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(57)【要約】
セリパンクリン・ポリペプチドおよびそのポリヌクレオ
チド、ならびにかかるポリペプチドを組換え技術によっ
て製造するための方法が開示される。また、セリパンク
リン・ポリペプチドおよびそのポリヌクレオチドを、診
断アッセイにおいて用いるための方法も開示される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】

  （ａ）配列番号：１の配列を含んでなるポリヌクレオチドによってコードされ

る単離されたポリペプチド；

  （ｂ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列を含んでなる単離されたポリペプチド；

  （ｃ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有する単離されたポリペプチド；および

  （ｄ）配列番号：２のポリペプチド配列；ならびに

  （ｅ）（ａ）～（ｄ）に記載される各ポリペプチドのフラグメントおよび変異

体

  からなる群の１つから選択される単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  配列番号：２のポリペプチド配列を含んでなる、請求項１に

記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項３】  配列番号：２のポリペプチド配列である、請求項１に記載の

単離されたポリペプチド。

    【請求項４】

  （ａ）配列番号：１のポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも９５％の同

一性を有するポリヌクレオチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド；

  （ｂ）配列番号：１のポリヌクレオチドに対して、少なくとも９５％の同一性

を有する単離されたポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を含んでなる単離

されたポリヌクレオチド；

  （ｄ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を有する単離され

たポリヌクレオチド；

  （ｅ）配列番号：１の配列、または少なくとも１５塩基を有するそのフラグメ

ントを有する標識されたプローブを用いて、厳格なハイブリダイゼーション条件
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の下で、ライブラリーをスクリーニングすることによって得られる、少なくとも

１００塩基のヌクレオチド配列を有する単離されたポリヌクレオチド；

  （ｆ）（ａ）～（ｅ）のポリヌクレオチドのＲＮＡ等価体であるポリヌクレオ

チド；

  または前記単離されたポリヌクレオチドに対して、相補的なポリヌクレオチド

配列、ならびに前記ポリヌクレオチドの変異体およびフラグメントであるか、あ

るいは、その全長にわたって、前記ポリヌクレオチドに対して相補的であるかの

ポリヌクレオチド

からなる群の１つから選択される単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項５】

  （ａ）配列番号：１のポリヌクレオチドを含んでなる単離されたポリヌクレオ

チド；

  （ｂ）配列番号：１の単離されたポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含ん

でなる単離されたポリヌクレオチド；および

  （ｄ）配列番号：２のポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチド

  からなる群から選択される、請求項４に記載の単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項６】  その発現ベクターが適合性宿主細胞に存在する際に、請求項

１に記載のポリペプチドを産生し得るポリヌクレオチドを含んでなる発現システ

ム。

    【請求項７】  請求項１に記載されるポリペプチドを発現している、請求項

６に記載される発現ベクターを含んでなる組換え宿主細胞またはその膜。

    【請求項８】  請求項１に記載されるポリペプチドを製造するための方法で

あって、

  請求項７に記載される宿主細胞を前記ポリペプチドの産生に十分な条件の下で

培養して、前記ポリペプチドを培養培地から回収する工程を含んでなる方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンのＦｃ領域と、請求項１に記載されるポリペ

プチドのいずれか１つとで構成される融合タンパク質。

    【請求項１０】  請求項１～３のいずれか一項に記載されるポリペプチドに
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対する、免疫特異的な抗体。

    【請求項１１】  請求項１に記載されるポリペプチドの機能または濃度を誘

起または阻害する化合物を同定するためのスクリーニング方法であって、

  （ａ）前記ポリペプチド（または前記ポリペプチドを発現する細胞もしくは膜

）またはその融合タンパク質に対する候補化合物の結合を、該候補化合物と直接

的または間接的に結合している標識によって、定量的または定性的に測定または

検出すること；

  （ｂ）標識された競合剤の存在下に、前記ポリペプチド（または前記ポリペプ

チドを発現する細胞もしくは膜）またはその融合タンパク質に対する、候補化合

物の結合の競合を測定すること；

  （ｃ）該ポリペプチドを発現している細胞または細胞膜に適合する検出システ

ムを使用して、前記ポリペプチドの活性化または阻害によって発生されるシグナ

ルを該候補化合物が生じさせるか否かを試験すること；

  （ｄ）候補化合物を、請求項１に記載されるポリペプチドを含有する溶液と混

合して混合物を作製し、該混合物中の該ポリペプチドの活性を測定し、そして、

該混合物の活性を、候補化合物を含有しないコントロール混合物と比較すること

；または

  （ｅ）前記ポリペプチドをコードするｍＲＮＡまたは前記ポリペプチドの細胞

における産生に対する候補化合物の作用を、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイを使用

して検出すること；

  からなる群から選択される方法、  および

  （ｆ）生物工学的または化学的な標準的な手法に従って、前記化合物を製造す

ること

を含んでなる方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、新たに同定されたポリペプチド、および、以降、場合によって「セ

リパンクリン」と称する、かかるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、

診断、および治療において潜在的に有用な、アゴニスト、アンタゴニストと成り

得る化合物の同定におけるそれらの使用、ならびに、かかるポリペプチドおよび

ポリヌクレオチドの製造に関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  医薬探索プロセスは、現在、「機能的ゲノミクス」、すなわち、ハイ・スルー

プットな、ゲノムまたは遺伝子に基づく生物学を取り込むことで、根本的な革新

を経験しつつある。遺伝子および遺伝子産物を治療の標的と同定する手段として

、この方法は、迅速に、「ポジショナル・クローニング」に基づく従前の方法に

取って代わりつつある。表現型、すなわち、生物学的機能または遺伝子的疾患を

同定し、その後、その遺伝子地図の位置に基づいて、その原因となる遺伝子の探

知がなされる。

      【０００３】

  機能的ゲノミクスは、ハイ・スループットなＤＮＡ配列決定技術、および現に

入手可能な多くの分子生物学データベースから、潜在的な関心を有する遺伝子配

列を同定するためのバイオ・インフォマティクスの様々なツールに、大きく頼っ

ている。医薬探索の標的として、さらなる遺伝子およびその関連するポリペプチ

ド／タンパク質を同定し、その特定を行うことが引き続き求められている。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明は、セリパンクリン、特には、セリパンクリン・ポリペプチドおよびセ

リパンクリン・ポリヌクレオチド、組換え材料、ならびにそれらの調製方法に関

する。かかるポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、それらに限定されないも

のの、ガン、骨粗鬆症、異常な傷害治癒、血管形成、炎症性疾患、慢性閉塞性肺
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疾患、糖尿病、関節炎、発作および心臓血管疾患を含む、以降「本発明にかかる

疾患」と呼する特定の疾患を処置する方法に関連して、重要である。さらなる形

態において、本発明は、本発明によって提供される材料を使用して、アゴニスト

およびアンタゴニスト（例えば、阻害剤）を同定する、ならびに、同定された化

合物により、セリパンクリンの不均衡に付随する症状を処置するための方法に関

する。また、さらなる形態においては、本発明は、セリパンクリンの不適正な活

性および濃度水準と関連している疾患の検出用の診断アッセイに関する。

      【０００５】

    （発明の説明）

  第１の形態において、本発明は、セリパンクリン・ポリペプチドに関する。か

かるポリペプチドには、

  （ａ）  配列番号：１から選択される配列を含んでなるポリヌクレオチドによ

ってコードされる単離されたポリペプチド；

  （ｂ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列に対して、少なくとも

、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有するポリペプチド

配列を含んでなる単離されたポリペプチド；

  （ｃ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列を含んでなる単離され

たポリペプチド；

  （ｄ）  配列番号：２からのポリペプチド配列に対して、少なくとも、９５％

、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有する単離されたポリペプチ

ド；

  （ｅ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列；および

  （ｆ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列と比較して、０．９５

、０．９６、０．９７、０．９８または０．９９の同一性指標を有するポリペプ

チド配列を有する、あるいは含んでなる単離されたポリペプチド；

  （ｇ）  （ａ）～（ｆ）に記載する、かかるポリペプチドのフラグメントおよ

び変異体

  が含まれる。

      【０００６】



(7) 特表２００３－５０６０１７

  本発明のポリペプチドは、セリンプロテアーゼ・ファミリーのポリペプチドの

一員であると考えられる。正常な条件下における細胞増殖および組織増殖は、厳

格に調節されたプロセスである。細胞外および細胞内の信号伝達経路の複雑なシ

ステムが、増殖中の細胞が周囲組織中へと浸潤しないように保証している。この

制御の妨害が、悪性腫瘍であることの証明である。それは、その致死率の主な要

因となっている、悪性腫瘍の転移特性への寄与である（Ｓｔｅｔｌｅｒ－Ｓｔｅ

ｖｅｎｓｏｎ，Ｗ．Ｇ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ａｎｎｕ．  Ｒｅｖ．  Ｃｅｌｌ  

Ｂｉｏｌ．  １９９３，  ９：５４１～７３；  Ｍｅｙｅｒ，Ｔ．  ａｎｄ  Ｈ

ａｒｔ，Ｉ．Ｒ．，  Ｅｕｒ．  Ｊ．  Ｃａｎｃｅｒ，  １９９８：  ３４（２

）：２１４～２１）。

      【０００７】

  転移は、腫瘍細胞の数多くの異常な機能が関与する多段階のプロセスである。

これらには、腫瘍の血管形成、付着、血管基底膜への固着、局所的なタンパク質

分解、細胞外マトリックス成分の崩壊、管脈構造を通過した遊走、基底膜への侵

襲、ならびに二次部位における増殖が含まれる（Ｐｏｓｔｅ，Ｇ．  ａｎｄ  Ｆ

ｉｄｌｅｒ，Ｉ．Ｊ．，  Ｎａｔｕｒｅ，  １９８０：  ２８３：１３９～１４

６；  Ｌｉｏｔｔａ，Ｌ．Ａ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｃｅｌｌ，  １９９１：  ６

４（２）：３２７～３３６）。増大したタンパク質分解活性は、転移した細胞の

証明となる特徴の１つである。この増大した活性は、ガン細胞ならびに周囲の間

質における、細胞外タンパク質分解酵素複数の協力した正常を逸脱した調節に起

因すると考えられている（Ｃｈｅｎ，Ｗ．Ｔ．，  Ｃｕｒｒ．  Ｏｐｉｎ．  Ｃ

ｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．  １９９２：  ４（５）：８０２～８０９）。

      【０００８】

  腫瘍細胞は、細胞－細胞外マトリクスの境界では、その侵入点において増大し

たタンパク質分解活性を示し、従って、転移性細胞に周囲マトリックスの消化を

可能とする、「浸潤突起（ｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａ）」と呼ばれる膜突出部を作

る（Ｃｈｅｎ，Ｗ．Ｔ．，  Ｅｎｚｙｍｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ，  １９９６：  ４

９：５９～７１）。かかる膜結合型プロテアーゼ活性のこれまでに最も良く判っ

ている例は、おそらくは、腫瘍細胞遊走のいくつかの例における、ウロキナーゼ
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・プラスミノーゲン活性化因子とマトリックス・メタロプロテイナーゼとの関与

である（ＤｅＣｌｅｒｋ，Ｙ．Ａ．  ａｎｄ  Ｌａｕｇ，Ｗ．Ｅ．，  Ｅｎｚｙ

ｍｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ，  １９９６：  ４９：７２～８４）。興味深いことに、

これらのタンパク質は、増殖中の腫瘍に養分を供給するために、血管の出芽を促

進させることも示されている（Ｋｒｏｏｎ，Ｍ．Ｅ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ａｍ．

  Ｊ．  Ｐａｔｈｏｌ．  １９９９：１５４（６）：１７３１～４２；  Ｒａｂ

ｂａｎｉ，Ｓ．Ａ．，  Ｉｎ  Ｖｉｖｏ，  １９９８：１２（１）：１３５～４

２）。したがって、動物モデルにおいて、これらのタンパク質分解機構の妨害は

、転移した腫瘍を治療するための有効な方法であることが既に示されている（Ｗ

ｉｌｓｏｎ，Ｃ．Ｌ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．

  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  １９９７：  ９４：１４０２～１４０７）。

      【０００９】

  新規な細胞外セリンプロテアーゼ（Ｒａｗｌｉｎｇｓ，Ｎ．Ｄ．  ａｎｄ  Ｂ

ａｒｒｅｔｔ，Ａ．Ｊ．；  Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．  １９９４：  

２４４：１９～６１中で総説されている）、すなわち、結腸ガン、卵巣ガン、膵

臓ガン、前立腺ガンおよび子宮ガン（これらに限定されない）などの特定の腫瘍

、あるいは、これらの腫瘍細胞の極く近傍の間質細胞において、特異的に過剰発

現している、セリパンクリンの同定が、本明細書中に開示される。このプロテア

ーゼは、細胞骨格の細胞内成分、および／または細胞内の信号伝達もしくは分解

経路と相互に作用し得る、短い細胞質内Ｎ末端を具えた、典型的なＩＩ型膜貫通

ドメインタンパク質である。Ｎ末端と接して、膜貫通ドメインがあり、その直後

に、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）ドメイン、スカベンジャー受容体システイ

ンリッチ（ＳＲＣＲ）ドメインおよびプロテアーゼ・ドメインが続いており、そ

の配列相同性に基づき、これは、このタンパク質を、トリプシン様セリンプロテ

アーゼの類の新しいメンバーと同定される。このドメイン構造は、セリパンクリ

ンと、これまでの最も近いそのホモログ、最近クローン化されたＩＩ型膜貫通固

定型セリンプロテアーゼ  ＴＭＰＲＳＳ２との間で、共通している（Ｐａｏｌｏ

ｎｉ－Ｇｉａｃｏｂｉｎｏ，Ａ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，  １９

９７：  ４４（３）：３０９～３２０）。低密度リポタンパク質受容体における
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７個のタンデム反復モジュールとして最初に同定されている（Ｓｕｄｈｏｆ，Ｔ

．Ｃ．他、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９８５：２２８：８１５～８２２）、該ＬＤＬド

メインは、カルシウム結合ドメインを含有することが知られており、そして、リ

ポタンパク質への結合を媒介する（Ｄｅｂｏｒａｈ，Ｆ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎ

ａｔｕｒｅ，  １９９７：  ３８８：６９１～６９３；  Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｄ．

Ｗ．Ｑ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｂｉｏｌ．  Ｃｈｅｍ．  １９８９：  ２６

４：２１６８８～２１７８２）。同様に、Ｉ型マクロファージ・スカベンジャー

受容体の分析の過程で最初に同定された（Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｍ．  ｅｔ  ａｌ．

，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  １９９０：８

７：８８１０～８８１４）、該ＳＲＣＲドメインは、タンパク質－タンパク質相

互作用およびリガンド結合を媒介していると考えられる（Ｈｏｈｅｎｅｓｔｅｒ

，Ｅ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎａｔ．  Ｓｔｒｕｃｔ．  Ｂｉｏｌ．  １９９９：

  ６（３）：２２８～２３２）。

      【００１０】

  セリパンクリンのこのモジュール構造は、それが、そのＬＤＬドメインおよび

ＳＲＣＲドメインが、セリパンクリンの分子内ならびに分子間の相互作用の特異

性を決定する上で役立っている、膜貫通型セリンプロテアーゼであることを示唆

している。未だ示されてはいないが、セリパンクリンは、タンパク質分解的に活

性となるためには、（恐らくは、タンパク質分解機構によって）先ず活性化を受

けなければならない、不活性な形態で発現されるかもしれない。しかし、該プロ

テアーゼ不活性な形態自体でも、何らかの酵素活性をも欠いている、所謂アダプ

ター・タンパク質と同様に、重要なタンパク質－タンパク質相互作用を既に発揮

し得ることもまた考えられる。この可能性は、タンパク質分解ドメイン（ならび

にＳＲＣＲドメイン）を欠失している、異型のスプライシングされたイソ型の発

現が、セリパンクリンについて検出され得るという事実によって、裏付けられる

。さらに、セリパンクリンの切断は、セリパンクリン発現細胞から離れて機能し

得る、分泌型形態をもたらし得る。これらの２つの既に記載したイソ型以外に、

これは、基本的には、主要なスプライシング・イソ型（アミノ酸１～４３２）に

、Ｃ末端に付加された、明確な配列相同性を有していない６０アミノ酸のさらな
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る延長部がプラスされたＯＲＦを表している、第３のスプライシング・イソ型が

検出される。

      【００１１】

  クローニングの出発点は、膵臓腫瘍において過剰発現している、短鎖のｃＤＮ

Ａの同定であった（Ｕ５４６０３；  Ｇｒｅｓｓ，Ｔ．Ｍ．  ｅｔ  ａｌ．，  

Ｇｅｎｅｓ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ  Ｃａｎｃｅｒ，  １９９７：  １９（２

）：９７～１０３）。著者らは、この転写物に対して、何らの相同性を明らかに

していなかった。（標準的な分子的で生化学的な方法を使用した、）この配列の

伸長は、本発明者らがセリパンクリンと称する、この遺伝子の末端削除されたイ

ソ型ならびに、その完全長型形態の同定につながった。対応する健康な組織にお

いては、その発現は検出できないほど低いものの、この遺伝子は、様々なガンに

おいては、特異的にアップレギュレーションされているようであるという事実は

、セリパンクリンは、ガン性組織に対する良好なマーカーに相当するだけでなく

、原発性ならびに二次腫瘍の特異的な治療するための、新規な薬剤の標的の役を

果たし得ることをも意味している。セリパンクリンをコードする遺伝子は、細胞

増殖ならびに転移の促進遺伝子を含むことが知られている遺伝子座である、染色

体の１１ｑ２２－ｑ２３に割り当てられている。興味深いことに、マトリックス

・メタロプロテイナーゼのクラスター（ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３およびＭＭＰ－

１０が含まれる；Ｆｏｒｍｓｔｏｎｅ，Ｃ．Ｊ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｇｅｎｏｍ

ｉｃｓ，  １９９３：  １６：２８９～２９１）も、またその領域にマッピング

されており、このことは、遺伝子座と上位相互作用との間に相関がある場合には

、セリパンクリンは、これらのＭＭＰのいずれかを活性化しているか、あるいは

それらによって、活性化されているかを示唆する可能性がある（類似のことが、

プロＭＭＰ－１およびプロＭＭＰ－３の活性化に関係している、セリンプロテア

ーゼのプラスミンならびにトリプシンに関しても、示されている（Ｒａｏ，Ｃ．

Ｎ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｂｉｏｃｈｅｍ．  Ｂｉｏｐｈｙｓ．  Ｒｅｓ．  Ｃｏ

ｍｍｕｎ．  １９９９：  ２５５（１）：９４～９８  およびそれに記載の参考

文献））。

      【００１２】
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  セリパンクリンの生物学的性質は、これ以降、「セリパンクリンの生物学的活

性」または「セリパンクリン活性」と称する。好ましくは、本発明のポリペプチ

ドは、少なくとも、セリパンクリンの生物学的活性の１つを示す。

      【００１３】

  本発明のポリペプチドは、また、すべての対立遺伝子形態およびスプライス変

異体を含む、上記ポリペプチドの変異体をも包含する。かかるポリペプチドは、

基準となるポリペプチドから、挿入、欠失、ならびに、保存的または非保存的の

何れでもよい置換、あるいは、それらの任意の組み合わせによって、変異してい

る。特に好ましい変異体は、その中のいくつかの、例えば、５０個～３０個、３

０個～２０個、２０個～１０個、１０個～５個、５個～３個、３個～２個、２個

～１個、または１個のアミノ酸が、任意の組み合わせで、挿入、置換、または欠

失されているものである。

      【００１４】

  本発明のポリペプチドの好ましいフラグメントは、配列番号：２のアミノ酸配

列からの、少なくとも、３０個、５０個または１００個の連続したアミノ酸を有

するアミノ酸配列を含んでなる単離されたポリペプチド、あるいは配列番号：２

のアミノ酸配列から、少なくとも３０個、５０個または１００個の連続したアミ

ノ酸が末端から削除、または欠失されているアミノ酸配列を含んでなる単離され

たポリペプチドを含む。好ましいフラグメントは、セリパンクリンの生物学的活

性を誘起する、生物学的に活性なフラグメントであり、類似する活性または改善

された活性を具えるか、あるいは望ましくない活性は低下しているフラグメント

が含まれる。また、動物、特に、ヒトにおいて、抗原性または免疫原性である、

そのフラグメントも好ましい。

      【００１５】

  本発明のポリペプチドのフラグメントは、対応する完全長型ポリペプチドをペ

プチド合成によって製造するために用いることができ；従って、これらの変異体

は、本発明の完全長型ポリペプチドを製造するための中間体として用いることが

できる。本発明のポリペプチドは、「成熟型」タンパク質の形態であってもよく

、あるいは、前駆体または融合タンパク質等の、より大きなタンパク質の一部で
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あってもよい。分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、精製を助ける配列、例

えば、多重したヒスチジン残基、あるいは組換え生産時における安定性のための

配列を含む、付加的なアミノ酸配列を含むことが、しばしば、有益である。

      【００１６】

  本発明のポリペプチドは、任意の好適な手法、例えば、天然に存在する提供源

、発現システム（下記参照）を含んでなる遺伝子操作された宿主細胞からの単離

、または、例えば、自動化されたペプチド合成機を使用した化学合成、あるいは

、かかる方法の組み合わせによって、調製することができる。かかるポリペプチ

ドを調製するための手段は、当該技術分野において、十分に理解されている。

      【００１７】

  さらなる形態において、本発明は、セリパンクリン・ポリヌクレオチドに関す

る。かかるポリヌクレオチドは、

  （ａ）  配列番号：１から選択されるポリヌクレオチド配列に対して、少なく

とも９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有するポリヌクレ

オチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド；

  （ｂ）  配列番号：１から選択されるポリヌクレオチドを含んでなる単離され

たポリヌクレオチド；

  （ｃ）  配列番号：１から選択されるポリヌクレオチドに対して、が少なくと

も９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有する単離されたポ

リヌクレオチド；

  （ｄ）  配列番号：１から選択される単離されたポリヌクレオチド；

  （ｅ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列に対して、少なくとも

９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有するポリペプチド配

列をコードするポリヌクレオチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド

；

  （ｆ）  配列番号：２から選択されるポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド；

  （ｇ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列に対して、少なくとも

９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の同一性を有するポリペプチド配
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列をコードするポリヌクレオチド配列を有する単離されたポリヌクレオチド；

  （ｈ）  配列番号：２から選択されるポリペプチドをコードする単離されたポ

リヌクレオチド；

  （ｉ）  配列番号：１から選択されるポリヌクレオチド配列と比較して、０．

９５、０．９６、０．９７、０．９８または０．９９の同一性指標を有するポリ

ヌクレオチド配列を有する、あるいは含んでなる単離されたポリヌクレオチド；

  （ｊ）  配列番号：２から選択されるポリペプチド配列と比較して、０．９５

、０．９６、０．９７、０．９８または０．９９の同一性指標を有するポリペプ

チド配列をコードするポリヌクレオチド配列を有する、あるいは含んでなる単離

されたポリヌクレオチド；ならびに

  上述のポリヌクレオチドのフラグメントまたは変異体である、あるいは、全長

にわたって、上述のポリヌクレオチドに対してその相補的であるポリヌクレオチ

ド

を包含している。

      【００１８】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましいフラグメントは、配列番号：１の配列か

らの、少なくとも、連続した、１５、３０、５０または１００塩基を有するヌク

レオチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド、あるいは配列番号：１

から選択される配列から、少なくとも、連続した、３０、５０または１００塩基

が末端から削除、または欠失がなされている配列を含んでなる単離されたポリヌ

クレオチドを含み。

      【００１９】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変異体は、スプライス変異体、対立遺伝

子変異体、ならびに、１つまたは複数の単一塩基多型（ＳＮＰ）を有するポリヌ

クレオチドを含む多型体を、包含する。

      【００２０】

  本発明のポリヌクレオチドは、また、配列番号：２のアミノ酸配列を含んでな

り、かつその中の、いくつかの、例えば、５０個～３０個、３０個～２０個、２

０個～１０個、１０個～５個、５個～３個、３個～２個、２個～１個、または１
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個のアミノ酸残基が、任意の組み合わせで、置換、欠失または付加されている、

ポリペプチド変異体をコードするポリヌクレオチドをも含む。

      【００２１】

  さらなる形態において、本発明は、本発明のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物である

ポリヌクレオチドを提供する。従って、下記：

  （ａ）  配列番号：２から選択されるポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の

ＲＮＡ転写物を含んでなる；

  （ｂ）  配列番号：２から選択されるポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の

ＲＮＡ転写物である；

  （ｃ）  配列番号：１から選択されるＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物を含んでなる

；あるいは、

  （ｄ）  配列番号：１から選択されるＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物である；

のいずれかのＲＮＡポリヌクレオチド

およびそれらに対して相補的であるＲＮＡポリヌクレオチド

が提供されている。

      【００２２】

  配列番号：１のポリヌクレオチド配列は、Ｅ１３２０３（ＪＰ  １９９７  １

４９７９０－Ａ）、Ｕ７５３２９（Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，  １９９７：  ４４：３

０９～３２０）との相同性を示す。配列番号：１のポリヌクレオチド配列は、配

列番号：２のポリペプチドをコードするｃＤＮＡ配列である。配列番号：２のポ

リペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、配列番号：１の該ポリペプチ

ドをコードする配列と同一であってもよく、あるいは、遺伝子コードの重複性（

縮重性）の結果として、同じく配列番号：２のポリペプチドをコードする、配列

番号：１以外の配列であってもよい。配列番号：２のポリペプチドは、ｐＴＭＰ

ＲＳＳ２（Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，  １９９７：  ４４：３０９～３２０）との相同

性および／または構造的類似性を有する、セリンプロテアーゼ・ファミリーの他

のタンパク質と関連している。

      【００２３】

  本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、なかでも、それら
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の相同的なポリペプチドおよびポリヌクレオチドと類似する生物学的な機能／性

質を有することが期待される。さらには、本発明の好ましいポリペプチドおよび

ポリヌクレオチドは、少なくとも、セリパンクリン活性の１つを有する。

      【００２４】

  本発明のポリヌクレオチドは、ヒト結腸、結腸腫瘍、膵臓、膵臓腫瘍、卵巣ガ

ン、前立腺ガン、咽頭ガン、腺ガン、頬ガン、扁平上皮ガン、Ｂ細胞リンパ腫、

子宮ガン、精巣、胎児肺および胚性組織の細胞中の、ｍＲＮＡに由来するｃＤＮ

Ａライブラリーから、標準的なクローニング技術およびスクリーニング技術を用

いて、取得することができる。（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，  

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：  Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ，  第２版，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，  Ｎ．Ｙ．  （

１９８９）を参照のこと）。本発明のポリヌクレオチドはまた、ゲノムＤＮＡラ

イブラリーなどの天然の起源から取得することもでき、あるいは、周知で市販さ

れている技術を用いて、合成することもできる。

      【００２５】

  本発明のポリヌクレオチドを、本発明のポリペプチドの組換え製造のために利

用する際には、該ポリヌクレオチドは、成熟型ポリペプチドのコード配列、それ

自体、あるいはリーダー配列もしくは分泌配列、プレ－またはもしくはプレプロ

－タンパク質の配列、あるいは、他の融合ペプチド部分をコードするものなど、

他のコード配列を、その読み枠内に具えている成熟型ポリペプチド用のコード配

列を含むことができる。例えば、融合ポリペプチドの精製を容易にするマーカー

配列も、コードされていることができる。本発明のこの形態のいくつかの好まし

い実施態様において、マーカー配列は、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，  Ｉｎ

ｃ．）中に提供され、また、Ｇｅｎｔｚ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ

ｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  （１９８９）  ８６：８２１～８２４

に記載されている、ヘキサ・ヒスチジン・ペプチド、あるいはＨＡタグである。

該ポリヌクレオチドはまた、転写される非翻訳配列、スプライシングならびにポ

リアデニレーション・シグナル、リボソーム結合部位、およびｍＲＮＡを安定化



(16) 特表２００３－５０６０１７

させる配列などの、非コードの、５’－および３’－配列をも、含有してもよい

。

      【００２６】

  配列番号：１から選択されるポリヌクレオチド配列に対して、同一であるか、

または十分な同一性を有するポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡ

に対するハイブリダイゼーション・プローブ、あるいは核酸増幅反応（例えば、

ＰＣＲ）用のプライマーとして、使用することができる。かかるプローブおよび

プライマーは、本発明のポリペプチドをコードする完全長型ｃＤＮＡおよびゲノ

ムクローンを単離するために、ならびに、配列番号：１に対して、高い配列類似

性、典型的には、少なくとも９５％の同一性を有する、他の遺伝子のｃＤＮＡお

よびゲノムクローン（ヒト起源からのパラログ、ならびにヒト以外の種に由来す

るオルソログおよびパラログをコードする遺伝子を含む）を単離するために、使

用することができる。好ましいプローブおよびプライマーは、一般に、少なくと

も１５塩基、好ましくは、少なくとも３０塩基を含んでなり、そして、少なくと

も１００塩基までとはいかなくても、少なくとも５０塩基を有してもよい。特に

好ましいプローブは、３０～５０の間の塩基長を有する。特に好ましいプライマ

ーは、２０～２５の間の塩基長を有する。

      【００２７】

  本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド（ヒト以外の種に由来す

るホモログを含む）は、配列番号：１から選択される配列またはその断片、好ま

しくは少なくとも１５塩基を有する標識されたプローブを用いて厳格なハイブリ

ダイゼーション条件下でライブラリーをスクリーニングする工程；および前記ポ

リヌクレオチド配列を含有する完全長型ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離す

る工程を含んでなる方法によって得ることができる。かかるハイブリダイゼーシ

ョン技術は、当業者には周知である。好ましい厳格なハイブリダイゼーション条

件は、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのク

エン酸三ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デン

ハルト溶液、１０％のデキストラン硫酸および２０マイクログラム／ｍｌの変性

、剪断されたサケ精子ＤＮＡを含んでなる溶液中で、４２℃、一晩のインキュベ
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ーション、その後、０．１×ＳＳＣ中において約６５℃でのフィルターの洗浄が

含まれる。したがって、本発明にはまた、配列番号：１から選択される配列また

はその断片、好ましくは少なくとも１５塩基を有する標識されたプローブを用い

て厳格なハイブリダイゼーション条件下でライブラリーをスクリーニングするこ

とによって取得される、単離されたポリヌクレオチド、好ましくは少なくとも１

００塩基のヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドも含まれる。

      【００２８】

  当業者は、多くの場合、ポリペプチドをコードする領域が、その５’末端まで

完全には伸長していない点で、単離されたｃＤＮＡ配列が不完全であることを理

解している。これは、第１鎖ｃＤＮＡ合成に際して、ｍＲＮＡテンプレートのＤ

ＮＡコピーを完成させることができない、逆転写酵素、すなわち、本来の低い「

プロセシング能」（ポリメラーゼーション反応の際に酵素がテンプレートへの結

合を維持する能力の指標）を有する酵素の結果である。

      【００２９】

  完全長型ｃＤＮＡを取得する、あるいは短いｃＤＮＡを伸長させるために利用

することができ、かつ当業者に周知の方法はいくつかあり、例えば、ｃＤＮＡ端

の迅速な増幅（ＲＡＣＥ）方法に基づく方法がある（例えば、Ｆｒｏｈｍａｎ  

ｅｔ  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  

８５，  ８９９８～９００２，  １９８８を参照のこと）。例えば、Ｍａｒａｔ

ｈｏｎ（商標）の手法（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ

．）によって例示される、該技術の最近の改良は、より長いｃＤＮＡの探索を著

しく簡単としている。Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）の手法では、選択した組織から

抽出されたｍＲＮＡ、および両端にそれぞれ連結された「アダプター」配列とか

ら、ｃＤＮＡが調製される。次いで、核酸増幅（ＰＣＲ）が、遺伝子特異的なオ

リゴヌクレオチドプライマーおよびアダプター特異的なオリゴヌクレオチドプラ

イマーの組合せを利用して、ｃＤＮＡの「失われている」５’端を増幅するため

に行われる。その後、「入れこ型（ネスティッド）」プライマー、すなわち、増

幅産物の内部にアニーリングするように設計されたプライマー（典型的には、ア

ダプター配列中において、さらに３’側にアニーリングするアダプター特異的な
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プライマー、および既知の遺伝子配列中において、さらに５’側にアニーリング

する遺伝子特異的なプライマー）を使用して、ＰＣＲ反応を繰り返す。そして、

この反応の生成物は、ＤＮＡ配列決定によって分析でき、また、完全な配列を与

えるように、該生成物を既存のｃＤＮＡに直接結合させること、あるいは、５’

プライマーの設計のために、新しい配列情報を利用して、別途に完全長のＰＣＲ

を行うことのいずれかによって、完全長型のｃＤＮＡを構築できる。

      【００３０】

  本発明の組換えポリペプチドは、発現システムを含んでなる、遺伝子操作され

た宿主細胞から、かかる分野で周知の方法によって調製することができる。従っ

て、さらなる形態において、本発明は、本発明の１つまたは複数のポリヌクレオ

チドを含んでなる発現システム、かかる発現システムで遺伝子操作されている宿

主細胞、ならびに、組換え技術による本発明のポリペプチドの製造に関する。無

細胞翻訳システムもまた、本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを使用して、

かかるタンパク質を製造するために用いることができる。

      【００３１】

  組換え生産のために、宿主細胞は、本発明のポリヌクレオチドに対する発現シ

ステムまたはその一部を取り込むように遺伝子操作を施すことができる。ポリヌ

クレオチドは、Ｄａｖｉｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉ

ｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  （１９８６）やＳａｍｂｒｏｏｋ  

ｅｔ  ａｌ．（上述）等の、多くの標準的な実験室マニュアルに記載されている

方法によって、宿主細胞中に導入することができる。ポリヌクレオチドを宿主細

胞中に導入する好ましい方法には、例えば、リン酸カルシウム・トランスフェク

ション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、トランスベクショ

ン、マイクロインジェクション、カチオン性脂質媒介トランスフェクション、エ

レクトロポレーション、トランスダクション、スクレイプ負荷、バリスティック

導入または感染が含まれる。

      【００３２】

  適切な宿主の代表的な例には、ストレプトコッカス属、スタフィロコッカス属

、大腸菌、ストレプトミセス属および枯草菌の細胞などの細菌細胞；酵母細胞お
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よびアスペルギルス属細胞などの真菌細胞；ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈ

ｉｌａ）Ｓ２細胞およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ  Ｓｆ９細胞などの昆虫細胞；Ｃ

ＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、３Ｔ３細胞、ＢＨＫ細胞

、ＨＥＫ  ２９３細胞およびＢｏｗｅｓメラノーマ細胞などの動物細胞；ならび

に植物細胞が含まれる。

      【００３３】

  非常に多様な発現システム、例えば、染色体、エピソームおよびウイルスに由

来するシステム、例えば、細菌プラスミド由来の、バクテリオファージ由来の、

トランスポゾン由来の、酵母エピソーム由来の、挿入エレメント由来の、酵母染

色体エレメント由来の、バキュロウイルス、パポバウイルス（ＳＶ４０など）、

ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、偽狂犬病ウイルスおよび

レトロウイルスなどのウイルス由来のベクター類、ならびに、プラスミドとバク

テリオファージの遺伝子エレメントとに由来するベクター（コスミドおよびファ

ージミドなど）等のそれらの組合せから誘導されたベクターを、使用することが

できる。該発現システムは、発現を生じさせるだけでなく、調節する制御領域を

含有することができる。一般に、宿主中でポリペプチドを生産するための、ポリ

ヌクレオチドを維持、増殖、または発現させることができるシステムまたはベク

ターはいずれも、使用することができる。適当なポリヌクレオチド配列を、例え

ば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．（上述）に示されている方法などの、様々

な周知、慣用の技術のいずれかによって、発現システム中に挿入することができ

る。適合する分泌シグナルを、小胞体の内腔、周辺腔または細胞外環境への翻訳

タンパク質の分泌を可能にするために、所望するポリヌクレオチドに組み込むこ

とができる。これらのシグナルは、該ポリペプチドに対して内因性であっても、

あるいは異種のシグナルであってもよい。

      【００３４】

  本発明のポリペプチドを、スクリーニング・アッセイにおいて使用するために

、発現させる際には、該ポリペプチドは、細胞の表面で産生されることが、一般

に好ましい。この場合、細胞を、スクリーニング・アッセイにおける使用の先立

ち、集菌することができる。該ポリペプチドが培地に分泌される場合には、ポリ
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ペプチドの回収および精製を行うための、培地を回収することができる。細胞内

で産生される際には、ポリペプチドを回収する前に、細胞を予め溶解しなければ

ならない。

      【００３５】

  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウム沈澱またはエタノール沈澱、酸抽

出、アニオン交換クロマトグラフィまたはカチオン交換クロマトグラフィ、ホス

ホセルロース・クロマトグラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニ

ティー・クロマトグラフィ、ヒドロキシルアパタイト・クロマトグラフィおよび

レクチン・クロマトグラフィを含む周知の方法によって、組換え細胞培養物から

回収および精製することができる。最も好ましくは、ハイ・パファーマンス液体

クロマトグラフィを精製のために使用する。該ポリペプチドが、細胞内合成、単

離および／または精製の際に変性される場合には、活性な立体配座を再生させる

ために、タンパク質リフォールディング用の周知の方法を用いることができる。

      【００３６】

  本発明のポリヌクレオチドは、関連する遺伝子中の変異の検出による、診断試

薬として使用することができる。機能不全に関連している、配列番号：１のポリ

ヌクレオチドによって特定される遺伝子の変異した形態を、ｃＤＮＡ配列または

ゲノム配列における検出は、その遺伝子の、少なすぎる発現、過剰発現あるいは

空間的または時間的に変質された発現に起因する疾患、または疾患に対する感受

性の診断に付加、または限定が行うことを可能とする診断ツールを提供する。遺

伝子に変異を有する個体は、当該分野で周知である様々な手法によって、ＤＮＡ

レベルで検出することもできる。

      【００３７】

  診断用の核酸は、対象の細胞、例えば、血液、尿、唾液、組織生検体または剖

検体等から採取することができる。ゲノムＤＮＡは、検出のために直接使用する

ことができ、あるいは分析に先立ち、ＰＣＲ、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、あるい

は、他の増幅技術を使用して、酵素的に増幅することもできる。ＲＮＡまたはｃ

ＤＮＡもまた、同様な方法で利用することができる。欠失および挿入は、正常な

遺伝子型と比較して、増幅産物のサイズにおける変化によって検出することがで
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きる。ポイント・ミューテイションは、増幅されたＤＮＡを、標識されたセリパ

ンクリンのヌクレオチド配列とハイブリダイゼーションさせることによって同定

することができる。完全に一致する配列は、ＲＮａｓｅ消化、あるいは融解温度

における差によって、ミスマッチのある二重鎖と弁別することができる。ＤＮＡ

配列の相違はまた、変性剤の存在下または非存在下における、ゲル中のＤＮＡフ

ラグメントの電気泳動移動度の変異、あるいは直接的なＤＮＡ配列決定（例えば

、Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ，  （１９８５）  ２３０：１

２４２を参照のこと）によって、検出することもできる。特定の部位における配

列の変化もまた、ＲＮａｓｅおよびＳ１保護等のヌクレアーゼ保護アッセイ、あ

るいは化学的な切断方法によって、解明することができる（Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ

  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  （１

９８５）  ８５：４３９７～４４０１を参照のこと）。

      【００３８】

  セリパンクリンのポリヌクレオチド配列またはそのフラグメントを含んでなる

オリゴヌクレオチド・プローブのアレイを、例えば、遺伝子変異の効率的なスク

リーニングを行うために構築することができる。かかるアレイは、好ましくは、

高密度のアレイまたは格子である。アレイ技術の手法は、周知となっており、か

つ、一般的な適用可能性を有しており、また、遺伝子発現、遺伝子連鎖および遺

伝子変動性を含む分子遺伝学における様々な問題の解明のために利用することが

できる（例えば、Ｍ．Ｃｈｅｅ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７４，  

６１０～６１３  （１９９６）ならびに、その中で引用されている他の参考文献

を参照のこと）。

      【００３９】

  異常に、低下、あるいは、増大しているポリペプチドまたはｍＲＮＡの発現レ

ベルの検出もまた、本発明にかかる疾患に対する、被験体の感受性の決定、また

は診断のために利用することができる。低下、または増大している発現は、ポリ

ヌクレオチドの定量用に当該分野で周知の方法のいずれか、例えば、核酸増幅（

例えば、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ）、ＲＮａｓｅ保護、ノーザンブロットおよび他

のハイブリダイゼーション法等を使用して、ＲＮＡのレベルで測定することがで
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きる。宿主に由来するサンプル中の、本発明にかかるポリペプチド等の、タンパ

ク質濃度を決定するために使用可能なアッセイ技術は、当業者には周知である。

かかるアッセイ方法には、放射化イムノアッセイ、競合的結合アッセイ、ウエス

タン・ブロット分析およびＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。

      【００４０】

  従って、別の形態において、本発明は、  （ａ）  本発明のポリヌクレオチド

、好ましくは、配列番号：１のヌクレオチド配列またはそのフラグメント、ある

いは、そのＲＮＡ転写物；

  （ｂ）  （ａ）のヌクレオチド配列に対して、相補的なヌクレオチド配列；

  （ｃ）  本発明のポリペプチド、好ましくは、配列番号：２のポリペプチドま

たはその断片；  あるいは

  （ｄ）  本発明のポリペプチドに対する抗体、好ましくは配列番号：２のポリ

ペプチドに対する抗体、

のいずれかを含んでなる診断キットに関する。

      【００４１】

  かかるキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は、

実質的な成分を構成することができると理解される。かかるなキットは、疾患ま

たは疾患に対する感受性、とりわけ、本発明にかかる疾患を診断する際に、有用

である。

      【００４２】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、染色体局在化の研究において、有益である

。該配列は、個々のヒト染色体における特定の位置に対して、特異的に標的化さ

れ、そして、ハイブリダイゼーションすることが可能である。本発明に従って、

関連する配列を染色体にマッピングすることは、それらの配列を遺伝子関連疾患

と相関させる上での、重要な第一ステップである。一旦、配列が正確な染色体位

置にマッピングされると、染色体上における該配列の物理的な位置を、遺伝地図

データと相関させることができる。かかるデータは、例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉ

ｃｋ，  ヒトにおけるメンデル遺伝（Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎ

ｃｅ  ｉｎ  Ｈｕｍａｎ）中に見出される（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ大学  
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Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通して、オンラインで利用可能

）。そして、同じ染色体領域にマッピングされている、遺伝子と疾患との関係が

、連関遺伝解析（物理的に隣り合う遺伝子の同時遺伝）によって同定される。ゲ

ノム配列（遺伝子フラグメントなど）に関する正確なヒト染色体上の局在化は、

放射ハイブリッド（ＲＨ）マッピングを使用して決定することができる（Ｗａｌ

ｔｅｒ，Ｍ．，  Ｓｐｉｌｌｅｔｔ，Ｄ．，  Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．，  Ｗｅｉｓ

ｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．  およびＧｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｐ．，  （１９９４）  

全ゲノムの放射ハイブリッド・マップを構築するための方法，  Ｎａｔｕｒｅ  

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ７，  ２２～２８）。多数のＲＨパネルは、Ｒｅｓｅａｒｃ

ｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ、  ＡＬ、  米国）から入手可能

である。例えば、ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅ４  ＲＨパネル（Ｈｕｍ．  Ｍｏｌ．  

Ｇｅｎｅｔ，  １９９６，  Ｍａｒ；  ５（３）：３３９～４６，  ヒトゲノム

の放射ハイブリッド・マップ。Ｇｙａｐａｙ  Ｇ．，  Ｓｃｈｍｉｔｔ  Ｋ．，

  Ｆｉｚａｍｅｓ  Ｃ．，  Ｊｏｎｅｓ  Ｈ．，  Ｖｅｇａ－Ｃｚａｒｎｙ  Ｎ

．，  Ｓｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ．，  Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ．，  Ｐｒｕｄ’Ｈｏｍ

ｍｅ  ＪＦ，  Ｄｉｂ  Ｃ．，  Ａｕｆｆｒａｙ  Ｃ．，  Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔ

ｅ  Ｊ．，  Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．  および  Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，

ＰＮ）。このパネルを使用して、遺伝子の染色体位置を決定するために、ＲＨ  

ＤＮＡ上の関心のある遺伝子から設計されたプライマーを使用して、９３回のＰ

ＣＲが行われる。これらのＤＮＡはそれぞれが、ハムスターのバックグラウンド

（ヒト／ハムスターのハイブリッド細胞株）中に維持されたランダムなヒト・ゲ

ノム・フラグメントを含有している。このようなＰＣＲは、関心のある遺伝子の

ＰＣＲ産物の存在または非存在を示す、９３個のスコアを与える。これらのスコ

アは、位置が既知のゲノム配列に由来するＰＣＲ産物を使用して作製されたスコ

アと、比較される。この比較は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．

ｍｉｔ．ｅｄｕ／において、行われる。本発明の遺伝子は、ヒト染色体の１１ｑ

２２－ｑ２３（Ｄ１１Ｓ１３４７－Ｄ１１Ｓ９３９）にマッピングされる。

      【００４３】

  本発明のポリヌクレオチド配列はまた、組織発現研究に対する有益なツールで
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ある。かかる研究は、本発明のポリヌクレオチドの発現パターン決定を可能とし

、それらをコードしているｍＲＮＡを検出することで、コードされたポリペプチ

ドの組織内での発現パターンに関して、指標を与える。利用される技術は、当該

分野では周知であり、ｃＤＮＡマイクロアレイ・ハイブリダイゼーション（Ｓｃ

ｈｅｎｅ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ，  ２７０，  ４６７～４７０，  

１９９５およびＳｈａｌｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓ．，  ６

，  ６３９～６４５，  １９９６）などの、格子状に配列されたクローンに対す

る系内ハイブリダイゼーション方法、およびＰＣＲなどのヌクレオチド増幅方法

を含む。好ましい方法は、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒから入手可能なＴＡＱＭＡ

Ｎ（商標）の手法を利用する。これらの研究から得られる結果は、該生物におけ

るポリペプチドの正常な機能の指標を提供する。加えて、ｍＲＮＡの正常な発現

パターンと、同じ遺伝子の別の形態（例えば、ポリペプチドのコードにおける潜

在的または調節的な変異における改変を有するもの）によってコードされるｍＲ

ＮＡのそれとの比較研究は、本発明のポリペプチドの役割、または疾患における

その不適切な発現に対する有益な見識を提供することができる。かかる不適切な

発現は、時間的、空間的、あるいは、単に量的な特徴あってもよい。

      【００４４】

  本発明のポリペプチドは、結腸、結腸腫瘍、膵臓、膵臓腫瘍、卵巣ガン、前立

腺ガン、咽頭ガン、腺ガン、頬ガン、扁平上皮ガン、Ｂ細胞リンパ腫、子宮ガン

、精巣、胎児肺および胚性組織において発現している。

      【００４５】

  本発明のさらなる形態は、抗体に関する。本発明のポリペプチドまたはそのフ

ラグメント、あるいはそれらを発現している細胞は、本発明のポリペプチドに対

して免疫特異的である、抗体を作製するための免疫原として使用することができ

る。「免疫特異的」という用語は、該抗体が、先行技術における他の関連するポ

リペプチドに対するそれらの親和性よりも、本発明のポリペプチドに対して、実

質的により大きな親和性を有することを意味する。

      【００４６】

  本発明のポリペプチドに対して創製される抗体は、常用のプロトコルを使用し
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て、ポリペプチドまたはエピトープを保持するフラグメント、あるいは細胞を、

動物（好ましくは、非ヒト動物）に投与することによって取得することができる

。モノクローナル抗体の調製には、細胞株の継代的な培養によって作製された抗

体を提供する手法のどれをも使用することができる。その例には、ハイブリドー

マ技術（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．およびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．，  Ｎａｔｕｒｅ  

（１９７５），  ２５６：４９５～４９７）、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  Ｔｏ

ｄａｙ（１９８３），  ４：７３）、およびＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌ

ｅ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  

Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ，  ７７～９６，  Ａｌａｎ  Ｒ．  Ｌｉｓｓ，

  Ｉｎｃ．，  １９８５）が含まれる。

      【００４７】

  米国特許第４，９４６，７７８号に記載されているもの等の、一本鎖抗体を製

造するための技術もまた、本発明のポリペプチドに対する一本鎖抗体を製造する

ために応用することができる。また、トランス・ジェニック・マウス、あるいは

他の哺乳動物を含む他の生物を、ヒト化抗体を発現させるために使用することが

できる。

      【００４８】

  上記の抗体は、ポリペプチドを発現するクローンを単離または同定するために

、あるいはアフィニティー・クロマトグラフィによって該ポリペプチドを精製す

るために使用することができる。本発明のポリペプチドに対する抗体はまた、な

かでも、本発明にかかる疾患を治療するために使用することができる。

      【００４９】

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドはまた、ワクチンとして使用す

ることができる。従って、さらなる形態において、本発明は、その疾患が個体に

おいて既に慢性化しているか否かに関わらず、前記動物を疾患から、保護するた

めに、例えば、サイトカイン産生Ｔ細胞または細胞傷害性Ｔ細胞を含む、抗体お

よび／またはＴ細胞免疫応答を生成する上で、適切な本発明のポリペプチドを哺

乳動物に接種することを含んでなる、哺乳動物中における免疫学的応答を誘導す
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るための方法に関する。哺乳動物中における免疫学的応答はまた、本発明にかか

る疾患から前記動物を保護するための、抗体を生産させるため、かかる免疫学的

応答を誘導するために、該ポリヌクレオチドの発現を支配し、かつ該ポリペプチ

ドをコードしているベクターによって、本発明のポリペプチドをインビボで生み

出すことを含んでなる方法によって誘導することもできる。該ベクターを投与す

る１つの方法は、粒子上へのコーティング物等として、所望する細胞中へのその

投与を促進することによる。かかる核酸ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾型核

酸またはＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを含むことができる。使用に際し、ワクチ

ン、ポリペプチドまたは核酸ベクターは、通常、ワクチン配合物（組成物）とし

て提供される。該配合物はさらに、好適なキャリアを含むことができる。ポリペ

プチドは、胃で分解されることもあるため、それは、好ましくは非経口的に（例

えば、皮下注射、筋肉内注射、静脈内注射または皮内注射）投与される。非経口

投与に好適な配合物には、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、および該配合物を接種者

の血液と等張性とする溶質を含有してもよい、水性および非水性の無菌注射液；

ならびに、懸濁剤または増粘剤を含んでもよい、水性および非水性の無菌懸濁剤

が含まれる。該配合物は、単位用量容器または多回用量容器で、例えば、密封さ

れたアンプルおよびバイアルで提供することができ、そして使用直前に無菌の液

体キャリアを添加しさえすればよい、凍結乾燥状態で保存することができる。ワ

クチン配合物はまた、当該分野で公知の水中油型システムや他のシステムなどの

、配合物の免疫原性を増強するためのアジュバントシステムを含むことができる

。その投薬量は、ワクチンの比活性に依存し、また、慣用的な実験によって容易

に決定することができる。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドは、１つまたは複数の疾患状態、特には、本明細書中既

に記載した本発明にかかる疾患と関連している、１つまたは複数の生物学的機能

を有する。したがって、該ポリペプチドの機能または濃度を刺激または阻害する

化合物を同定することは有用である。したがって、さらなる形態において、本発

明は、該ポリペプチドの機能またはレベルを刺激または阻害するものを同定する

ために、化合物をスクリーニングする方法を提供する。かかる方法は、本明細書
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中既に記載した通り、かかる本発明の疾患に対する治療ならびに予防の目的に使

用することができる、アゴニストまたはアンタゴニストを同定する。化合物は、

様々な起源、例えば、細胞、無細胞調製物、化学的ライブラリー、化学化合物の

コレクション、および天然産物混合物から、見出すことができる。そのようにし

て同定された、かかるアゴニストまたはアンタゴニストは、場合によっては、該

ポリペプチドの、天然または修飾された基質、リガンド、受容体、酵素など；そ

の構造的または機能的な模倣体（Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｃｕｒｒｅ

ｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，  １（２）：５章（

１９９１）を参照のこと）あるいは小分子であってもよい。

      【００５１】

  該スクリーニング方法では、該ポリペプチド、あるいはポリペプチドまたはそ

の融合タンパク質を含んでいる細胞または膜に対する、候補化合物の結合を、候

補化合物に直接的または間接的に連結されている標識によって、単に測定しても

よい。あるいは、スクリーニング方法は、標識された競合剤（例えば、アゴニス

トまたはアンタゴニスト）に対抗した、候補化合物のポリペプチドに対する競合

的な結合の（定性的または定量的な）測定または検出を含んでもよい。さらに、

これらのスクリーニング方法では、ポリペプチドを含有している細胞に適合する

検出システムを使用して、候補化合物がポリペプチドの活性化または阻害によっ

て引き起こされるシグナルをもたらすか否かを調べることもできる。活性化の阻

害剤は、一般には、既知のアゴニストの存在下でアッセイされ、そして候補化合

物の存在に因る、アゴニストに依る活性化に対する作用を観測する。さらに、ス

クリーニング方法は、混合体を形成するため、候補化合物を、本発明のポリペプ

チドを含有する溶液に混合する工程、該混合物中におけるセリパンクリン活性を

測定する工程、ならびに該混合物のセリパンクリン活性を、候補化合物を含有し

ないコントロール混合物と比較する工程を単に含むだけでもよい。

      【００５２】

  本発明のポリペプチドは、従来の低い容量のスクリーニング方法、そしてまた

、ハイ・スループットなスクリーニング（ＨＴＳ）型において、用いることがで

きる。かかるＨＴＳ型は、９６－、ならびに、ほんの最近では、３８４－ウエル
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・マイクロタイター・プレートの広く慣用的な使用だけでなく、Ｓｃｈｕｌｌｅ

ｋ  ｅｔ  ａｌ．，  Ａｎａｌ．  Ｂｉｏｃｈｅｍ．，  ２４６，  ２０～２９

  （１９９７）によって記載されているナノウエル法等の開発途中の方法をも含

んでいる。

      【００５３】

  既に記載したように、Ｆｃ部分とセリパンクリン・ポリペプチドから作製され

るもの等の、融合タンパク質もまた、本発明のポリペプチドに対するアンタゴニ

ストを同定するための、ハイ・スループットなスクリーニング・アッセイのため

に使用することができる（Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｍｏｌ

．  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，  ８：５２～５８  （１９９５）；Ｋ．Ｊｏｈａ

ｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｂｉｏｌ．  Ｃｈｅｍ．，  ２７０（１６）

：９４５９～９４７１  （１９９５）を参照のこと）。

      【００５４】

  *スクリーニング手法

  本発明のポリヌクレオチド、ポリペプチド、ならびに本発明のポリペプチドに

対する抗体はまた、細胞内におけるｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する

、添加された化合物の影響検出用のスクリーニング方法を形成するために使用す

ることができる。例えば、当該分野で既知の常法によって、モノクローナル抗体

ならびにポリクローナル抗体を使用して、ポリペプチドの分泌レベルまたは細胞

に付随したレベルの測定用の、ＥＬＩＳＡアッセイを構築することができる。こ

れは、適当な操作を施された細胞または組織からのポリペプチドの産生を、阻害

あるいは増強できる薬剤（それぞれ、アンタゴニストあるいはアゴニストとも呼

ばれる）を発見するために使用することができる。

      【００５５】

  本発明のポリペプチドは、場合によっては、当該分野で既知である慣用の受容

体結合手法を通して、膜結合型または可溶性の受容体を同定するために使用する

ことができる。これらには、それらには限られないが、ポリペプチドを、放射性

同位体（例えば、125Ｉ）で標識、化学修飾（例えば、ビオチン化）、あるいは

検出または精製に好適なペプチド配列と融合して、そして、推定される受容体の
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供給源（細胞、細胞膜、細胞上清、組織抽出物、体液）とともにインキュベーシ

ョンする、リガンド結合アッセイおよびクロスリンク・アッセイが含まれる。他

の方法には、表面プラズモン共鳴および分光測定法などの生物物理学的手法が含

まれる。これらのスクリーニング方法はまた、場合によっては、ポリペプチドの

その受容体に対する結合と競合する、該ポリペプチドのアゴニストおよびアンタ

ゴニストを同定するために使用することができる。かかるアッセイを行うための

標準的な方法は、当該分野ではよく判っている。

      【００５６】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体、あるいは、ある場合

には、場合によっては、ポリペプチド自体の、リガンド、基質、受容体、酵素な

どに密接に関連するオリゴヌクレオチドまたはタンパク質、例えば、リガンド、

基質、受容体、酵素などのフラグメント；あるいは、本発明のポリペプチドに結

合するものの、応答を誘発せず、その結果、ポリペプチドの活性が妨げられる、

小さな分子が含まれる。

      【００５７】

  スクリーニング方法はまた、トランスジェニック技術とセリパンクリン遺伝子

の使用を伴うこともできる。トランスジェニック動物を構築する手法は十分に確

立されている。例えば、受精した卵母細胞の雌性前核へのマイクロ・インジェク

ション、移植前または移植後の胚へのレトロウイルスによる移入、あるいは、エ

レクトロポレーションなどによって遺伝子操作された胚性幹細胞の宿主胚盤胞へ

の注入を介して、セリパンクリン遺伝子を導入することができる。特に有用なト

ランスジェニック動物は、その動物のゲノム内において、動物の遺伝子をヒトの

等価体によって置き換えられている、所謂「ノックイン」動物である。ノックイ

ン・トランスジェニック動物は、医薬探索のプロセスにおいて、化合物はヒトの

標的に対して特異的であるという、標的の妥当性検証用に有用である。他の有用

なトランスジェニック動物は、内因性ＤＮＡ配列によってコードされている、本

発明のポリペプチドに対する動物オルソログの発現が細胞内で部分的または完全

に無効とされている、所謂「ノックアウト」動物である。遺伝子のノックアウト

は、技術の限界の結果として、特異的な細胞または組織を対象とする、特定の細
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胞または組織においてのみ起きててもよく、あるいは、動物内の全て、または実

質的に全ての細胞において生じてもよい。トランスジェニック動物の手法はまた

、導入された遺伝子が、本発明のポリペプチドを大量に供するために発現させら

れる動物全体の発現－クローニング・システムを提供する。

      【００５８】

  上に記載された方法において使用されるスクリーニング・キットは、本発明の

さらなる形態をなす。かかるスクリーニング・キットは、

  （ａ）  本発明のポリペプチド；

  （ｂ）  本発明のポリペプチドを発現している組換え細胞；

  （ｃ）  本発明のポリペプチドを発現している細胞膜；または

  （ｄ）  本発明のポリペプチドに対する抗体；

を含んでなり、好ましくは、前記のポリペプチドは、配列番号：２から選択され

る。

      【００５９】

  かかるキット中において、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は、実質的な

成分を構成することは理解される。

      【００６０】

    （用語集）

  下記の定義は、本明細書中で既に頻繁に使用されているいくつかの用語の理解

を容易にするために提供される。

      【００６１】

  本明細書中に記載されている「抗体」は、ポリクローナルおよびモノクローナ

ル抗体、キメラ、一本鎖、ならびにヒト化抗体、同様に、Ｆａｂフラグメントを

も包含し、Ｆａｂまたは他の免疫グロブリンの発現ライブラリー生成物をも包含

する。

      【００６２】

  「単離（された）」は、その天然の状態から、「ヒトの手によって」変化して

いることを意味し、すなわち、自然界に存在する場合、その本来の環境から変化

、または移動されているか、あるいは、その両方であることを意味する。例えば
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、生きた生物に天然に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、「単離

」されてはいないが、その天然状態の共存物質から分離された、同じポリヌクレ

オチドまたはポリペプチドは、この用語の本明細書中で用法に従うと、「単離」

されている。さらに、形質転換、遺伝子操作、または何らかの他の組換え方法に

よって、生物中に導入されているポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、その

生物が生存または非生存かのいずれでも、前記生物中に未だ存在している場合で

さえ、「単離」されている。

      【００６３】

  「ポリヌクレオチド」は、一般には、非改変型または改変型のＲＮＡあるいは

ＤＮＡであってもよい、任意のポリリボヌクレオチド（ＲＮＡ）またはポリデオ

キシリボヌクレオチド（ＤＮＡ）を指す。「ポリヌクレオチド」には、限定では

ないものの、一本鎖および二本鎖のＤＮＡ、一本鎖と二本鎖の領域の混合物であ

るＤＮＡ、一本鎖および二本鎖のＲＮＡ、ならびに一本鎖と二本鎖の領域の混合

物であるＲＮＡ、一本鎖、または、より典型的には、二本鎖の、あるいは、一本

鎖と二本鎖の領域の混合物であってもよい、ＤＮＡおよびＲＮＡを含んでなるハ

イブリッド分子が含まれる。さらに、「ポリヌクレオチド」は、ＲＮＡまたはＤ

ＮＡ、あるいはＲＮＡとＤＮＡとの両方を含んでなる三重鎖領域をもいう。用語

「ポリヌクレオチド」はまた、１つまたは複数の修飾された塩基を含有するＤＮ

ＡまたはＲＮＡ、および安定性または他の理由のために修飾された骨格を有する

ＤＮＡまたはＲＮＡを含む。「修飾（された）」塩基には、例えば、トリチル化

された塩基、ならびに、イノシンなどの非通常型の塩基が含まれる。様々な修飾

をＤＮＡおよびＲＮＡに対して行うことができ、従って、「ポリヌクレオチド」

は、ウイルスおよび細胞に特徴的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的形態と同様に、

自然界に典型的に見出されるような、ポリヌクレオチドの化学的、酵素的または

代謝的に修飾された形態をも包含する。「ポリヌクレオチド」はまた、しばしば

オリゴヌクレオチドと称される、比較的短いポリヌクレオチドをも包含する。

      【００６４】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合（すなわち

、ペプチド等配電子体）によって互いに連結された２つ以上のアミノ酸を含んで
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なるポリペプチドのいずれをも指す。「ポリペプチド」は、ペプチド、オリゴペ

プチドまたはオリゴマーと広く呼ばれる短い鎖、ならびに、一般にはタンパク質

と呼ばれる、より長い鎖の双方ともをいう。ポリペプチドは、遺伝子によってコ

ードされる２０種のアミノ酸とは異なるアミノ酸を含有することができる。「ポ

リペプチド」には、翻訳後プロセシングなどの天然のプロセス、あるいは当該分

野で周知の化学的な修飾方法のいずれかによって、修飾がなされたアミノ酸配列

が含まれる。かかる修飾は、基本的な教本、およびより詳細な専門書、ならびに

数多くの研究文献中に、広く記載されている。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸

側鎖およびアミノ末端またはカルボキシル末端を含む、ポリペプチド内のいずれ

の位置に生じさせることもできる。同じタイプの修飾が、所与ポリペプチド内の

いくつかの部位に同じ程度または異なる程度で存在してもよいことが理解される

。また、所与のポリペプチドは、多くのタイプの修飾を含んでもよい。ポリペプ

チドは、ユビキチン化の結果として分枝がなされてもよく、また、分枝を有する

、または有していない、環状であってもよい。環状、分枝状および分枝した環状

のポリペプチドは、翻訳に続く天然のプロセスに起因しても、あるいは合成的方

法によって作製されてもよい。修飾には、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボ

シル化、アミド化、ビオチン化、フラビンの共有結合、ヘム成分の共有結合、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、クロス・リンク形成、環化、ジス

ルフィド結合の形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、シスチンの形成、ピロ

グルタミン酸の形成、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、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化

、タンパク質分解プロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル

化、硫酸化、アルギニル化などのアミノ酸のタンパク質への転移ＲＮＡ媒介付加

、ならびユビキチン化が含まれる（例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕ

ｒｅｓ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ、  第２版、  Ｔ

．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，  Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎ

ｙ，  Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，  １９９３；  Ｗｏｌｄ，Ｆ．，  翻訳後のタンパク

質修飾：全体像および展望、１～１２、Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
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  Ｃｏｖａｌｅｎｔ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，  

Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編，  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，  Ｎｅｗ  Ｙｏ

ｒｋ，  １９８３；  Ｓｅｉｆｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，  「タンパク質修飾およ

び非タンパク質補助因子の分析」、Ｍｅｔｈ．  Ｅｎｚｙｍｏｌ．，  １８２，

  ６２６～６４６，  １９９０；  Ｒａｔｔａｎ他、「タンパク質合成：翻訳後

修飾およびエージング」，  Ａｎｎ．  ＮＹ  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．，  ６６３

，  ４８～６２，  １９９２を参照のこと）。

      【００６５】

  ポリペプチド配列の「フラグメント」は、基準となる配列よりも短いものの、

基準となるポリペプチドと同一の生物学的な機能または活性を本質的に保持して

いるポリペプチド配列をいう。ポリヌクレオチド配列の「フラグメント」は、配

列番号：１の基準となる配列よりも短いポリヌクレオチド配列をいう。

      【００６６】

  「変異体」は、基準となるポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるも

のの、その本質的な性質を保持しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドを

いう。ポリヌクレオチドの典型的な変異体は、基準となるポリヌクレオチドに対

して、ヌクレオチド配列に相違がある。変異体のヌクレオチド配列における変異

は、基準となるポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドのアミノ酸

配列を変化させても、させなくてもよい。ヌクレオチドの変化は、下記に説明す

るように、基準の配列によってコードされるポリペプチド中における、アミノ酸

の置換、付加、欠失、融合および末端の短縮化を引き起こしてもよい。ポリペプ

チドの典型的な変異体は、基準となるポリペプチドに対して、アミノ酸配列に相

違がある。一般に、改変は、基準となるポリペプチドおよび変異体の配列が全体

的には非常に類似し、そして多くの領域において同一となるように制限される。

変異体ならびに基準となるポリペプチドは、アミノ酸配列において、１つまたは

複数の置換、挿入、欠失の任意の組合せによって相違してもよい。置換または挿

入されるアミノ酸残基は、遺伝子コードによってコードされるアミノ酸残基であ

っても、なくてもよい。典型的な、保存的置換には、Ｇｌｙ、Ａｌａ；  Ｖａｌ

、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；  Ａｓｐ、Ｇｌｕ；  Ａｓｎ、Ｇｌｎ；  Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；
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  Ｌｙｓ、Ａｒｇ；  ならびにＰｈｅおよびＴｙｒが含まれる。ポリヌクレオチ

ドまたはポリペプチドの変異体は、対立遺伝子などの天然に存在するものであっ

てもよく、あるいは天然では存在することが知られていない変異体であってもよ

い。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの天然でに存在しない変異体は、変異

誘発方法によって、あるいは直接合成によって作製することもできる。また、１

つまたは複数の翻訳後の修飾、例えば、グリコシル化、リン酸化、メチル化、Ａ

ＤＰリボシル化などを有するポリペプチドも、また変異体には含まれる。実施態

様には、Ｎ末端アミノ酸のメチル化、セリンおよびトレオニンのリン酸化、なら

びにＣ末端グリシンの修飾が含まれる。

      【００６７】

  「対立遺伝子」は、ゲノム中の所与の遺伝子座に存在する遺伝子の、２つまた

はそれ以上の選択的な形態の１つをいう。

      【００６８】

  「多型」は、集団内における、ゲノムにおける所与の位置における塩基配列（

仮に関連する場合には、コードされるポリペプチド配列）の変動をいう。

      【００６９】

  「単一塩基多型」（ＳＮＰ）は、集団内においてゲノム内の１つの塩基位置に

おける、塩基変動の発生をいう。ＳＮＰは、遺伝子内で、あるいはゲノムの遺伝

子間領域内で起こってもよい。ＳＮＰは、対立遺伝子特異的増幅（ＡＳＡ）を使

用してアッセイすることができる。このプロセスには、少なくとも３つのプライ

マーが必要とされる。共通プライマーが、アッセイされる多型に対して、逆方向

に相補となるように使用される。この共通プライマーは、多型な塩基から５０ｂ

ｐから１５００ｂｐの間で隔たったものとできる。それ以外の２つ（またはそれ

以上）のプライマーは、最後の３’塩基が、多型を構成する２つ（またはそれ以

上）の対立遺伝子の１つと一致するように変化している点を除いて、互いに同一

である。そして、それぞれ、共通プライマーおよび１つの対立遺伝子特異的プラ

イマーを使用して、２つ（またはそれ以上）のＰＣＲ反応を、サンプルＤＮＡに

ついて行う。

      【００７０】
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  本明細書中で使用されている「スプライス変異体」は、同じゲノムＤＮＡ配列

から一旦転写され、ただし、択一的なＲＮＡスプライシングを受けている、ＲＮ

Ａ分子から作製されたｃＤＮＡ分子をいう。択一的なＲＮＡスプライシングは、

一般には、イントロンを除くために、一次ＲＮＡ転写物がスプライシングを受け

る際に生じ、それぞれ、異なるアミノ酸配列をコードしてもよい、１つ以上のｍ

ＲＮＡ分子の産生が引き起こす。スプライス変異体の用語はまた、上記のｃＤＮ

Ａ分子によってコードされるタンパク質をもいう。

      【００７１】

  「同一性」は、その配列を比較することによって決定される、２つ以上のポリ

ペプチド配列または２つ以上のポリヌクレオチド配列の間における相互関係を反

映している。一般に、同一性は、対比がなされている配列の長さにわたって、２

つのポリヌクレオチド配列、あるいは２つのポリペプチド配列の、それぞれ塩基

毎またはアミノ酸毎の厳密な一致をいう。

      【００７２】

  「％同一性」－正確な一致が存在しない配列については、「％同一性」を決定

することができる。一般に、対比すべき２つの配列を、配列間で最大の相関を与

えるようにアラインメントされる。これには、アラインメントの程度を高めるた

めに、「ギャップ」をいずれか一方の配列または両方の配列に挿入することを含

んでもよい。％同一性は、比較されている配列のそれぞれの全長にわたって、決

定してもよく（所謂、全体的なアラインメント）、同じ長さまたは非常に類似す

る長さの配列に対してに特に適している；あるいは、より短い、限定された長さ

にわたって、決定してもよく（所謂、局所的なアラインメント）、不ぞろいな長

さの配列において、より好適である。

      【００７３】

  「類似性」は、２つのポリペプチド配列の間における関係に対する、より精巧

な、さらなる尺度である。一般に、「類似性」は、残基毎に基づき、（同一性に

関してと、同様に）比較されている配列それぞれからの、相互に対をなす残基間

における正確な一致だけでなく、正確な一致が存在しない場合にも、進化的な基

準に基づいて、１つの残基は、他方に対する適当な置換であるかどうかをも考慮
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する、２つのポリペプチド鎖のアミノ酸間での比較を意味する。この蓋然性は、

付随した「スコア」を有し、２つの配列の「％類似性」は、それに基づき決定す

ることができる。

      【００７４】

  ２つ以上の配列の同一性および類似性を比較するための方法は、当該分野では

周知となっている。従って、例えば、ウイスコンシン配列分析パッケージ  バー

ジョン９．１（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ  Ｊ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａ

ｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，  １２，  ３８７～３９５，  １９８４；  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，  Ｍａｄｉｓｏｎ，  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ

，  米国）中の利用可能なプログラム、例えば、ＢＥＳＴＦＩＴ  およびＧＡＰ

  プログラムが、２つのポリヌクレオチド間の％同一性、ならびに２つのポリペ

プチド配列間の％同一性および％類似性を決定するために利用できる。ＢＥＳＴ

ＦＩＴは、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎの「局所的相同性」アルゴリズム

（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  １４７，  １９５～１９７，  １９８１，  

Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ，  ２，  

４８２～４８９，  １９８１）を使用して、２つの配列間における、類似性の最

も良い１つの領域を見出す。ＢＥＳＴＦＩＴは、長さが類似していない２つのポ

リヌクレオチド配列または２つのポリペプチド配列の比較に対してより適してお

り、該プログラムは、より短い配列は、より長いものの一部を表すことを仮定し

ている。一方、ＧＡＰは、ＮｅｄｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈのアルゴリズ

ム（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  ４８，  ４４３～４５３，  １９７０）に

従って、「最大の類似性」を見出しつつ、２つの配列をアラインメントする。Ｇ

ＡＰは、ほぼ同じの長さであり、また、アラインメントが長さ全体にわって期待

される配列の比較に対してより適している。好ましくは、各プログラムにおいて

使用される「ギャップ加重」および「長さ加重」のパラメーターは、それぞれ、

ポリヌクレオチド配列に対しては、５０および３であり、ポリペプチド配列に対

しては、１２および４である。好ましくは、比較されている２つの配列が最適に

アラインメントされている際に、％同一性および類似性を決定する。

      【００７５】
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  配列間の同一性および／または類似性を決定するための他のプログラムもまた

、当該分野では知られており、例えば、ＢＬＡＳＴファミリーのプログラム（Ａ

ｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ．Ｆ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  

２１５，  ４０３～４１０，  １９９０；  Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ．Ｆ．  ｅｔ

  ａｌ．，  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，  ２５：３８９～３４０

２，  １９９７；  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）（Ｂｅｔｈｅｓｄａ，  Ｍ

ａｒｙｌａｎｄ，  米国）から入手することができ、またｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎ

ｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖのＮＣＢＩのホームページからアクセス可能である）、お

よびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  ＷＲ，  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍ

ｏｌｏｇｙ，  １８３，  ６３～９９，  １９９０；  Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ．Ｒ

．およびＬｉｐｍａｎ  Ｄ．Ｊ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃ

ｉ．  ＵＳＡ．  ８５，  ２４４４～２４４８，  １９８８；ウイスコンシン配

列分析パッケージの一部として入手可能である）。

      【００７６】

  好ましくは、ＢＬＯＳＵＭ６２  アミノ酸置換行列（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｓお

よびＨｅｎｉｋｏｆｆ  ＪＧ，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．

  ＵＳＡ，  ８９，  １０９１５～１０９１９，  １９９２）を、比較の前に、

ヌクレオチド配列をアミノ酸配列に予め翻訳する場合をも含み、ポリペプチド配

列の比較において使用する。

      【００７７】

  好ましくは、プログラム  ＢＥＳＴＦＩＴが、基準とするポリヌクレオチドま

たはポリペプチド配列に関して、検討するポリヌクレオチドまたはポリペプチド

配列の％同一性を決定するために使用され、検討と基準とする配列とは、最適に

アラインメントされ、また、プログラムのパラメーターは、前に記載したような

、暫定の値に設定されている。

      【００７８】

  「同一性指標」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）と基準

の配列とを比較するために使用することができる、配列関連性の尺度である。す
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なわち、例えば、基準とするポリヌクレオチド配列と比較して、例えば０．９５

の同一性指標を有する候補ポリヌクレオチド配列は、該候補ポリヌクレオチド配

列は、基準の配列の各１００塩基あたり平均して５個までの相違を含んでもよい

点を除いて、基準の配列と同一である。かかる相違は、少なくとも１つの塩基欠

失、トランジションおよびトランスバージョンを含む置換、または挿入からなる

群から選択される。これらの相違は、基準となるポリヌクレオチド配列の５’ま

たは３’末端部位に、あるいはこれら末端部位の間の任意な位置で、基準配列内

の塩基間に個々に、あるいは基準配列内において１つまたは複数の連続した群中

で点在して、起こってもよい。換言すると、基準となるポリヌクレオチド配列と

比較した際、０．９５の同一性指標を有するポリヌクレオチド配列を得るために

は、既に記載したように、基準配列内の塩基１００個毎に、平均して５個までが

、任意の組合せで、欠失、置換または挿入されていてもよい。同じことが、同一

性指標の他の値、例えば、０．９６、０．９７、０．９８および０．９９につい

ても、必要に応じて変更して適用される。

      【００７９】

  同様に、ポリペプチドの場合には、基準のポリペプチド配列と比較したときに

、例えば、０．９５の同一性指標を有する候補ポリペプチド配列は、基準の配列

の各１００アミノ酸あたり、平均して５個までの違いを該ポリペプチド配列が含

んでもよいことを除いて、基準の配列と同一である。かかる相違は、少なくとも

１つのアミノ酸の欠失、保存的ならびに非保存的な置換を含む置換、または挿入

からなる群から選択される。これらの相違は、基準となるポリペプチド配列のア

ミノ末端またはカルボキシ末端部位に、あるいはこれら末端部位間の任意の位置

に、基準の配列内のアミノ酸間に個々に、あるいは基準の配列内において１つま

たは複数の群中に点在して、起こってもよい。換言すると、基準のポリペプチド

配列と比較した際、０．９５の同一性指標を有するポリペプチド配列を得るため

には、既に記載したように、基準の配列内のアミノ酸の１００個毎に、平均して

５個まで、任意の組合せで、欠失、置換または挿入がなされてもよい。同じこと

が、同一性指標の他の値、例えば、０．９６、０．９７、０．９８および０．９

９についても、必要に応じて変更して適用される。



(39) 特表２００３－５０６０１７

      【００８０】

  塩基またはアミノ酸の相違数と同一性指標との関係は、下記の式で表記でき、

ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

  式中、

  ｎaは、塩基またはアミノ酸の相違数であり、

  ｘaは、配列番号：１または配列番号：２における塩基またはアミノ酸のそれ

ぞれの総数であり、

  Ｉは、同一性指標であり、

  ・は、乗算演算子に対する記号であり、

  その際、ｘaとＩとの非整数の積は、ｘaから減ずるに先立ち、最も近い整数に

切り捨てられる。

      【００８１】

  「ホモログ」は、基準の配列に対して、高度の配列関連性を有するポリヌクレ

オチド配列またはポリペプチド配列を示すために、当該分野で使用されている一

般的な用語である。かかる関連性は、既に定義されているように、２つの配列間

の同一性および／または類似性の程度を決定することによって定量化することも

できる。この総称的な用語には、「オルソログ」および「パラログ」の用語が含

まれる。「オルソログ」は、別の種中における、該ポリヌクレオチドまたはポリ

ペプチドの機能的等価体であるポリヌクレオチドまたはポリペプチドをいう。「

パラログ」は、機能的に類似している、同じ種内にあるポリヌクレオチドまたは

ポリペプチドをいう。

      【００８２】

  「融合タンパク質」は、２つの、関連しない、融合された遺伝子またはそのフ

ラグメントによってコードされるタンパク質をいう。その例が、米国特許第５５

４１０８７号、同第５７２６０４４号に開示されている。Ｆｃ－セリパンクリン

の場合、融合タンパク質の一部として、免疫グロブリンのＦｃ領域の使用は、治

療に使用する際のかかる融合タンパク質の薬物動態学的性質を改善するため、な

らびに、二量体型のセリパンクリンを形成させるために、Ｆｃ－セリパンクリン

またはセリパンクリン部の機能的発現を行う上で好都合である。Ｆｃ－セリパン
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クリンのＤＮＡ構築物は、５’から３’の方向に、分泌カセット、すなわち、哺

乳動物細胞からの細胞外への輸送を誘起するシグナル配列、融合パートナーとし

て、免疫グロブリンのＦｃ領域フラグメントをコードするＤＮＡ、およびセリパ

ンクリンまたはその断片をコードするＤＮＡを含んでなる。ある用途では、融合

タンパク質の残部には手を触れることなく、機能的なＦｃ側を変異させ、その固

有的な機能的性質（補体結合、Ｆｃ受容体結合）を変える、あるいは発現後にＦ

ｃ部分を完全に除くことを可能とすることが望ましい。

      【００８３】

  特許および特許出願に限らず、これらを含む、本明細書中で引用されている刊

行物および参考文献の全ては、十分に述べているように、個々の刊行物または参

考文献を、参照して、本明細書中に組み込むために、明示的かつ個別的に示唆さ

れているように、その全部を、参照することで、本明細書中に組み込まれる。本

出願が優先権を主張する特許出願はいずれも、先に刊行物および参考文献に関し

て記載したと同様に、その全部を、参照することで、本明細書中に組み込まれる

。

      【００８４】

    （さらなる事例）

  実施例１

  バキュロウイルス転移ベクターの構築および発現

  主要なスプライシング・イソ型の、アミノ酸残基５２～４３５をコードするＤ

ＮＡフラグメントを、バキュロウイルスの発現システムにおけるセリパンクリン

の発現のために、クローン化した。発現には、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅのベクター

  ｐＰｂａｃ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を使用した。このシステムは、ヒト胎盤

アルカリホスファターゼ・タンパク質のシグナルペプチド配列を、発現すべき配

列の前方に融合されている、分泌型融合タンパク質の発現を可能とする。該セリ

パンクリン遺伝子は、５’のＳｍａＩ制限部位および３’のＢａｍＨＩ部位を介

して、このベクター中のフレーム内に導入した。主要なスプライシング・イソ型

の上記領域を増幅するために、５’プライマー：５’ＡＡＣＣＣＧＧＧＡＡＡＧ

ＧＴＧＡＴＴＣＴＧＧＡＴＡＡＡＴＡＣＴＡＣ３’および３’プライマー：５’
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ＡＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＣＡＴＴＧ３’を

使用して、１回のＰＣＲ反応を行った。正しいオープンリーディング・フレーム

が保持されていることを確認するために、挿入部全体、挿入接合部、およびベク

ターにより提供されているシグナルペプチド配列を、配列決定した。Ｓｆ９細胞

中での融合タンパク質発現は、ポリヘドロン遺伝子座からの発現に基づくバキュ

ロウイルスシステムに対する、慣用の実験室的手法を使用して行った。

      【００８５】

  セリパンクリン配列の付加的な変異には、場合により、より容易なタンパク質

発現の検出、精製および濃縮用に、３’末端（Ｃ端）におけるＭＲＧＳ（Ｈ）6

タグの挿入が含まれた。

      【００８６】

  実施例２

  セリパンクリンの製造

  セリパンクリンを含有する培養上清を、バキュロ発現システムから採取し、加

圧透析によって濃縮した。ＥＭＤ－ＤＥＡＥ－Ｆｒａｃｔｏｇｅｌなどの弱アニ

オン交換樹脂は、該タンパク質の最初の吸着には理想的であることが判明した。

セリパンクリンの脱離は、塩化ナトリウムの直線的な勾配（０～０．８Ｍ  Ｎａ

Ｃｌ、  Ｔｒｉｓ、  ｐＨ７．５）を使用して行った。さらなる精製は、主とし

て、この最初のクロマトグラフィ・工程で達成される純度に依存した。必要に応

じて、イオン交換樹脂支持体上において、付加的な再クロマトグラフィを行った

。精製の最終工程は、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ  ７５  カラムを使用して行った。溶出

サンプルを集め、そして、Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ  １０  遠心器（Ａｍｉｃｏｎ）

によってＰＢＳ中でさらに濃縮した。その後、これらの調製物を、分析ならびに

機能的試験を実施するために、使用した。タンパク質の分析グレードの精製（タ

ンパク質の配列決定に先立ち必要である）には、逆相ＲＰ１８カラムを使用した

。

      【００８７】

  クロマトグラフィ条件の最適化を、Ｐｈａｒｍａｃｉａから入手可能な、分析

カラムを備えたＢｉａＣｏｒｅクロマトグラフィ・システムを使用して行った。
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ＢｉａＣｏｒｅに基づく分離プロトコルは、ＦＰＬＣ技術を使用することによっ

てスケール・アップされた。該最適化された溶出条件は、半生産用または生産用

のスケールでの分離に、直接、変換することができる。最後のクロマトグラフィ

工程から回収されたサンプルを集め、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析した。タン

パク質のバンドは、クーマシー染色を使用して可視化した。還元条件下では、精

製された組換えタンパク質は、４７９６２の計算された理論的な分子量と比較し

て、５５ｋＤａ±２ｋＤａの相対的な分子量を示した。

      【００８８】

  ＩＥＦ－ＰＡＧＥ（Ｉｍｍｏｂｉｌｉｎｅ  ３～１０、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）

法を使用する等電点フォーカシングは、ｐＨ５．７±０．５の等電点を示した。

タンパク質バンドおよびＩＥＦマーカーは、クーマシー染色を使用して可視化さ

れた。

      【００８９】

  場合により、組換えセリパンクリン・タンパク質のＣ端ヒスチジン・タグ化体

を発現させた。発現したタンパク質は、抗ＭＲＧＳ（Ｈ）６抗体を使用するウエ

スタン・ブロット法によって検出された。精製は、カラム・マトリックス上に固

定化され、かつＣｏ、ＮｉまたはＣｕなどの金属イオンで修飾されたＮＴＡまた

はイミド酢酸などのキレーターを使用して行った。

      【００９０】

  実施例３

  免疫化および抗体

  利用可能な、精製された組換えタンパク質を用いて、動物の免疫化を直ちに開

始した。免疫血清をウサギにおいて惹起させ、そして、高力価の試薬が、さらな

るスクリーニングのために入手可能であった。

      【００９１】

  さらなる抗血清は、完全なタンパク質の配列に基づく合成ペプチドを使用して

、生成された。合成ペプチドを合成し（アミノ酸配列  １５～２８、８３～９６

、１６６～１８０、２４６～２６２、３８２～３９５）、ＫＬＨに結合して、ウ

サギを免疫化するために使用した。組換えタンパク質または合成ペプチドを用い
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て作成された高力価の免疫血清を、組換えタンパク質をモニターならびに定量す

るための、確立されたＥｌｉｓａ法およびウエスタン・ブロット法に使用した。

一般には、所与の特異性の抗体をプールして、硫酸アンモニウムで沈澱させ、Ｐ

ＢＳに対して透析した。選択された血清を、Ｐｉｅｒｃｅから入手可能な、ビオ

チンのＮＨＳエステル誘導体を使用してビオチン化した。ビオチン化は、製造者

の説明書に従って行った。ポリクローナル抗体の惹起および特定のために使用さ

れる、抗原および免疫化学的手法は、モノクローナル抗体の特異性な生産のため

に使用されるプロトコルと容易に組み合わせることができる。この分野の専門家

は、ハイブリドーマに基づく手法などの古典的な手法から抗体ライブラリーに基

づく方法の間で、その特定の実行可能性に従って、選択を行うことができる。

      【００９２】

  実施例４

  セリパンクリンを評価用の免疫アッセイ

  組換えセリパンクリンを用いて惹起させた特異的な血清を、９６ウエル・マイ

クロ・タイター・プレート（Ｎｕｎｃ）をコーティングするための「キャッチャ

ー抗体」として使用した。５０μｌの抗セリパンクリン血清（２０μｇ／ｍｌ）

を使用して、プレートを一晩コーティングした。使用する前に、該プレートをＰ

ＢＳで３回洗浄し、そして、非特異的な接着を防止するためにＢＳＡ溶液（１％

）で１時間インキュベーションした。ブロッキング溶液の残余を除き、連続希釈

された、５０μｌのセリパンクリンを加えて、１時間インキュベーションした。

検出のためにビオチン化抗セリパンクリン抗体の塗布に先立ち、プレートを３回

洗浄した。さらなる１時間後、読み取りは、４９０ｎｍで測定される、ＯＤＢ錠

剤（Ｄａｋｏ）などの基質を用いた、ストレプトアビジン－ＰＯＤの触媒的な発

色反応によって行った。

      【００９３】

  実施例５

  プロテアーゼ活性のアッセイ

  セリパンクリンのプロテアーゼ活性を決定するために、組換え分泌型タンパク

質を、主要なスプライシング・イソ型のアミノ酸５２～４３５を発現するバキュ
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ロウイルス発現システムの上清から精製した。ユニバーサル・プロテアーゼ基質

（カゼイン、レソルフィン標識、ＢＯＥＨＲＩＮＧＥＲ  ＭＡＮＮＨＥＩＭ）を

含有する緩衝化溶液に、製造者のプロトコルに従って、精製されたタンパク質を

加えた。

    【配列表】
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