のプラスミドまたはベクターは、本発明のこの側面に使用

できることが理解されるであろう。

      【０１５０】

  プロモーター領域は、プロモーター領域を欠くレポーター転写単位、例えばク

ロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（「ｃａｔ」）転写ユニット、

候補プロモーター断片、すなわちプロモーターを含み得る断片を導入するために

、１または２以上の下流制限部位などを含むベクターを用いて、所望遺伝子より

選択することができる。周知のように、ｃａｔ遺伝子の上流にある制限部位の、

プロモーターを含む断片をベクターに導入すると、標準的なＣＡＴアッセイによ

り検出することができるＣＡＴ活性が発生する。この目的に適切なベクターは既

知であり、容易に入手できる。かかる２種類のベクターはｐＫＫ２３２－８およ

びｐＣＭ７である。すなわち、本発明のポリヌクレオチドの発現のためのプロモ

ーターには、既知、かつ容易に入手可能なプロモーターだけでなく、レポーター

遺伝子を使用した上記技術により容易に入手可能なプロモーターも含まれる。

      【０１５１】

  とりわけ知られている、本発明によるポリヌクレオチドおよびポリペプチドの

発現に適切な細菌プロモーターは、大腸菌ｌａｃｉとｌａｃＺおよびプロモータ

ー、Ｔ３およびＴ７プロモーター、ｇｐｔプロモーター、ラムダＰＲ、ＰＬプロ

モーター、およびｔｒｐプロモーターである。本観点に適切な、とりわけ知られ

ている真核生物プロモーターは、ＣＭＶ最初期プロモーター、ＨＳＶチミジンキ

ナーゼプロモーター、初期および後期ＳＶ４０プロモーター、ラウス肉腫ウイル

ス（「ＲＳＶ」）のようなレトロウイルスのＬＴＲプロモーター、およびマウス

メタロチオネイン－Ｉプロモーターのようなメタロチオネインプロモーターであ
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る。

      【０１５２】

  宿主細胞での発現に適切であるベクターおよびプロモーターを選択することは

既知の手法であり、発現ベクター構築、宿主内へのベクターの導入および宿主で

の発現に必要な技術は、当該技術分野で日常の技術である。

      【０１５３】

  本発明はまた、上記構築物を含む宿主細胞にも関する。宿主細胞は哺乳動物細

胞のような高等真核生物細胞、または酵母細胞のような下等真核生物細胞である

か、あるいは宿主細胞は細菌細胞のような原核細胞である。

      【０１５４】

  宿主細胞内への構築物の導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、Ｄ

ＥＡＥ－デキストラン媒介性トランスフェクション、陽イオン性脂質媒介性トラ

ンスフェクション、エレクトロポレーション、形質導入、感染またはその他の方

法により実行できる。かかる方法は、Davis et al., 分子生物の基礎的方法（BA

SIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY）, (1986)のような標準的研究室マニュアル

に記載されている。

      【０１５５】

  宿主細胞内の構築物は従来の様式で用いられ、組換え配列にコードされる遺伝

子産物を産生できる。あるいは、発明のポリペプチドは従来のペプチド合成装置

により合成的に作製ことができる。

      【０１５６】

  成熟タンパク質は、適切なプロモーターの制御下において、哺乳動物細胞、酵

母、細菌またはその他の細胞中で発現させることができる。無細胞翻訳系は、本

発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを利用することで、かかるタンパク質の産

生に利用することができる。原核生物および真核生物宿主とともに使用すること

に適したクローニングおよび発現ベクターは、Sambrook et al., 分子クローニ

ング：研究室マニュアル（MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL）, 第２版

, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)に

記載されている。
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      【０１５７】

  一般に、組換え発現ベクターは複製起点、下流の構造配列の転写を指示するた

めの高発現遺伝子由来プロモーター、およびベクター暴露後にベクター含有細胞

を単離できるようにする選択マーカーを含むだろう。特に適切なプロモーターは

、とりわけ３－ホスホグリセレートキナーゼ（「ＰＧＫ」）のような糖分解酵素

、α－因子、酸性ホスファターゼ、および熱ショックタンパク質をコードする遺

伝子に由来するプロモーターである。選択マーカーとしては、大腸菌のアンピシ

リン耐性遺伝子およびS.cerevisiaeのｔｒｐｌ遺伝子が挙げられる。

      【０１５８】

  高等真核生物による本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は、ベク

ター内にエンハンサー配列を挿入することで高められる。エンハンサーはＤＮＡ

のシス作用性要素であり、通常約１０～３００ｂｐであり、所定の宿主細胞型に

おいてプロモーターの転写活性を高める。エンハンサーの例としては、ｐｂ１０

０ないし２７０にある複製起点の後方に位置するＳＶ４０エンハンサー、サイト

メガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後方にあるポリオー

マエンハンサーおよびアデノウイルスエンハンサーが挙げられる。

      【０１５９】

  発明のポリペプチドの異種構造配列をコードする発明のポリヌクレオチドは、

標準的技術を用いることで、発現のためのプロモーターと作動可能に連結される

ようにベクター内に挿入されるだろう。ポリヌクレオチドは、転写開始部位がリ

ボソーム結合部位に対しほぼ５’側に位置するように配置される。リボソーム結

合部位は発現されるべきポリペプチドの翻訳を開始するＡＵＧに対して５’側に

なる。一般に通常ＡＵＧである１つの開始コドンから開始し、リボソーム結合部

位と開始ＡＵＧの間に存在するような他のオープンリーディングフレームは存在

しない。また一般にポリペプチドの末端には翻訳停止コドンがあり、さらに転写

領域の３’末端に適切に配置されたポリアデニル化シグナルおよび転写終止シグ

ナルが存在するだろう。

      【０１６０】

  小胞体内腔内、細胞周辺腔、または細胞外環境に翻訳タンパク質を分泌するた
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めには、発現ポリペプチド中に適切な分泌シグナルを組み込むことができる。シ

グナルはポリペプチドに対し同種でも、あるいは異種シグナルでもよい。

      【０１６１】

  ポリペプチドは融合タンパク質のような修飾型として発現されてもよく、分泌

シグナルだけでなくさらなる異種機能領域を含んでもよい。すなわち、例えば宿

主細胞内、精製中、あるいはその後の取り扱いや保存中での安定性および持久性

を改善するために、さらなるアミノ酸領域、特には荷電アミノ酸をポリペプチド

のＮ末端に付加してもよい。さらに、精製を容易にするためにポリペプチドに領

域を付加してもよい。かかる領域は、ポリペプチドの最終調製前に取り除かれる

だろう。分泌または排出を起こさせるために、あるいは安定性を向上させ、とり

わけ精製を容易にするために、ポリペプチドにペプチド部分を加えることは、当

該分野に一般的であり、日常的な技術である。

      【０１６２】

  発明によるポリヌクレオチドおよびポリペプチドの増殖、維持または発現に適

切なな原核動物宿主には、大腸菌（Escherichia coli）、枯草菌（Bacillus sub

tilis）やネズミサルモネラ菌（Salmonella typhimurium）が挙げられる。シュ

ードモナス属（Pseudomonas)、放線菌（Streptomyces)およびブドウ球菌（Staph

ylococcus）の数種はこの観点における適切な宿主である。さらに、当業者に既

知のその他の多くの宿主も、この観点において使用できるだろう。

      【０１６３】

  例示の代表的であるが、非限定例としては、細菌での応用に有用な発現ベクタ

ーは、選択マーカーおよび既知のクローニングベクターであるｐＢＲ３２２の遺

伝要素を含む市販プラスミド由来の細菌複製起点を含むことができる。かかる市

販ベクターとしては、例えばｐＫＫ２２３－３（Pharmacia Fine Chemicals, Up

psala, Sweden）およびＧＥＭ１（Promega Biotec, Madison, Wis., USA）が挙

げられる。これらのｐＢＲ３２２「バックボーン」部分は適切なプロモーターお

よび発現されるべき構造配列と合わせられる。

      【０１６４】

  適切な宿主株を形質転換し、宿主株を選択したプロモーターが誘発可能な適切
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な細胞密度まで増殖させた後に、適切な手段でプロモーターを誘発し（例えば温

度変化、または化学的誘発物質に曝す）、細胞はさらなる期間培養される。

      【０１６５】

  次に細胞は一般には、遠心分離により集められ、物理的または化学的手段によ

り破壊され、そして得られた粗製抽出物はさらなる精製のために保持される。タ

ンパク質の発現に用いた微生物細胞は凍結融解サイクリング、超音波処理、機械

的破壊、または細胞溶解剤の使用を含む任意の従来の方法により破壊することが

でき、かかる方法は当業者に既知である。

      【０１６６】

  同様に、発現には様々な哺乳動物細胞培養系が使用できる。哺乳動物発現系の

例としては、Gluzman et al., Cell 23: 175 (1981)に記載されている、サル腎

臓線維芽細胞のＣＯＳ－７細胞系が含まれる。適合性ベクターを発現させること

ができるその他の細胞系には、例えばＣ１２７、３Ｔ３、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ヒ

ト腎臓２９３およびＢＨＫ細胞系が挙げられる。

      【０１６７】

  哺乳動物発現ベクターは複製起点、適切なプロモーターおよびエンハンサー、

さらに発現に必要なリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライスドナ

ーおよびアクセプター部位、転写終止配列、および５’フランキング非転写配列

を含むだろう。この観点におけるある好ましい態様では、ＳＶ４０スプライス部

位に由来するＤＮＡ配列およびＳＶ４０ポリアデニル化部位がこれらの型の必須

非転写遺伝要素として利用される。

      【０１６８】

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエ

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

ティークロマトグラフィー、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィーおよび

レクチンクロマトグラフィーを含む、既知の方法により組換え細胞培養物より回

収および精製され得る。最も好ましくは、精製には高速液体クロマトグラフィー

（「ＨＰＬＣ」）が用いられる。単離または精製中にポリペプチドが変性させら
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れた場合には、活性立体構造を再生するためにタンパク質のリフォールディング

に関する既知の技術が利用されるてもよい。

      【０１６９】

  本発明のポリペプチドには、天然精製産物、化学合成産物、および例えば細菌

、酵母、高等植物、昆虫および哺乳動物を含む原核生物または真核生物宿主から

組換え技術により生産された産物が含まれる。組換え体の産生手法に用いた宿主

に応じて、本発明のポリペプチドはグリコシル化されていてもよく、あるいはグ

リコシル化されていなくてもよい。さらに、発明のポリペプチドはさらに幾つか

の例では宿主媒介性プロセスの結果である初期修飾メチオニン残基を含んでもよ

い。

      【０１７０】

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは本発

明によれば、各種用途、特にＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の化学的および生

物学的に特性を利用する用途に使用され得る。さらなる用途は、細胞、組織およ

び生物体の障害の診断および治療に関する。これらの発明の側面は、以下の論議

によってさらに例示される。

      【０１７１】

  ポリヌクレオチドアッセイ

  本発明はまた、例えば診断薬として相補的ポリヌクレオチドを検出することを

目的としたＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリヌクレオチドの使用に関する。

機能不全に関連したＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の突然変異体の検出は、Ｌ

ｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の過少発現、過剰発現または発現の変化の結果生

ずる疾患または疾患に対する感受性、例えば遺伝性肺癌に対する感受性の診断を

追加または規定することができる診断ツールを提供するだろう。

      【０１７２】

  ヒトＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４遺伝子に突然変異を持つ個体は、各種技

術によりＤＮＡレベルで検出されるだろう。診断に適した核酸は、血液、尿、唾

液、組織生検および剖検材料からのように、患者細胞から得られる。ゲノムＤＮ

Ａは検出に直接用いられるか、または分析前にＰＣＲを使い酵素的に増幅される
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。ＰＣＲ（Saikiet al., Nature、324: 163-166(1986)）。ＲＮＡまたはｃＤＮ

Ａもまた同様に使用される。例えばＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４をコードす

る核酸に相補的なＰＣＲプライマーは、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４発現お

よび突然変異の同定および分析に使用できる。例えば欠失および挿入は、正常遺

伝子型と比較したときの増幅産物のサイズ変化により検出できる。点突然変異は

、増幅ＤＮＡを放射線標識したＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ＲＮＡまたは放

射線標識したＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４アンチセンスＤＮＡ配列にハイブ

リダイズすることで同定できる。完全一致配列は、ＲＮａｓｅＡ消化または融解

温度の差より、不一致型二本鎖と識別することができる。

      【０１７３】

  参照遺伝子と変異を持った遺伝子との配列の差はまた、直接ＤＮＡ配列分析か

らも示される。さらにクローンニングしたＤＮＡ断片をプローブとして使用して

、特定のＤＮＡ断片を検出してもよい。かかる方法の感度は、ＰＣＲまたはその

他の増幅法を適切に利用することで大きく高めることができる。例えば、配列分

析用プライマーは、変法ＰＣＲにより作成された二本鎖ＰＣＲ産物または一本鎖

鋳型分子とともに用いられる。配列決定は、放射標識ヌクレオチドを用いた従来

の方法、または蛍光タグを用いた自動配列決定方法によって実施される。

      【０１７４】

  ＤＮＡ配列の差に基づく遺伝子検査は、変性剤が存在する、または存在しない

ゲル中でのＤＮＡ断片の電気泳動移動度の変化を検出することで達成され得る。

小配列の欠失および挿入は、高解像度ゲル電気泳動法により視覚化することがで

きる。異なる配列のＤＮＡ断片は変性ホルムアミド勾配ゲル上で識別されるが、

その場合、異なるＤＮＡ断片の移動度はそれらの特異的融解温度または部分融解

温度に従ってゲル中の異なる点で遅くなる（例えば、Myers et al., Science, 2

30: 1242 (1985)参照）。

      【０１７５】

  特異的位置における配列の変化はまた、ＲＮａｓｅおよびＳ１保護または化学

的切断法（例えばCotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 4397-440

1 (1985）参照）などのヌクレアーゼ保護アッセイによっても明らかとなり得る
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。

      【０１７６】

  したがって、特異的ＤＮＡ配列の検出は、ハイブリダイゼーション、ＲＮａｓ

ｅ保護、化学的切断、直接ＤＮＡ配列分析または制限酵素の使用（例えば制限酵

素長多型（「ＲＦＬＰ」）およびゲノムＤＮＡのサザンブロッティングといった

方法により達成できる。

      【０１７７】

  従来型のゲル電気泳動法およびＤＮＡ配列分析法に加えて、突然変異は、イン

サイチュ分析によっても検出できる。

      【０１７８】

  染色体アッセイ

  本発明の配列はさらに、染色体同定にも有用である。配列は個々のヒト染色体

上の特定位置を特異的に標的化し、それとともにハイブリダイズすることができ

る。さらに染色体上の特定部位を同定することが現在求められている。実際の配

列データに基づいた（反復多型）幾つかの染色体マーキング試薬が、現在染色体

位置をマーキングするために利用できる。発明により染色体にＤＮＡをマッピン

グすることは、これらの配列を疾患関連遺伝子と相関させる上での重要な第１段

階である。

      【０１７９】

  この観点に関するある好ましい態様では、本明細書中に開示されたｃＤＮＡは

Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４遺伝子のゲノムＤＮＡをクローニングするのに

用いられる。これは、各種既知の技術と、一般に市販されているライブラリーを

用いて達成できる。このゲノムＤＮＡは、その目的のための既知の技術を使用し

たインサイチュ染色体マッピングに用いられる。典型的には良好なインサイチュ

ハイブリダイゼーションシグナルを与えるゲノムプローブを同定するには、染色

体マッピングに関する日常的な手法に従って、幾つかの試行錯誤が必要であり得

る。

      【０１８０】

  幾つかの例では、さらに配列はＰＣＲプライマー（好ましくは１５～２５ｂｐ
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）をｃＤＮＡから調製することで、染色体にマッピングできる。遺伝子の３’非

翻訳領域のコンピューター分析を使用することで、ゲノムＤＮＡ中の１つより多

いエクソンに及ばないプライマーが迅速に選択されて、すなわち増幅工程を複雑

にする。次にこれらのプライマーは、個々のヒト染色体を含む体細胞ハイブリッ

ドのＰＣＲスクリーニングに用いられる。プライマーに対応したヒト遺伝子を含

むハイブリッドだけが増幅断片を生ずる。

      【０１８１】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定ＤＮＡを特定の染色体に割り

ふる迅速な手法である。同一オリゴヌクレオチドプライマーとともに本発明を使

用すれば、特異的染色体またはより大型ゲノムクローンのプールに由来する断片

のパネルを使用し、同様にしてサブローカリゼーションを行うことができる。そ

の染色体へのマッピングに同様に使用できるその他のマッピング戦略としては、

インサイチュハイブリダイゼーション、標識フロー選別染色体によるプレスクリ

ーニング、および染色体特異的ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのハイブリダ

イゼーションによる前選別が挙げられる。

      【０１８２】

  展開した中期染色体へのｃＤＮＡクローンの蛍光インサイチュハイブリダイゼ

ーション（「ＦＩＳＨ」）は、１段階で正確な染色体位置決めを提供するために

使用され得る。本技術は５０または６０といった短いｃＤＮＡとともに用いられ

る。本技術のレビューについては、Verma et al., ヒト染色体：基本技術マニュ

アル（HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES）, Pergamon Press,

 New York (1988)を参照されたい。

      【０１８３】

  いったん配列を染色体位置に正確にマッピングできれば、染色体における配列

の物理的位置と遺伝地図データとを関連付けることができる。かかるデータは、

例えばジョンホプキンス（Johns Hopkins）大学、ウエルチ（Welch）医学図書館

よりオンラインで入手可能なV.McKusick、ヒトのメンデル遺伝（MENDELIAN INHE

RITANCE IN MAN）に見いだされる。次に、連鎖分析（物理的に近接する遺伝子の

随伴遺伝）により、遺伝子と同一の染色体領域にマッピングされた疾患との間の
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関連性が同定される。

      【０１８４】

  次に、病気に罹った個体と罹っていない個体との間のｃＤＮＡまたはゲノム配

列の差を決定する必要がある。もし変異が病気にかかった個体の一部または全部

に観察され、正常個体には観察されない場合、その変異はおそらく病気の原因物

質である可能性がある。

      【０１８５】

  現時点の物理的マッピング技術および遺伝子マッピング技術の解像度では、疾

患関連染色体領域に正確に位置決定されるｃＤＮＡは、５０ないし５００の潜在

的原因遺伝子のうちの１個であろう。（これは１メガ塩基マッピングの解像度で

あり２０ｋｂ当たり１つの遺伝子と仮定）。

      【０１８６】

  ポリペプチドアッセイ

  本発明はさらに、正常および異常レベルの決定を含む、細胞および組織、およ

び例えば血液や尿といった生物学的液体中のＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４タ

ンパク質のレベルを検出する定量および診断アッセイのような診断アッセイに関

する。したがって、例えば正常組織試料と比較したＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１

０４タンパク質の過剰発現または過少発現に関する発明による診断アッセイは、

例えば新生物の存在を検出するのに用いられる。宿主由来試料中の、本発明のＬ

ｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４タンパク質のようなタンパク質のレベルの決定に

使用できるアッセイ技術は、当業者に既知である。かかるアッセイ法としては、

ラジオイムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析およびＥＬ

ＩＳＡアッセイが挙げられる。とりわけＥＬＩＳＡが好ましい場合が多い。ＥＬ

ＩＳＡアッセイはまず、Ｌｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４に特異的な抗体、好ま

しくはモノクローナル抗体を調製することを含む。さらに一般的には、そのモノ

クローナル抗体に結合するレポーター抗体が調製される。レポーター抗体には放

射性、蛍光または酵素物質、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ酵素のような検

出可能試薬が結合される。

      【０１８７】
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  ＥＬＩＳＡを実施するには、宿主から試料が取り出され、例えばポリスチレン

ディッシュのような固体支持体とインキュベートされ、支持体は試料中のタンパ

ク質と結合する。次に、ディッシュ上のフリーなタンパク質結合部位は、ウシ血

清アルブミンのような非特異的タンパク質とインキュベートされることにより覆

われる。次に、モノクローナル抗体をディッシュにてインキュベートし、この間

にモノクローナル抗体はポリスチレンディッシュに結合したＬｎｇ１０３または

Ｌｎｇ１０４タンパク質に結合する。未結合モノクローナル抗体は緩衝液により

洗い流される。西洋ワサビペルオキシダーゼが結合したレポーター抗体をディッ

シュに載せ、Ｌｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４に結合したモノクローナル抗体へ

のレポーター抗体の結合が起こる。次に、未結合レポーター抗体が洗い流される

。次に、着色反応基質を含むペルオキシダーゼ活性に関する試薬がディッシュに

添加される。一次および二次抗体を介してＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４に結

合した固定化ペルオキシダーゼが着色反応産物を生ずる。一定時間内に発色した

色の量が、試料中に存在するＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４の量を示す。定量

結果は、一般には標準曲線を参照することで得られる。

      【０１８８】

  固体支持体に結合したＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４に特異的な抗体および

標識されたＬｎｇ１０３またはＬｎｇ１０４、ならびに宿主由来の試料が固体支

持体上を通過させられ、固体支持体に結合し検出される標識量が、試料中のＬｎ

ｇ１０３またはＬｎｇ１０４の量に相関し得る、競合アッセイが実施される。

      【０１８９】

  抗体

  ポリペプチド、それらの断片またはその他の誘導体、もしくはその類縁似体、

あるいはそれらを発現する細胞は、それらに対する抗体を生ずるための免疫原と

して使用できる。これらの抗体は、例えばポリクローナルまたはモノクローナル

抗体であり得る。本発明はまたキメラ、単鎖およびヒト化抗体ならびにＦａｂ断

片、またはＦａｂ発現ライブラリーの産物も含む。かかる抗体および断片の産生

のための当該技術分野で既知の様々な手法が使用できる。

      【０１９０】
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  本発明の配列に対応するポリペプチドに対し作製された抗体は、ポリペプチド

を動物に直接注射するか、ポリペプチドを動物、好ましくはヒト以外の動物に投

与することで得られる。次に、こうして得た抗体は、ポリペプチド自体に結合す

るだろう。このようにすれば、ポリペプチドの断片のみをコードする配列でも、

これを用いて全未変性ポリペプチドに結合する抗体を生成することができる。次

にかかる抗体を用いてそのポリペプチドを発現している組織から、ポリペプチド

を単離できる。

      【０１９１】

  モノクローナル抗体の調製では、連続細胞系培養により産生された抗体を提供

する技術が使用できる。例としては、ハイブリドーマ技術（Kohler, G. and Mil

stein, C., Nature 256: 495-497 (1975))、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブ

リドーマ技術（Kozbor et al.,Immunology Today 4: 72(1983))およびヒトモノ

クローナル抗体を産生するＥＢＶ－ハイブリドーマ技術（Cole et al., モノク

ローナル抗体と癌治療（MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY）, Alan R

. Liss, Inc . pg.77-96 (1985）)が挙げられる。

      【０１９２】

  単鎖抗体の生成に関し記載された技術（米国特許第４，９４６，７７８号）は

本発明の免疫原性ポリペプチド産物に対する単鎖抗体精製に採用することができ

る。さらにトランスジェニックマウス、またはその他の哺乳動物のような他の生

物もまた、本発明の免疫原性ポリペプチド産物に対するヒト化抗体の発現に使用

され得る。

      【０１９３】

  上記抗体は、アフィニティークロマトグラフィーによる単離および／または精

製のために、固体支持体に抗体を結合させることで、発明のポリペプチドを発現

しているクローンを単離または同定すること、またはポリペプチドを精製するこ

とに使用され得る。

      【０１９４】

  したがって、とりわけ本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、炎症

、喘息、鼻炎、嚢胞性線維症、気道疾患の予防および／または治療、新生物、ア
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トピーの予防および／または治療、ホスホリパーゼＡ、ｓｕｂ．２．の阻害、ポ

リ塩化ビフェニルを結合すること、外来性タンパク質の抗原性を低下させること

、単球および好中球走化性および貪食反応の阻害、血小板凝集の阻害、ヒト子宮

中のエイコサノイドレベルの制御、子宮内膜細胞細胞の増殖の制御に利用され得

る。

      【０１９５】

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４結合分子およびアッセイ

  本発明はまた、受容体分子のようなＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４を結合す

る分子の同定に関する方法も提供する。受容体タンパク質のようなＬｎｇ１０３

およびＬｎ１０４を結合するタンパク質をコードする遺伝子は、リガンドパニン

グ法(Ligand panning)およびＦＡＣＳソーティングのような当業者に既知の様々

な方法によって同定できる。かかる方法は、例えばColigan et al., Currrent P

rotocols in Immunology 1(2);５章（1991）のような多くの研究用マニュアルに

記載されている。

      【０１９６】

  例えば、発現クローニングはこの目的に利用できる。そのためには、Ｌｎｇ１

０３およびＬｎｇ１０４に反応する細胞からポリアデニル化ＲＮＡを調製し、こ

のＲＮＡからｃＤＮＡライブラリーを作成し、このライブラリーをプールに分け

、このプールをＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４に反応しない細胞に個別にトラ

ンスフェクトする。次にトランスフェクトした細胞を標識Ｌｎｇ１０３およびＬ

ｎｇ１０４に曝す（Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４は、放射性ヨウ素化法、ま

たは部位特異的プロテインキナーゼに対する認識部位を含めること等の標準的方

法を含めた各種既知の技術により標識できる）。暴露後、細胞は固定され、サイ

トスタチンの結合が決定される。これら方法はガラススライド上で好都合に実行

される。

      【０１９７】

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４結合細胞を生じたｃＤＮＡのプールが同定さ

れる。これらの陽性体からサブプールが調製され、上記と同様に宿主細胞内にト

ランスフェクトされ、スクリーニングされる。サブプールプロセスとスクリーニ
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ングプロセスを繰り返すことで、例えば受容体分子のような結合分子候補をコー

ドする１つまたはそれ以上の単一クローンを単離することができる。

      【０１９８】

  あるいは標識リガンドは、例えば受容体分子のような結合分子を発現する細胞

から調製された、例えば膜あるいは膜抽出物のようなな細胞抽出物にフォトアフ

ィニティー結合することができる。架橋した物質はポリアクリルアミドゲル電気

泳動（「ＰＡＧＥ」）により分析され、Ｘ線フィルムに感光させられる。リガン

ド－受容体を含む標識複合体は切り出され、ペプチド断片に解像され、タンパク

質マイクロシーケンシングにかけることができる。マイクロシーケンシングより

得たアミノ酸配列を使用することで、候補受容体分子をコードする遺伝子を同定

するためのｃＤＮＡライブラリースクリーニングのための固有または縮重オリゴ

ヌクレオチドプローブを設計することができる。

      【０１９９】

  発明のポリペプチドはまた、受容体分子のようなＬｇｎ１０３およびＬｎｇ１

０４結合分子の、細胞内または無細胞調製物中でのＬｇｎ１０３およびＬｎｇ１

０４結合能の評価に使用できる。

      【０２００】

  アゴニストおよびアンタゴニスト－アッセイおよび分子

  本発明はまた、例えば受容体分子などのＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４－結

合分子との相互作用といった、細胞上におけるＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４

の作用を高める、または阻止するような化合物をスクリーニングする方法も提供

する。アゴニストはＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の天然の生物学的機能を増

加させるか、またはＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４に似た様式で機能する化合

物であり、一方アンタゴニストはかかる機能を低下または排除するものである。

      【０２０１】

  例えば、膜または膜調製物のようなそれらの調製物といった細胞コンパートメ

ントは、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４により調節されるシグナル伝達または

制御経路の分子のようなな、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４を結合する分子を

発現している細胞から調製され得る。この標本はＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０
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４アゴニストまたはアンタゴニストであり得る候補分子非存在下または存在下に

にて標識Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４とインキュベートされる。候補分子の

結合分子を結合する能力は、標識リガンドの結合低下になって現れる。自由に結

合する分子、すなわちＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４結合分子の結合に対する

ＨＥＳＦ  Ｉ、ＩＩおよびＩＩＩの影響を誘発しない分子が最も良好なアンタゴ

ニストであろう。

      【０２０２】

  十分に結合し、Ｌｇｎ１０３およびＬｎｇ１０４と同一または密接に関係した

効果を惹起する分子はアゴニストである。潜在的アゴニストよびアンタゴニスト

のＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４類似の効果は、例えば候補分子を細胞または

適切な細胞調製物と相互作用させた後に、第２メッセンジャー系の活性を決定す

ること、およびその効果をＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の効果、あるいはＬ

ｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４と同一の効果を惹起する分子の効果と比較するこ

とで測定される。この観点に関して有用であり得る第２メッセンジャー系として

は、ＡＭＰグアニレートシクラーゼ、イオンチャネル、またはホスホイノシチド

加水分解第２メッセンジャー系が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０２０３】

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４アンタゴニストに関するアッセイの別の例は

、競合阻害アッセイに適切な条件の下にてＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４なら

びに潜在的アンタゴニストを、膜結合Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４受容体分

子または組換えＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４受容体分子とを組み合わせる競

合アッセイである。Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４は、受容体分子に結合した

Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４分子の数を正確に決定し、潜在的アンタゴニス

トの有効性を評価できるように、例えば放射能で標識することができる。

      【０２０４】

  潜在的アンタゴニストには本発明のポリペプチドに結合し、それによりその活

性を阻害または無力化する小有機分子、ペプチド、ポリペプチドおよび抗体が含

まれる。潜在的アンタゴニストはまた、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４誘発活

性を誘発することなく受容体分子などの小有機分子、ペプチド、結合分子上の同
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一部位に結合し、それによりＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４を結合から排除す

ることによりＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の作用を阻害する、密接に関連す

るタンパク質または抗体などのポリペプチドであってもよい。

  潜在的アンタゴニストは、ポリペプチドの結合部位に結合し、これを占有する

ことで受容体分子などの細胞結合分子への結合を阻害し、その結果正常な生物学

的活性が阻害される小分子を含む。小分子の例としては、小有機分子、ペプチド

またはペプチド様分子が含まれるが、これらに限定されない。

      【０２０５】

  その他の潜在的アンタゴニストとしてはアンチセンス分子が挙げられる。アン

チセンス技術は、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡを通じ、あるいは三重螺旋形

成を通じて遺伝子発現を制御するのに使用できる。アンチセンス技術は、例えば

Okano, J. Neurochem, 56: 560 (1991); 遺伝子発現のアンチセンス阻害剤とし

てのオリゴヌクレオチド（OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBITORS OF

 GENE EXPRESSION）, CRC Press, Boca Raton, Fla. (1988）の中で論じられて

いる。三重螺旋形成は、例えばLeeet al., Nucleic Acids Research 6: 3073 (1

979); Cooneyet al., Science 241: 456 (1988)、およびDervan et al., Scienc

e 251: 1360 (1991)の中で論じられている。上記方法はポリヌクレオチドの相補

的ＤＮＡまたはＲＮＡへの結合に基づく。例えば本発明の成熟型ポリペプチドを

コードするポリヌクレオチドの５’コート゛部分は、約１０ないし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得る。ＤＮＡオリゴヌ

クレオチドは、転写物に含まれる遺伝子の領域に相補的に設計されており、それ

によりＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の転写ならびに生成を妨げる。アンチセ

ンスＲＮＡオリゴヌクレオチドは、ｉｎ  ｖｉｖｏにてｍＲＮＡにハイブリダイ

ズし、ｍＲＮＡ分子のＬｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリペプチドへの翻訳を

阻止する。また上記オリゴヌクレオチドは、アンチセンスＲＮＡまたはＤＮＡが

ｉｎ  ｖｉｖｏで発現され、Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４の産生を阻害する

ように細胞内に送達することもできる。

      【０２０６】

  アンタゴニストは薬学的に許容可能なキャリア、例えば以下に記載のキャリア



(63) 特表２００３－５２５５９９

ーととに組成物中で使用されてもよい。アンタゴニストは、例えば喘息に対する

遺伝的感受性の治療に使用されてもよい。

      【０２０７】

  組成物

  本発明はまた、上記ポリヌクレオチドまたはポリペプチド、あるいはアゴニス

トまたはアンタゴニストを含む組成物に関する。したがって、本発明のポリペプ

チドは細胞、組織または生体への使用に適した非無菌的または無菌的あるいはキ

ャリアー群、例えば対象体への投与に適切な薬学的キャリアと併用されてもよい

。かかる組成物は、例えば媒体添加物または治療上有効量の本発明のポリペプチ

ドおよび薬学的に許容可能なキャリアまたは賦形剤を含む。かかるキャリアとし

ては、生理食塩水、緩衝生理食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタ

ノール、およびそれらの組み合わせが挙げられ得るが、これらに限定されない。

配合物は投与様式に適していなければならない。

      【０２０８】

  キット

  本発明はさらに、発明の上記組成物の１または２以上の成分が充填された１つ

またはそれ以上の容器を含む、薬学的パックおよびキットに関する。１または２

以上のかかる容器には、医薬品または生物製品の製造、使用または販売を管轄す

る政府機関が定めた形式で書かれた、ヒトへの投与に関する製品の製造、使用ま

たは販売を管轄する機関により承認されたことを示す通知を添付することができ

る。

      【０２０９】

  投与

  本発明のポリペプチドおよびその他の化合物は単独または、治療化合物のなど

のその他の化合物とともに使用される。

      【０２１０】

  薬学的組成物は、例えばとりわけ局所、経口、肛門、膣、静脈内、腹腔内、筋

肉内、皮下、鼻内または皮内経路による投与を含む効果的かつ便宜的な方法で投

与され得る。
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      【０２１１】

  薬学的組成物は一般に、特定の適用または適用群の治療あるいは予防に有効な

量で投与される。一般には、組成物は少なくとも約１０μｇ／体重ｋｇの量で投

与される。多くの場合では、それらは約８μｇ／体重ｋｇ／日を越えない量で投

与されるだろう。好ましくは、多くの場合、用量は、１日当たり約１０μｇ／ｋ

ｇないし約２μｇ／体重ｋｇの範囲である。最適投与量は、適応、その重症度、

投与経路、合併症状等を考慮しながら、各治療の様式および適応に関する標準的

方法により決定されるだろう。

      【０２１２】

  遺伝子治療

  Ｌｎｇ１０３およびＬｎｇ１０４ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ポリペプ

チドであり得るアゴニストおよびアンタゴニストは、しばしば「遺伝子治療」と

称される治療様式において、かかるポリペプチドをｉｎ  ｖｉｖｏで発現させる

ことにより、本発明により使用されてもよい。

      【０２１３】

  したがって、例えば、患者由来の細胞は、ｅｘ  ｖｉｖｏでポリペプチドをコ

ードするＤＮＡまたはＲＮＡのようなポリヌクレオチドにより操作されてもよく

、次に操作された細胞は、ポリペプチドによる治療されるべき患者に与えられ得

る。例えば、細胞は本発明の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を用いて、ｅｘ  ｖｉｖｏで操作することができる。か

かる方法は、当該技術分野で既知であり、本発明でのそれらの使用は本発明中の

教示より明らかになるだろう。

      【０２１４】

  同様に細胞は、当分野既知の方法によりｉｎ  ｖｉｖｏでのポリペプチド発現

のためｉｎ  ｖｉｖｏで操作され得る。例えば、本発明のポリペプチドは、上記

の複製欠失レトロウイルスベクターでの発現のための操作され得る。次にレトロ

ウイルス発現構築物が単離され、本発明の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導入されたパッケージング細胞内に

、そのパッケージング細胞が次に所望遺伝子を含む感染性ウイルス粒子を産生す
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るように導入され得る。これらの産生細胞は、ｉｎ  ｖｉｖｏで細胞を操作し、

ｉｎ  ｖｉｖｏにてポリペプチドを発現させることを目的として、患者に投与さ

れ得る。これらおよびその他の本発明のポリペプチドを投与するための方法は、

本発明の教示より当業者に明らかになるはずである。

      【０２１５】

  本明細書中で上述したレトロウイルスプラスミドベクターが得られるレトロウ

イルスとしては、モロニーマウス白血病ウイルス、脾臓壊死ウイルス、ラウス肉

腫ウイルスのようなレトロウイルス、ハーベイ肉腫ウイルス、鳥類白血病ウイル

ス、テナガザル白血病ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、アデノウイルス、骨髄

増殖性肉腫ウイルス、および哺乳動物腫瘍ウイルスが挙げられるが、これらに限

定されない。一態様では、レトロウイルスプラスミドベクターはモロニーマウス

白血病ウイルスより得られる。

      【０２１６】

  かかるベクターは、ポリペプチドを発現させるためのプロモーターを１つまた

はそれ以上含むだろう。使用され得る適切なプロモーターとしては、レトロウイ

ルスＬＴＲ、ＳＶ４０プロモーター、およびMiller et al., Biotechniques 7: 

980-990 (1989)記載のヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター、また

はその他のプロモーター（例えばヒストン、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩおよびβ

アクチンプロモーターを含むがこれらに限定されない真核生物細胞性プロモータ

ーなどの細胞性プロモーター）が挙げられるが、これらに限定されない。使用さ

れ得るその他のウイルスプロモーターとしては、アデノウイルスプロモーター、

チミジンキナーゼ（ＴＫ）プロモーター、およびＢ１９パルボウイルスプロモー

ターが挙げられるが、これらに限定されない。適切なプロモーターの選択は、本

明細書中に含入される教示より当業者に明らかになるだろう。

      【０２１７】

  本発明のポリペプチドをコードする核酸配列は、適切なプロモーターの制御下

に置かれるだろう。用いられ得る適切なプロモーターとしては、アデノウイルス

主要後期プロモーターなどのアデノウイルスプロモーター、またはサイトメガロ

ウイルス（ＣＭＶ）プロモーターなどの異種プロモーター、呼吸器合包体ウイル
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ス（ＲＳＶ）プロモーター、ＭＭＴプロモーター、メタロチオネインプロモータ

ーなどの誘導性プロモーター、熱ショックプロモーター、アルブミンプロモータ

ー、ＡｐｏＡＩプロモーター、ヒトグロビンプロモーター、単純ヘルペスチミジ

ンキナーゼプロモーターなどのウイルスチミジンキナーゼプロモーター、レトロ

ウイルスＬＴＲ（本明細書にて上述した修飾レトロウイルスＬＴＲも含む）、β

アクチンプロモーター、およびヒト成長ホルモンプロモーターが挙げられるが、

これらに限定されない。プロモーターは、ポリペプチドをコードする遺伝子を制

御する未変性プロモーターでもよい。

      【０２１８】

  レトロウイルスプラスミドベクターは、生産細胞系を形成するパッケージング

細胞系の誘導に使用される。感染に用いられ得るパッケージング細胞の例として

は、ＰＥ５０１、ＰＡ３１７、Ｙ－２、Ｙ－ＡＭ、ＰＡ１２、Ｔ１９－１４Ｘ、

ＶＴ－１９－１７－Ｈ２、ＹＣＲＥ、ＹＣＲＩＰ、ＧＰ＋Ｅ－８６、ＧＰ＋ｅｎ

ｖＡｍ１２およびMiller, A., Human Gene Therapy 1: 5-14 (1990)記載のＤＡ

Ｎ細胞系が挙げられるが、これらに限定されない。ベクターは、当該技術分野に

既知の方法によりパッケージング細胞内に導入される。かかる方法としては、エ

レクトポレーション、リポソームの利用、およびＣａＰＯ４沈殿が挙げられるが

、これらに限定されない。あるいはレトロウイルスプラスミドベクターはリポソ

ーム内にカプセル封入されるか、または脂質に結合された後に宿主に投与されて

もよい。

      【０２１９】

  産生細胞系は、ポリペプチドをコードする核酸配列を含む感染性レトロウイル

スベクター粒子を産生するだろう。次にかかるレトロウイルスベクター粒子を利

用して、真核生物細胞をｉｎ  ｖｉｔｒｏまたはｉｎ  ｖｉｖｏにて形質導入さ

れ得る。形質導入された真核生物細胞は、ポリペプチドをコードする核酸配列を

発現するだろう。形質導入される真核生物細胞としては、胚幹細胞、胚性腫瘍細

胞、ならびに造血幹細胞、肝細胞、線維芽細胞、筋原細胞、ケラチノ細胞、内皮

細胞、および気管支上皮細胞が含まれるが、これらに限定されない。

      【０２２０】
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  ［実施例］

  本発明は以下の実施例によりさらに詳細に説明される。本実施例は具体的な態

様を参照することで発明を例示するためにのみ提供される。これら例示は発明の

ある特定の側面を記述するものの、開示された発明の範囲を限定あるいは制限す

るものではない。本明細書中で使用される特定の用語は、上記用語解説の項にて

説明されている。

      【０２２１】

  全ての実施例は、特に詳細記載された場合を除き、当業者にとって既知、かつ

日常的である標準的な技術を用いて実施された。以下の実施例の日常的な分子生

物学的技術は、例えばここでは「Sambrook」として参照されるSambrook et al.,

 分子クローニング；ラボラトリーマニュアル（MOLECULAR CLONING: A LABORATO

RY MANUAL）, 第２版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha

rbor, N.Y. (1989)に記載されるように実施された。

      【０２２２】

  特に指定のない限り、以下の実施例中に記載の全ての部および量は重量による

ものである。

      【０２２３】

  特に記載のない限り、以下の実施例中の断片のサイズ分離は、Sambrookおよび

、例えばGoeddel et al., Nucleic Acids Res. 8: 4057 (1980)等の数多いその

他の参考資料のアガロースおよびポリアクリルアミドゲル電気泳動（「ＰＡＧＥ

」）の標準的技術を用いて実行された。

      【０２２４】

  特に記載ない限り、連結は、標準的緩衝液、インキュベーション温度および時

間、ほぼ当モル量の連結されるべきＤＮＡ断片、および０．５μｇのＤＮＡ当た

り１０ユニットのＴ４ＤＮＡリガーゼ（「リガーゼ」）を用いて行われた。

      【０２２５】

  実施例１：遺伝子発現の相対的定量化

  蛍光性タックマン(Taqman）プローブを用いたリアルタイム定量的ＰＣＲは、

Ｔａｑ  ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’ヌクレアーゼ活性を利用する定量検出



(68) 特表２００３－５２５５９９

システムである。この方法は、５’をレポーター色素で、下流の３’をクエンチ

ャー色素で標識した内部蛍光オリゴヌクレオチドプローブ（タックマン）を用い

る。ＰＣＲの間にＴａｑ  ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’ヌクレアーゼ活性が

レポーターを放出し、次にその蛍光がモデル７７００シークエンス検出システム

（PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)のレーザー検出器により検出

することができる。

      【０２２６】

  内因性対照の増幅を使用し、反応に添加された試料ＲＮＡの量が標準化され、

逆転写酵素（ＲＴ）の効率が正規化される。シクロフィリン、グリセルアルデヒ

ド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）、ＡＴＰａｓｅ、または１８Ｓ

リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）のいずれかが内部対照として用いられる。研究さ

れる全試料間の相対定量化を計算するために、１つのサンプル試料のための標的

ＲＮＡレベルを結果比較のためのベース（キャリブレーター）として用いた。「

キャリブレーター」に対する定量化は、標準曲線法または比較法（Ｕｓｅｒ  Ｂ

ｕｌｌｅｔｉｎ  ＃２：ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ７７００シークエンス検出システ

ム）を用いて得ることができる。

      【０２２７】

  標的遺伝子の組織分布およびレベルを、正常組織および癌組織の全ての試料に

ついて評価した。全ＲＮＡは、正常組織、癌組織、および癌とそれに対応する対

応隣接組織から抽出された。続いて逆転写酵素を用いて第１鎖ｃＤＮＡが調製さ

れ、各標的遺伝子に特異的なプライマーとタックマンプローブとを用いてポリメ

ラーゼ連鎖反応が行われた。結果は、ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ７７００シークエン

ス検出装置を用いて分析された。無名数は、キャリブレーター組織と比較した場

合の特定組織中にある標的遺伝子の相対発現レベルである。

      【０２２８】

  クローンＩＤ２７９８９４６；遺伝子ＩＤ２６７２３（Ｌｎｇ１０３）の発現

：

  ＬＳＧ  Ｌｎｇ１０３に関して、リアルタイム定量的ＰＣＲは次のプライマー

を用い、実行された：



(69) 特表２００３－５２５５９９

  前向きプライマー：

  5’GGCGTTGTGGTCCTTCAG3’（配列番号７）

  逆向きプライマー：

  5’ACTTGCTGCCCTCTGACAC3’（配列番号８）

      【０２２９】

  表１に記載の無名数は１２の正常組織における、Ｌｎｇ１０３と称するＬＳＧ

の相対発現レベルである。値は全て、正常胸腺（キャリブレーター）と比較され

ている。これらＲＮＡ試料は、種々の個体由来の特定組織の試料をプールするこ

とにより得られた市販のプールである。

      【０２３０】

【表１】

      【０２３１】

  表１の発現の相対レベルは、Ｌｎｇ１０３ｍＲＮＡの発現が、その他全ての分

析された正常組織に比べて、肺（１０５８７）で非常に高いことを示している。

肺組織でのＬｎｇ１０３ｍＲＮＡの発現は精巣組織でのそれに比べ約１７５倍で

ある。これらの結果は、Ｌｎｇ１０３ｍＲＮＡの発現が肺に対して特異性が高い

ことを示している。

      【０２３２】

  表１の無名数は、種々の個体由来の特定組織試料のプールを分析して得たもの

である。それらは、表２の単一個体の組織試料より得たＲＮＡに由来する無名数
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とは比較できない。

      【０２３３】

  表２に記載の無名数は、６３対の対応試料および、１つの癌性子宮組織および

１つの正常／正常隣接子宮組織中のＬｎｇ１０３の発現の相対レベルである。全

ての値が正常胸腺（キャリブレーター）と比較されている。対応ペアは、特定組

織に関する癌試料に由来するｍＲＮＡ、および同一個体由来の同一組織に関する

正常隣接試料に由来するｍＲＮＡにより形成される。

      【０２３４】

【表２】
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      【０２３５】

【表３】
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      【０２３６】

【表４】
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      【０２３７】

  対応試料の分析では、発現レベルは肺でより高く、肺組織に対して高い組織特

異性を示した。これらの結果は、正常プール試料で得た組織特異性に関する結果

（表１）を確認するものである。

      【０２３８】

  さらに同一個体の癌試料および同質遺伝的な正常隣接組織におけるｍＲＮＡ発

現のレベルを比較した。この比較は、癌の病期に関する特異性の指標（例えば正
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常隣接試料に比べ癌試料でｍＲＮＡの発現レベルが高い）を与える。表２は、１

０個の肺癌組織（肺試料＃７、１０、１１、１２、１４、１５、１８、２１、２

２および２５）が、それぞれの正常隣接組織に比べＬｎｇ１０３を過剰発現して

いることを示している。したがって、試験された肺の対応試料の３６％（合計２

８個の肺対応試料）について、癌組織における過剰発現が認められた。

      【０２３９】

  表３に記載の無名数は、肺扁平上皮癌の１２対の対応試料におけるＬｎｇ１０

３の相対発現レベルを示している。

      【０２４０】

【表５】
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      【０２４１】
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  表３は、６個の癌組織（肺試料＃１、３、４、７、１０および１１）が、それ

ぞれの隣接正常組織に比べＬｎｇ１０３が過剰発現していることを示す。したが

って、肺扁平上皮細胞癌（合計１２個の対応ペア）のうちの５０％の癌組織でＬ

ｎｇ１０３が過剰発現している。

      【０２４２】

  まとめると、高いレベルの組織特異性に加えて、試験した肺扁平上皮細胞癌対

応試料の５０％でｍＲＮＡが過剰発現していることから、Ｌｎｇ１０３が肺癌、

特には扁平上皮細胞癌の診断マーカーであることが示唆された。

      【０２４３】

  クローンＩＤ１２６２６３；遺伝子ＩＤ２２１８０７（Ｌｎｇ１０４）の発現

：

  ＬＳＧ  Ｌｎｇ１０４に関し、リアルタイム定量的ＰＣＲは次のプライマーを

用いて実行された：

  前向きプライマー：

  5’ATCACAGGGGCACTGCTTCT3’（配列番号９）

  逆向きプライマー：

  5’GACCGAGGCCAGGCTTCTA3’（配列番号１０）

      【０２４４】

  表４に記載の無名数は、１２個の正常組織中のＬｎｇ１０４の相対発現レベル

である。全ての値は、正常小腸（キャリブレーター）と比較されている。これら

ＲＮＡ試料は、種々の個体から得た特定組織の試料をプールすることにより得ら

れる市販のプールである。

      【０２４５】

【表６】
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      【０２４６】

  表４の発現の相対レベルは、Ｌｎｇ１０４ｍＲＮＡの発現が、その他全ての分

析された正常組織に比べて、肺（７６１７）で非常に高いことを示している。肺

組織でのＬｎｇ１０４ｍＲＮＡの発現は、前立腺組織でのそれに比べ約４５倍で

ある。これらの結果は、Ｌｎｇ１０４ｍＲＮＡの発現が肺で特異的に高いことを

示している。

      【０２４７】

  表４の無名数は、種々の個体由来の特定組織試料のプールを分析したものであ

る。それらは、表５の単一個体の組織試料より得たＲＮＡに由来する無名数とは

比較できない。

      【０２４８】

  表５に記載の無名数は、６４対の対応試料、および１個の子宮癌組織および１

個の正常／正常隣接子宮組織中のＬｎｇ１０４の発現相対レベルである。全ての

値が正常精巣（キャリブレーター）と比較されている。対応ペアは特定組織に関

する癌試料に由来するｍＲＮＡ、および同一個体由来の同一組織に関する正常隣

接試料に由来するｍＲＮＡにより形成される。

      【０２４９】

【表７】
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      【０２５０】

【表８】
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      【０２５１】

【表９】
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      【０２５２】

  対応試料の分析では、発現レベルは肺でより高く、肺組織に対して高い組織特

異性を示した。これらの結果は、正常プール試料で得た組織特異性に関する結果

（表４）を確認するものである。

      【０２５３】
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  さらに同一個体由来の癌試料および同質遺伝子的な正常隣接組織におけるｍＲ

ＮＡ発現のレベルを比較した。この比較は、癌の病期に関する特異性の指標（例

えば正常隣接試料に比べ癌試料でｍＲＮＡの発現レベルが高い）を提供する。表

５は、８個の肺癌組織（肺試料＃１１、１２、１３、１６、１７、２０、２１お

よび２２）が、それぞれの正常近接組織に比べＬｎｇ１０４を過剰発現している

ことを示している。したがって、試験された肺の対応試料の２８％（合計２８組

の肺対応試料）について、癌組織に過剰発現が認められた。

      【０２５４】

  表６に記載の無名数は、肺扁平上皮癌の１２対の対応試料におけるＬｎｇ１０

４の相対発現レベルを示している。

      【０２５５】

【表１０】
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      【０２５６】

  表６は、７個の癌組織（肺試料＃１、２、５、６、９、１０および１１）が、

それぞれの隣接正常組織に比べＬｎｇ１０４が過剰発現していることを示す。肺

扁平上皮細胞癌（合計１２個の対応対）のうちの５８％の癌組織でＬｎｇ１０４

が過剰発現している。

      【０２５７】

  まとめると、高いレベルの組織特異性に加えて、試験した肺扁平上皮細胞癌対

応試料の５８％でｍＲＮＡが過剰発現していることから、Ｌｎｇ１０４が肺癌、
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特には扁平上皮細胞癌の診断マーカーであることが示唆された。

      【０２５８】

  実施例２：タンパク質発現

  Ｌｎｇ１０４はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅され、Ｌｎｇ１０

４のアミノ酸番号１６（Ｌｅｕ１６）ないしアミノ酸番号１１９（Ｌｅｕ１１９

）をコードする増幅ＤＮＡ断片が大腸菌での発現のためのｐＥＴ－２１ｄ内にサ

ブクローニングされた。Ｌｎｇ１０４ＤＮＡコード配列（Ｌｅｕ１６－Ｌｅｕ１

１９）に加え、Ｌｎｇ１０４のＮＨ２末端に隣接する２個のアミノ酸、Ｍｅｔ－

ＡｌａおよびＬｎｇ１０４のＣＯＯＨ末端に隣接する６個のヒスチジンが、それ

ぞれ開始Ｍｅｔ／制限部位および精製タグとして用いるために組み込まれた。約

１３ｋＤａ（翻訳分子量、１３．２ｋＤａ）の過剰発現タンパク質バンドが、ク

マシーブルー染色されたポリアクリルアミドゲル上で容易に観察された。このタ

ンパク質バンドは、６×ヒスチジンタグに対するモノクローナル抗体を用いたウ

エスタンブロット分析により確認された。

      【０２５９】

  Ｌｎｇ１０４の大規模な精製は、６リットルの細菌培養物から得た細胞ペース

トを用いて達成され、固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ

）を使用して精製された。全細胞溶解産物より分離された可溶性分画はニッケル

キレート樹脂とともにインキュベートされた。カラムを充填し、カラム容量の５

倍量の洗浄緩衝液で洗浄した。Ｌｎｇ１０４は、各種濃度のイミダゾール緩衝液

により段階的に溶出された。

      【０２６０】

  同様にしてＬｎｇ１０３も発現および精製される。

      【０２６１】

  実施例３：タンパク質融合

  本発明のポリペプチドは、好ましくは他のタンパク質に融合される。これらの

融合タンパク質は様々に応用できる。例えば、本発明のポリペプチドをＨｉｓタ

グ、ＨＡタグ、プロテインＡ、ＩｇＧドメインおよびマルトース結合タンパク質

に融合すると精製が容易になる（ＥＰ  Ａ  ３９４，８２７、 Traunecker et a
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l. ，Nature 331: 84-86 (1988)も参照）。同様にＩｇＧ－１、ＩｇＧ－３およ

びアルブミンへの融合は、ｉｎ  ｖｉｖｏでの半減期を延長する。本発明のポリ

ペプチドに融合させれた核局在シグナルは、特定の細胞内局在性へタンパク質を

標的にすることができ、一方共有結合ヘテロダイマーまたはホモダイマーは融合

タンパク質の活性を増加または低下させることができる。融合タンパク質はまた

１つより多い機能を持つキメラ分子を作り出すこともできる。最後に、融合タン

パク質は、非融合タンパク質に比べ、融合タンパク質の溶解度および／または安

定性を高めることができる。上記の全てのタイプの融合タンパク質は、ＩｇＧ分

子へのポリペプチドの融合を概略する以下のプロトコール、または上記プロトコ

ールを変更することで作製することができる。

      【０２６２】

  簡単に述べると、ＩｇＧ分子のヒトＦｃ部分（配列番号１１）は、下記配列の

５’および３’末端に及ぶプライマーを用い、ＰＣＲ増幅することができる。こ

れらプライマーはまた、発現ベクター、好ましくは哺乳動物発現ベクターへのク

ローニングを容易にするのに好都合な制限酵素部位を持つべきである。

      【０２６３】

  例えば、ｐＣ４（受託番号２０９６４６）を用いる場合、ヒトＦｃ部分はＢａ

ｍＨＩクローニング部位に連結できる。３’ＢａｍＨＩ部位が破壊されるべきで

あることに留意されたい。次に、ヒトＦｃ部分を含むベクターはＢａｍＨＩによ

り再度制限処理され、ベクターは直線化され、実施例１に記載のＰＣＲ法により

単離された本発明のポリヌクレオチドがこのＢａｍＨＩ部位に連結される。この

ポリヌクレオチドは終止コドンなしにクローニングされ、さもなければ融合タン

パク質は産生されないことに留意されたい。

      【０２６４】

  天然に存在するシグナル配列を用いて分泌タンパク質を産生する場合には、ｐ

Ｃ４は第２シグナルペプチドを必要としない。あるいは、天然に存在するシグナ

ル配列を使用しない場合には、ベクターは異種シグナル配列を含むように改変す

ることができる（国際公開第９６／３４８９１号参照）。

      【０２６５】
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  ヒトＩｇＧＦｃ領域は、配列番号１１で表される。

      【０２６６】

  実施例４：ポリペプチド由来の抗体の産生

  本発明の抗体は、様々な方法により調製することができる（Current Protocol

s, Chapter 2を参照）。例えば、本発明のポリペプチドを発現する細胞を動物に

投与して、ポリクローナル抗体を含有する血清の生産を誘発する。好ましい方法

では、分泌タンパク質調製物を調製し、それを天然の夾雑物を実質的に含まない

ように精製する。次に、より高い特異的活性を有するポリクローナル抗血清を産

生するために、かかる調製物を動物に導入する。

      【０２６７】

  最も好ましい方法では、本発明の抗体は、モノクローナル抗体（またはそれら

のタンパク質結合断片）である。かかるモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ

技術を用いて調製することができる（Kohler et al., Nature 256: 495 (1975);

 Khler et al., Eur. J. Immunol. 6: 511 (1976); Khler et al., Eur. J. Imm

unol. 6: 292 (1976); Hammerling et al., in; Monoclonal Antibodies and T-

Cell Hybridomas, Elsevier, N. Y., pp. 563-681 (1981))。一般に、かかる手

法は、ポリペプチド、またはより好ましくは分泌ペプチド発現細胞で、動物（好

ましくは、マウス）を免疫化することを包含する。かかる細胞は、任意の適切な

組織培養培地にて培養されてもよいが、１０％のウシ胎児血清（約５６℃にて不

活性化される）で、ならびに非必須アミノ酸約１０ｇ／ｌ、ペニシリン約１，０

００Ｕ／ｍｌ、およびストレプトマイシン約１００μｇ／ｍｌを補充したアール

変法イーグル培地にて細胞を培養することが好ましい。

      【０２６８】

  かかるマウスの脾細胞を摘出し、適切な骨髄腫細胞系と融合させる。本発明に

よれば、いかなる適切な骨髄腫細胞系を用いてもよいが、ＡＴＣＣから入手可能

な親骨髄腫細胞系（ＳＰ２０）を用いることが好ましい。融合後、得られたハイ

ブリドーマ細胞は、ＨＡＴ培地にて選択的に保持され、続いてWands等(Gastroen

terology 80: 225-232 (1981))に記載されるように、限界希釈によりクローニン

グされる。次に、かかる選択により得られたハイブリドーマ細胞をアッセイして



(86) 特表２００３－５２５５９９

、ポリペプチドを結合することが可能な抗体を分泌するクローンを同定する。

      【０２６９】

  あるいは、ポリペプチドに結合することが可能なさらなる抗体を、抗イディオ

タイプ抗体を用いた二段階手法にて産生することができる。かかる方法は、抗体

自身が抗原であるという事実を利用するものであり、したがって、二次抗体に結

合する抗体を得ることが可能である。この方法に従って、タンパク質特異的抗体

を用いて、動物、好ましくはマウスを免疫化する。次に、かかる動物の脾細胞を

用いて、ハイブリドーマ細胞を生産し、ハイブリドーマ細胞をスクリーニングし

て、タンパク質特異的抗体に結合する能力が、ポリペプチドにより阻止され得る

抗体を産生するクローンを同定する。かかる抗体は、タンパク質特異的抗体に対

する抗イディオタイプ抗体を含み、それを用いて、動物を免疫化し、さらなるタ

ンパク質特異的抗体の形成を誘発することができる。

      【０２７０】

  本発明の抗体のＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２ならびに他の断片は、本明細書に

開示する方法に従って用いてもよいことは理解されるであろう。かかる断片は、

典型的に、（Ｆａｂ断片を産生するための）パパインまたは（Ｆ（ａｂ’）２断

片を産生するための）ペプシンのような酵素を用いて、タンパク質分解性切断に

より産生される。あるいは、分泌タンパク質結合断片は、組換えＤＮＡ技術の適

用により、または合成化学により産生され得る。

      【０２７１】

  ヒトにおける抗体のｉｎ  ｖｉｖｏ使用に関して、「ヒト化」キメラモノクロ

ーナル抗体を使用することが好ましい場合がある。かかる抗体は、上述のモノク

ローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞に由来する遺伝構築物を用いて産生

することができる。キメラ抗体を産生する方法は、当該技術分野で既知である（

参考として、Morrison, Science 229: 1202 (1985)、Oi et al., BioTechniques

 4: 214 (1986)、Cabilly et al., 米国特許第４，８１６，５６７号、Taniguch

i et al., 欧州特許第１７１４９６号、Morrisson et al., 欧州特許第１７３４

９４号、Neuberger et al., 国際公開第８６０１５３３号、Robinson et al., 

国際公開第８７０２６７１号、Boulianne et al., Nature 312: 643 (1984)、Ne
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uberger et al., Nature 314: 268 (1985)を参照）。

      【０２７２】

  実施例５：ポリヌクレオチドに対応する遺伝子における変化を決定する方法

  所定の表現型（疾患のような）を示す全集団または個々の患者から単離したＲ

ＮＡは、単離される。次に、当該技術分野にて既知のプロトコルを用いて、これ

らのＲＮＡ試料からｃＤＮＡが生成される（Smabrookを参照）。次に、ｃＤＮＡ

を、配列番号１、２、５、および６において所定の領域を取り囲むプライマーを

用いるＰＣＲ用の鋳型として使用する。提案するＰＣＲ条件は、Sidransky, D.,

 et al., Science 252: 706 (1991)に記載される緩衝溶液を用いて、９５℃での

３０秒間、５２～５８℃での６０～１２０秒、および７０℃での６０～１２０秒

の３５サイクルから構成される。

      【０２７３】

  次に、ＳｅｑｕｉＴｈｅｒｍポリメラーゼ(Epicentre Technologies)を用いて

、Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼで５’末端にて標識したプライマーを使用して

、ＰＣＲ産物を配列決定する。選択エキソンのイントロン－エキソン境界もまた

決定され、ゲノムＰＣＲ産物を分析して、結果を確認する。次に、突然変異が疑

われるＰＣＲ産物をクローニングして、配列決定して、直接的な配列決定の結果

を確証する。

      【０２７４】

  Holton T. A. and Graham, M. W., Nucleic Acids Research, 19: 1156 (1991

)に記載されるように、ＰＣＲ産物をＴ尾状(tailed)ベクターにクローニングし

、Ｔ７ポリメラーゼ(United States Biochemical)を用いて配列決定する。病気

に冒されていない個体に存在しない突然変異により、病気に冒された個体を同定

する。

      【０２７５】

  ゲノム再配列もまた、ポリヌクレオチドに対応する遺伝子における変化を決定

する方法として観察される。ゲノムクローンを、ジゴキシゲニンデオキシ－ウリ

ジン５’－トリリン酸塩(Boehringer Manheim)でニックトランスレーションし、

Johnson, C, et al., Methods Cell Biol. 35: 73-99 (1991)に記載されるよう
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に、ＦＩＳＨを実施する。標識プローブを用いたハイブリダイゼーションは、対

応するゲノム座への特異的ハイブリダイゼーションのための、大過剰のヒトｃｏ

ｔ－１ＤＮＡを用いて行われる。

      【０２７６】

  ４，６－ジアミノ－２－フェニリドールおよびヨウ化プロピジウムで染色体を

対比染色し、ＣおよびＲバンドの組合せを生じさせる。正確なマッピングのため

の整列画像は、冷却電荷結合素子カメラ(Photometrics, Tucson, AZ)および可変

励起波長フィルターを併合したトリプルバンドフィルターセット(Chroma Techno

logy, Brattleboro, VT)を用いて得られる(Johnson, Cv. et al., Genet. Anal.

 Tech. Appl., 8: 75 (1991))。画像収集、分析および染色体分画長測定は、Ｉ

Ｓｅｅ  Ｇｒａｐｈｉｃａｌプログラムシステム(Inovision Corporation, Durh

am, NC)を用いて実施される。プローブによりハイブリダイズされるゲノム領域

の染色体変化は、挿入、欠失および転座として同定される。これらの変化は、関

連疾患用診断マーカーとして用いられる。

      【０２７７】

  実施例６：生物試料におけるポリペプチドの異常レベルを検出する方法

  本発明のポリペプチドは、生物試料中で検出することができ、ポリペプチドレ

ベルの増加または減少が検出される場合、このポリペプチドは、特定の表現型用

のマーカーである。検出方法は数多く、したがって、当業者は、以下のアッセイ

を改変して、特定の必要性に合わせることができることが理解される。

      【０２７８】

  例えば、抗体－サンドイッチＥＬＩＳＡを用いて、試料中、好ましくは生物試

料中のポリペプチドを検出する。マイクロタイタープレートのウェルを、最終濃

度０．２～１０μｇ／ｍｌで、特異的抗体で被覆する。抗体は、モノクローナル

またはポリクローナルであり、上述の方法により産生される。ウェルへのポリペ

プチドの非特異的結合が低減するように、ウェルをブロックする。

      【０２７９】

  次に、被覆したウェルを、ポリペプチドを含有する試料とともに、室温にて２

時間より長い時間インキュベートする。好ましくは、試料の連続希釈物を用いて
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、結果を確証すべきである。次に、プレートを脱イオン水または蒸留水で３回洗

浄して、未結合のポリペプチドを除去する。

      【０２８０】

  次に、２５～４００ｎｇの濃度の特異的抗体－アルカリホスファターゼ複合体

５０μｌを添加して、室温にて２時間インキュベートする。

      【０２８１】

  再びプレートを脱イオン水または蒸留水で３回洗浄し、未結合の複合体を除去

する。

      【０２８２】

  各ウェルに、４－メチルウンベリフェリルホスフェート（ＭＵＰ）またはｐ－

ニトロフェニルホスフェート（ＮＰＰ）基質溶液７５μｌを添加し、室温にて１

時間インキュベートする。マイクロタイタープレートリーダーにより、反応を測

定する。対照試料の連続希釈物を用いて、標準曲線を作成し、Ｘ軸上にポリペプ

チド濃度を（対数目盛）、Ｙ軸上に蛍光または吸光度（均等目盛）をプロットす

る。

      【０２８３】

  標準曲線を用いて、試料中のポリペプチド濃度を内挿する。

      【０２８４】

  実施例７：ポリペプチドの配合

  分泌ポリペプチド組成物は、個々の患者の臨床状態（特に、分泌ポリペプチド

単独での治療の副作用）、送達部位、投与方法、投与のスケジューリング、およ

び開業医に既知の他の要素を考慮して、優れた医療行為と調和した様式で、処方

されて、投薬される。したがって、本明細書の目的に関する「有効量」は、かか

る考慮により決定される。

      【０２８５】

  一般的な提案として、１回用量あたり非経口的に投与される分泌ポリペプチド

の全薬学的有効量は、約１μｇ／ｋｇ（患者の体重）／日～１０ｍｇ／ｋｇ（患

者の体重）／日の範囲であろうが、上述するように、これは治療上の判断に支配

されるであろう。より好ましくは、この用量は、少なくとも０．０１ｍｇ／ｋｇ
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／日であり、ヒトに関して最も好ましくは、ホルモンに関して約０．０１～１ｍ

ｇ／ｋｇ／日である。連続的に与えられる場合、分泌ポリペプチドは、典型的に

、１日あたり１～４回の注射により、または連続皮下注入により（例えば、ミニ

ポンプを用いて）、約１μｇ／ｋｇ／時間～約５０ｍｇ／ｋｇ／時間の用量速度

にて投与される。静脈バッグ溶液もまた、用いてもよい。変化を観察することが

必要な治療の期間、および応答が生じるための治療後の間隔は、所望の効果に依

存して様々なようである。

      【０２８６】

  本発明の分泌タンパク質を含有する薬学的組成物は、経口的に、直腸的に、非

経口的に、槽内的に、鞘膜内的に、腹腔内的に、局所的に（パウダー、軟膏、ジ

ェル、滴薬または経皮パッチによるような）、バッカル的に、または口腔もしく

は鼻スプレーのように、投与される。「薬学的に許容可能なキャリア」は、無毒

性の固形、半固形または液体充填剤、希釈剤、被包用材料または任意の型の配合

助剤を指す。本明細書で使用する「非経口」という用語は、静脈内、筋内、腹腔

内、胸骨下、皮下、および関節内注射ならびに注入を含む投与様式を指す。

      【０２８７】

  分泌ポリペプチドはまた、持続放出系により適切に投与される。持続放出性組

成物の適切な例としては、造形品（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）

の形態にある半透性ポリマーマトリックスが挙げられる。持続放出性マトリック

スとしては、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号、欧州特許第５８

，４８１号）、Ｌ－グルタミン酸およびγ－エチル－Ｌ－グルタメートのコポリ

マー（Sidman, U. et al., Biopolymers 22: 547-556 (1983)）、ポリ（２－ヒ

ドロキシエチルメタクリレート）（R. Langer et al., J. Biomed. Mater. Res.

 15: 167-277 (1981)）、およびR. Langer, Chem. Tech. 12: 98-105 (1982)）

、エチレンビニルアセテート（R. Langer et al.）、またはポリ－Ｄ－（－）－

３－ヒドロキシ酪酸（欧州特許第１３３，９８８号）が挙げられる。持続放出性

組成物はまた、リポソームエントラップポリペプチドを包含する。分泌ポリペプ

チドを含有するリポソームは、本質的に既知の方法により調製される：DE Epste

in et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688-3692 (1985)、Hwang et al.
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, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4030-4034 (1980)、欧州特許第５２，３２

２号、欧州特許第３６，６７６号、欧州特許第８８，０４６号、欧州特許１４３

，９４９号、欧州特許第１４２，６４１号、日本国特許出願第８３－１１８００

８号、米国特許第４，４８５，０４５号および第４，５４４，５４５号、ならび

に欧州特許第１０２，３２４号。通常、リポソームは、小さい（約２００～８０

０オングストローム）単層型であり、そこで脂質含量は、約３０（ｍｏｌ％）コ

レステロールよりも高く、選択比率は、最適な分泌ポリペプチド治療に関して調

節される。

      【０２８８】

  非経口投与に関して、一態様では、分泌ポリペプチドは、一般的に所望の純度

にて、単位投与量の注射可能な形態（溶液、懸濁液、または乳濁液）で、薬学的

に許容可能なキャリア（すなわち、使用する投与量および濃度にてレシピエント

に無毒性であり、配合物の他の成分と相溶性であるもの）と混合することにより

配合される。

      【０２８９】

  例えば、配合物は、好ましくは、酸化剤およびポリペプチドにとって有害であ

ると知られている他の化合物を含まない。

      【０２９０】

  一般に、配合物は、液体キャリアまたは微細固体キャリア、あるいはその両方

と、均一かつ緊密にポリペプチドを接触させることにより調製される。

      【０２９１】

  次に、必要な場合には、生成物を所望の配合物に形造る。好ましくは、キャリ

アは、非経口キャリア、より好ましくは、レシピエントの血液と等張である溶液

である。かかるキャリア媒質の例としては、水、生理食塩水、リンゲル溶液、お

よびブドウ糖溶液が挙げられる。不揮発性油およびオレイン酸エチルのような非

水性媒質、ならびにリポソームもまた、本発明に有用である。

      【０２９２】

  キャリアは適切に、等張性および化学的安定性を高める物質のような、少量の

添加剤を含有する。かかる物質は、用いる投与量および濃度にて、レシピエント
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に対して無毒性であり、リン酸塩、クエン酸塩、コハク酸塩、酢酸、および他の

有機酸またはそれらの塩のような緩衝液、アスコルビン酸のような酸化防止剤、

低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド（例えば、ポリアルギニンまたはトリ

ペプチド）、血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンのようなタンパク

質、ポリビニルピロリドンのような親水性ポリマー、グリシン、グルタミン酸、

アスパラギン酸またはアルギニンのようなアミノ酸、セルロースまたはその誘導

体、グルコース、マンノース、またはデキストリンを含めた単糖、二糖、および

他の炭化水素、ＥＤＴＡのようなキレート剤、マンニトールまたはソルビトール

のような糖アルコール、ナトリウムのような対イオン、および／またはポリソル

ベート、ポロクサマー、またはＰＥＧのような非イオン性界面活性剤が挙げられ

る。

      【０２９３】

  分泌ペプチドは、典型的に、約０．１ｍｇ／ｍｌ～１００ｍｇ／ｍｌ、好まし

くは１～１０ｍｇ／ｍｌの濃度で、約３～８のｐＨにて、かかる媒質(vehicle)

中で配合される。先述の賦形剤、キャリアまたは安定剤の幾つかの使用は、結果

としてポリペプチド塩の形成を生じる結果となるであろうことは理解されるであ

ろう。

      【０２９４】

  治療用投与のために使用されるべきポリペプチドはいずれも無菌であり得る。

無菌状態は、滅菌濾過膜（例えば、０．２ミクロンの膜）を通した濾過により容

易に達成される。治療用ポリペプチド組成物は一般に、滅菌アクセスポートを有

する容器（例えば、皮下注射針により突き刺すことが可能なストッパーを有する

静脈溶液バッグまたはバイアル）に入れられる。

      【０２９５】

  ポリペプチドは通常、単回または複数回用量容器（例えば、密封アンプルまた

はバイアル）中に、水溶液として、または再構成用凍結乾燥配合物として、保管

されるであろう。凍結乾燥配合物の例として、１０ｍｌバイアルを滅菌濾過した

１％（ｗ／ｖ）ポリペプチド水溶液５ｍｌで充填し、得られた混合物を凍結乾燥

する。注入溶液は、注射用静菌水を用いて、凍結乾燥ポリペプチドを再構成する



(93) 特表２００３－５２５５９９

ことにより調製される。

      【０２９６】

  本発明はまた、本発明の薬学的組成物の１つもしくはそれ以上の成分を充填し

た１つまたはそれ以上の容器を含む薬学的パックあるいはキットを提供する。医

薬品または生物学的製品の製造、使用または販売を規制する行政機関が規定する

形態における通告は、かかる容器（複数可）に関連し得て、その通告は、ヒト投

与に関する製造、使用または販売の政府機関による承認を反映する。さらに、本

発明のポリペプチドは、他の治療化合物と併用してもよい。

      【０２９７】

  実施例８：ポリペプチドレベル低下を治療する方法

  個体において分泌タンパク質の標準的または一般的発現レベルの減少により引

き起こされる症状は、好ましくは分泌形態にある、本発明のポリペプチドを投与

することにより治療することができることが理解されるであろう。したがって、

本発明はまた、ポリペプチドレベルの増加を必要とする個体を治療する方法であ

って、かかる個体においてポリペプチドの活性レベルを増加させるためのポリペ

プチド量を含む薬学的組成物を、かかる個体に投与することを含む方法を提供す

る。

      【０２９８】

  例えば、減少したポリペプチドレベルを有する患者に、１日用量０．１～１０

０μｇ／ｋｇのポリペプチドを６日間連続で与える。好ましくは、ポリペプチド

は、分泌形態である。投与および処方に基づく投薬計画の詳細は上記に提供する

。

      【０２９９】

  実施例９：ポリペプチドレベル増加を治療する方法

  アンチセンス技術を用いて、本発明のポリペプチドの産生を抑制する。この技

術は、癌のような様々な病因に起因するポリペプチド（好ましくは分泌形態）の

レベルを減少させる方法の一例である。

      【０３００】

  例えば、異常に増加したポリペプチドレベルを有すると診断された患者は、０
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．５、１．０、１．５、２．０および３．０ｍｇ／ｋｇ／日にて、２１日間、ア

ンチセンスポリヌクレオチドを静脈内に投与される。この治療が十分に耐えられ

た場合、治療は７日の静止期間後に繰り返される。アンチセンスポリヌクレオチ

ドの配合は上記に提供する。

      【０３０１】

  実施例１０：遺伝子治療を用いた治療方法

  遺伝子治療の一方法は、ポリペプチドを発現することが可能な線維芽細胞を、

患者上へ移植する。一般に、線維芽細胞は、皮膚生検により対象体から得られる

。得られた組織を組織培養培地に置き、小片に分離する。組織の小片を組織培養

フラスコの湿った表面上へ載せ、各フラスコにおいて約１０片を載せる。フラス

コを上下ひっくり返し、きつく閉めて、室温で一晩放置する。室温にて２４時間

後、フラスコをひっくり返し、組織片をフラスコの底に固定させたままで、新鮮

な培地（例えば、Ｈａｍ’ｓ  Ｆ１２培地、１０％ＦＢＳ、ペニシリンおよびス

トレプトマイシンを有する）を添加する。次に、フラスコを３７℃にて約１週間

インキュベートする。

      【０３０２】

  この時点で、新鮮な培地を添加し、続いて数日毎に取り換える。さらに２週間

の培養の後、線維芽細胞の単層が現れる。単層をトリプシン処理し、大きなフラ

スコへはがし取る。モロニーマウス肉腫ウイルスの末端反復配列に隣接したｐＭ

Ｖ－７(Kirschmeier, P. T. et al., DNA, 7: 219-25 (1988))をＥｃｏＲＩおよ

びＨｉｎｄＩＩＩで消化した後、子ウシ腸ホスファターゼで処理する。アガロー

スゲル上で線状ベクターを分画し、ガラスビーズを用いて精製する。

      【０３０３】

  本発明のポリペプチドをコードするｃＤＮＡを、実施例１に記載のように、そ

れぞれ５’および３’末端配列に相当するＰＣＲプライマー用いて増幅すること

ができる。好ましくは、５’プライマーは、ＥｃｏＲＩ部位を含有し、３’プラ

イマーは、ＨｉｎｄＩＩＩ部位を含む。等量のモロニーマウス肉腫ウイルス線状

バックボーンならびに増幅したＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ断片を、Ｔ４Ｄ

ＮＡリガーゼの存在下、一緒に添加する。得られた混合物を、２つの断片の連結
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に適した条件下にて保持する。次に、連結混合物を用いて、バクテリアＨＢ  １

０１に形質転換した後、ベクターに所定の遺伝子が適切に挿入されたことを確認

する目的で、カナマイシンを含有する寒天上に蒔く。

      【０３０４】

  両栄養性ｐＡ３１７またはＧＰ＋ａｍ１２パッケージング細胞を、１０％の子

ウシ血清（ＣＳ）、ペニシリンおよびストレプトマイシンを有するダルベッコ変

法イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で、コンフルエント密度に、組織培養で成長させ

る。次に、遺伝子を含有するＭＳＶベクターを培地に添加し、パケージング細胞

にベクターを形質導入する。いまやパッケージング細胞は、遺伝子を含有する感

染ウイルス粒子を生産する（パッケージング細胞は、現在プロデューサー細胞と

称される）。

      【０３０５】

  形質導入したプロデューサー細胞に、新鮮な培地を添加し、続いて、コンフル

エントなプロデューサー細胞の１０ｃｍプレートから、培地を収集する。ミリポ

アフィルターを通して感染ウイルス粒子を含有する使用済培地を濾過し、剥離し

たプロデューサー細胞を除去し、続いてこの培地を用いて、線維芽細胞を感染さ

せる。線維芽細胞のサブコンフルエントなプレートから、培地を除去し、プロデ

ューサー細胞からの培地とすばやく入れ換える。この培地を除去し、新鮮な培地

と入れ換える。

      【０３０６】

  ウイルスの力価が高い場合、実質的にすべての線維芽細胞は感染され、選択は

必要ない。力価が非常に低い場合、ｎｅｏまたはｈｉｓのような選択マーカーを

有するレトロウイルスベクターを使用する必要がある。線維芽細胞がいったん効

果的に感染されたら、線維芽細胞を分析して、タンパク質が産生されるかどうか

を確定する。

      【０３０７】

  次に、操作した線維芽細胞を、ｃｙｔｏｄｅｘ３マイクロキャリアビーズ上に

て、単独で、またはコンフルエンスに成長させた後に、宿主上に移植する。

      【０３０８】
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  実施例１１：ｉｎ  ｖｉｖｏ遺伝子治療を用いた治療方法

  本発明の別の側面は、障害、疾患および症状を治療するために、ｉｎ  ｖｉｖ

ｏ遺伝子治療方法を使用することである。遺伝子治療方法は、ポリペプチドの発

現を増加または減少させるための、裸の核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ、およびアンチセ

ンスＤＮＡまたはＲＮＡ）配列の動物への導入に関する。

      【０３０９】

  本発明のポリヌクレオチドは、プロモーターまたは標的組織によるりポリペプ

チド発現に必要な任意の他の遺伝的要素に作動可能に連結されてもよい。かかる

遺伝子治療ならびに送達技術および方法は、当該技術分野で既知であり、例えば

、国際公開第９０／１１０９２号、国際公開第９８／１１７７９号、米国特許第

５，６９３，６２２号、第５，７０５，１５１号、第５，５８０，８５９号、Ta

bata H. et al. (1997) Cardiovasc. Res. 35 (3): 470-479、Chao J et al. (1

997) Pharmacol. Res. 35(6): 517-522、Wolff J. A. (1997) Neuromuscul. Dis

ord. 7 (5): 314-318、Schwartz B. et al. (1996) Gene Ther. 3 (5): 405-411

, Tsurumi Y. et al. (1996) Circulation 94 (12): 3281-3290（参照により本

明細書に援用される）を参照されたい。

      【０３１０】

  ポリヌクレオチド構築物は、組織（心臓、筋肉、皮膚、肺、肝臓、腸等）の間

質腔への注射のように、動物細胞へ注入可能な物質を送達するいかなる方法によ

り送達されてもよい。ポリヌクレオチド構築物は、薬学的に許容可能な液体また

は水性キャリア中で送達することができる。

      【０３１１】

  「裸の」ポリヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡという用語は、細胞への侵入

を補佐、促進または助長するよう作用するいかなる送達媒体（ウイルス配列、ウ

イルス粒子、リポソーム配合物、リポフェクチンまたは沈殿剤等を含む）を含ま

ない配列を指す。しかしながら、本発明のポリヌクレオチドはまた、当業者に既

知の方法により調製され得るリポソーム配合物（例えば、Felgner P. L. et al.

 (1995) Ann. NY Acad. Sci. 772: 126-139、およびAbdallah B. et al. (1995)

 Biol. Cell 85 (1): 1-7に教示されるもの）にて送達されてもよい。
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      【０３１２】

  遺伝子治療方法にて使用されるポリヌクレオチドベクター構築物は、好ましく

は、宿主ゲノムに組み込まれない構築物であり、またそれらは、複製が可能な配

列を含有しないであろう。当業者に既知のいかなる強力なプロモーターも、ＤＮ

Ａ発現を駆動するために使用することができる。他の遺伝子治療技術と異なり、

標的細胞へ裸の核酸配列を導入することの１つの主要な利点は、細胞におけるポ

リヌクレオチド合成の一過性の性質である。研究により、非複製ＤＮＡ配列が細

胞に導入されて、最大６ヶ月の期間、所望のポリペプチドの産生を提供すること

ができることがわかった。

      【０３１３】

  ポリヌクレオチド構築物は、筋肉、皮膚、脳、肺、肝臓、脾臓、骨髄、胸腺、

心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、胆嚢、胃、腸、精巣、卵巣、子宮

、直腸、神経系、眼、腺、および結合組織を含む、動物内組織の間質腔へ送達さ

れ得る。組織の間質腔は、細胞間液、器官組織の細網線維間のムコ多糖マトリッ

クス、管または房の壁における弾性線維、線維組織のコラーゲン線維、または筋

細胞を覆う結合組織内もしくは骨小腔中にある同じマトリックスを含む。循環血

漿およびリンパチャネルのリンパ液により占有される腔も同様である。筋組織の

間質腔への送達は、以下に記述する理由のため好ましい。それらは、これらの細

胞を含む組織への注射により利便性よく送達され得る。送達および発現は、未分

化または完全には及ばない分化細胞（例えば、血液または皮膚線維芽細胞の幹細

胞のような）にて達成され得るが、それらは、好ましくは、分化した永続性の非

分裂細胞に送達され、そこで発現される。ｉｎ  ｖｉｖｏ筋細胞は特に、ポリヌ

クレオチドを取り込み、発現するそれらの能力に適格である。

      【０３１４】

  裸のポリヌクレオチド注射に関して、有効投与量のＤＮＡまたはＲＮＡは、約

０．０５μｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲であろう。好ましくは、

投与量は、０．００５ｍｇ／ｋｇ～約２０ｍｇ／ｋｇであり、より好ましくは約

０，０５ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇであろう。当然のことながら、当業者が理

解するように、この投与量は、注射の組織部位により変化するであろう。適切か
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つ有効な投与量の核酸配列は、当業者により容易に決定することができ、それは

、治療される症状および投与経路に依存し得る。好ましい投与経路は、組織の間

質腔への注射の非経口経路によるものである。しかしながら、特に肺もしくは気

管支組織、咽喉または鼻の粘膜への送達用のエアロゾル配合物の吸入のような、

他の非経口経路もまた使用してもよい。さらに、裸のポリヌクレオチド構築物は

、処置にて使用されるカテーテルにより、血管形成中に動脈へ送達することがで

きる。

      【０３１５】

  ｉｎ  ｖｉｖｏでの筋肉中の注射されたポリヌクレオチドの用量応答効果は以

下のように決定される。本発明のポリペプチドをコードするｍＲＮＡの産生のた

めの適切な鋳型ＤＮＡを、標準的な組換えＤＮＡ方法論に従って調製する。鋳型

ＤＮＡは、環状または線状のいずれであってもよく、それは裸のＤＮＡとして用

いられるか、あるいはリポソームと複合体を形成する。次に、マウスの四頭筋に

、様々な量の鋳型ＤＮＡを注射する。

      【０３１６】

  ５～６週齢の雌および雄Ｂａｌｂ／ｃマウスを、２．５％アベルチン０．３ｍ

ｌで腹腔内注射により麻酔する。腹側の大腿上に１．５ｃｍの切開をして、四頭

筋を直接見えるようにする。筋肉の遠位挿入部位から膝へ向かって約０．５ｃｍ

かつ約０．２ｃｍの深さで、１分にわたり、２７ゲージ針を通じて、１ｃｃの注

射器におけるキャリア０．１ｍｌ中の鋳型ＤＮＡを注射する。将来の位置確認の

ために注入部位にわたって縫合を設置し、皮膚をステンレス鋼クリップで閉じる

。

      【０３１７】

  適切なインキュベーション時間後（例えば、７日）、四頭筋全体を切除するこ

とにより、筋肉摘出物を調製する。個々の四頭筋のすべての５番目の１５μｍ断

面を、タンパク質発現のために組織化学的に染色する。タンパク質発現に関する

時間的経過は、種々のマウス由来の四頭筋は異なる時間にて収集されることを除

いて、同様の様式にて行われ得る。注射後の筋肉中のＤＮＡの永続性は、注射し

たマウスおよび対照マウスから全細胞ＤＮＡおよびＨＩＲＴ上清を調製した後に
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、サザンブロッド分析により確定されてもよい。

      【０３１８】

  マウスでの上記実験の結果を用いて、裸のＤＮＡを用いた、ヒトおよび他の動

物における適切な投与量および他の治療パラメータを推定することができる。

      【０３１９】

  実施例１２：トランスジェニック動物

  本発明のポリペプチドはまた、トランスジェニック動物にて発現することもで

できる。マウス、ラット、ウサギ、ハムスター、モルモット、ブタ、小型ブタ、

ヤギ、ヒツジ、ウシ、および非ヒト霊長類（例えば、ヒヒ、サル、およびチンパ

ンジー）が含まれるが、これらに限定されないあらゆる種の動物を用いて、トラ

ンスジェニック動物を発生させてもよい。具体的な態様では、本明細書中に記載

するか、そうでなければ当該技術分野で既知の技法を用いて、遺伝子治療プロト

コルの一部として、ヒトにおいて本発明のポリペプチドを発現させる。

      【０３２０】

  当該技術分野で既知のいかなる技法を用いて、動物に導入遺伝子（すなわち、

本発明のポリペプチド）を導入して、トランスジェニック動物の創始系統を生産

してもよい。かかる技法としては、前核マイクロインジェクション（Paterson e

t al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 40: 691-698 (1994)、Carver et al., B

iotechnology (NY) 11:1263-1270 (1993)、Wright et al., Biotechnology (NY)

 9: 830-834 (1991); およびHoppe et al., 米国特許第４，８７３，１９１号(1

989)）、生殖系列（Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82:

 6148-6152 (1985)）、線維芽細胞または胚のレトロウイルス媒介性遺伝子移入

、胚幹細胞における遺伝子ターゲティング（Thompson et al., Cell 56: 313-32

1 (1989)）、細胞または胚へのエレクトロポレーション（Lo, 1983, Mol Cell. 

Biol. 3: 1803-1814 (1983)）、遺伝子銃を用いた本発明のポリヌクレオチドの

導入（例えば、Ulmer et al., Science 259: 1745 (1993)を参照）、胚多能性幹

細胞への核酸構築物の導入および線維芽細胞への幹細胞の移し戻しおよび精子媒

介性遺伝子移入（Lavitrano et al., Cell 57: 717-723 (1989)）等が挙げられ

るが、これらに限定されない。かかる技法の参考として、Gordon, 「トランスジ
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ェニック動物(Transgenic Animals)」, Intl. Rev. Cytol. 115: 171-229 (1989

)を参照されたい（それは、全体として参照により本明細書に援用される）。

      【０３２１】

  当該技術分野において既知のいかなる技法を用いて、本発明のポリヌクレオチ

ドを含有するトランスジェニッククローンを生産してもよい（例えば、静止状態

へ誘導された培養胚細胞、胎児性細胞または成人細胞からの核の、脱核卵母細胞

への核移入(Campell et al., Nature 380: 64-66 (1966), Wilmut et al., Natu

re 385: 810813 (1997)）。

      【０３２２】

  本発明は、すべての動物細胞において導入遺伝子を運搬するトランスジェニッ

ク動物、ならびに、幾つかの動物細胞であり、すべてではない動物細胞（すなわ

ちモザイク動物またはキメラ）において導入遺伝子を運搬する動物を提供する。

導入遺伝子は、単一導入遺伝子として、またはコンカテマー（例えば、頭－頭タ

ンデム、もしくは頭－尾タンデム）のような多重コピーとして、組み込まれても

よい。導入遺伝子はまた、以下のような例えば、Lasko等の教示(Lasko et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6232-6236 (1992)）による特定の細胞型に選

択的に導入されて、そこで活性化されてもよい。かかる細胞型特異的な活性化に

必要な調節遺伝子は、所定の特定細胞型に依存し、それは当業者には明らかであ

ろう。ポリヌクレオチド導入遺伝子が内因性遺伝子の染色体部位に組み込まれる

ことが望ましい場合、遺伝子ターゲティングが好ましい。簡潔に述べると、かか

る技法が利用され得る場合、内因性遺伝子に相同的な幾つかのヌクレオチド配列

を含有するベクターを、内因性遺伝子のヌクレオチド配列へ、染色体配列との相

同組換えにより組み込み、その機能を崩壊させる目的で設計する。導入遺伝子は

また、特定の細胞型へ選択的に導入されてもよく、したがって、以下の例えばGu

等の教示(Gu et al., Science 265: 103-106 (1994)）により、その細胞型のみ

で内因性遺伝子を不活性化させる。かかる細胞型特異的な不活性化に必要な調節

配列は、所定の特定細胞型に依存し、それは当業者には明らかであろう。

      【０３２３】

  トランスジェニック動物がいったん発生されれば、組換え遺伝子の発現は、標
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準的な技法を利用してアッセイされ得る。初期スクリーニングは、導入遺伝子の

組み込みが起ったことを確証するために動物組織を分析するために、サザンブロ

ット分析またはＰＣＲ技法により達成され得る。トランスジェニック動物の組織

における導入遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルはまた、動物から得られる組織試料の

ノーザンブロット分析、インサイチュハイブリダイゼーション分析、および逆転

写酵素ＰＣＲ（ｒｔ－ＰＣＲ）が含まれるが、これらに限定されない技法を用い

て評価してもよい。トランスジェニック遺伝子発現組織の試料はまた、導入遺伝

子産物に特異的な抗体を用いて、免疫細胞化学的に、または免疫組織化学的に評

価さてもよい。

      【０３２４】

  創始動物がいったん生産されれば、それらは、繁殖、同系交配、異系交配、ま

たは交雑させて、特定の動物コロニーを生産してもよい。かかる繁殖戦略の例と

しては、別個の系統を樹立するために、１つよりも多い組み込み部位で創始動物

を異系交配すること、各導入遺伝子の付加的発現の効果が理由で、高いレベルで

導入遺伝子を発現する複合遺伝子導入をもたらすために、別個の系統を同系交配

させること、発現を増大させ、かつＤＮＡ分析による動物のスクリーニングの必

要性をなくすために、既定の組み込み部位に関してホモ接合性動物を生産するた

めに、ヘテロ接合性トランスジェニック動物を交雑させること、複合へテロ接合

性またはホモ接合性系統を生産するために、別個のホモ接合性系統を交雑させる

こと、および所定の実験モデルに適切な明瞭なバックグラウンドに導入遺伝子を

配置させるために繁殖させることが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０３２５】

  本発明のトランスジェニック動物は、本発明のポリペプチドの生物機能を高め

、異常発現に関連した症状および／または障害を研究し、かかる症状および／ま

たは疾患を回復するのに効果的な化合物をスクリーニングするのに有用な動物モ

デル系を含むが、これに限定されない使用を有する。

      【０３２６】

  実施例１３：ノックアウト動物

  内因性遺伝子の発現はまた、標的相同組換えを用いて、遺伝子および／もしく
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はそのプロモーターを不活性化または「ノックアウト」することにより低減する

ことができる（例えば、Smithies et al., Nature 317: 230-234 (1985)、Thoma

s & Capecchi, Cell 51: 503512 (1987)、Thompson et al., Cell 5: 313-321 (

1989)を参照、それらはそれぞれ、全体として、参照により本明細書に援用され

る）。例えば、内因性ポリヌクレオチド配列（遺伝子のコード領域または調節領

域）に相同的なＤＮＡに隣接した突然変異体である本発明の非機能性ポリヌクレ

オチド（または完全に非関連のＤＮＡ配列）を、選択マーカーおよび／またはネ

ガティブ選択マーカーを用いて、あるいは用いずに使用して、ｉｎ  ｖｉｖｏで

本発明のポリペプチドを発現する細胞をトランスフェクションすることができる

。別の態様では、当該技術分野にて既知の技法を用いて、所定の遺伝子を含有す

るが、発現はしない細胞におけるノックアウトを生成する。標的相同組換えを介

したＤＮＡ構築物の挿入は、結果として標的遺伝子の不活性化を招く。かかるア

プローチは、探索および農業の分野に特に適しており、そこで胚幹細胞の改変を

用いて、不活性な標的遺伝子を有する動物の子孫を発生させることができる（例

えば、上述のThomas & Capecchi 1987、およびThompson 1989を参照）。しかし

ながら、組換えＤＮＡ構築物が当業者には明らかであろう適切なウイルスベクタ

ーを用いて、ｉｎ  ｖｉｖｏにて必要とされる部位に直接的に投与されるか、ま

たは標的にされるという条件で、このアプローチはヒトにおける使用にルーチン

で適合され得る。

      【０３２７】

  本発明のさらなる態様では、本発明のポリペプチドを発現するように遺伝子操

作された細胞、あるいは本発明のポリペプチドを発現しないように遺伝子操作さ

れた（例えば、ノックアウト）細胞を、ｉｎ  ｖｉｖｏにて患者に投与する。か

かる細胞は、患者（すなわち、ヒトを含めた動物）、またはＭＨＣ適合ドナーか

ら得られてもよく、線維芽細胞、骨髄細胞、血液細胞（例えば、リンパ球）、脂

肪細胞、筋細胞、内皮細胞等を挙げることができるが、これらに限定されない。

細胞は、組換えＤＮＡ技法を用いて、ｉｎ  ｖｉｔｒｏにて遺伝子操作され、細

胞に本発明のポリペプチドのコード配列を導入するか、あるいは例えば形質導入

（ウイルスベクター、好ましくは細胞ゲノムに導入遺伝子を組み込むベクターを
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用いて）またはプラスミド、コスミド、ＹＡＣ、裸のＤＮＡ、エレクトロポレー

ション、リポソーム等の使用を含むが、これらに限定されないトランスフェクシ

ョン手法により、本発明のポリペプチドに関するコード遺伝子および／または内

因性調節配列を崩壊させる。

      【０３２８】

  本発明のポリペプチドのコード配列は、強力な構成もしくは誘導プロモーター

またはプロモーター／エンハンサーの制御下に置くことにより、本発明のポリペ

プチドの発現、好ましくは分泌を達成することができる。本発明のポリペプチド

を発現、好ましくは分泌する操作細胞を全身的に（例えば、循環にて、または腹

腔内にて）患者に導入することができる。

      【０３２９】

  あるいは、細胞をマトリックス中に組み込み、体内へ移植することができ、例

えば、遺伝子操作した線維芽細胞は、皮膚移植片の一部として移植することがで

き、遺伝子操作した内皮細胞は、リンパ管または血管移植片の一部として移植す

ることができる（例えば、Anderson et al. 米国特許第５，３９９，３４９号、

およびMulligan & Wilson, 米国特許第５，４６０，９５９号（それら各々は全

体として、参照により本明細書に援用される）を参照）。

      【０３３０】

  投与されるべき細胞が非自系または非ＭＨＣ適合細胞である場合、それらは、

導入細胞に対する宿主免疫応答の発生を防ぐ既知の技法を用いて、投与され得る

。例えば、細胞は、じかに接している細胞外環境との構成成分の交換が可能であ

るものの、導入細胞が宿主免疫系により認識されることが不可能な被包性の形態

で導入されてもよい。

      【０３３１】

  本発明のトランスジェニックおよび「ノックアウト」動物は、本発明のポリペ

プチドの生物機能を高め、異常発現に関連した症状および／または障害を研究し

、かかる症状および／または疾患を回復するのに効果的な化合物をスクリーニン

グするのに有用な動物モデル系を含むが、これらに限定されない使用を有する。

      【０３３２】
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  本発明は、上述の説明および実施例に特に記載するのとは違って実施されても

よいことは明らかであろう。上記の教示に鑑みて、本発明の数多くの変更および

変形が可能であり、したがってそれらは、併記の特許請求の範囲内である。

      【０３３３】

  本発明の背景、詳細な説明および実施例において引用した各文書（特許、特許

出願、論文、要約、実験室マニュアル、書物、または他の開示を含めた）の開示

全体は、参照により本明細書に援用される。さらに、本明細書とともに提出する

配列表のハードコピーおよび相当するコンピュータ読取り可能な形態の両方が、

全体として参照により本明細書中に援用される。

    【配列表】
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摘要(译)

本发明涉及LSG多肽，编码该多肽的多核苷酸，特别是通过表达该多核
苷酸来生产上述多肽的方法，以及上述多肽的激动剂和拮抗剂。 本发明
进一步涉及利用这样的多核苷酸，多肽，激动剂和拮抗剂进行具有与发
现，诊断和临床技术有关的部分的应用的方法。
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