
(19)日本国特許庁（JP） (12) 公表特許公報（Ａ） (11)特許出願公表番号

特表2003－521893
(P2003－521893A)

(43)公表日 平成15年7月22日(2003.7.22)

(51)Int.Cl7 識別記号 FI ﾃｰﾏｺｰﾄﾞ(参考)

   �C�1�2�N 15/09    ZNA

   �A�0�1�K 67/027   

   �A�6�1�K  9/48    

   � � � �  35/12    

   � � � �  38/00    

   �A�0�1�K 67/027   

   �A�6�1�K  9/48    

   � � � �  35/12    

   � � � �  45/00    

   � � � �  48/00    

�2�G�0�4�5

�4�B�0�2�4

�4�B�0�6�3

�4�B�0�6�4

�4�B�0�6�5
審査請求 有 予備審査請求（全252数） 最終頁に続く

(21)出願番号 特願2001－522384(P2001－522384)

(86)(22)出願日 平成12年9月5日(2000.9.5)

(85)翻訳文提出日 平成14年3月6日(2002.3.6)

(86)国際出願番号 PCT/US00/24373

(87)国際公開番号 WO01/018172

(87)国際公開日 平成13年3月15日(2001.3.15)

(31)優先権主張番号 09/391,861

(32)優先日 平成11年9月7日(1999.9.7)

(33)優先権主張国 米国(US)

(31)優先権主張番号 09/644,052

(32)優先日 平成12年8月23日(2000.8.23)

(33)優先権主張国 米国(US)

(71)出願人 アムジェン インコーポレイテッド

アメリカ合衆国  カリフォルニア  91320,

  サウザンド  オークス,  ワン  アムジェ

ン  センター  ドライブ

(72)発明者 トマソン, アーレン リード

アメリカ合衆国  カリフォルニア  91360,

  サウザンド  オークス,  ウォータータウ

ン  コート  2298

(72)発明者 リウ, ベンシアン

アメリカ合衆国  カリフォルニア  91362,

  サウザンド  オークス,  ルトランド  プ

レイス  2528

(74)代理人 弁理士 山本 秀策

最終頁に続く

(54)【発明の名称】 線維芽細胞増殖因子様ポリペプチド

(57)【要約】
本発明は、新規の線維芽細胞増殖因子様（ＦＧＦ様）ポ
リペプチドおよびこれをコードする核酸分子を提供する
。本発明はまた、ベクター、宿主細胞、抗体、およびＦ
ＧＦ様ポリペプチドを産生するための方法に関する。Ｆ
ＧＦ様ポリペプチドに関連した疾患の診断および処置の
ための方法もまた提供される。本発明はまた、単離され
た核酸分子であって、（ａ）配列番号１または配列番号
３に示すヌクレオチド配列；（ｂ）ＡＴＣＣ受託番号Ｐ
ＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列
；（ｃ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列；（ｄ）中程度または
高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｃ）のい
ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列
；および（ｅ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌ
クレオチド配列、からなる群より選択されるヌクレオチ
ド配列を含む、単離された核酸分子もまた提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列；

  （ｄ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｃ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項２】  単離された核酸分子であって、以下:

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドに対して少なくとも約

８０パーセント同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝

臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓から

の分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果

たすか、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１、配列番号３または（ａ）に示すヌクレオチド配列の対立遺

伝子改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１、配列番号３、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の一領域

であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化す

るか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは

膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において

役割を果たすか、腫瘍形成活性を有するか、または抗体を生成するための抗原と

して役立つ、一領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１、配

列番号３または（ａ）～（ｃ）のうちのいずれかのヌクレオチド配列の一領域；
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  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｄ）のうち

のいずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項３】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２に示すポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｄ）カルボキシル末端短縮化および／またはアミノ末端短縮化を有する配列

番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされ

るポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵

臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他

の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、また

は腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；
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  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、カルボキシル末端短縮化

およびアミノ末端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有す

る配列番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コー

ドされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もし

くは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌

後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか

、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

いずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項４】  請求項１、２または３に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項５】  請求項４に記載のベクターを含む、宿主細胞。

    【請求項６】  真核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項７】  原核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項８】  ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するプロセスであって、請求項

５に記載の宿主細胞を、該ポリペプチドを発現するために適切な条件下で培養す

る工程、および必要に応じて、該ポリペプチドを該培養物から単離する工程を包

含する、プロセス。

    【請求項９】  請求項８に記載のプロセスによって産生される、ポリペプチ

ド。

    【請求項１０】  前記核酸分子が、ネイティブなＦＧＦ様ポリペプチドをコ

ードするＤＮＡに作動可能に連結された、ネイティブなＦＧＦ様ポリペプチドに

ついてのプロモーターＤＮＡ以外のプロモーターＤＮＡを含む、請求項８に記載

のプロセス。

    【請求項１１】  前記パーセント同一性が、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳ

ＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔ
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ｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラムを

用いて決定される、請求項２に記載の単離された核酸分子。

    【請求項１２】  化合物が、ＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリ

ペプチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項５、

６または７に記載の細胞を、該化合物に曝露する工程、および該細胞中でのＦＧ

Ｆ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリペプチド産生を測定する工程を包含す

る、プロセス。

    【請求項１３】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すアミノ酸配列；および

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６のＤＮＡ挿入物によってコードされる

アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１４】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）必要に応じてアミノ末端メチオニンをさらに含む、配列番号５または配

列番号６のいずれかに示すアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のいずれかのオルソログについてのアミノ

酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活

性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓も

しくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性に

おいて役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

８０パーセント同一であるアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが

、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖

および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節す

るか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を

有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む、配列番号２または配列番号４の

いずれかに示すアミノ酸配列のフラグメントであって、コードされるポリペプチ

ドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の
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増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調

節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、腫瘍形成活性を有

するか、または抗体の生成のための抗原として役立つ、フラグメント；および

  （ｅ）配列番号２または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列；ＡＴＣＣ

受託番号ＰＴＡ－６２６のＤＮＡ挿入物によってコードされるアミノ酸配列；（

ａ）、（ｂ）または（ｃ）のいずれかの、対立遺伝子改変体またはスプライス改

変体についてのアミノ酸配列；

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１５】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配列番号２または配列

番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する、配列番号２または

配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチド
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が、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増

殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節

するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性

を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号２

または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペ

プチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細

胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型

を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形

成活性を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１、２または３のいずれかに記載の核酸分子によっ

てコードされる、単離されたポリペプチド。

    【請求項１７】  前記パーセント同一性が、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＦＡＳ

ＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔ

ｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラムを

用いて決定される、請求項１４に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドで動物を免疫することによって産生される、抗体。

    【請求項１９】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ

チドを特異的に結合する、抗体またはそのフラグメント。

    【請求項２０】  モノクローナル抗体である、請求項１９に記載の抗体。

    【請求項２１】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドに結合するモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項２２】  請求項１８、１９もしくは２０のいずれかに記載の抗ＦＧ

Ｆ様抗体またはそれらのフラグメントを用いて、ＦＧＦ様ポリペプチドを検出す

るかまたはＦＧＦ様ポリペプチドの量を定量する方法。

    【請求項２３】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ
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チドおよび薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項２４】  前記薬学的に受容可能な処方剤が、キャリア、アジュバン

ト、可溶化剤、安定剤または抗酸化剤である、請求項２３に記載の組成物。

    【請求項２５】  前記ポリペプチドが、配列番号２に示す成熟アミノ酸配列

を含む、請求項２２に記載の組成物。

    【請求項２６】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ

チドの誘導体を含む、ポリペプチド。

    【請求項２７】  水溶性ポリマーを用いて共有結合的に改変されている、請

求項２６に記載のポリペプチド。

    【請求項２８】  前記水溶性ポリマーが、ポリエチレングリコールまたはデ

キストランからなる群より選択される、請求項２７に記載のポリペプチド。

    【請求項２９】  異種のアミノ酸配列に融合された請求項１３、１４または

１５のいずれかに記載のポリペプチドを含む、融合ポリペプチド。

    【請求項３０】  前記異種のアミノ酸配列が、ＩｇＧ定常ドメインまたはそ

のフラグメントである、請求項２９に記載の融合ポリペプチド。

    【請求項３１】  医学的状態を処置、予防または改善するための方法であっ

て、患者に、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチドま

たは請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされるポリ

ペプチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３２】  医学的状態を処置、予防または改善するための方法であっ

て、患者に、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチド、

または請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされるポ

リペプチドの生物学的活性のアゴニストもしくはアンタゴニストを、投与する工

程を包含する、方法。

    【請求項３３】  前記処置、予防または改善される医学的状態が、肝硬変ま

たは肝臓の他の毒性傷害；炎症性腸疾患、粘膜炎、クローン病または他の胃腸管

異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮、水晶体または網膜組織に

対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管に対する損傷；化学療法後

の造血細胞再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連悪液質）、多発性硬化症、
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筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟；脱毛症

；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼吸窮迫症候群、気管支肺異

形成症、急性呼吸促進症候群または他の肺の異常；眼または他の組織の腫瘍；ア

テローム性動脈硬化；高コレステロール血症；糖尿病；肥満；発作；骨粗鬆症；

変形性関節症；変形性関節病；筋萎縮；低筋肉症；除脂肪体重の減少；禿頭症；

しわ；疲労増大；スタミナ減少；心機能低下；免疫系機能不全；癌；パーキンソ

ン病；老年痴呆；アルツハイマー病；および認知機能低下である、請求項３１ま

たは３２のいずれかに記載の方法。

    【請求項３４】  身体の成長または成熟または寿命を調節するための方法で

あって、患者に、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチ

ド、または請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされ

るポリペプチド、またはそれらの活性のアゴニストもしくはアンタゴニストを、

投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３５】  被験体における、病理学的状態または病理学的状態に対す

る感受性を診断する方法であって、以下：

  （ａ）請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチドまたは

請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸分子によってコードされるポリ

ペプチドの発現の、サンプル中での存在または量を決定する工程；および

  （ｂ）該ポリペプチドの発現の存在または量に基づいて、病理学的状態または

病理学的状態に対する感受性を診断する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３６】  デバイスであって、以下：

  （ａ）移植に適切な膜；および

  （ｂ）該膜内にカプセル化された細胞であって、該細胞が、請求項１３、１４

または１５のいずれかに記載のタンパク質を分泌する、細胞

を備え、該膜が、該タンパク質産物に対して透過性であり、そして該細胞に対し

て有害な物質に対して不透過性である、デバイス。

    【請求項３７】  ポリペプチドに結合する化合物を同定する方法であって、

以下：
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  （ａ）請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプチドを化合物

と接触させる工程；および

  （ｂ）該化合物に対する該ポリペプチドの結合の程度を決定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３８】  前記化合物に結合した場合の前記ポリペプチドの活性を決

定する工程をさらに包含する、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  動物におけるポリペプチドのレベルを調節する方法であっ

て、請求項１、２、３または４のいずれかに記載の核酸分子を該動物に投与する

工程を包含する、方法。

    【請求項４０】  請求項１、２、３または４のいずれかに記載の核酸分子を

含む、トランスジェニック非ヒト哺乳動物。

    【請求項４１】  化合物が、ＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリ

ペプチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項４０

に記載のトランスジェニック哺乳動物を該化合物に曝露する工程、および該哺乳

動物中でのＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリペプチド産生を測定す

る工程を包含する、プロセス。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、新規の線維芽細胞増殖因子様（ＦＧＦ様)ポリペプチドおよびそれ

をコードする核酸分子に関する。本発明はまた、ベクター、宿主細胞、抗体、お

よびＦＧＦ様ポリペプチドを産生する方法に関する。ＦＧＦ様ポリペプチドに関

連した疾患の診断および処置のための方法もまた提供される。

      【０００２】

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現および操作における技術の進歩は、ヒト

ゲノムの解読に基づいた新規の治療の発見を大いに加速した。急速な核酸配列決

定技術は、現在、空前の速度で配列情報を生じ得、そしてコンピューターを使用

した分析と結び付いて、ゲノム全体への重複配列の組立ておよびポリペプチドコ

ード領域の同定を可能にする。公知のアミノ酸配列のデータベースコンパイルに

対する推定アミノ酸配列の比較は、以前に同定された配列および／または構造の

顕著な特徴に対する相同性の程度を決定することを可能にする。核酸分子のポリ

ペプチドコード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のた

めのポリペプチド産物を提供する。改変体およびその誘導体を産生するための、

核酸分子およびコードされるポリペプチドの操作は、治療薬剤として使用するた

めの産物に対して有利な特性を与え得る。

      【０００３】

  しかし、過去１０年にわたるゲノム研究におけるかなりの技術進歩にかかわら

ず、ヒトゲノムに基づく新規の治療薬剤の開発可能性は、まだ大部分実現されて

いない。潜在的に有益なタンパク質治療薬剤をコードする多数の遺伝子、または

治療分子について「標的」として作用し得るポリぺプチドをコードする遺伝子は

、同定されていない。さらに、多くのヒト遺伝子からのポリペプチド産物の構造

的および機能的分析は、行われていない。

      【０００４】

  従って、本発明の目的は、診断および治療において利点を有する新規のポリペ
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プチドおよびこれをコードする核酸分子を同定することである。

      【０００５】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規のＦＧＦ様核酸分子およびコードされるポリペプチドに関する

。

      【０００６】

  本発明は、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる群よ

り選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列；

  （ｄ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｃ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【０００７】

  本発明はまた、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる

群より選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドに対して少なくとも約

８０パーセント同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝

臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓から

の分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果

たすか、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１、配列番号３または（ａ）に示すヌクレオチド配列の対立遺

伝子改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１、配列番号３、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の一領域
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であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化す

るか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは

膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において

役割を果たすか、腫瘍形成活性を有するか、または抗体を生成するための抗原と

して役立つ、一領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１、配

列番号３または（ａ）～（ｃ）のうちのいずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｄ）のうち

のいずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【０００８】

  本発明はさらに、以下からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む単離

された核酸分子を提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２に示すポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝
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臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｄ）カルボキシル末端短縮化および／またはアミノ末端短縮化を有する配列

番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされ

るポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵

臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他

の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、また

は腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、カルボキシル末端短縮化

およびアミノ末端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有す

る配列番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コー

ドされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もし

くは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌

後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか

、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

いずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【０００９】

  本発明は、単離されたポリペプチドを提供し、このポリペプチドは、以下から

なる群より選択されるアミノ酸配列を含む：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すアミノ酸配列；および

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物によってコード

されるアミノ酸配列。

      【００１０】

  本発明はまた、以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む単離された

ポリペプチドを提供する：



(15) 特表２００３－５２１８９３

  （ａ）必要に応じてアミノ末端メチオニンをさらに含む、配列番号５または配

列番号６のいずれかに示すアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のいずれかのオルソログについてのアミノ

酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活

性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓も

しくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性に

おいて役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

８０パーセント同一であるアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが

、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖

および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節す

るか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を

有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む、配列番号２または配列番号４の

いずれかに示すアミノ酸配列のフラグメントであって、コードされるポリペプチ

ドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の

増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調

節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、腫瘍形成活性を有

するか、または抗体の生成のための抗原として役立つ、フラグメント；および

  （ｅ）配列番号２または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列；ＡＴＣＣ

受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物によってコードされるアミノ酸配

列；（ａ）、（ｂ）または（ｃ）のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライ

ス改変体についてのアミノ酸配列。

      【００１１】

  本発明はさらに、単離されたポリペプチドを提供し、この核酸分子は、以下か

らなる群より選択されるアミノ酸配列を含む：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配列番号２または配列

番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お
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よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する、配列番号２または

配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチド

が、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増

殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節

するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性

を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号２

または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペ

プチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細

胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型

を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形

成活性を有する、アミノ酸配列。

      【００１２】
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  本発明はまた、上記の核酸分子を含む発現ベクター、本発明の発現ベクターを

含む宿主細胞、ならびにこの宿主細胞を培養する工程および必要に応じてこのよ

うに産生されたポリペプチドを単離する工程を包含するＦＧＦ様ポリペプチドを

産生する方法を提供する。

      【００１３】

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子を含むトランスジェニック非ヒト

動物もまた本発明によって包含される。ＦＧＦ様核酸分子は、発現および増大し

たレベル（これは、増大した循環レベルを含み得る）のＦＧＦ様ポリペプチドを

可能にする様式で動物中に導入される。あるいは、ＦＧＦ様核酸分子は、内因性

ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を妨害するような様式で動物中に導入される（すな

わち、ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子ノックアウトを保有するトランスジェニック

動物を作製する)。トランスジェニック非ヒト動物は、好ましくは哺乳動物であ

り、そしてより好ましくはげっ歯動物（例えば、ラットまたはマウス)である。

好ましくは、ＦＧＦ様導入遺伝子は、アポリポタンパク質のＥプロモーターの制

御下で肝臓において、またはβ－アクチンプロモーターの制御下で普遍的に発現

される。

      【００１４】

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドの誘導体、本発明のＦＧＦ様ポリペプチドの融

合ポリペプチド、および本発明のＦＧＦ様ポリペプチドを特異的に結合する抗体

もまた提供される。

      【００１５】

  本発明のヌクレオチドまたはポリペプチド、およびキャリア、アジュバント、

可溶化剤、安定剤もしくは抗酸化剤、または薬学的に受容可能な他の薬剤を含む

組成物もまた本発明によって包含される。この組成物としては、治療有効量の本

発明のヌクレオチドまたはポリペプチドを含む薬学的組成物が挙げられ得る。こ

のポリペプチドおよび核酸分子を用いる方法もまた、本発明によって包含される

。

      【００１６】

  驚くべきことに、ＦＧＦ様ポリペプチドは、肝臓（ノーザン分析）および膵島
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（インサイチュ分析）において主に発現されるようであり、それにより、これは

、ＦＧＦファミリーの他の全てのメンバーとは区別される。それゆえ、本発明の

ポリペプチドおよびその有用な核酸中間体は、肝臓細胞または膵島細胞をバック

グラウンドから分化させる際に有用性を有し得る。さらに、ＦＧＦ様ポリペプチ

ド発現の局在、ＦＧＦファミリーのメンバーに対するＦＧＦ様ポリペプチドの構

造的類似性、およびＦＧＦ様ポリペプチドが血流（ここで、このポリペプチドは

、遠位の部位に効果を発揮し得る）中に分泌される可能性を考慮すると、本発明

のポリペプチドは、特に、治療薬学的組成物として、肝臓内もしくは肝臓近傍の

細胞の刺激、腸の細胞活性の調節、膵島内もしくは膵島近傍の細胞の刺激、ニュ

ーロン細胞の調節、血管新生の刺激もしくは阻害、肉芽組織の上皮もしくは間葉

成分の刺激、角膜上皮、水晶体もしくは網膜組織の刺激、尿細管の再生、造血細

胞の調節、毛包増殖の調節、肺上皮の調節、または上皮、間葉、造血、ニューロ

ンの細胞もしくは組織の刺激において利益を提供し得る。

      【００１７】

  ＦＧＦ様ポリペプチドはまた、増殖または脂肪沈着インヒビターとして有用で

あり得、それゆえ、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟、肥満または糖尿

病の処置において有用であり得る。ＦＧＦ様ポリペプチドとそれらのレセプター

との相互作用を妨害するインヒビター（例えば、抗体、結合タンパク質または低

分子）は、身体の成長および成熟を刺激する際に有用であり得る。それゆえ、こ

のようなインヒビターは、低身長、成熟遅延または成長ホルモンもしくはそのメ

ディエーターであるインスリン様増殖因子のシグナル伝達の欠損に一般的に関連

している他の状態の処置において有用であり得る。

      【００１８】

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドおよび核酸分子、またはそれらの生物学的活性

のアゴニストもしくはアンタゴニストは、以下のような医学的状態を処置、予防

および／または検出するために治療または診断の目的で使用され得る：肝硬変ま

たは肝臓の他の毒性傷害；炎症性腸疾患、粘膜炎（ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ）、クロ

ーン病、または他の胃腸管異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮

、水晶体または網膜組織に対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管
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に対する損傷；化学療法後の造血細胞再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連

悪液質）、多発性硬化症、筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥

大症）、早熟成熟；脱毛症；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼

吸窮迫症候群、気管支肺異形成症、急性呼吸促進症候群または肺の他の異常；眼

または他の組織の腫瘍；アテローム性動脈硬化；高コレステロール血症；糖尿病

；肥満；発作；骨粗鬆症；変形性関節症（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）；変

形性関節病（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ  ｊｏｉｎｔ  ｄｉｓｅａｓｅ）；筋萎

縮；低筋肉症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ）；除脂肪体重の減少；禿頭症；しわ；疲

労増大；スタミナ減少；心機能低下；免疫系機能不全；癌；パーキンソン病；老

年痴呆；アルツハイマー病；および認知機能低下。本発明は、ＦＧＦ様ポリペプ

チドを動物に投与する工程を包含する、障害の処置、予防または改善を提供する

。本発明はまた、動物におけるそのような障害またはそのような障害に対する感

受性を診断する方法を提供し、この方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現の存在

または量を決定する工程、およびＦＧＦ様ポリペプチドの発現の存在または量に

基づいてこのような障害またはこのような障害に対する感受性を診断する工程の

両方を含む。この動物は、好ましくは哺乳動物であり、そしてより好ましくはヒ

トである。本発明はまた、上記のような障害の処置のための医薬の製造のための

方法に関する。

      【００１９】

  本発明はまた、上記に列挙した同じ疾患の処置のための、および腫瘍の処置の

ための、抗体、またはＦＧＦ様ポリペプチドのそのレセプターに対する結合の他

のインヒビターの使用を提供する。

      【００２０】

  本発明はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合する試験分子を同定する方法を提

供し、ここで、この方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドを試験分子と接触させる工程

、およびこのポリペプチドに対する試験分子の結合程度を決定する工程を包含す

る。この方法はさらに、このような試験分子が、ＦＧＦ様ポリペプチドのアゴニ

ストであるかまたはアンタゴニストであるかを決定する工程を包含する。

      【００２１】
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  本発明はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現またはＦＧＦ様ポリペプチドの活

性に対する分子の影響を試験する方法を提供する。

      【００２２】

  ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を調節し、そしてＦＧＦ様ポリペプチドのレベル

を調節する（すなわち、増大または減少させる）方法もまた、本発明によって包

含される。１つの方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子を動物に

投与する工程を包含する。別の方法では、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を調節す

るエレメントを含む核酸分子が投与され得る。これらの方法の例としては、遺伝

子治療およびアンチセンス治療が挙げられる。

      【００２３】

  （発明の詳細な説明）

  本明細書におけるセクションの見出しは、組織化の目的のみのためであり、そ

こに記載される対象物を限定すると解釈されるべきではない。本出願において引

用される全ての参考文献は明らかに、本明細書中に参考として援用される。

      【００２４】

  （定義）

  用語「ＦＧＦ様核酸分子」とは、配列番号１もしくは配列番号３に記載のヌク

レオチド配列を含むか、または配列番号１もしくは配列番号３に記載のヌクレオ

チド配列から本質的になる核酸分子、配列番号２もしくは配列番号４に記載のポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むか、または配列番号２もしくは

配列番号４に記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列から本質的にな

る核酸分子、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオ

チド配列を含むか、またはＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入

物のヌクレオチド配列から本質的になる核酸分子、あるいはこれらに関連する核

酸分子をいう。

      【００２５】

  関連する核酸分子は、配列番号１もしくは配列番号３に示されるヌクレオチド

配列と約８０％同一であるヌクレオチド配列を含むか、またはこのようなヌクレ

オチド配列から本質的になるか、あるいは配列番号２もしくは配列番号４に示さ
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れるポリペプチドと約８０％同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド

配列を含むか、またはこのようなヌクレオチド配列から本質的になる。好ましい

実施形態において、このヌクレオチド配列は、配列番号１または配列番号３に示

されるヌクレオチド配列に、約８５％、または約９０％、または約９５％、また

は約９６、９７、９８、もしくは９９％同一であるか、あるいはこのヌクレオチ

ド配列は、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチド配列に、約８５

％、または約９０％、または約９５％、または約９６、９７、９８、もしくは９

９％同一であるポリペプチドをコードする。関連する核酸分子はまた、上記のＦ

ＧＦ様核酸分子のフラグメントを含み、このフラグメントは、少なくとも約１６

連続したヌクレオチド、または約１８、または約２０、または約２５、または約

５０、または約７５、または約１００、または約１００より多く連続したヌクレ

オチドである。関連する核酸分子はまた、上記のＦＧＦ様核酸分子のフラグメン

トを含み、このフラグメントは、少なくとも約２５のアミノ酸残基、または約５

０、または約７５、または約１００、または約１００より多くのアミノ酸残基の

ポリペプチドをコードする。

      【００２６】

  関連する核酸分子はまた、少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配

列番号２または配列番号４のいずれかに示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少なくとも１つのＦＧＦ様ポ

リペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列、または少なくとも１つのアミノ

酸の挿入を有する、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリペプチ

ドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少な

くとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列、または

少なくとも１つのアミノ酸の欠失を有する、配列番号２もしくは配列番号４のい

ずれかに示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、こ

のポリペプチドは、少なくとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌ

クレオチド配列を含む。関連する核酸分子はさらに、Ｃ末端短縮化および／また

はＮ末端短縮化を有する、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリ

ペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは
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、少なくとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列を

含む。関連する核酸分子はまた、アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、

Ｃ末端短縮化およびＮ末端短縮化からなる群より選択される改変の組合せを有す

る、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリペプチドをコードする

ヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少なくとも１つのＦ

ＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列を含む。

      【００２７】

  関連するＦＧＦ様核酸分子は、本明細書に定義される中程度または高度にスト

リンジェントな条件下で、上記の核酸分子のいずれかの相補体とハイブリダイズ

するヌクレオチド配列を含むような分子を含む。好ましい実施形態では、関連す

る核酸分子は、中程度もしくは高度にストリンジェントな条件下で、配列番号１

または配列番号３に示される配列とハイブリダイズする配列、またはポリペプチ

ド（このポリペプチドは、配列番号２または４に示される配列を含む）をコード

する分子とハイブリダイズする配列、または上記に定義される核酸フラグメント

とハイブリダイズする配列、または上記に定義されるポリペプチドをコードする

核酸フラグメントとハイブリダイズする配列を含む。関連する核酸分子が上記の

核酸のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライス改変体を含むこと、そして

上記のヌクレオチド配列のいずれかに相補的である配列を含むこともまた理解さ

れる。

      【００２８】

  用語「単離された核酸分子」とは、天然で会合している少なくとも１つの夾雑

核酸分子を含まない、そして好ましくは、タンパク質産生またはその治療的使用

もしくは診断的使用におけるその使用を妨害する何の他の夾雑哺乳動物核酸分子

をも実質的に含まない、本発明の核酸分子をいう。

      【００２９】

  用語「対立遺伝子改変体」とは、生物または生物集団の染色体上の所定の遺伝

子座を占める、いくつかの可能性のある天然に存在する別の形態の遺伝子の１つ

をいう。

      【００３０】
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  用語「スプライス改変体」とは、ＲＮＡ転写物中のイントロン配列の選択的プ

ロセシングによって生成される核酸分子（通常、ＲＮＡ）をいう。

      【００３１】

  用語「発現ベクター」とは、宿主細胞における増殖に適切であり、かつ挿入さ

れた異種核酸配列の発現を指向および／または制御する核酸配列を含む、ベクタ

ーをいう。発現は、転写、翻訳およびＲＮＡスプライシング（イントロンが存在

する場合）のようなプロセスを含むがこれらに限定されない。

      【００３２】

  用語「高度なストリンジェンシーの条件」とは、以下の条件をいう：(1)洗浄

に関して低イオン強度試薬および高温（例えば、５０℃にて０．０１５Ｍ  Ｎａ

Ｃｌ／０．００１５Ｍ  クエン酸ナトリウム／０．１％  ＮａＤｏｄＳＯ4（Ｓ

ＤＳ））を用いる条件、または（２）ハイブリダイゼーションの間に、ホルムア

ミドのような変性剤を用いる条件（例えば、４２℃での、０．１％ウシ血清アル

ブミン、０．２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．１％ポリビニルピロリドン、５０ｍＭリ

ン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．５）、７５０ｍＭ  ＮａＣｌおよび７５ｍＭク

エン酸ナトリウムを有する５０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）ホルムアミド）。別の例は

、０．２×ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中での４２℃での洗浄を伴う、４２℃

での５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５Ｍ  ＮａＣｌ、０．０７５Ｍク

エン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロ

リン酸ナトリウム、５×デンハルト溶液、超音波処理したサケ精子ＤＮＡ（５０

μｇ／ｍｌ）、０．１％  ＳＤＳおよび１０％デキストラン硫酸の使用である。

      【００３３】

  用語「中程度なストリンジェンシーの条件」とは、上記よりもストリンジェン

トの低い、洗浄溶液およびハイブリダイゼーションの条件（例えば、温度、イオ

ン強度、およびＳＤＳの百分率）の使用を一般に含む条件を言う。中程度にスト

リンジェントな条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ  Ｎ

ａＣｌ、１５ｍＭ  クエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ

７．６）、５×デンハルト溶液、１０％デキストラン硫酸および２０μｌ／ｍｌ

の変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中での３７℃での一晩のインキュベーショ
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ン、続いて、約３７℃～５０℃での１×ＳＳＣ中での洗浄のような条件である。

当業者は、プローブの長さなどの要因に適合するように必要に応じて温度、イオ

ン強度などをどのようにして調整するかを認識する。

      【００３４】

  オリゴヌクレオチドプローブを用いてｃＤＮＡライブラリーまたはゲノムライ

ブラリーをスクリーニングする特定の好ましい実施形態では、標的配列に対する

オリゴヌクレオチドプローブの融解温度（Ｔm）に依存する高ストリンジェンシ

ー条件が用いられる。Ｔmは、以下の式（Ｂｏｌｔｏｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．４８：１３９０（１９６２））を用いて評価

され得る：

  Ｔm＝８１．５－１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－（

６００／Ｎ）

  ここで、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイゼーション（または洗浄）溶液中でのナ

トリウムイオン濃度であり；

  ％Ｇ＋Ｃは、オリゴヌクレオチドプローブ中でのグアニンおよびシトシンの含

有量であり；そして

  Ｎは、ヌクレオチド中のプローブの長さである。

      【００３５】

  高ストリンジェンシー溶液の一例は、オリゴヌクレオチドプローブの長さに依

存して、３５℃～６３℃の温度での６×ＳＳＣおよび０．０５％ピロリン酸ナト

リウムである。例えば、特定の実施形態によれば、１４塩基対のプローブは３５

℃～４０℃で洗浄され、１７塩基のプローブは４５℃～５０℃で洗浄され、２０

塩基対のプローブは５２℃～５７℃で洗浄され、そして２３塩基対のプローブは

５７℃～６３℃で洗浄される。バックグラウンドの非特異的結合が高く出現する

場合、温度を２℃～３℃上昇させ得る。第２の高ストリンジェンシー溶液は、オ

リゴヌクレオチドプローブを洗浄するために塩化テトラメチルアンモニウム（Ｔ

ＭＡＣ）を利用する。１つのストリンジェントな洗浄溶液は、３Ｍ  ＴＭＡＣ、

５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ  ８．０および０．２％  ＳＤＳである。こ

の溶液を用いた洗浄温度は、プローブの長さの関数である。例えば、１４塩基対
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のプローブは３５℃～４０℃で洗浄され、１７塩基対のプローブは約４５℃～５

０℃で洗浄され、２０塩基対のプローブは５２℃～５７℃で洗浄され、そして２

３塩基対のプローブは５７℃～６３℃で洗浄される。

      【００３６】

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド」とは、配列番号２または配列番号４および関連

するポリペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプチドをいう。関連するポリペプ

チドとしては、以下が挙げられる：対立遺伝子改変体；スプライス改変体；フラ

グメント；誘導体；置換改変体、欠失改変体、および／または挿入改変体；融合

ポリペプチド；ならびにオルソログ。ＦＧＦ様ポリペプチドは、本明細書に定義

されるような成熟ポリペプチドであり得、そしてこれらを調製する方法に依存し

て、アミノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

      【００３７】

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチドフラグメント」とは、配列番号２または配列番号

４に示されるＦＧＦ様ポリペプチドの全長未満のアミノ酸配列を含む、ペプチド

またはポリペプチドをいう。このようなフラグメントは、例えば、アミノ末端で

の短縮化、カルボキシル末端の短縮化、および／またはアミノ酸配列からの残基

の内部欠失から生じ得る。ＦＧＦ様フラグメントは、選択的ＲＮＡスプライシン

グからか、またはインビボプロテアーゼ活性から生じ得る。

      【００３８】

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド改変体」とは、配列番号２または配列番号４に記

載のＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸配列に比べて、１つ以上のアミノ酸配列の

置換、欠失および／または付加を含むアミノ酸配列を含むＦＧＦ様ポリペプチド

をいう。改変体は、天然に存在し得るか、または人工的に構築され得る。このよ

うなＦＧＦ様ポリペプチド改変体は、このような改変体をコードする対応する核

酸分子から調製され得る。この核酸分子は、配列番号１または配列番号３に記載

の野生型ＦＧＦ様ポリペプチドについてのＤＮＡ配列から、それに応じて変化し

ているＤＮＡ配列を有する。

      【００３９】

  用語「ＦＧＦ様融合ポリペプチド」とは、ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグ
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メント、改変体または誘導体と、異種ペプチドまたはポリペプチドとの融合物を

いう。

      【００４０】

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体」とは、例えば、１つ以上のポリマー（水

溶性ポリマー、Ｎ結合型糖質、Ｏ結合型糖質、糖、リン酸、および／または他の

このような分子を含むがこれらに限定されない）の共有結合によって、化学的に

修飾されている、ＦＧＦ様ポリペプチド、その改変体またはフラグメントをいう

。この誘導体は、ポリペプチドに結合した分子の種類または位置のいずれかの点

で、天然に存在するＦＧＦ様ポリペプチドとは異なる様式で改変される。誘導体

はさらに、ＦＧＦ様ポリペプチドに天然に結合された１つ以上の化学基の欠失を

含む。

      【００４１】

  用語「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド」、「生物学的に活性なＦＧＦ

様ポリペプチドフラグメント」、「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド改変

体」、および「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド誘導体」とは、ＦＧＦ様

ポリペプチドの少なくとも１つの活性の特徴（例えば、肝臓内もしくは肝臓近傍

の細胞の刺激、腸の細胞活性の調節、膵島内または膵島近傍の細胞の刺激、ニュ

ーロン細胞の刺激、血管新生の刺激もしくは阻害、肉芽組織の上皮もしくは間葉

成分の刺激、角膜上皮、水晶体もしくは網膜組織の刺激、尿細管の再生、造血細

胞の調節、毛包増殖の調節、肺上皮の調節、または上皮、間葉、造血、ニューロ

ンのいずれかの細胞もしくは組織の刺激）を有するＦＧＦ様ポリペプチド（この

ポリペプチドは、配列番号４のアミノ酸配列を含む）をいう。一般に、ＦＧＦ様

ポリペプチド、ならびにその改変体、フラグメントおよび誘導体は、上記に列挙

した活性のような、ＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つの活性の特徴を有す

る。さらに、ＦＧＦ様ポリペプチドは、免疫原として活性であり得る（すなわち

、このポリペプチドは、抗体が惹起され得る少なくとも１つのエピトープを含む

）。

      【００４２】

  「天然に存在する」とは、生物学的材料（例えば、核酸分子、ポリペプチド、
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宿主細胞など）に関連して使用される場合、天然に見出されるが、ヒトによって

操作されていないものをいう。

      【００４３】

  用語「単離されたポリペプチド」とは、その天然の環境において見出される少

なくとも１つの夾雑ポリペプチドを含まない、好ましくはタンパク質産生または

その治療的使用もしくは診断的使用におけるその使用を妨害する何の他の夾雑哺

乳動物ポリペプチドをも実質的に含まない、本発明のポリペプチドをいう。好ま

しくは、本発明の核酸分子をいう。

      【００４４】

  用語「オルソログ」とは、異なる種から同定されたポリペプチドに対応するポ

リペプチドをいう。例えば、マウスおよびヒトのＦＧＦ様ポリペプチドは、互い

にオルソログとみなされる。

      【００４５】

  用語「成熟ＦＧＦ様ポリペプチド」とは、リーダー配列を欠くポリペプチドを

いい、そしてポリペプチドの他の改変（例えば、アミノ末端（リーダー配列を有

するかまたは有さない）および／またはカルボキシル末端のタンパク質分解プロ

セシング、リーダー前駆体からの、より小さなポリペプチドの切断、Ｎ結合型お

よび／またはＯ結合型グリコシル化、ならびに当業者によって理解される他の翻

訳後修飾もまた含み得る。

      【００４６】

  用語「有効量」および「治療的に有効な量」とは、上記のＦＧＦ様ポリペプチ

ドの観察可能なレベルの１つ以上の生物学的活性を支持するために有用な、また

は必要なＦＧＦ様ポリペプチドの量をいう。

      【００４７】

  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  用語「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」は、当該分野で公知のように、２つ以上

のポリペプチド分子の配列間の関係、または２つ以上の核酸分子の配列間の関係

であって、これらの配列を比較することによって決定される、関係をいう。当該

分野では、「同一性」はまた、場合によって、ヌクレオチド配列のストリング間
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またはアミノ酸配列のストリング間の一致により決定された、ポリペプチド分子

配列間または核酸分子配列間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」は、特

定の算術モデルのコンピュータープログラム（すなわち、アルゴリズム）によっ

て扱われた、ギャップ整列を伴った２つ以上の配列の間の同一の一致のパーセン

トを測定する。

      【００４８】

  用語「類似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）」は、関連した概念であるが、「同一

性」とは対照的に、同一の一致および保存的置換の一致の両方を含む類似性の尺

度をいう。保存的置換はポリペプチドに適用され、そして核酸分子には適用され

ないので、類似性は、ポリペプチド配列の比較のみを扱う。２つのポリペプチド

配列が、例えば、２０個のうちの１０個が同一のアミノ酸を有し、そして残りが

全て非保存的置換であるならば、同一性パーセントおよび類似性パーセントは、

両方とも５０％である。同じ例で、さらに５つの位置において保存的置換がある

ならば、同一性パーセントは、５０％のままであるが、類似性パーセントは７５

％（２０のうちの１５）である。従って、保存的置換が存在する場合、２つのポ

リペプチド配列の間の類似性の程度は、これらの２つの配列の間の同一性パーセ

ントよりも高い。

      【００４９】

  用語「保存的アミノ酸置換」は、その位置でのアミノ酸残基の極性にも電荷に

もほとんどまたは全く影響のないような、非ネイティブな残基による、ネイティ

ブなアミノ酸残基の置換をいう。例えば、保存的置換は、ポリペプチド中の非極

性残基の、任意の他の非極性残基による置換から生じる。さらに、ポリペプチド

中の任意のネイティブな残基はまた、「アラニンスキャニング変異誘発」について

以前に記載された（Ｃｕｎｎｉｇｈａｍら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１０８１

－８５（１９８９））ように、アラニンで置換され得る。保存的アミノ酸置換に

ついての一般的法則を、表Ｉに示す。

      【００５０】

【表１】
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  保存的アミノ酸置換はまた、生物学的系における合成ではなく、化学的ペプチ

ド合成によって代表的に取り込まれる、天然に存在しないアミノ酸残基を包含す

る。これらとしては、ペプチド模倣物、および他の逆形態（ｒｅｖｅｒｓｅｄ  
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ｆｏｒｍ）または逆転した形態（ｉｎｖｅｒｔｅｄ  ｆｏｒｍ）のアミノ酸部分

が挙げられる。

      【００５１】

  アミノ酸配列に対する保存的な改変（およびコードするヌクレオチドに対する

対応する改変）は、天然に存在するＦＧＦ様ポリペプチドの機能的特徴および化

学的特徴に類似した機能的特徴および化学的特徴を有するＦＧＦ様ポリペプチド

を生成すると予想される。対照的に、ＦＧＦ様ポリペプチドの機能的特徴および

／または化学的特徴における実質的な改変は、以下を維持することに対するその

効果が顕著に異なる置換を選択することによって達成され得る：（ａ）置換領域

における分子骨格の構造（例えば、シートコンホメーションもしくはらせんコン

ホメーション）、（ｂ）標的部位における分子の電荷もしくは疎水性、または（

ｃ）大部分の側鎖。天然に存在する残基は、側鎖の共通の特性に基づいてグルー

プに分けられ得る：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性で親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；

  ４）塩基性：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の方向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

      【００５２】

  非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のクラス由来

のメンバーへの交換を含み得る。このような置換された残基は、ヒトＦＧＦ様ポ

リペプチドのうちの非ヒトＦＧＦ様ポリペプチドと相同性である領域、またはこ

の分子のうちの非相同性領域に導入され得る。

      【００５３】

  関連した核酸分子およびポリペプチドの同一性および類似性は、以下に記載さ

れる方法を含むがこれらに限定されない、公知の方法によって容易に算出され得

る：Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａ．

Ｍ．Ｌｅｓｋ編，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ  １９８８
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）；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｇｅｎｏｍ

ｅ  Ｐｒｏｊｅｃｔｓ（Ｄ．Ｗ．Ｓｍｉｔｈ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ

  １９９３）；Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

  Ｄａｔａ（第１部，Ａ．Ｍ．ＧｒｉｆｆｉｎおよびＨ．Ｇ．Ｇｒｉｆｆｉｎ編

，Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ  １９９４）；Ｇ．ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｌｅ，Ｓｅｑ

ｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９８７）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓ

ｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ（Ｍ．ＧｒｉｂｓｋｏｖおよびＪ．Ｄｅｖｅｒｅｕｘ編，Ｍ

．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ  １９９１）；ならびにＣａｒｉｌｌｏら，Ｓ

ＩＡＭ  Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ．４８：１０７３（１９８８）。

      【００５４】

  同一性および／または類似性を決定するための好ましい方法は、試験される配

列の間で最大の一致を与えるように設計される。同一性および類似性を決定する

ための方法は、公に利用可能なコンピュータープログラムにおいて体系化される

。２つの配列の間の同一性および類似性を決定するために好適なコンピューター

プログラム方法としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＧＡＰ（

Ｄｅｖｅｒｅｕｘら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：３８７（１９８４）

；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  

ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳ

ＴＮおよびＦＡＳＴＡ（Ａｔｓｃｈｕｌら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４

０３－１０（１９９０））を含むＧＣＧプログラムパッケージ。ＢＬＡＳＴ  Ｘ

プログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（Ａｌｔｓｃ

ｈｕｌら，ＢＬＡＳＴ  Ｍａｎｕａｌ（ＮＣＢ  ＮＬＭ  ＮＩＨ，Ｂｅｔｈｅｓ

ｄａ，ＭＤ）；Ａｌｔｓｃｈｕｌら，１９９０，前出）から公に利用可能である

。周知のＳｍｉｔｈ  Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムもまた、同一性を決定する

ために用いられ得る。

      【００５５】

  例えば、コンピューターアルゴリズムＧＡＰ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ



(32) 特表２００３－５２１８９３

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ）を使用して、配列同一性パーセントが決定されるべき２つ

のポリペプチドは、それらのそれぞれのアミノ酸の最適の一致（このアルゴリズ

ムによって決定したときの「一致したスパン（ｍａｔｃｈｅｄ  ｓｐａｎ）」）

について整列される。ギャップオープニングペナルティー（ｇａｐ  ｏｐｅｎｉ

ｎｇ  ｐｅｎａｌｔｙ）（これは、平均ダイアゴナルの３倍として計算され；「

平均ダイアゴナル」は、使用される比較マトリクスのダイアゴナルの平均であり

；「ダイアゴナル」は、特定の比較マトリクスによってそれぞれの完全なアミノ

酸一致に割り当てられるスコアまたは数である）およびギャップエクステンショ

ンペナルティー（これは、通常ギャップオープニングペナルティーの０．１倍で

ある）、ならびにＰＡＭ２５０またはＢＬＯＳＵＭ６２のような比較マトリクス

がこのアルゴリズムとともに使用される。標準比較マトリクス（ＰＡＭ２５０比

較マトリクスについてＤａｙｈｏｆｆら、５  Ａｔｌａｓ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉ

ｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（補遺３  １９７８）を参

照のこと；ＢＬＯＳＵＭ６２比較マトリクスについてＨｅｎｉｋｏｆｆら、Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１９（１９９

２）を参照のこと）もまたこのアルゴリズムによって使用される。

      【００５６】

  ポリペプチドの配列比較に好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられる

：

  アルゴリズム（Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）：ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃ

ｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－５３（１９７０）、

  比較マトリクス（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ）：ＢＬＯＳＵＭ  ６

２、Ｈｅｎｉｋｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ.Ｓ.Ａ.

８９：１０９１５－１９（１９９２）より、

  ギャップペナルティー（Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：１２、

  ギャップレングスペナルティー（Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：

４、

  類似性の閾値（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏｆ  Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）：０。

      【００５７】
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  ＧＡＰプログラムは、上記パラメーターについて有用である。上記パラメータ

ーは、ＧＡＰアルゴリズムを使用してポリペプチド比較についてのデフォルトパ

ラメーター（末端ギャップについてペナルティーなしで）である。

      【００５８】

  核酸分子の配列比較について好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられ

る：

  アルゴリズム：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら，Ｊ．Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ．４８：４４３

－５３（１９７０）、

  比較マトリクス：一致＝＋１０、不一致＝０、

  ギャップペナルティー：５０、

  ギャップレングスペナルティー：３。

      【００５９】

  ＧＡＰプログラムはまた、上記パラメーターについて有用である。上記パラメ

ーターは、核酸分子比較についてのデフォルトパラメーターである。

      【００６０】

  他の例示的なアルゴリズム、ギャップオープニングペナルティー、ギャップエ

クステンションペナルティー、比較マトリクス、類似性の閾値などが当業者によ

って使用され得、これには、Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９，１９９７年９月に記載されるものを

含む。なされる特定の選択は、なされる特定の比較（例えば、ＤＮＡ－ＤＮＡ間

、タンパク質－タンパク質間、タンパク質－ＤＮＡ間）；さらに、比較が所定の

配列対の間でなされる（この場合、ＧＡＰまたはＢｅｓｔＦｉｔが一般的に好ま

しい）か、一つの配列と大きな配列データベースとの間（この場合、ＦＡＳＴＡ

またはＢＬＡＳＴＡが好ましい）でなされるか）に依存する。

      【００６１】

  単離されたマウスｃＤＮＡ（マウスＦＧＦ様タンパク質；配列番号３）の配列

分析は、これが、ＦＧＦファミリーのタンパク質の新規のメンバーをコードする

ことを示した。マウスＦＧＦ様遺伝子は、２１０アミノ酸のタンパク質をコード

する６３０ｂｐのオープンリーディングフレームを含む（図１）。このマウス配
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列を用いて、ヒトＦＧＦ様オルソログを同定した。４つのヒトＦＧＦ様ポリペプ

チドｃＤＮＡクローンの配列分析は、ヒトＦＧＦ様遺伝子が、２０９アミノ酸の

タンパク質をコードする６２７ｂｐのオープンリーディングフレームを含むこと

を示した（図２Ａ～図２Ｂ）。

      【００６２】

  図３Ａ～図３Ｄは、ヒトＦＧＦ様タンパク質、マウスＦＧＦ様タンパク質およ

びＦＧＦファミリーの他のメンバーのアミノ酸配列整列を図示する。Ｓｗｉｓｓ

ｐｒｏｔデータベースのＦＡＳＴＡプログラムを用いた推定マウスＦＧＦ様ポリ

ペプチドのコンピューター分析は、このタンパク質がマウスＦＧＦ－６、ＦＧＦ

－１５およびＦＧＦ－４に最も密接に関連していることを示した。ＧＡＰプログ

ラムを用いて、マウスＦＧＦ様ポリペプチドは、マウスＦＧＦ－６に対して３２

％同一であり、そしてマウスＦＧＦ－４に対して２８％同一であることが見出さ

れた。コンピューター分析はまた、マウスＦＧＦ様ポリペプチドが、ＦＧＦ－６

、ＦＧＦ－４およびＦＧＦ－１５と同様に、しかし、ＦＧＦ－１およびＦＧＦ－

２とは対照的に、そのアミノ末端に潜在的シグナルペプチドを保有することを示

した。マウスＦＧＦ様ポリペプチドは、ヒトＦＧＦ様タンパク質に対して７９％

同一である。

      【００６３】

  （核酸分子）

  本明細書中で使用される組換えＤＮＡ方法は、一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅ

ｓｓ，１９８９）および／またはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕ

ｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．およびＷｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９４）

に記載される方法である。

      【００６４】

  本発明は、本明細書中に記載される核酸分子およびこのような分子を得るため

の方法を提供する。ＦＧＦ様ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードする
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遺伝子またはｃＤＮＡがゲノムライブラリーもしくはｃＤＮＡライブラリーのハ

イブリダイゼーションスクリーニングによって、またはＰＣＲ増幅によって得ら

れ得る。ハイブリダイゼーションによってライブラリーをスクリーニングするた

めに有用なプローブまたはプライマーは、同じ遺伝子ファミリーまたは関連した

遺伝子ファミリーからの他の公知の遺伝子または遺伝子フラグメント（例えば、

保存されたモチーフなど）についての配列情報に基づいて作製され得る。さらに

、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子が一つの種から同定された場合、そ

の遺伝子の全てまたは一部は、他の種からの対応する遺伝子(オルソログ）また

は同じ種からの関連する遺伝子（ホモログ）を同定するためのプローブとして使

用され得る。プローブまたはプライマーは、ＦＧＦ様遺伝子を発現すると考えら

れる種々の組織供給源由来のｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために

使用され得る。さらに、配列番号１または配列番号３に示す配列を有する核酸分

子の一部または全てを使用してゲノムライブラリーをスクリーニングして、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドをコードする遺伝子を同定および単離し得る。代表的には、中

程度または高度のストリンジェンシーの条件は、スクリーニングのために使用さ

れてスクリーニングから得られた偽陽性の数を最小にする。

      【００６５】

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子はまた、発現クローニング（これ

は、発現されたタンパク質の特性に基づく陽性クローンの検出を使用する）によ

って同定され得る。代表的には、核酸ライブラリーは、発現されそして宿主細胞

表面に提示されたクローン化タンパク質への抗体または他の結合パートナー（例

えば、レセプターまたはリガンド）の結合によってスクリーニングされる。抗体

または結合パートナーは、検出可能な標識を用いて修飾されて、所望のクローン

を発現する細胞が同定される。

      【００６６】

  ＦＧＦ様ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードする核酸分子を調製す

る別の手段は、Ｅｎｇｅｌｓら，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．２８

：７１６－３４（１９８９）に記載される化学合成のような、当業者に周知の方

法を使用する化学合成である。これらの方法としては、特に、核酸合成のための
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ホスホトリエステル、ホスホルアミダイト、およびＨ－ホスホネート法が挙げら

れる。このような化学合成のために好ましい方法は、標準的なホスホルアミダイ

ト化学を使用するポリマー支持合成である。代表的には、ＦＧＦ様ポリペプチド

をコードするＤＮＡは、数百ヌクレオチド長である。約１００ヌクレオチドより

も長い核酸は、これらの方法を使用していくつかのフラグメントとして合成され

得る。次いで、このフラグメントは一緒に連結されて、全長ＦＧＦ様ポリペプチ

ドを形成し得る。通常、ポリペプチドのアミノ末端をコードするＤＮＡフラグメ

ントは、ＡＴＧ（これは、メチオニン残基をコードする）を有する。このメチオ

ニンは、宿主細胞中で産生されるポリペプチドが、その細胞から分泌されるよう

に設計されるか否かに依存して、ＦＧＦ様ポリペプチドの成熟形態に存在しても

よいし存在しなくてもよい。

      【００６７】

  いくつかの場合、ＦＧＦ様ポリペプチド改変体をコードする核酸分子を調製す

ることが所望され得る。改変体をコードする核酸分子は、部位特異的変異誘発、

ＰＣＲ増幅または他の適切な方法を用いて産生され得、ここで、プライマーは、

所望の点変異を有する（変異誘発技術の説明については、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，

前出およびＡｕｓｕｂｅｌら，前出を参照のこと）。Ｅｎｇｅｌｓら，前出によ

って記載される方法を用いた化学合成もまた、このような改変体を調製するため

に用いられ得る。当業者に公知の他の方法もまた使用され得る。

      【００６８】

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所定の宿主細胞におけるＦＧＦ様ポ

リペプチドの最適な発現のために変更されているコドンを含む。特定のコドンの

変更は、発現について選択されるＦＧＦ様ポリペプチドおよび宿主細胞に依存す

る。このような「コドン最適化」は、種々の方法によって、例えば、所定の宿主

細胞において高度に発現される遺伝子における使用に好ましいコドンを選択する

ことによって行われ得る。高度に発現される細菌遺伝子のコドンの優先度につい

ての「Ｅｃｏｈｉｇｈ．  Ｃｏｄ」のようなコドン頻度の表を組み込むコンピュ

ーターアルゴリズムが使用され得、そしてＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓ

ｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  
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Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩによって提供されている

。他の有用なコドン頻度の表としては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ

」、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｌｏｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ｈｉｇ

ｈ．ｃｏｄ」、「Ｈｕｍａｎ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ  ｈｉｇｈ．

ｃｏｄ」、および「Ｙｅａｓｔ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」が挙げられる。

      【００６９】

  他の実施形態において、核酸分子は、上で定義されるような保存的アミノ酸置

換をともなうＦＧＦ様改変体、一つ以上のＮ結合型グリコシル化部位またはＯ結

合型グリコシル化部位の付加および／または欠失を含むＦＧＦ様改変体、一つ以

上のシステイン残基の欠失および／または置換を含むＦＧＦ様改変体、あるいは

上記のＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントをコードする。さらに、核酸分子は、

本明細書中に記載されるＦＧＦ様改変体、フラグメント、および融合ポリペプチ

ドの任意の組み合わせをコードし得る。

      【００７０】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子は、標準的な連結技術を使用して

適切な発現ベクターに挿入される。ベクターは、代表的には、使用される特定の

宿主細胞において機能的である（すなわち、ベクターは、遺伝子の増幅および／

または遺伝子の発現が生じ得るように宿主細胞機構と適合性である）ように選択

される。ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子は、原核生物、酵母、昆虫

（バキュロウイルス系）および／または真核生物宿主細胞において増幅／発現さ

れ得る。宿主細胞の選択は、ＦＧＦ様ポリペプチドが翻訳後修飾（例えば、グリ

コシル化および／またはホスホリル化）されるか否かに一部依存する。そうなら

、酵母、昆虫または哺乳動物宿主細胞が好ましい。発現ベクターの総説について

、１８５  Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．（Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ

  Ｐｒｅｓｓ  １９９０）を参照のこと。

      【００７１】

  代表的には、宿主細胞のいずれかにおいて使用される発現ベクターは、プラス

ミド維持のための配列ならびに外因性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発
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現のための配列を含む。このような配列（特定の実施形態において集合的に「隣

接配列」と呼ばれる）は、代表的には、以下のヌクレオチド配列のうちの１つ以

上を含む：プロモーター、１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配

列、ドナースプライス部位およびアクセプタースプライス部位を含む完全イント

ロン配列、分泌のためのリーダー配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配

列、発現されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領

域、および選択マーカーエレメント。これらの配列の各々は以下に議論される。

      【００７２】

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」配列、すなわちＦＧＦ様ポリペプチドコ

ード配列の５’末端または３’末端に位置するオリゴヌクレオチド分子を含み得

；このオリゴヌクレオチド分子は、ポリＨｉｓ（例えば、ヘキサＨｉｓ）、ある

いは市販の抗体が存在する、ＦＬＡＧ、ＨＡ（ヘマグルチニン（ｈｅｍａｇｌｕ

ｔｉｎｉｎ）インフルエンザウイルス）またはｍｙｃのような他の「タグ」をコ

ードする。このタグは、代表的にはポリペプチドの発現時にポリペプチドに融合

され、そしてタグは宿主細胞からのＦＧＦ様ポリペプチドのアフィニティー精製

のための手段として役立ち得る。アフィニティー精製は、例えば、タグに対する

抗体をアフィニティーマトリクスとして使用してカラムクロマトグラフィーによ

って達成され得る。必要に応じて、タグは後に、切断のために特定のペプチダー

ゼを使用するような種々の手段によって、精製されたＦＧＦ様ポリペプチドから

除去され得る。

      【００７３】

  隣接配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種および／または株由来）、異

種（すなわち、宿主細胞の種または株とは異なる種または株由来）、ハイブリッ

ド（すなわち、１つより多い供給源由来の隣接配列の組み合わせ）もしくは合成

であり得るか、または隣接配列は、ＦＧＦ様発現を制御するように通常機能する

ネイティブな配列であり得る。このように、隣接配列の供給源は、隣接配列が宿

主細胞機構において機能的であり活性化され得るならば、任意の原核生物、任意

の真核生物、任意の脊椎動物生物、任意の無脊椎動物生物、または任意の植物で

あり得る。
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      【００７４】

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野で周知のいくつかの方法のい

ずれかによって得られ得る。代表的には、ＦＧＦ様遺伝子に隣接する配列以外の

本明細書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エンドヌクレア

ーゼ消化によって以前に同定されており、従って適切な制限エンドヌクレアーゼ

を使用して適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場合において、１以

上の隣接配列の全ヌクレオチド配列が公知であり得る。ここで、隣接配列は、核

酸合成またはクローニングについて上記で記載される方法を使用して合成され得

る。

      【００７５】

  隣接配列の全てまたは一部のみが公知である場合、隣接配列は、ＰＣＲを使用

して、そして／またはゲノムライブラリーを同じかもしくは別の種由来の適切な

オリゴヌクレオチドおよび／もしくは隣接配列フラグメントでスクリーニングす

ることによって得られ得る。

      【００７６】

  隣接配列が公知でない場合、隣接配列を含むＤＮＡフラグメントは、例えば、

コード配列または別の遺伝子でさえ含み得る、より大きなＤＮＡ片から単離され

得る。単離は、制限エンドヌクレアーゼ消化によって適切なＤＮＡフラグメント

を産生し、続いてアガロースゲル精製、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）（Ｖａｌｅｎ

ｃｉａ，ＣＡ）カラムクロマトグラフィー、または当業者に公知の他の方法を使

用して単離することによって達成され得る。この目的を達成するための適切な酵

素の選択は、当業者に容易に明らかである。

      【００７７】

  複製起点は、代表的に、商業的に購入される原核生物発現ベクターの一部であ

り、この開始点は、宿主細胞におけるベクターの増幅に役立つ。特定のコピー数

へのベクターの増幅は、いくつかの場合には、ＦＧＦ様ポリペプチドの最適の発

現に重要であり得る。選り抜きのベクターが複製起点部位を含まない場合、これ

は、公知の配列に基づいて化学的に合成され得、そしてベクターに連結され得る

。例えば、プラスミドｐＢＲ３２２（製品番号３０３－３ｓ、Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌ
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ａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）からの複製起点は、大部分の

グラム陰性細菌に適切であり、そして種々の起点（例えば、ＳＶ４０、ポリオー

マ、アデノウイルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）あるいはＨＰＶまたはＢ

ＰＶのようなパピローマウイルス）が、哺乳動物細胞におけるベクターをクロー

ニングするために有用である。一般的に、複製起点の構成要素は、哺乳動物発現

ベクターに必要ではない（例えば、ＳＶ４０の起点は、しばしば、初期プロモー

ターを含むという理由だけで使用される）。

      【００７８】

  転写終結配列は、代表的に、ポリペプチドコード領域の末端の３’側に位置し

、転写を終結させるために役立つ。通常、原核生物細胞における転写終結配列は

、Ｇ－Ｃリッチフラグメントであり、これにはポリＴ配列が続く。この配列はラ

イブラリーから容易にクローニングされるかまたはベクターの一部として商業的

に購入さえされるが、この配列は上記に記載されるような核酸合成のための方法

を使用して容易に合成され得る。

      【００７９】

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地で増殖される宿主細胞の生存

および増殖に必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝子は、

以下のタンパク質をコードする：（ａ）原核生物宿主細胞に抗生物質または他の

毒素（例えば、アンピシリン、テトラサイクリン、またはカナマイシン）に対す

る耐性を与えるタンパク質、（ｂ）細胞の栄養要求性欠損を補完するタンパク質

；または（ｃ）複合培地から入手可能でない重要な栄養素を供給するタンパク質

。好ましい選択マーカーは、カナマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子

およびテトラサイクリン耐性遺伝子である。ネオマイシン耐性遺伝子はまた、原

核生物宿主細胞および真核生物宿主細胞における選択に使用され得る。

      【００８０】

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の生成に非常に必要である遺伝子が、組換え細胞の連

続的生成の染色体内でタンデムに繰り返されるプロセスである。哺乳動物細胞に

適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）およ
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びチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体を、この形質転換体

のみがベクターに存在する選択遺伝子によって生存するのに独特に適合する淘汰

圧下に配置する。培地中の選択因子の濃度が連続的に変化する条件下で形質転換

された細胞を培養し、それによって選択遺伝子とＦＧＦ様ポリペプチドをコード

するＤＮＡとの両方の増幅を導くことによって、淘汰圧がかせられる。結果とし

て、増加した量のＦＧＦ様ポリペプチドが増幅されたＤＮＡから合成される。

      【００８１】

  リボソーム結合部位は、通常ｍＲＮＡの転写開始に必要とされ、そしてＳｈｉ

ｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核生物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）に

より特徴付けられる。このエレメントは典型的に、プロモーターに対して３’に

位置し、そして発現されるＦＧＦ様ポリペプチドのコード配列に対して５’に位

置する。Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、変化するが典型的にはポリプリ

ンである（すなわち、高いＡ－Ｇ含量を有する）。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇ

ａｒｎｏ配列が同定されており、これらのそれぞれは、上記の方法および原核生

物ベクターにおいて使用される方法を使用して、容易に合成され得る。

      【００８２】

  リーダー配列またはシグナル配列は、ＦＧＦ様ポリペプチドを宿主細胞から外

に出すことを指向するために使用され得る。代表的に、シグナル配列は、ＦＧＦ

様核酸分子のコード領域に配置されるか、またはＦＧＦ様ポリペプチドコード領

域の５’末端に直接配置される。多くのシグナル配列が同定されており、そして

選択された宿主細胞において機能的であるこれらのいずれかが、ＦＧＦ様の遺伝

子またはｃＤＮＡとともに使用され得る。従って、シグナル配列は、ＦＧＦ様の

遺伝子またはｃＤＮＡに対して同種（天然に存在する）または異種であり得る。

さらに、シグナル配列は、上記の方法を使用して化学的に合成され得る。ほとん

どの場合、シグナルペプチドの存在を介する宿主細胞からのＦＧＦ様ポリペプチ

ドの分泌は、ＦＧＦ様ポリペプチドからのシグナルペプチドの除去を生じる。シ

グナル配列は、ベクターの構成要素であってもよいし、またはこれはベクターに

挿入されるＦＧＦ様ＤＮＡの一部であってもよい。

      【００８３】
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  本発明の範囲内には、ＦＧＦ様コード領域に連結されたネイティブなＦＧＦ様

シグナル配列、およびＦＧＦ様コード領域に連結された異種シグナル配列が含ま

れる。選択された異種シグナル配列は、宿主細胞により認識されそしてプロセシ

ングされる（すなわち、シグナルペプチダーゼにより切断される）シグナル配列

であるべきである。ネイティブなＦＧＦ様シグナル配列を認識せず、プロセシン

グしない原核生物宿主細胞について、シグナル配列は、例えば、アルカリホスフ

ァターゼ、ペニシリナーゼ、または熱安定エンテロトキシンＩＩのリーダーの群

から選択される原核生物リーダーにより置換され得る。酵母分泌において、ネイ

ティブなＦＧＦ様シグナル配列は、酵母インベルターゼ、α因子、または酸性ホ

スファターゼシグナル配列により置換される。哺乳動物細胞発現について、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドのネイティブなシグナル配列は十分であるが、他の哺乳動物シ

グナル配列が適切であり得る。

      【００８４】

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において所望されるようないくつかの

場合、種々のプレ配列を操作してグリコシル化または収率を改良し得る。例えば

、特定のシグナルペプチドのペプチダーゼ切断部位を変更するかまたはプロ配列

を付加し得、これはまた、グリコシル化に影響を与え得る。最終タンパク質産物

は、（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して）－１位に、発現に付随して１

以上のさらなるアミノ酸を有し得、これは、完全に取り除かれていなくてもよい

。例えば、最終タンパク質産物は、Ｎ末端に結合されたペプチダーゼ切断部位に

おいて見出される１または２つのアミノ酸を有し得る。あるいは、いくつかの酵

素切断部位の使用は、その酵素が成熟ポリペプチド内のそのような領域で切断す

る場合、所望のＦＧＦ様ポリペプチドの、わずかに短縮された形態を生じ得る。

      【００８５】

  多くの場合、核酸分子の転写は、ベクター中の１以上のイントロンの存在によ

り増加する；これは、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺乳動物宿主細

胞）において産生される場合に特にあてはまる。使用されるイントロンは、ＦＧ

Ｆ様遺伝子（特に、使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメント

である場合）内に天然に存在し得る。イントロンが、遺伝子（ほとんどのｃＤＮ
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Ａに関して）天然に存在しない場合、そのイントロンは、別の供給源から得られ

得る。隣接配列およびＦＧＦ様遺伝子に関するイントロンの位置は、イントロン

は有効であるように転写されなければならないので、一般に重要である。従って

、ＦＧＦ様ｃＤＮＡ分子が発現されるべき場合、イントロンについての好ましい

位置は、転写開始部位に対して３’であり、かつポリＡ転写終結配列に対して５

’である。好ましくは、イントロンは、ｃＤＮＡの一方の側または他方の側（す

なわち、５’または３’）に位置し、その結果、イントロンは、そのコード配列

を中断しない。イントロンが挿入される宿主細胞と適合するならば、任意の供給

源（任意のウイルス、原核生物および真核生物（植物または動物）の生物体が挙

げられる）由来の任意のイントロンを使用して、本発明を実施し得る。また、本

明細書中には、合成イントロンが含まれる。必要に応じて、１より多くのイント

ロンをベクターにおいて使用し得る。

      【００８６】

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、それぞれ代表的には、

宿主生物により認識され、そしてＦＧＦ様ポリペプチドをコードする分子に作動

可能に連結されているプロモーターを含む。プロモーターは、構造遺伝子の転写

および翻訳を制御する、構造遺伝子（一般的には、約１００～１０００ｂｐ以内

）の開始コドンに対して上流（５’）に位置する、非翻訳配列である。プロモー

ターは従来、２つのクラス（誘導性プロモーターおよび構成性プロモーター）の

うちの一方に分類される。誘導性プロモーターは、培養条件下でいくらかの変化

（例えば、栄養素の存在もしくは非存在または温度の変化）に応答して、それら

の制御下のＤＮＡからの増加したレベルの転写を開始する。種々の潜在的な宿主

細胞により認識される大量のプロモーターが周知である。これらのプロモーター

は、制限酵素消化により供給源ＤＮＡからプロモーターを取り除き、そしてベク

ターへ所望のプロモーター配列を挿入することにより、ＦＧＦ様ポリペプチドを

コードするＤＮＡに作動可能に連結される。ネイティブなＦＧＦ様プロモーター

配列は、ＦＧＦ様コードＤＮＡの増幅および／または発現を指向するために使用

され得る。しかし、異種プロモーターがネイティブプロモーターと比較して、発

現タンパク質のより多い転写およびより高収率を可能にする場合、および使用の
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ために選択された宿主細胞系と適合する場合、異種プロモーターが好ましい。

      【００８７】

  原核生物宿主を用いる使用に適切なプロモーターとしては、以下が挙げられる

：β－ラクタマーゼおよびラクトースプロモーター系；アルカリホスファターゼ

、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系；およびｔａｃプロモーターのよう

なハイブリッドプロモーター。他の公知の細菌性プロモーターもまた適切である

。これらの配列は、公開されており、それにより、当業者が、任意の必要な制限

部位を供給する必要がある場合に、リンカーまたはアダプターを使用して所望の

ＤＮＡ配列にそれらを連結することを可能にする。

      【００８８】

  酵母宿主を用いる使用に適切なプロモーターもまた、当該分野で周知である。

酵母エンハンサーは、酵母プロモーターと共に有利に使用される。哺乳動物細胞

との使用に適切なプロモーターは、周知であり、そして以下が挙げられる：ポリ

オーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、アデノウイルス２）

、ウシパピローマウイルス、鳥類肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロ

ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、そして最も好ましくはシミアンウイルス４０（Ｓ

Ｖ４０）のようなウイルスのゲノムから得られるプロモーター。他の適切な哺乳

動物プロモーターとしては、異種哺乳動物プロモーター（例えば、熱ショックプ

ロモーターおよびアクチンプロモーター）が挙げられる。

      【００８９】

  ＦＧＦ様遺伝子発現を制御する際の目的のプロモーターであり得るさらなるプ

ロモーターとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＳＶ４０初期

プロモーター領域（ＢｅｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ２

９０：３４－３１０（１９８１））；ＣＭＶプロモーター；ラウス肉腫ウイルス

の３’長末端反復配列に含まれるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏら，Ｃｅｌｌ

  ２２：７８７－９７（１９８０））；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター

（Ｗａｇｎｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７

８：１４４４－４５（１９８１））、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒ

ｉｎｓｔｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２（１９８２））、β－ラク
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タマーゼプロモーターのような原核生物発現ベクター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａｒ

ｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７５：３７

２７－３１（１９７８））；またはｔａｃプロモーター（ＤｅＢｏｅｒら，Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８０：２１－２５（１９８

３））。以下の動物転写制御領域もまた目的のものであり、これらは、組織特異

性を示し、そしてトランスジェニック動物において利用されている：膵臓腺房細

胞において活性であるエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔら，Ｃｅｌｌ

  ３８：６３９－４６（１９８４）；Ｏｒｎｉｔｚら，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０：３９９－４０９（１

９８６）；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ  ７：４２５－５１５（

１９８７））；膵臓β細胞中で活性であるインスリン遺伝子制御領域（Ｈａｎａ

ｈａｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３１５：１１５－２２（１９８５））；リンパ系細胞中

で活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄｌら，Ｃｅｌ

ｌ  ３８：６４７－５８（１９８４）；Ａｄａｍｅｓら，Ｎａｔｕｒｅ  ３１８

：５３３－３８（１９８５）；Ａｌｅｘａｎｄｅｒら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉ

ｏｌ．，７：１４３６－４４（１９８７））；精巣細胞、乳房細胞、リンパ系細

胞および肥満細胞において活性であるマウス乳腺癌ウイルス制御領域（Ｌｅｄｅ

ｒら，Ｃｅｌｌ  ４５：４８５－４９５（１９８６））；肝臓において活性であ

るアルブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖ

ｅｌ．，１：２６８－２７６，１９８７）；肝臓において活性であるαフェトプ

ロテイン遺伝子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．

，５：１６３９－１６４８，１９８５；Ｈａｍｍｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３５

：５３－５８（１９８７））；肝臓において活性であるα１アンチトリプシン遺

伝子制御配列（Ｋｅｌｓｅｙら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．１：１６１

－１７１（１９８７））；骨髄性細胞において活性であるβ－グロビン遺伝子制

御領域（Ｍｏｇｒａｍら，Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：３３８－３４０（１９８５）

；Ｋｏｌｌｉａｓら，Ｃｅｌｌ  ４６：８９－９４，１９８６）；脳中の稀突起

膠細胞において活性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄ

ｈｅａｄら，Ｃｅｌｌ  ４８：７０３－１２（１９８７））；骨格筋において活
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性であるミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域（Ｓａｎｉ，Ｎａｔｕｒｅ，３１４：

２８３－８６（１９８５））；および視床下部において活性化される性腺刺激放

出ホルモン遺伝子制御領域（Ｍａｓｏｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３４：１３７２

－１３７８（１９８６））。

      【００９０】

  エンハンサー配列は、高等真核生物による本発明のＦＧＦ様タンパク質をコー

ドするＤＮＡの転写を増加させるためにベクターへ挿入され得る。エンハンサー

は、ＤＮＡのシス作用性エレメントであり、通常約１０～３００ｂｐ長であり、

これは、プロモーターに対して作用し、その転写を増加させる。エンハンサーは

比較的、配向依存性でありそして位置依存性である。エンハンサーは、転写単位

に対して５’側および３’側に見出されてきた。哺乳動物遺伝子（例えば、グロ

ビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテインおよびインスリン）か

ら入手可能ないくつかのエンハンサー配列が公知である。しかし、代表的に、ウ

イルス由来のエンハンサーが使用される。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、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は、真核生物プロモーターの活性化についての例示的な増

強エレメントである。エンハンサーは、ＦＧＦ様ＤＮＡに対して５’位または３

’位でベクターへスプライスされ得るが、エンハンサーは、代表的には、プロモ

ーターから５’部位に配置される。

      【００９１】

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような出発ベクターから構築され

得る。このようなベクターは、全ての所望の隣接配列を含んでも含まなくてもよ

い。上記の隣接配列のうちの１以上が、使用されるべきベクター中にまだ存在し

ない場合、これらは、それぞれ入手され、そしてベクターへ連結され得る。それ

ぞれの隣接配列を得るために使用される方法は、当業者に周知である。

      【００９２】

  本発明を実施するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞お

よび哺乳動物宿主細胞と適合するベクターである。このようなベクターとしては

、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
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，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ  Ｊ

ｏｌｌａ，ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ｐ

ＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）

、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）、ｐＥＴ

Ｌ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＤＳＲ－α（ＰＣＴ公開

番号ＷＯ９０／１４３６４）およびｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ（Ｇｉｂｃｏ－Ｂ

ＲＬ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）が挙げられる。

      【００９３】

  さらに可能なベクターとしては、コスミド、プラスミドまたは改変ウイルスが

挙げられるがこれらに限定されない。しかし、このベクター系が選択された宿主

細胞と適合しなければならないことが理解される。このようなベクターとしては

、以下が挙げられるがこれらに限定されない：例えば、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（

登録商標）プラスミド誘導体（高コピー数ＣｏｌＥ１ベースのファージミド，Ｓ

ｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  Ｃ

Ａ）、Ｔａｑ増幅されたＰＣＲ産物をクローニングするために設計されたＰＣＲ

クローニングプラスミド（例えば、ＴＯＰＯTM  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（登録商

標）  Ｋｉｔ，ＰＣＲ２．１（登録商標）プラスミド誘導体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）のようなプラスミド、ならびに哺乳動物ベクタ

ー、酵母ベクターまたはウイルスベクター（例えば、バキュロウイルス発現系（

ｐＢａｃＰＡＫプラスミド誘導体，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，Ｃ

Ａ））。組換え分子は、形質転換、トランスフェクション、感染、エレクトロポ

レーションまたは公知の他の技術を介して宿主細胞に導入され得る。

      【００９４】

  ベクターが構築され、そしてＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子がベ

クターの適切な部位に挿入された後、完成されたベクターは、増幅および／また

はポリペプチド発現のために適切な宿主細胞へ挿入され得る。

      【００９５】

  宿主細胞は、原核生物宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）または真核生物宿主

細胞（酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であり得る。適切な条件下で



(48) 特表２００３－５２１８９３

培養された場合、宿主細胞は、ＦＧＦ様ポリペプチドを合成し、これはその後培

養培地から収集され得るか（宿主細胞がＦＧＦ様ポリペプチドを培地中に分泌す

る場合）、またはＦＧＦ様ポリペプチドを産生する宿主細胞から直接収集される

（ＦＧＦ様ポリペプチドが分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は、種々

の要因（例えば、所望の発現レベル、活性にとって所望であるかまたは必要であ

るポリペプチド改変（例えば、グリコシル化またはリン酸化）および生物学的に

活性な分子への折り畳みの簡便性）に依存する。

      【００９６】

  多数の適切な宿主細胞が当該分野で公知であり、そして多くのものがＡｍｅｒ

ｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），Ｍ

ａｎａｓｓａｓ，ＶＡから入手可能である。例としては、哺乳動物細胞（例えば

、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ－細胞（Ｕｒ

ｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ，９７：４２

１６－２０（１９８０））、ヒト胎児腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞もしくは２９３

Ｔ細胞または３Ｔ３細胞であり得る。適切な哺乳動物宿主細胞の選択ならびに形

質転換、培養、増幅、スクリーニング、産物産生および精製のための方法は、当

該分野で公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ－１細胞株およ

びＣＯＳ－７細胞株ならびにＣＶ－１細胞株である。さらなる例示的な哺乳動物

宿主細胞としては、形質転換された細胞株を含む、霊長類細胞株およびげっ歯類

細胞株が挙げられる。正常な二倍体細胞、一次組織のインビトロ培養に由来する

細胞株、ならびに一次外植片もまた適切である。候補細胞は、遺伝子型的に選択

遺伝子が欠損していてもよいし、または優性に作用する選択遺伝子を含んでいて

もよい。他の適切な哺乳動物細胞株としては、以下が挙げられるが、これらに限

定されない：マウス神経芽細胞腫Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ細胞、マウスＬ－９２９

細胞、Ｓｗｉｓｓ、Ｂａｌｂ－ｃもしくはＮＩＨマウスに由来する３Ｔ３株また

はＨａＫハムスター細胞株。各々これらの細胞株は、タンパク質発現の分野の当

業者に公知であり、そしてタンパク質発現の分野の当業者にとって利用可能であ

る。

      【００９７】
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  本発明に適切な宿主細胞として同様に有用であるのは、細菌細胞である。例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉの種々の株（例えば、ＨＢ１０１、ＤＨ５、ＤＨ１０、および

ＭＣ１０６１）が、バイオテクノロジーの分野において宿主細胞として周知であ

る。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．、他のＢａｃｉ

ｌｌｕｓ  ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の株もま

た、本方法において使用され得る。

      【００９８】

  当業者に公知の酵母細胞の多くの株もまた、本発明のポリペプチドの発現のた

めの宿主細胞として利用可能である。好ましい酵母細胞としては、例えば、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅが挙げられる。

      【００９９】

  さらに、所望される場合、昆虫細胞系が、本発明の方法において利用され得る

。このような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら（Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４

：８１０～１７（１９９３）；Ｌｕｃｋｌｏｗ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｏｌ．４：５６４～７２（１９９３）；およびＬｕｃｋｌｏｗら，Ｊ．

Ｖｉｒｏｌ．，６７：４５６６～７９（１９９３）に記載される。好ましい昆虫

細胞は、Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。

      【０１００】

  選択された宿主細胞へのＦＧＦ様ポリペプチドについての発現ベクターの形質

転換またはトランスフェクションは、周知の方法（例えば、塩化カルシウム、エ

レクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポフェクチンまたはＤＥ

ＡＥ－デキストラン法を含む）により達成され得る。選択される方法は、部分的

に、使用される宿主細胞の型の関数（ｆｕｎｃｔｉｏｎ）である。これらの方法

および他の適切な方法は、当業者に周知であり、そして例えば、Ｓａｍｂｒｏｏ

ｋら（前出）に記載される。

      【０１０１】

  グリコシル化ＦＧＦ様ポリペプチドを発現するためにトランスジェニック動物

もまた使用し得る。例えば、トランスジェニック乳汁産生動物（例えば、ウシま

たはヤギ）を使用し得、そしてその動物の乳汁中の本発明のグリコシル化ポリペ



(50) 特表２００３－５２１８９３

プチドを入手し得る。ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するために植物もまた使用し

得るが、一般に、植物中で生じるグリコシル化は、哺乳動物細胞にて産生される

ものと異なり、そしてヒト治療用途に適切でないグリコシル化産生物を生じ得る

。

      【０１０２】

  （ポリペプチド産生）

  ＦＧＦ様ポリペプチド発現ベクターを含む（すなわち、形質転換またはトラン

スフェクトされた）宿主細胞が、当業者に周知の標準培地を使用して培養され得

る。この培地は、通常、その細胞の増殖および生存に必要な栄養素すべてを含む

。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞を培養するのに適切な培地は、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏ

ｔｈ（ＬＢ）および／またはＴｅｒｒｉｆｉｃ  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）である。真

核生物細胞を培養するのに適切な培地は、ＲＰＭＩ  １６４０、ＭＥＭ、ＤＭＥ

Ｍであり、これらすべては、培養される特定の細胞株により必要とされる血清お

よび／または増殖因子が補充され得る。昆虫培養に適切な培地は、必要な場合に

はイーストレート（ｙｅａｓｔｏｌａｔｅ）、ラクトアルブミン加水分解産物お

よび／またはウシ胎仔血清を補充した、グレース培地である。

      【０１０３】

  代表的には、トランスフェクトまたは形質転換された細胞の選択的増殖に有用

な抗生物質または他の化合物が、この培地に補充物として添加される。使用され

る化合物は、宿主細胞が形質転換されたプラスミド上に存在する選択マーカーエ

レメントにより決定される。例えば、その選択マーカーエレメントがカナマイシ

ン耐性である場合、培養培地に添加される化合物は、カナマイシンである。選択

的増殖のための他の化合物としては、アンピシリン、テトラサイクリンおよびネ

オマイシンが挙げられる。

      【０１０４】

  宿主細胞により産生されるＦＧＦ様ポリペプチドの量は、当該分野で公知の標

準的方法を使用して評価され得る。このような方法としては、限定はしないが、

ウェスタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動、非変性ゲ

ル電気泳動、ＨＰＬＣ分離、免疫沈降、および／または活性アッセイ（例えば、
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ＤＮＡ結合ゲルシフトアッセイ）が挙げられる。

      【０１０５】

  ＦＧＦ様ポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計された場合、ポリ

ペプチドの大部分は、細胞培養培地にて見出され得る。しかし、ＦＧＦ様ポリペ

プチドが宿主細胞から分泌されない場合、ＦＧＦ様ポリペプチドは細胞質および

／または核（真核生物宿主細胞について）あるいは細胞質ゾル（グラム陰性細菌

宿主細胞について）に存在する。

      【０１０６】

  宿主細胞の細胞質および／または核に存在するＦＧＦ様ポリペプチドについて

は、宿主細胞は代表的に、最初に機械的にまたは界面活性剤を用いて破壊されて

、細胞内含有物が緩衝化溶液中に放出される。次いで、ＦＧＦ様ポリペプチドは

、この溶液から単離され得る。

      【０１０７】

  溶液からのＦＧＦ様ポリペプチドの精製は、種々の技術を使用して達成され得

る。そのポリペプチドがそのカルボキシル末端もしくはアミノ末端のいずれかに

、ヘキサヒスチジンのようなタグを含む（ＦＧＦ様ポリペプチド／ヘキサＨｉｓ

）かまたはＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ．、Ｎｅｗ  Ｈａｖｅ

ｎ、ＣＴ）もしくはｍｙｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のような他の小さいペプチ

ドを含むように合成されている場合、そのポリペプチドは、カラムマトリックス

がそのタグにまたはそのポリペプチドに直接高い親和性を有する（すなわち、Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドを特異的に認識するモノクローナル抗体）アフィニティーカ

ラムにその溶液を通すことによって、本質的に１工程のプロセスで精製され得る

。例えば、ポリヒスチジンはニッケルに大きな親和性および特異性で結合し、従

ってニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）ニッ

ケルカラム）が、ＦＧＦ様ポリペプチド／ポリＨｉｓの精製に使用され得る。例

えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉ

ｏｌｏｇｙ、１０．１１．８節（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  

＆  Ｓｏｎｓ  １９９３）を参照のこと。

      【０１０８】
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  タグが結合されずにＦＧＦ様ポリペプチドが調製され、そして抗体が利用可能

でない場合、他の周知の精製手順が用いられ得る。このような手順としては、限

定はしないが、イオン交換クロマトグラフィー、分子ふるいクロマトグラフィー

、ＨＰＬＣ、ゲル溶出と組み合わせたネイティブゲル電気泳動、ならびに分取等

電点電気泳動（「Ｉｓｏｐｒｉｍｅ」マシーン／技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅ

ｎｔｉｆｉｃ）が挙げられる。いくつかの場合、２つ以上のこれらの技術が、純

度の上昇を達成するために組み合わされ得る。

      【０１０９】

  ＦＧＦ様ポリペプチドが細胞内で産生される場合、細胞内物質（グラム陰性細

菌についての封入体を含む）が、当業者に公知の任意の標準的技術を使用して宿

主細胞から抽出され得る。例えば、宿主細胞は、フレンチプレス、ホモジナイゼ

ーション、および／または超音波処理によって、ペリプラズム／細胞質の中身を

放出するように溶解され得、それに続いて遠心分離され得る。

      【０１１０】

  ＦＧＦ様ポリペプチドが細胞質ゾルにおいて封入体を形成した場合、その封入

体は、しばしば、内側細胞膜および／または外側細胞膜に結合し得、従って、遠

心分離後に、主にペレット物質中に見出される。次いで、このペレット物質は、

極端なｐＨ状態で処理され得るか、またはカオトロピック剤（例えば、界面活性

剤、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、または尿素誘導体）を還元剤（例え

ば、ジチオスレイトール（アルカリ性ｐＨ）もしくはトリスカルボキシエチルホ

スフィン（酸性ｐＨ））の存在下で用いて処理されて、封入体を遊離、ばらばら

におよび可溶化し得る。ここで可溶化形態のＦＧＦ様ポリペプチドは、次いで、

ゲル電気泳動、免疫沈降などを使用して分析され得る。ＦＧＦ様ポリペプチドを

単離することが所望される場合、単離は、以下に記載される方法およびＭａｒｓ

ｔｏｎら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８２：２６４－７５（１９９０）に記載される

方法のような、標準的方法を使用して達成され得る。

      【０１１１】

  いくつかの場合において、ＦＧＦ様ポリペプチドは、単離の際に生物学的に活

性でないかもしれない。そのポリペプチドを「リフォールディング」する、すな
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わち、その３次構造に変換してジスルフィド結合を生じるための種々の方法が、

生物学的活性を回復するために使用され得る。このような方法は、可溶化された

ポリペプチドを通常は７を超えるｐＨに、特定の濃度のカオトロープの存在下で

曝すことを包含する。カオトロープの選択は、封入体可溶化のために使用される

選択に非常に類似するが、通常このカオトロープは、より低い濃度で使用され、

そして可溶化に使用されるカオトロープと必ずしも同じではない。ほとんどの場

合、リフォールディング／酸化溶液はまた、還元剤を含むかまたは還元剤プラス

その酸化形態を特定の比で含んで、特定の酸化還元ポテンシャルを生じ、それに

よりそのタンパク質のシステイン架橋の形成を生じるようなジスルフィドシャッ

フリングを可能にする。一般的に使用される酸化還元カップルのいくつかとして

は、システイン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチオビスＧＳＨ、塩

化銅（ＩＩ）、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴＴ、および２－メ

ルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂ（ＭＥ）が挙げられる。多くの場合

、共溶媒が、リフォールディングの効率を高めるために使用され得るかまたは必

要であり得、そしてこの目的に使用されるさらに一般的な試薬としては、グリセ

ロール、種々の分子量のポリエチレングリコール、アルギニンなどが挙げられる

。

      【０１１２】

  封入体が、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現の際に有意な程度まで形成されない場

合は、そのポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中に見

出される。そのポリペプチドは、以下に記載されるような方法を使用して、上清

からさらに単離され得る。

      【０１１３】

  夾雑物を部分的または実質的に含まないように、ＦＧＦ様ポリペプチドを部分

的または完全に精製することが好ましい状況では、当業者に公知の標準的な方法

が用いられ得る。このような方法としては、限定しないが、以下が挙げられる：

電気泳動による分離とそれに続く電気溶出、種々の種類のクロマトグラフィー(

アフィニティー、イムノアフィニティー、分子ふるい、および／またはイオン交

換)、および／または高速液体クロマトグラフィー。いくつかの場合、完全な精



(54) 特表２００３－５２１８９３

製のためにこれらの方法のうちの１より多くを使用することが好適であり得る。

      【０１１４】

  ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグメント、および／または誘導体もまた、当

該分野で公知の技術を使用して化学合成法（例えば、固相ペプチド合成）により

調製され得、その公知技術は、例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら、Ｊ．Ａｍ．Ｃ

ｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９（１９６３）；Ｈｏｕｇｈｔｅｎら、Ｐｒｏｃ

  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１３２（１９８５）、ならび

にＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ（Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ

  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．１９８４）に

示される技術である。このようなポリペプチドは、アミノ末端にメチオニンを含

んで合成され得るし、または含まずに合成され得る。ＦＧＦ様ポリペプチドもし

くはフラグメントは、これらの参考文献に示される方法を使用して、ジスルフィ

ド架橋を形成するように酸化され得る。化学合成されたＦＧＦ様ポリペプチド、

フラグメントもしくは誘導体は、組換え産生されるかもしくは天然の供給源から

精製された対応するＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメントもしくは誘導体に匹敵

する生物学的活性を有すると予測され、従って、組換えＦＧＦ様ポリペプチドも

しくは天然のＦＧＦ様ポリペプチドと互換可能に使用され得る。

      【０１１５】

  ＦＧＦ様ポリペプチドを得る別の手段は、そのＦＧＦ様ポリペプチドが天然で

見出される生物学的サンプル（例えば、供給源組織および／または流体）からの

精製を介する。このような精製は、上記のようなタンパク質精製のための方法を

使用して実行され得る。精製の間のＦＧＦ様ポリペプチドの存在は、例えば、組

換え産生されたＦＧＦ様ポリペプチドもしくはそのペプチドフラグメントに対し

て調製された抗体を使用して、モニターされ得る。

      【０１１６】

  （ポリペプチド）

  本発明のポリペプチドは、単離されたＦＧＦ様ポリペプチドおよびそれに関す

るポリペプチド（本明細書中上記規定されるような、フラグメント、改変体、融

合ポリペプチドおよび誘導体を含む）を包含する。
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      【０１１７】

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントは、例えば、アミノ末端（リーダ

ー配列を有するかまたは有さない）の短縮化、カルボキシル末端の短縮化、およ

び／またはポリペプチドの内部欠失から生じ得る。好ましい実施形態において、

短縮および／または欠失は、約１０アミノ酸、または約２０アミノ酸、または約

５０アミノ酸、または約７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、または１００

アミノ酸より多いアミノ酸を含む。このように産生されたポリペプチドフラグメ

ントは、約２５連続するアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７５アミノ

酸、または約１００アミノ酸、または約１５０アミノ酸、または約２００アミノ

酸を含む。このようなＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントは、必要に応じて、ア

ミノ末端メチオニン残基を含み得る。

      【０１１８】

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチド改変体は、配列番号２または配列番号４と比較

して、１つ以上のアミノ酸置換、付加および／または欠失を含む。好ましい実施

形態において、この改変体は、１～３、または１～５、または１～１０、または

１～１５、または１～２０、または１～２５、または１～５０、または１～７５

、または１～１００、または１００を超える、アミノ酸置換、挿入、付加および

／もしくは欠失を有し、ここでその置換は、上記のように保存的であり得るか、

または非保存的であり得るか、あるいはその組み合わせであり得、そしてここで

ＦＧＦ様ポリペプチドは、ＦＧＦ様活性を保持している。これらの改変体は、カ

ルボキシ末端においてかまたはアミノ末端（リーダー配列を有するかまたは有さ

ない）のいすれかにおいてアミノ酸残基の付加を有し得る。

      【０１１９】

  好ましいＦＧＦ様ポリペプチド改変体としては、グリコシル化改変体が挙げら

れ、ここで、グリコシル化部位の数および／または種類は、ネイティブなＦＧＦ

酸様ポリペプチドと比較して変更されている。１つの実施形態において、ＦＧＦ

様改変体は、多いかまたは少ない数のＮ結合型グリコシル化部位を含む。Ｎ結合

型グリコシル化部位は、配列Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒによ

って特徴付けられ、ここで、「Ｘ」として示されるアミノ酸残基は、プロリン以
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外の任意のタイプのアミノ酸残基であり得る。この配列を作製するためのアミノ

酸残基の置換は、Ｎ結合型糖鎖の付加のための潜在的な新たな部位を提供する。

あるいは、この配列を除去する置換は、存在するＮ結合型糖鎖を除く。また、Ｎ

結合型糖鎖の再配列が提供され、ここで、一つ以上のＮ結合型グリコシル化部位

（代表的には、天然にある部位）が除去されてそして一つ以上の新しいＮ結合型

部位が作製される。さらなる好ましいＦＧＦ様改変体としては、システイン改変

体が挙げられ、ここで、一つ以上のシステイン残基が、欠失されているか、また

は別のアミノ酸（例えば、セリン）を置換している。システイン改変体は、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドが、不溶性封入体の単離の後のように、生物学的に活性なコン

ホメーションに折り畳まれなければならない場合に有用である。システイン改変

体は、一般的に、ネイティブなタンパク質よりも少ないシステイン残基を有し、

そして代表的には、不対システインから生じる相互作用を最少化するために偶数

を有する。

      【０１２０】

  当業者は、周知の技術を使用して、ネイティブのＦＧＦ様ポリペプチドの適切

な改変体を決定し得る。例えば、生物学的活性を破壊することなく変化され得る

分子を適切な領域を推定し得る。また、当業者は、生物学的活性または構造に重

要であり得る領域さえも、その生物学的活性を破壊することもしくはそのポリペ

プチド構造に不利に影響することなく、保存的アミノ酸置換に供され得ることを

認識する。

      【０１２１】

  活性を破壊することなく変化され得る分子の適切な領域を予測するために、当

業者は、活性に重要であると考えられる領域を標的化し得る。例えば、同じ種ま

たは他の種由来の類似の活性を有する類似のポリペプチドが公知である場合、当

業者は、ＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸配列をそのような類似のポリペプチド

と比較し得る。このような比較を行った後、当業者は、類似のポリペプチド間で

保存される分子の残基および部分を決定し得る。当業者は、保存されないＦＧＦ

様分子の領域での変化が生物学的活性および／または構造に不利に影響しそうに

ないことを知っている。当業者はまた、比較的保存された領域においてさえ、活
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性を保持しつつ、天然に存在する残基に代わって化学的に類似するアミノ酸でお

そらく置換し得る（保存的アミノ酸残基置換）。

      【０１２２】

  また、当業者は、活性もしくは構造について重要な類似のポリペプチド中の残

基を同定する構造－機能研究を検討し得る。このような比較を考慮して、当業者

は、類似のポリペプチド中の活性もしくは構造に重要なアミノ酸残基に対応する

ＦＧＦ様ポリペプチド中のアミノ酸残基の重要性を予測し得る。当業者は、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドのこのような推定された重要なアミノ酸残基に代わる化学的に

類似のアミノ酸置換を選択し得る。

      【０１２３】

  利用可能な場合、当業者はまた、３次元構造、およびその構造に関連するアミ

ノ酸配列を分析し得る。その情報を考慮して、当業者は、その３次元構造に関す

るＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸残基の整列を予測でき得る。当業者は、その

タンパク質の表面上にあると予測されるアミノ酸残基に対する急激な変化を作製

しないように選択し得る。なぜなら、そのような残基は、他の分子との重要な相

互作用に関与し得るからである。

      【０１２４】

  さらに、当業者は、各所望のアミノ酸残基において単一アミノ酸置換を含む試

験改変体を作製し得た。この改変体は、当業者に公知の活性アッセイを用いてス

クリーニングされ得た。そのような改変体を使用して、適切な改変体に関する情

報を集め得る。例えば、当業者は、特定のアミノ酸残基に対する変更が、崩壊さ

れた活性を生じることを発見した場合、そのような変更を有する改変体は、回避

される。言い換えると、そのような実験から集められた情報に基づいて、さらな

る受容可能な改変体を見出すことを試みる場合、当業者は、さらなる置換が単独

または他の変異と組み合わせてかのいずれかで回避されるべきであるアミノ酸を

知る。

      【０１２５】

  本発明のＦＧＦ様融合ポリペプチドは、異種ペプチドもしくはタンパク質に融

合された、ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体もしくは誘導体を含む
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。異種ペプチドおよびタンパク質としては、ＦＧＦ様融合ポリペプチドの検出お

よび／もしくは単離を可能にするエピトープ、膜貫通レセプタータンパク質もし

くはその部分（例えば、細胞外ドメイン、または膜貫通ドメインおよび細胞内ド

メイン）、または膜貫通レセプタータンパク質に結合するリガンドもしくはその

部分、触媒活性な酵素もしくはその部分、オリゴマー化を促進するタンパク質も

しくはペプチド（例えば、ロイシンジッパードメイン）、および安定性を増大さ

せるタンパク質もしくはペプチド（例えば、免疫グロブリン定常領域）が挙げら

れるが、これらに限定されない。ＦＧＦ様ポリペプチドは、それ自体またはその

フラグメント、改変体もしくは誘導体に融合され得る。融合は、ＦＧＦ様ポリペ

プチドのアミノ末端もしくはカルボキシ末端のいずれかでなされ得、そしてリン

カーまたはアダプター分子なしで直接であり得るし、あるいはリンカーまたはア

ダプター分子（例えば、１つ以上のアミノ酸残基～約２０アミノ酸残基まで、も

しくは約５０アミノ酸残基まで）を介してであり得る。リンカーまたはアダプタ

ー分子はまた、融合部分の分離を可能にするように、ＤＮＡ制限エンドヌクレア

ーゼについてまたはプロテアーゼについての切断部位を含んで設計され得る。

      【０１２６】

  本発明のさらに好ましい実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメ

ント、改変体および／または誘導体を、ヒトＩｇＧのＦｃ領域に融合させる。１

つの例において、当業者に公知の方法を使用して、ヒトＩｇＧのヒンジ、ＣＨ２

およびＣＨ３領域を、ＦＧＦ様ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端のいずれかに

融合させ得る。別の例において、ヒンジ領域の一部ならびにＣＨ２およびＣＨ３

領域を、融合し得る。このように産生されたＦＧＦ様  Ｆｃ融合ポリペプチドは

、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａアフィニティーカラム（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ

、ＩＬ）を用いて精製され得る。さらに、Ｆｃ領域に融合されたペプチドおよび

タンパク質は、その融合されていない対応物よりも実質的に大きい、インビボで

の半減期を示すことが見い出されている。また、Ｆｃ領域への融合は、この融合

ポリペプチドのダイマー化／マルチマー化を可能にする。このＦｃ領域は、天然

に存在するＦｃ領域であり得るか、または治療的品質、循環時間、凝集の減少な

どのような、特定の質を改善するように変更され得る。
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      【０１２７】

  ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体は、本発明の範囲に含まれる。このような誘導体

は、ＦＧＦ様ポリペプチドがポリマーに連結されている、化学的に改変されたＦ

ＧＦ様ポリペプチド組成物である。選択されるポリマーは、代表的には水溶性で

あり、その結果、そのポリマーに連結されているタンパク質は、水性環境（例え

ば、生理学的環境）下で沈殿しない。このポリマーは、任意の分子量であり得、

そして分枝されていても分枝されていなくてもよい。ポリマーの混合物が、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドポリマーの範囲内に含まれる。好ましくは、最終生成物の調製

物の治療的使用のために、このポリマーは、薬学的に受容可能である。

      【０１２８】

  水溶性ポリマーまたはそれらの混合物としては、例えば、以下からなる群より

選択される：ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アル

コキシ－またはアリールオキシ－ポリエチレングリコールを含む、タンパク質を

誘導体化するために使用されているＰＥＧの形態を含む）、モノメトキシ－ポリ

エチレングリコール、デキストラン（例えば、低分子量（例えば、約６ｋＤ）の

デキストラン）、セルロースまたは他の炭水化物ベースのポリマー、ポリ－（Ｎ

－ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリ

マー、ポリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチ

ル化ポリオール（例えば、グリセロール）およびポリビニルアルコール。共有結

合されたＦＧＦ様ポリペプチドマルチマーを調製するために使用され得る、二官

能性ＰＥＧ架橋分子もまた、本発明に含まれる。

      【０１２９】

  アシル化反応について、選択されるポリマーは、１つの反応エステル基を有す

るべきである。還元アルキル化について、選択されるポリマーは、１つの反応性

アルデヒド基を有するべきである。反応性アルデヒドは、例えば、水溶性のポリ

エチレングリコールプロピオンアルデヒド、またはそのモノＣ１～Ｃ１０アルコ

キシまたはアリールオキシ誘導体である（米国特許第５，２５２，７１４号を参

照のこと）。

      【０１３０】
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  ＦＧＦ様ポリペプチドのペグ化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）は、例えば、以下の

参考文献に記載されるように、当該分野で公知のペグ化反応のいずれかにより行

われ得る：Ｆｒａｎｃｉｓら、Ｆｏｃｕｓ  ｏｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒ

ｓ  ３、４～１０（１９９２）；欧州特許第０  １５４  ３１６号；同第０  ４

０１  ３８４号および米国特許第４，１７９，３３７号。ペグ化は、以下に記載

するように反応性ポリエチレングリコール分子（または、同種反応性水溶性ポリ

マー）とのアシル化反応またはアルキル化反応を介して行われ得る。

      【０１３１】

  本明細書中での使用のための１つの水溶性ポリマーは、ポリエチレングリコー

ルであり、ＰＥＧと省略される。本明細書中で使用される場合、ポリエチレング

リコールは、他のタンパク質（例えば、モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシポリ

エチレングリコールまたはモノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アリールオキシポリエチレン

グリコール）を誘導体化するために使用されてきたＰＥＧの形態のいずれかを含

むことを意図する。

      【０１３２】

  一般に、化学的な誘導体化は、生物学的に活性な物質を活性化ポリマー分子と

反応させるために使用される任意の適切な条件下で行われ得る。ペグ化ＦＧＦ様

ポリペプチドを調製するための方法は、一般に以下の工程を包含する：（ａ）Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドが、１以上のＰＥＧ基に結合されるような条件下でポリペプ

チドをポリエチレングリコール（例えば、ＰＥＧの反応性エステルまたはアルデ

ヒド誘導体）と反応させる工程、および（ｂ）反応生成物を得る工程。一般に、

アシル化反応に最適な反応条件は、公知のパラメーターおよび所望の結果に基づ

いて決定される。例えば、ＰＥＧ：タンパク質の比が大きいほど、ポリ－ペグ化

生成物の割合が高くなる。

      【０１３３】

  好ましい実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体は、アミノ末端で単

一のＰＥＧ部分を有する。米国特許第５，２３４，７８４号（本明細書中で参考

として援用される）を参照のこと。

      【０１３４】
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  一般に、本発明のＦＧＦ様ポリペプチド誘導体の投与によって緩和または調節

され得る状態としては、ＦＧＦ様ポリペプチドについて本明細書中で記載される

状態が挙げられる。しかし、本明細書中に開示されるＦＧＦ様ポリペプチド誘導

体は、非誘導体化分子と比較して、さらなる活性、増強または減少された生物学

的活性、または他の特徴（例えば、増加または減少された半減期）を有し得る。

      【０１３５】

  （抗体）

  ＦＧＦ様ポリメラーゼ、フラグメント、変異体および誘導体は、当該分野で公

知の方法を使用して、抗体を調製するために使用され得る。従って、ＦＧＦ様ポ

リペプチドを結合する抗体および抗体フラグメントは、本発明の範囲内である。

抗体は、ポリクローナル、単一特異的（ｍｏｎｏｓｐｅｃｉｆｉｃ）ポリクロー

ナル、モノクローナル、組換え、キメラ、ヒト化、完全ヒト、単鎖および／また

は二重特異的（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）であり得る。

      【０１３６】

  ＦＧＦ様ポリメラーゼに対するポリクローナル抗体は、一般に、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドおよびアジュバントを複数回の皮下注射または腹腔内注射することによ

り動物（ウサギまたはマウス）において誘起される。ＦＧＦ様ポリペプチドある

いはその改変体、フラグメントまたは誘導体を、キャリアタンパク質に結合体化

することが有用であり得、このキャリアタンパク質は、免疫される種において免

疫原性である（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清、アルブミン

、ウシサイログロブリンまたはダイズトリプシンインヒビター）。また、凝集因

子（例えば、ミョウバン）も、免疫応答を増強するために使用される。免疫後、

動物を採血し、そして血清を、抗ＦＧＦ様抗体力価についてアッセイする。

      【０１３７】

  ＦＧＦ様ポリペプチドに対するモノクローナル抗体は、培養物中の継代細胞株

による抗体分子の産生を提供する、任意の方法を使用して産生される。モノクロ

ーナル抗体を調製するための適切な方法の例としては、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７、１９７５のハイブリドーマ法、およびＫｏｚ

ｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１、１９８４；Ｂｒｏｄｅｕｒら
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、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、５１～６３頁（Ｍａｒｃｅ

ｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，１９８７）のヒトＢ細胞ハイブリドーマ法が挙げられる。

      【０１３８】

  ＦＧＦ様ポリペプチドと反応性のモノクローナル抗体を産生するハイブリドー

マ細胞株もまた、本発明によって提供される。

      【０１３９】

  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤としての使用のために改変され得る。

１つの実施形態は、「キメラ」抗体であり、ここで、重鎖および／または軽鎖の

一部が、特定の種に由来するかまたは特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに

属する抗体における対応する配列のフラグメントと、同一であるかまたは相同で

あり、一方、鎖の残りの部分は、別の種に由来するかまたは別の抗体のクラスも

しくはサブクラスに属する抗体における対応する配列ならびにそれらの抗体と、

同一であるかまたは相同である。このような抗体のフラグメントもまた、それら

が、所望の生物学的活性を示す限り、含まれる（米国特許第４，８１６，５６７

号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ

．８１：６８５１－６８５５、１９８５を参照のこと）。

      【０１４０】

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。一般に、ヒ

ト化抗体は、非ヒト供給源由来のそのヒト化抗体に導入された１以上のアミノ酸

残基を有する。ヒト化は、例えば、齧歯目の相補的決定領域（ＣＤＲ）の少なく

とも一部を、ヒト抗体の対応する領域で置換することによる、当該分野で公知の

以下の方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５２２－５２（１９８６）

；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３２：３２３－３２７）１９８８）

；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４－１５３６（１９

８８））に従って、行われ得る。

      【０１４１】

  ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体を結合す
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る、完全ヒト抗体もまた、本発明に含まれる。このような抗体は、内因性免疫グ

ロブリン産生の非存在下でヒト抗体のレパートリーを産生し得る、トランスジェ

ニック動物（例えば、マウス）の（必要に応じてキャリアに結合体化された）Ｆ

ＧＦ様抗原で免疫することによって産生される。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：２５５１－２

５５５（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５

－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕ

ｎｏ．７：３３（１９９３）を参照のこと。ヒト抗体もまた、ファージディスプ

レイライブラリーにおいて生成され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，Ｊ．Ｍｏｌ

．Ｂｉｏｌ．２２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．２２２：５８１（１９９１））。

      【０１４２】

  キメラ抗体、ＣＤＲグラフト化抗体、およびヒト化抗体は、代表的には、組換

え方法により生成される。これらの抗体をコードする核酸は、宿主細胞に導入さ

れ、そして本明細書中上記される材料および方法を用いて産生される。好ましい

実施形態において、抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）において

発現される。完全ヒト抗体は、宿主細胞における組換えＤＮＡの発現によるか、

または上記のハイブリドーマ細胞における発現により生成され得る。

      【０１４３】

  診断適用に関しては、特定の実施形態において、抗ＦＧＦ様抗体は、代表的に

は検出可能な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的

のいずれかで検出可能なシグナルを生じ得る任意の部分である。例えば、検出可

能な部分は、放射性同位体（例えば、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、35Ｓまたは125Ｉ）、蛍

光化合物もしくは化学発光化合物（例えば、フルオロセインイソチオシアネート

、ローダミンもしくはルシフェリン）；または酵素（例えば、アルカリホスファ

ターゼ、β－ガラクトシダーゼまたは西洋ワサビベルオキシダーゼ）であり得る

。Ｂａｙｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８４：１３８－１６３（１９９０）。

      【０１４４】

  本発明の抗ＦＧＦ様抗体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの検出および定量について
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、任意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的サンドイッチ

アッセイおよび間接的サンドイッチアッセイ、ならびに免疫沈降アッセイ（Ｓｏ

ｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ

  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，１９８７））

において用いられ得る。この抗体は、使用されるアッセイ法について適切な親和

性でＦＧＦ様ポリペプチドを結合する。

      【０１４５】

  競合結合アッセイは、限定された量の抗体との結合について試験サンプル分析

物（ＦＧＦ様ポリペプチド）と競合する標識された標準物質（例えば、ＦＧＦ様

ポリペプチドまたはその免疫学的に反応性の部分）の能力に依存する。試験サン

プル中のＦＧＦ様ポリペプチドの量は、この抗体に結合する標準物質の量に逆比

例する。結合する標準物質の測定を容易にするために、この抗体は、代表的には

、競合の前または後に不溶化され、その結果、この抗体に結合する標準物質およ

び分析物は、結合しないままの標準物質および分析物から簡単に分離され得る。

      【０１４６】

  サンドイッチアッセイは、２つの抗体（各々、検出され、そして／または定量

されるタンパク質の異なる免疫原性部分、エピトープに結合し得る）の使用に関

する。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル分析物は、代表的には

、固体支持体に固定化された第１の抗体、その後第２の抗体が分析物に結合し、

このようにして不溶性の３部分で構成される複合体を形成する。例えば、米国特

許第４，３７６，１１０号を参照のこと。第２の抗体は、それ自体検出可能な部

分で標識され得るか（直接サンドイッチアッセイ）、または検出可能な部分で標

識された抗免疫グロブリン抗体を用いて測定され得る（間接サンドイッチアッセ

イ）。例えば、サンドイッチアッセイの１つの型は、ＥＬＩＳＡアッセイであり

、この場合、この検出可能な部分は酵素である。

      【０１４７】

  本発明の抗ＦＧＦ様抗体はまた、インビボ画像化のために有用である。検出可

能な部分で標識された抗体は、動物に（好ましくは、血流に）投与され得、そし

て宿主における標識化抗体の存在および位置がアッセイされる。この抗体は、動
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物において（核磁気共鳴、放射線学または当該分野で公知の他の検出手段のいず

れかで）検出可能な任意の部分で標識され得る。

      【０１４８】

  本発明はまた、抗ＦＧＦ様抗体および生物学的サンプルにおいてＦＧＦ様ポリ

ペプチドレベルを検出するに有用な他の試薬を含むキットに関する。このような

試薬としては、以下が挙げられ得る：２次活性、検出可能な標識、ブロッキング

血清、陽性コントロールサンプルおよび陰性コントロールサンプル、ならびに検

出試薬。

      【０１４９】

  本発明の抗体は、治療剤として使用され得る。これらの治療的抗体は、一般に

、それらがＦＧＦ様ポリペプチドの生物学的活性の少なくとも１つを増強または

減少するかのいずれかであるという点で、それぞれ、アゴニストまたはアンタゴ

ニストである。１つの実施形態において、本発明のアンタゴニスト抗体は、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体に特異的に結合

し得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドの機能的活性をインビボまたはインビトロで

阻害または排除し得る抗体またはその結合フラグメントである。好ましい実施形

態において、アンタゴニスト抗体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの機能的活性を少な

くとも約５０％、好ましくは少なくとも約８０％阻害する。別の実施形態におい

て、アンタゴニスト抗体は、ＦＧＦ様結合パートナー（例えば、レセプター）と

相互作用し、それによりインビトロまたはインビボでＦＧＦ様活性を阻害または

排除し得る抗体であり得る。アゴニスト抗ＦＧＦ様抗体およびアンタゴニスト抗

ＦＧＦ様抗体は、当該分野で周知のスクリーニングアッセイにより同定される。

      【０１５０】

  （遺伝子操作した非ヒト動物）

  ネイティブＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子が破壊（すなわち「ノッ

クアウト」）されて、その結果、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現レベルが、有意に

減少されているかまたは完全に消失されている、非ヒト動物（例えば、マウス、

ラットまたは他の齧歯目、ウサギ、ヤギまたはヒツジ、あるいは他の家畜動物）

も、本発明にさらに含まれる。このような動物は、米国特許第５，５５７，０３



(66) 特表２００３－５２１８９３

２号に記載されるような技術および方法を使用して調製され得る。

      【０１５１】

  本発明はさらに、その動物についてネイティブな形態のＦＧＦ様ポリペプチド

をコードする遺伝子または異種ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子が、その動物によっ

て過剰発現されている（それによって「トランスジェニック」動物が作製される

）非ヒト動物（例えば、マウス、ラットまたは他の齧歯目、ウサギ、ヤギまたは

ヒツジ、あるいは他の家畜動物）を包含する。このようなトランスジェニック動

物は、米国特許第５，４８９，７４３号およびＰＣＴ出願番号ＷＯ９４／２８１

２２に記載のような、周知の方法を使用して調製され得る。

      【０１５２】

  本発明はさらに、本発明の１以上のＦＧＦ様ポリペプチドに対するプロモータ

ーが、活性化または不活性化されて（例えば、以下に記載されるような相同組換

え法を使用することによって）１以上のネイティブＦＧＦ様ポリペプチドの発現

レベルが変更されている非ヒト動物を包含する。

      【０１５３】

  これらの非ヒト動物は、薬物候補スクリーニングに使用され得る。動物に対す

る薬物候補の影響が測定され得る。例えば、薬物候補は、ＦＧＦ様遺伝子の発現

を減少または増加し得る。特定の実施形態において、産生されるＦＧＦ様ポリペ

プチドまたはＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントの量は、薬物候補への動物の曝

露後に測定され得る。さらに、特定の実施形態において、動物に対する薬物候補

の実際の影響を検出し得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、疾患または病

理学的状態を生じ得るか、またはそれらに関連し得る。このような場合において

、遺伝子の発現を減少する薬物候補の能力または病理学的状態を防止または阻止

する能力を試験し得る。他の例において、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチ

ドのフラグメント）の産生が、疾患または病理学的状態を生じ得るか、またはそ

れらに関連し得る。このような場合において、このような代謝産物の産生を減少

する薬物候補の能力または病理学的状態を防止または阻止する能力を試験し得る

。

      【０１５４】
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  （ＦＧＦ様ポリペプチド活性のモジュレーター）

  いくつかの状況において、ＦＧＦ様ポリペプチドの活性のモジュレーターであ

る分子（すなわち、アゴニストまたはアンタゴニスト）を同定することが所望さ

れ得る。

      【０１５５】

  ＦＧＦ様ポリペプチドを調節する天然または合成の分子は、１つ以上のスクリ

ーニングアッセイ（例えば、本明細書において記載されるようなもの）を用いて

同定され得る。そのような分子は、インビボもしくはエキソビボでのいずれかの

様式でか、または局所もしくは静脈内注射、または経口送達、移植デバイスなど

により、投与され得る。

      【０１５６】

  以下の定義が、アッセイを記載するために本明細書中で使用される。

      【０１５７】

  「試験分子」とは、ＦＧＦ様ポリペプチドの活性を調節（すなわち、増加また

は減少）させる能力について評価される状態にある分子をいう。最も一般的には

、試験分子は、ＦＧＦ様ポリペプチドと直接相互作用する。しかし、試験分子は

また、ＦＧＦ様遺伝子発現に影響を与えることにより、またはＦＧＦ様結合パー

トナー（例えば、レセプター）に結合することにより、ＦＧＦ様ポリペプチド活

性を間接的に調節し得ることもまた企図される。１つの実施形態において、試験

分子は、少なくとも約１０-6Ｍ、好ましくは約１０-8Ｍ、より好ましくは約１０

-9Ｍ、そしてさらにより好ましくは約１０-10Ｍの親和性定数でＦＧＦ様ポリペ

プチドに結合する。

      【０１５８】

  ＦＧＦ様ポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法は、本発明

に包含される。特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドは、試験分子と

、その試験分子がそのＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用を可能にする条件下で

、インキュベートされ、そしてその相互作用の程度が測定され得る。この試験分

子は、実質的に精製された形態で、または粗混合物中でスクリーニングされ得る

。この試験分子は、核酸分子、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質または低
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分子量分子の有機もしくは無機化合物であり得る。１セットの分子がＦＧＦ様ポ

リペプチドと相互作用すると同定された場合、この分子がＦＧＦ様ポリペプチド

活性を増加または減少させる能力についてさらに評価され得る。

      【０１５９】

  試験分子と、ＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用の測定は、いくつかの形式で

行われ得、これには、細胞ベースの結合アッセイ、膜結合アッセイ、溶液相アッ

セイおよび免疫アッセイが含まれる。一般的に、試験分子は、特定時間にわたり

、ＦＧＦ様ポリペプチドとインキュベートされ、そしてＦＧＦ様ポリペプチド活

性は、生物学的活性を測定する１つ以上の本明細書中で記載されるアッセイによ

り決定される。

      【０１６０】

  試験分子とＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用はまた、免疫アッセイにおいて

ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を用いて直接アッセイされ得る。

あるいは、上記のようなエピトープタグを含む、改変された形態のＦＧＦ様ポリ

ペプチドは、溶液および免疫アッセイにおいて使用され得る。

      【０１６１】

  特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴ

ニストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質または低分子量分子であって

、ＦＧＦ様ポリペプチドと相互作用してその活性を調節するものであり得る。Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドの強力なタンパク質アンタゴニストとしては、ポリペプチド

の活性領域と相互作用する抗体およびＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つを

阻害または排除する抗体が挙げられる。ＦＧＦ様ポリペプチド発現を調節する分

子としては、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸に相補的であるか、または

ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を指向または制御する核酸配列に相補的であり、そ

して発現のアンチセンスレギュレーターとして作用する核酸が挙げられ得る。

      【０１６２】

  ＦＧＦ様ポリペプチドが結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド

）との相互作用を介して生物学的活性を提示する事象において、種々のインビト

ロアッセイを使用して、ＦＧＦ様ポリペプチドの対応する結合パートナーへの結
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合を測定し得る。これらのアッセイを使用して、試験分子を、それらがＦＧＦ様

ポリペプチドのその結合パートナーへの結合の速度および／または程度を増加も

しくは減少させる能力について、スクリーニングし得る。１つのアッセイにおい

て、ＦＧＦ様ポリペプチドは、マイクロタイタープレートのウェルの底部への付

着によって固定される。次いで、放射標識されたＦＧＦ様結合パートナー（例え

ば、ヨード化ＦＧＦ様結合パートナー）および試験分子は、１回にいずれか一方

を（いずれの順番でも）または同時にそのウェルに加えることができる。インキ

ュベーション後、そのウェルを洗浄し得、そして放射能について計数して（シン

チレーションカウンターを用いて）その結合パートナーがＦＧＦ様ポリペプチド

へ結合した結合の程度を決定し得る。代表的に、その分子は、ある範囲の濃度に

わたって試験され得、そしてその試験アッセイの１つ以上の要素を欠く一連のコ

ントロールウェルを、その結果の評価における精確さのために使用し得る。この

方法の代替としては、そのタンパク質の「位置」を反転させること（すなわち、

ＦＧＦ様結合パートナーを、マイクロタイタープレートウェルに固定すること）

、その試験分子および放射標識されたＦＧＦ様ポリペプチドとインキュベートす

ること、ならびにＦＧＦ様結合の程度を決定すること（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ

  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕ

ｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎｅ

ｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ，１９９５の第１８章を参照のこと）が含まれる。

      【０１６３】

  放射標識の代替として、ＦＧＦ様ポリペプチドまたはその結合パートナーは、

ビオチンと結合体化され得、次いでビオチン化タンパク質の存在は、酵素（例え

ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）もしくはアルカリホスファターゼ（

ＡＰ））に結合したストレプトアビジン（これは、比色測定で検出され得る）ま

たはストレプトアビジンの蛍光タグ化によって、検出され得る。ＦＧＦ様ポリペ

プチドまたはＦＧＦ様結合体パートナーに対して指向され、そしてビオチンと結

合体化された抗体もまた使用され得、そしてＡＰまたはＨＲＰに結合した酵素結

合ストレプトアビジンとのインキュベーション後に、検出され得る。

      【０１６４】
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  ＦＧＦ様ポリペプチドおよびＦＧＦ様結合パートナーもまた、アガロースビー

ズ、アクリルビーズまたは他の型のそのような不活性固相基体への付着によって

固定され得る。この基体－タンパク質複合体は、その相補タンパク質およびその

試験化合物を含む溶液中に配置され得る。インキュベーション後、そのビーズは

、遠心分離によって沈降され得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドとその結合パート

ナーとの間の結合量を上記の方法を用いて検討し得る。あるいは、その基体－タ

ンパク質複合体は、カラムに固定され得、そしてその試験分子および相補タンパ

ク質は、そのカラムを通過させられ得る。次いで、ＦＧＦ様ポリペプチドとその

結合パートナーとの間の複合体の形成は、上記の技術（すなわち、放射標識、抗

体結合など）のいずれかを用いて検討され得る。

      【０１６５】

  別のインビトロアッセイであって、ＦＧＦ様結合タンパク質とＦＧＦ様結合パ

ートナーとの複合体の形成を増加または減少する試験分子を同定するために有用

であるアッセイは、表面プラズモン共鳴検出器系（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅアッ

セイ系（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）である。Ｂｉａｃ

ｏｒｅ系は、製造業者のプロトコルを用いて実施され得る。このアッセイは、本

質的に、ＦＧＦ様またはＦＧＦ様結合パートナーのいずれかを、デキストランコ

ーティングされたセンサーチップであって、検出器に配置されているものへの共

有結合を包含する。次いで、この試験化合物および他の相補タンパク質は、同時

または連続的のいずれかでそのセンサーチップを含むチャンバーへと注射され得

る。相補タンパク質の結合量は、そのセンサーチップのデキストランコーティン

グされた側と物理的に結合した分子量の変化に基づいて評価され得、分子量にお

ける変化は、その検出器系によって測定され得る。

      【０１６６】

  いくつかの場合において、２つ以上の試験化合物を一緒に、それらがＦＧＦ様

ポリペプチドとＦＧＦ様結合パートナー複合体との複合体の形成を増加または減

少する能力について、評価することが所望され得る。これらの場合において、上

記のアッセイは、そのようなさらなる試験化合物を、第一の試験化合物と同時ま

たはその後のいずれかで加えることによって、容易に改変され得る。このアッセ
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イにおける残りの工程は、上記のとおりである。

      【０１６７】

  インビトロアッセイ（例えば、上記のようなアッセイ）は、ＦＧＦ様およびＦ

ＧＦ様結合パートナーによる複合体形成に対する効果について、大多数の化合物

を迅速にスクリーニングするために有利に使用され得る。このアッセイは、ファ

ージディスプレイにおいて生成された化合物、合成ペプチドおよび化学合成ライ

ブラリーをスクリーニングするように自動化され得る。

      【０１６８】

  ＦＧＦ様ポリペプチドとＦＧＦ様結合パートナーとの複合体の形成を増加また

は減少させる化合物もまた、ＦＧＦ様ポリペプチドまたはＦＧＦ様結合パートナ

ーのいずれかを発現する細胞および細胞株を用いて細胞培養物中においてスクリ

ーニングされ得る。細胞および細胞株は、任意の哺乳動物から入手され得るが、

好ましくは、ヒトまたは他の霊長類、イヌ、または齧歯類起源由来であり得る。

ＦＧＦ様ポリペプチドの、表面にＦＧＦ様結合パートナーを発現する細胞への結

合は、試験分子の存在または非存在下で評価され、そして結合の程度は、例えば

、ＦＧＦ様結合パートナーへのビオチン化抗体を用いたフローサイトメトリーに

より決定され得る。細胞培養アッセイは、上記のタンパク質結合アッセイにおい

て陽性と評価される化合物をさらに評価するために有利に使用され得る。

      【０１６９】

  細胞培養物は薬物候補の効果をスクリーニングするために用いられ得る。例え

ば、薬物候補は、ＦＧＦ様遺伝子の発現を減少または増加し得る。特定の実施形

態において、産生されるＦＧＦ様ポリペプチドの量は、その細胞培養物をその薬

物候補へ暴露した後に測定され得る。特定の実施形態において、その細胞培養物

に対する実際の効果が検出され得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、その

細胞培養物に対して特定の効果を有し得る。そのような場合、薬物候補がその遺

伝子の発現を増加または減少する能力、あるいはそれがその細胞培養物に対する

特定の効果を妨害または阻害する能力が試験され得る。他の実施例において、特

定の代謝産物の生成（例えば、ポリペプチドのフラグメント）は、疾患または病

理学的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。そのような場合、薬物候
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補が細胞培養物においてそのような代謝産物の生成を減少する能力が試験され得

る。

      【０１７０】

  （ＦＧＦ様ポリペプチドを使用する細胞源の同定）

  特定の実施形態に従って、特定の細胞型の供給源を決定し得ることが有用であ

り得る。例えば、適切な治療を選択するのに援助し得る疾患または病理状態の起

源を決定することが有用であり得る。ＦＧＦ様ポリペプチドは、肝臓で特異的に

発現（そして肺で弱く発現）する。特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプ

チドをコードする核酸は、プローブとして使用され、このようなプローブを用い

て細胞の核酸をクローニングすることによって肝臓誘導細胞を同定し得る。他の

実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドに特異的な抗体を産生するためにＦＧ

Ｆ様ポリペプチドを使用し得る。このような抗体を使用して、細胞中のＦＧＦ様

ポリペプチドの存在について試験し、そしてこのように、これらの細胞が肝臓か

ら誘導されたどうかを決定するための手段として試験し得る。

      【０１７１】

  （ＦＧＦ様組成物および投与）

  ＦＧＦ様のポリペプチドの薬学的組成物は、本発明の範囲内である。そのよう

な組成物は、治療有効量のＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体または

誘導体を、薬学的に受容可能な薬剤（例えば、薬学的に受容可能なキャリア）と

混合されて含み得る。このキャリア剤は、注射用水、好ましくは、哺乳動物への

投与のために溶液中で他の物質と共に添加され得る。代表的には、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドを含む治療的化合物は、精製されたポリペプチド、フラグメント、改変

体または誘導体を、１つ以上の生理的に受容可能な薬剤とともに含む組成物の形

態で投与される。中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと混合された生

理食塩水は、例示の適切なキャリアである。好ましくは、その生成物は、適切な

賦形剤（例えば、スクロース）を用いて凍結乾燥剤として処方される。他の標準

的な薬学的に受容可能な試薬（例えば、キャリア、希釈剤および賦形剤）は所望

に応じて含まれ得る。他の例示的な組成物は、ｐＨ７．０～８．５のＴｒｉｓ緩

衝剤またはｐＨ４．０～５．５の酢酸緩衝剤を含み、これらは、さらに、ソルビ
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トールまたはその適切な代替物を含み得る。

      【０１７２】

  ＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物は、代表的に、治療的または予防的有効量

のＦＧＦ様タンパク質を、投薬の形態での適切性のために選択された１以上の薬

学的および薬理学的に受容可能な処方剤と混合して含む。適切な処方物質または

薬学的に受容可能な薬剤には、以下が挙げられるが、これらに限定されない：抗

酸化剤、保存剤、着色料、風味料、および希釈剤、乳化剤、懸濁化剤、溶媒、フ

ィラー、増量剤、緩衝剤、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および／または薬学的

アジュバント。例えば、適切なビヒクルは、注射用水、生理的溶液、または人工

脳脊髄液であり得、これらには、非経口送達のための組成物に一般的な他の物質

を補充することが可能である。中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと

混合された生理食塩水は、さらなる例示のビヒクルである。本明細書中に使用さ

れる場合、用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「生理学的に受容可能な

キャリア」は、薬学的組成物としてＦＧＦ様タンパク質の送達を、達成するかま

たは増強するために適切な１つ以上の処方材料をいう。

      【０１７３】

  組成物における主要な溶媒は、天然で水性または非水性のいずれかであり得る

。さらに、そのビヒクルは、処方物の、ｐＨ、容量オスモル濃度、粘性、明澄性

、色、滅菌性、安定性、等張性、崩壊速度、または臭いを改変または維持するた

めの他の処方物材料を含み得る。同様に、その組成物は、ＦＧＦ様タンパク質の

放出速度を改変または維持するため、またはＦＧＦ様タンパク質の吸収もしくは

透過を促進するためのさらなる処方物材料を含み得る。

      【０１７４】

  ＦＧＦ様ポリペプチド組成物は、非経口的に投与され得る。あるいは、その組

成物は、静脈内または皮下で投与され得る。全身投与されるとき、本発明におけ

る使用のための治療組成物は、発熱物質を含ない、経口的に受容可能な水溶液の

形態であり得る。そのような薬学的に受容可能なタンパク質溶液の調製は、ｐＨ

、等張性、安定性などに相当な注意を払えば、当業者の範囲内である。

      【０１７５】
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  本発明を実施するために有用なＦＧＦ様ポリペプチド組成物の治療処方物は、

必要に応じて生理学的に受容可能なキャリア、賦型剤または安定化剤（Ｒｅｍｉ

ｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ

  Ｅｄ．，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，ｅｄ．，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ

  Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０）と、所望の程度の純度を有する選択された組成物

とを混合することによって、凍結乾燥されたケーキまたは水溶液の形態で、保存

のために調製され得る。受容可能なキャリア、賦形剤または安定化剤は、好まし

くは、レシピエントに対して非毒性であり、そして好ましくは、使用される投薬

量および濃度において不活性であり、そしてこのましくは、以下が挙げられる：

リン酸塩、クエン酸塩、または他の有機酸；抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸

）；低分子量ポリペプチド；タンパク質（例えば、血清アルブミン、ゼラチンま

たは免疫グロブリン）；親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドン）；ア

ミノ酸（例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニンまたはリジ

ン）；モノサッカリド、ジサッカリドおよび他の炭水化物（グルコース、マンノ

ース、またはデキストリンを含む）；キレート剤（例えば、ＥＤＴＡ）；糖アル

コール（例えば、マンニトールまたはソルビトール）；塩形成対イオン（例えば

、ナトリウム）；ならびに／あるいは非イオン性表面活性化剤（例えば、Ｔｗｅ

ｅｎ、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）またはポリエチレングリコール（ＰＥ

Ｇ））。

      【０１７６】

  最適な薬学的処方物は、意図された投与形態、送達形式および所望の投薬量に

依存して、当業者により容易に決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１４３５－１７１２（第１

８版、Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編．，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍ

ｐａｎｙ  １９９０）。このような組成物は、例えば、本発明のＦＧＦ様タンパ

ク質の物理的状態、安定性、インビボでの放出の早さ、およびインビボでのクリ

アランスの早さに影響し得る。

      【０１７７】

  治療的に用いられるＦＧＦ様ポリペプチド組成物の有効量は、例えば、ＦＧＦ
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様ポリペプチド組成物が使用される適応症（ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ）、投与経路

、および患者の状態のような治療目的に依存する。従って、治療専門家が投薬量

を滴定し、そして最適な治療効果を得るために必要とされる投与経路を変更する

ことは、必要なことであり得る。代表的な投薬量は、上記の因子に依存して、約

０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ以上までの範囲であり得る。他の実施形

態において、この投薬量は、１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または５μｇ

／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または０．１μｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または

１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの範囲であり得る。代表的には、医師は、投

薬量が所望の効果に達するまで、組成物を投与する。従って、この組成物は、経

時的に、または移植デバイスまたはカテーテルを介した連続注入によって、単一

用量または２以上の用量として投与され得る（これらは、同じ量のＦＧＦ様ポリ

ペプチドを含んでいてもよいし、そうでなくともよい）。

      【０１７８】

  さらに研究を行うにつれて、種々の患者における種々の状態の処置のための適

切な投薬レベルに関する情報が明らかになり、そして当業者は、治療状況、処置

中の障害の型、レシピエントの年齢および一般的健康状態を考慮して、適切な投

薬を確認し得る。

      【０１７９】

  インビボでの非経口投与のために使用されるＦＧＦ様ポリペプチド組成物は、

代表的には、滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾過膜を通した濾過

により容易に達成される。この組成物が凍結乾燥されている場合、これらの方法

を用いた滅菌は、凍結乾燥および再構成の前または後のいずれかに行われ得る。

非経口投与のための組成物は、通常、凍結乾燥された形態でまたは溶液で保存さ

れる。

      【０１８０】

  治療的組成物は、一般に、滅菌アクセスポートを有する容器（例えば、静脈内

溶液バッグまたは皮下注射針により穿刺可能なストッパーを有するバイアル）に

入れられる。

      【０１８１】
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  効果的な投与形態（例えば、（１）徐放性処方物、（２）吸入ミスト、または

（３）経口的に活性な処方物）もまた想到される。このＦＧＦ様ポリペプチド薬

学的組成物はまた、非経口投与のために処方され得る。このような非経口投与治

療組成物は、代表的には、薬学的に受容可能なビヒクル中にＦＧＦ様ポリペプチ

ドを含む、発熱物質を含まない、非経口的に受容可能な水溶液の形態である。こ

のＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物はまた、ポリマー化合物（例えば、ポリ乳

酸、ポリグリコール酸など）の特定の調製物、またはリポソームへのＦＧＦ様ポ

リペプチドの導入物を含み得る。ヒアルロン酸もまた使用され得、そしてこれは

、循環中の持続期間を助長する効果を有し得る。

      【０１８２】

  非経口注射のために特に適切なビヒクルは、適切に保護された滅菌等張性溶液

としてＦＧＦ様ポリペプチドが処方された、滅菌蒸留水である。なお別の調製物

は、タンパク質産物の制御されたかまたは持続した放出を提供し、次いで、蓄積

注射（ｄｅｐｏｔ  ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）として送達され得る、因子（例えば、

注射可能なミクロスフェア、生体侵食性（ｂｉｏ－ｅｒｏｄｉｂｌｅ）粒子もし

くはビーズ、またはリポソーム）を伴うＦＧＦ様ポリペプチドの処方物を含み得

る。ＦＧＦ様ポリペプチドの導入のための他の適切な手段としては、ＦＧＦ様ポ

リペプチドを含む、移植可能な薬物送達デバイスが挙げられる。

      【０１８３】

  本発明の調製物は、当該分野で周知のように、他の成分（例えば、非経口的に

受容可能な保存剤、張度（ｔｏｎｉｃｉｔｙ）剤、共溶媒、湿潤剤、錯化剤、緩

衝剤、抗菌剤、抗酸化剤および界面活性剤）を含み得る。例えば、適切な張度増

強剤（ｔｏｎｉｃｉｔｙ  ｅｎｈａｎｃｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）としては、アルカ

リ金属ハライド（好ましくは、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）、マンニト

ール、ソルビトールなどが挙げられる。適切な保存剤としては、塩化ベンザルコ

ニウム、チメロサール、フェネチルアルコール、メチルパラベン、プロピルパラ

ベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸などが挙げられるがこれらに限定されない

。過酸化水素もまた、保存剤として用いられ得る。適切な共溶媒は、例えば、グ

リセリン、プロピレングリコールおよびポリエチレングリコールである。適切な
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錯化剤は、例えば、カフェイン、ポリビニルピロリドン、β－シクロデキストリ

ンまたはヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンである。適切な界面活性

剤または湿潤剤としては、ソルビタンエステル、ポリソルベート（例えば、ポリ

ソルベート８０）、トロメタミン、レシチン、コレステロール、チロキサポール

（ｔｙｌｏｘａｐａｌ）などが挙げられる。緩衝剤は、従来の緩衝剤（例えば、

ホウ酸塩、クエン酸塩、リン酸塩、炭酸水素塩またはＴｒｉｓ－ＨＣｌ）であり

得る。

      【０１８４】

  処方物成分は、投与部位に受容可能である濃度で存在する。例えば、緩衝剤は

、組成物を生理学的ｐＨにまたはわずかに低いｐＨに（代表的には、約５～約８

のｐＨ範囲内に）維持するために用いられ得る。

      【０１８５】

  薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例えば、ＦＧＦ様ポリペプチド

は、吸入のための乾燥散剤として処方され得る。ＦＧＦ様ポリペプチド吸入溶液

はまた、エアロゾル送達のための液化プロペラント中に処方され得る。なお別の

処方物において、溶液が噴霧化され得る。

      【０１８６】

  ＦＧＦ様ポリペプチドを含む特定の処方物が経口投与され得ることもまた意図

される。この様式で投与されるＦＧＦ様ポリペプチドは、固体投薬形態（例えば

、錠剤およびカプセル剤）の調合において習慣的に用いられるキャリアを伴って

または伴わずに処方され得る。例えば、カプセル剤は、胃腸管にある時点で（こ

のとき、バイオアベイラビリティが最大にされ、そして全身以前（ｐｒｅ－ｓｙ

ｓｔｅｍｉｃ）の分解が最少にされる）処方物の活性な部分を放出するように設

計され得る。さらなる薬剤は、ＦＧＦ様ポリペプチドの吸収を促進するために含

まれ得る。希釈剤、矯味矯臭剤、低融点ろう、植物油、滑沢剤、懸濁剤、錠剤崩

壊剤および結合剤もまた用いられ得る。

      【０１８７】

  別の調製物は、錠剤の製造に適切である非毒性賦形剤を伴う混合物中で有効量

のＦＧＦ様ポリペプチドを含み得る。滅菌水または他の適切なビヒクル中に錠剤
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を溶解することによって、溶液は、単位用量形態で調製され得る。適切な賦形剤

としては、不活性希釈剤（例えば、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウムもしくは炭

酸水素ナトリウム、ラクトースまたはリン酸カルシウム）；または結合剤（例え

ば、デンプン、ゼラチンまたはアカシア）；または滑沢剤（例えば、ステアリン

酸マグネシウム、ステアリン酸または滑石）が挙げられるがこれらに限定されな

い。

      【０１８８】

  さらなるＦＧＦ様ポリペプチド処方物は、当業者に明らかであり、１以上の他

の治療剤と組み合わせてＦＧＦ様ポリペプチドを含む処方物が挙げられる。種々

の他の持続送達手段または制御送達手段を処方するための技術（例えば、リポソ

ームキャリア、生体侵食性微粒子または多孔質ビーズおよび蓄積注射）もまた、

当業者に公知である。例えば、Ｓｕｐｅｒｓａｘｏらの薬学的組成物の送達のた

めの制御放出多孔性ポリマー性微粒子の記載を参照のこと（ＰＣＴ公開番号ＷＯ

９３／１５７２２号を参照のこと）。この開示は、本明細書中に参考として援用

される。

      【０１８９】

  投与の様式に拘わらず、体重、体表面積、または生物のサイズに従って、特定

の用量が計算され得る。上記の処方物の各々が関連する処置のための適切な投薬

量を決定するために必要なこの計算のさらなる改良は、当業者により慣用的に行

われ、そして彼らにより慣用的に行われる仕事の範囲内である。適切な投薬量は

、適切な用量応答データを用いることにより確認され得る。

      【０１９０】

  組成物の投与様式は、公知の方法（例えば、経口、静脈内、腹腔内、大脳内（

実質内）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、または病変内経路によるか、または

必要に応じてカテーテルの使用を含み得る、徐放系もしくは移植デバイスによる

注射または注入）に従い得る。所望であれば、この組成物は、注入、蓄積注射に

よるか、または移植デバイスにより連続的に投与され得る。

      【０１９１】

  当業者は、本発明の薬学的組成物を、肺投与によってさらに投与し得る。例え
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ば、ＰＣＴ公開ＷＯ  ９４／２００６９号を参照のこと。国際公開第ＷＯ  ９４

／２００６９号は、化学的に改変されたタンパク質の肺性送達を開示し、本明細

書中に参考として援用される。肺送達については、粒子の大きさは、肺の遠位へ

の送達に適切であるべきである。例えば、粒子の大きさは、１μｍ～５μｍであ

り得る。しかし、例えば、各粒子がかなり多孔性であれば、より大きな粒子が用

いられ得る。

      【０１９２】

  あるいは、またはさらに、この組成物は、罹患した領域への、ＦＧＦ様ポリペ

プチドが吸収またはカプセル化された膜、スポンジまたは他の適切な材料の移植

を介して局所投与され得る。

      【０１９３】

  移植デバイスが用いられる場合、このデバイスは、任意の適切な組織または器

官に移植され得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドの送達は、ボーラスを介して、ま

たは連続投与を介して、または連続注入を用いたカテーテルを介して、デバイス

を通して直接的であり得る。

      【０１９４】

  ＦＧＦ様ポリペプチドは、徐放性処方物または調製物中で投与され得る。徐放

性調製物の適切な例としては、成型品（例えば、フィルムまたはマイクロカプセ

ル）の形態の半透性ポリマーマトリックスが挙げられる。徐放性放出マトリック

スとしては、ポリエステル、ヒドロゲル、ポリラクチド（米国特許第３，７７３

，９１９号、ＥＰ特許５８，４８１号）、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチル－Ｌ－

グルタメートとのコポリマー（Ｓｉｄｍａｎら，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２

：５４７－５５６，１９８３）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート

）（Ｌａｎｇｅｒら，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．，１５：１６７

－２７７（１９８１）およびＬａｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．，１２：９８

－１０５（１９８２））、エチレンビニル酢酸（Ｌａｎｇｅｒら，前出）または

ポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（ＥＰ特許１３３，９８８号）が挙げられ

る。徐放性組成物はまた、リポソームを含み得る。リポソームは、当該分野で公

知のいくつかの方法のいずれかによって調製され得る（例えば、Ｅｐｓｔｅｉｎ
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ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６８８－３６９

２（１９８５）；ＥＰ特許３６，６７６号；ＥＰ特許８８，０４６号；およびＥ

Ｐ特許１４３，９４９号を参照のこと）。

      【０１９５】

  ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグメント、改変体および誘導体は、単独で、

ともに、または他の薬学的組成物と組み合わせて用いられ得る。ＦＧＦ様ポリペ

プチド、フラグメント、改変体および誘導体は、処置される適応症について適切

である場合、サイトカイン、増殖因子、抗生物質、抗炎症剤および／または化学

療法剤と組み合わせて用いられ得る。

      【０１９６】

  いくつかの場合、ＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物をエキソビボの様式で使

用することが所望され得る。このような場合には、患者から取り出された細胞、

組織または器官がＦＧＦ様ポリペプチド組成物に曝露され、その後、この細胞、

組織および／または器官が続いて、その患者に移植し戻される。

      【０１９７】

  他の場合、ＦＧＦ様ポリペプチドは、方法（例えば、本明細書中に記載された

方法）を用いて、このポリペプチド、フラグメント、改変体または誘導体を発現

および分泌するように遺伝子操作された特定の細胞を患者に移植することによっ

て送達され得る。このような細胞は、動物またはヒトの細胞であり得、そして患

者自身の組織または別の供給源（ヒトまたは非ヒトのいずれか）に由来し得る。

必要に応じて、この細胞は、不死化され得る。しかし、免疫学的応答の機会を減

少させるために、この細胞がカプセル化されて、周囲の組織の浸潤を回避し得る

ことが好ましい。カプセル化物質は代表的に、タンパク質産物の放出を可能にす

るが、患者の免疫系または周囲の組織からの他の有害な因子によるこの細胞の破

壊を妨げる、生体適合性の半透性ポリマー性の被包物（ｅｎｃｌｏｓｕｒｅ）ま

たは膜である。

      【０１９８】

  細胞の膜カプセル化のために使用される方法は、当業者に周知であり、そして

カプセル化された細胞の調製および患者中でのそれらの移植は、過度の実験を伴
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わずに達成され得る。例えば、米国特許第４，８９２，５３８号；同第５，０１

１，４７２号；および同第５，１０６，６２７号を参照のこと。生きている細胞

をカプセル化するための系は、ＰＣＴ公開ＷＯ９１／１０４２５号（Ａｅｂｉｓ

ｃｈｅｒら）に記載されている。種々の他の持続送達手段または制御送達手段を

処方するための技術（例えば、リポソームキャリア、生体侵食性粒子またはビー

ズ）もまた当業者に公知であり、記載される。カプセル化を伴うかまたは伴わな

い細胞は、患者の適切な身体組織または器官に移植され得る。

      【０１９９】

  上記で考察されるように、１以上のＦＧＦ様ポリペプチド、改変体、誘導体お

よび／またはフラグメントを用いて、単離された細胞集団（例えば、幹細胞、白

血球、赤血球、骨髄、軟骨細胞、ニューロン、膵島、肝細胞など）を処置するこ

とが所望され得る。このことは、単離された細胞を、このポリペプチド、改変体

、誘導体またはフラグメントに直接曝露することによって達成され得、ここで、

これらは、細胞膜に透過性かつ細胞膜に作用する形態である。

      【０２００】

  本発明のさらなる目的は、相同組換えによる治療的タンパク質のインビトロ産

生、ならびに遺伝子治療による治療的タンパク質の産生および送達の両方のため

の方法に関する。

      【０２０１】

  ＦＧＦ様タンパク質が相同組換えにより、またはＦＧＦ様ポリペプチドをコー

ドするＤＮＡをすでに含む細胞へ導入された制御エレメントを利用する組換え生

成方法を用い得ることは、さらに想到される。例えば、相同組換え方法を用いて

、正常には転写的にサイレントなＦＧＦ様遺伝子または過少発現される遺伝子を

含む細胞を改変し、それによって、治療的に効力のある量のＦＧＦ様ポリペプチ

ドを発現する細胞を産生し得る。相同組換えは、転写的に活性な遺伝子における

変異を誘導または正すために遺伝子を標的化するために元々開発された技術であ

る（Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉ，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ

．ａｎｄ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，３６：３０１，１９８９）。基本的技術は、特

定の変異を、哺乳動物ゲノムの特定の領域へ導入するための方法として（Ｔｈｏ
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ｍａｓら、Ｃｅｌｌ，４４：４１９－４２８，１９８６；ＴｈｏｍａｓおよびＣ

ａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅｌｌ，５１：５０３－５１２（１９８７）；Ｄｏｅｔｓｃ

ｈｍａｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：８５８３

－８５８７（１９８８））、または欠損遺伝子内の特定の変異を正すための方法

として（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３３０：５７６－５７８（１

９８７））開発された。例示的な相同組換え技術は、米国特許第５，２７２，０

７１号、ＥＰ特許９１  ９０  ３０５１号、ＥＰ公開第５０５  ５００号；ＰＣ

Ｔ／ＵＳ９０／０７６４２、ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０９９５５に記載される。

      【０２０２】

  相同組換えを通して、ゲノム中に挿入されるべきＤＮＡ配列は、標的化ＤＮＡ

にこのＤＮＡ配列を結合することによって目的の遺伝子の特定の領域に指向され

得る。標的化ＤＮＡは、ゲノムＤＮＡ領域に相補的である（相同である）ヌクレ

オチド配列である。ゲノムの特定の領域に相補的である、標的化ＤＮＡの小片は

、ＤＮＡ複製プロセスの間に親鎖と接触させられる。ハイブリダイズする、それ

ゆえ、共有された相同領域を通して内因性ＤＮＡの他の小片と組み換わることは

、細胞内に挿入されたＤＮＡの一般的な特性である。この相補鎖が、変異または

異なる配列またはさらなるヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドに結合された

場合、これもまた、新たに合成された鎖に組換えの結果として組み込まれる。プ

ルーフリーディング機能の結果として、新たなＤＮＡ配列が、テンプレートとし

て役立つことが可能である。従って、移入されたＤＮＡは、ゲノム内に組み込ま

れる。

      【０２０３】

  標的化ＤＮＡのこれらの小片に結合されるのは、ＦＧＦ様タンパク質の発現と

相互作用し得るＤＮＡ領域である。例えば、プロモーター／エンハンサーエレメ

ント、サプレッサーまたは外因性転写調節エレメントは、所望のＦＧＦ様タンパ

ク質をコードするＤＮＡの転写に影響を与えるに十分に近位でかつ十分な方向で

、意図される宿主細胞のゲノムに挿入される。制御エレメントは、宿主細胞ゲノ

ム中に存在する一部のＤＮＡを制御する。従って、ＦＧＦ様タンパク質の発現は

、ＦＧＦ様遺伝子自体をコードするＤＮＡのトランスフェクションによってでは
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なく、ＦＧＦ様タンパク質の転写について認識可能なシグナルと内因性遺伝子配

列を提供するＤＮＡ調節セグメントと結合された標的化ＤＮＡ（目的の内因性遺

伝子と相同な領域を含む）の使用によって達成され得る。

      【０２０４】

  例示的な方法では、細胞内の所望の標的化された遺伝子（すなわち、所望の内

因性細胞性遺伝子）の発現は、少なくとも調節配列、エキソンおよびスプライス

ドナー部位を含むＤＮＡ導入によって、予め選択された部位での細胞ゲノムへの

相同組換えによって変更される。これらの成分は、事実上、これらの成分が、新

たな転写単位（ここでは、ＤＮＡ構築物中に存在する調節配列、エキソおよびス

プライスドナー部位が内因性遺伝子に作動的に連結される）の産生をもたらす様

式で染色体（ゲノム）ＤＮＡ中に導入される。染色体ＤＮＡへのこれらの成分の

導入の結果として、所望の内因性遺伝子の発現が変更される。

      【０２０５】

  変更された遺伝子発現は、本明細書中に記載されるように、得られたときの細

胞において通常サイレントな（発現されない）遺伝子を活性化すること（または

発現させること）、遺伝子の発現を増大させること（得られたときの細胞におい

て生理学的に重要なレベルで発現されない遺伝子を発現させることを包含する）

、得られたときの細胞において生じる調節または誘導のパターンとは異なるよう

に調節または誘導のパターンを変更すること、ならびに得られたときの細胞にお

いて発現される遺伝子の発現を減少させること（除去することを含む）を包含す

る。

      【０２０６】

  本発明は、さらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用な、ＤＮ

Ａ構築物に関する。特定の実施形態においては、例示的なＤＮＡ構築物は、以下

を含む：（ａ）標的化配列；（ｂ）調節配列；（ｃ）エキソン；および（ｄ）非

対性スプライスドナー部位。このＤＮＡ構築物における標的化配列は、細胞内の

標的遺伝子へのエレメント（ａ）～（ｄ）の取り込みを、エレメント（ｂ）～（

ｄ）が内因性標的遺伝子の配列に作動可能に連結するよう指向する。別の実施形

態においては、ＤＮＡ構築物は、以下を含む：（ａ）標的化配列、（ｂ）調節配
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列、（ｃ）エキソン、（ｄ）スプライスドナー部位、（ｅ）イントロン、および

（ｆ）スプライスアクセプター部位；ここで、この標的化配列は、エレメント（

ａ）～（ｆ）の取り込みを、（ｂ）～（ｆ）のエレメントが内因性遺伝子に作動

可能に連結するよう指向する。この標的化配列は、細胞染色体ＤＮＡの、相同組

換えが起こる予め選択された部位に相同である。この構築物において、エキソン

は、一般に、調節配列の３’側であり、そしてスプライスドナー部位は、エキソ

ンの３’側である。

      【０２０７】

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中に提示されるＦＧＦ様ポリペプチド

の核酸配列）が既知である場合には、この遺伝子の選択された位置に相補的なＤ

ＮＡ片が、例えば、天然のＤＮＡの、目的の領域に結合している特異的な認識部

位における適切な制限によって合成され得るか、または他の様式で得られ得る。

この片は、細胞への取り込みの際の標的化配列として働き、そしてゲノム内のそ

の相同領域とハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションが、ＤＮＡ複製

の間に起こる場合には、このＤＮＡ片、およびこのＤＮＡ片に付着した任意のさ

らなる配列が、岡崎フラグメントとして働き、そして新に合成されたＤＮＡの娘

鎖に取り込まれる。従って、本発明は、ＦＧＦ様分子をコードするヌクレオチド

を包含し、このヌクレオチドは、標的化配列として使用され得る。

      【０２０８】

  ＦＧＦ様ポリペプチド細胞治療（例えば、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する細

胞の移植）もまた、本発明に含まれる。この実施形態は、生物学的に活性な形態

のＦＧＦ様ポリペプチドを合成および分泌し得る構築物を患者の細胞に移植する

ことを包含する。このようなＦＧＦ様ポリペプチド産生細胞は、ＦＧＦ様ポリペ

プチドの天然の産生者である細胞であり得るか、またはＦＧＦ様ポリペプチドを

産生するその能力が所望のＦＧＦ様分子をコードする遺伝子もしくはＦＧＦ様ポ

リペプチドの発現を増強する遺伝子で形質転換することによって増強された、組

換え細胞であり得る。このような改変は、その遺伝子を送達するため、ならびに

その発現および分泌を促進するために適したベクターによって、達成され得る。

外来種のＦＧＦ様ポリペプチドまたはタンパク質を投与される患者において潜在
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的な免疫学的反応を最小化するためには、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する天然

の細胞がヒト起源であること、およびヒトＦＧＦ様タンパク質を産生することが

好ましい。同様に、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する組換え細胞が、ヒトＦＧＦ

様分子をコードする遺伝子を含む発現ベクターで形質転換されることが、好まし

い。

      【０２０９】

  移植される細胞は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る

。ヒトまたは非ヒト動物の細胞が、ＦＧＦ様ポリペプチドの放出を可能にするが

患者の免疫系によるかまたは周囲の組織からの他の有害な因子による細胞の破壊

を防止する、生体適合性の半透過性のポリマー包皮または膜内で、患者に移植さ

れ得る。あるいは、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するようにエキソビボで形質転

換された患者自身の細胞が、このようなカプセル化なしに、患者に直接移植され

得る。

      【０２１０】

  生存細胞をカプセル化するための技術は、当該分野において公知であり、そし

てカプセル化された細胞の調製およびこれらの患者への移植は、過度の実験なし

に達成され得る。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＰＣＴ公開番号ＷＯ  ９５／１０５

４５２（この開示は、本明細書中によって参考として援用される））は、生物学

的に活性な分子の効果的な送達のための、遺伝子操作された細胞を含む膜カプセ

ルを記載する。これらのカプセルは生体適合性であり、そして容易に回収可能で

ある。これらのカプセルは、プロモーターに作動可能に連結した生物学的に活性

な分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮＡ分子でトランスフェクトされ

た細胞をカプセル化し、これらは、哺乳動物宿主への移植の際に、インビボでの

ダウンレギュレーションに曝されない。このデバイスは、生存細胞からレシピエ

ント内の特異的な部位への分子の送達を提供する。さらに、米国特許第４，８９

２，５３８号；同第５，０１１，４７２号および同第５，１０６，６２７号を参

照のこと。生存細胞をカプセル化するための系は、Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際

公開番号ＷＯ  ９１／１０４２５に記載される。Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際公

開番号ＷＯ  ９１／１０４７０；Ｗｉｎｎら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１
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１３：３２２－２９，１９９１，Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒ

ｏｌ．，１１１：２６９－７５，１９９１；およびＴｒｅｓｃｏら、ＡＳＡＩＯ

，３８：１７－２３，１９９２を参照のこと。

      【０２１１】

  ＦＧＦ様ポリペプチドの、インビボおよびインビトロでの遺伝子治療送達もま

た、想定される。インビボ遺伝子治療は、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺

伝子を、ポリヌクレオチド分子または他の適切な送達ベクターの局所的注射によ

って、細胞に導入することによって、達成され得る（Ｈｅｆｔｉ，Ｊ．Ｎｅｕｒ

ｏｂｉｏｌｏｇｙ，２５：１４１８－１４３５，１９９４）。例えば、ＦＧＦ様

タンパク質をコードするポリヌクレオチド分子は、標的化された細胞への送達の

ために、アデノ随伴ウイルスベクターに含まれ得る（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ、

国際公開番号ＷＯ  ９５／３４６７０；国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９５／０７１

７８を参照のこと）。組換えアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ゲノムは、代表的に

、機能的プロモーターに作動可能に連結したＦＧＦ様ポリペプチドをコードする

ＤＮＡ配列に隣接するＡＡＶ逆方向末端反復、およびポリアデニル化配列を含む

。

      【０２１２】

  代替のウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウイルス

ベクター、単純疱疹ウイルスベクターおよびパピローマウイルスベクターが挙げ

られるが、これらに限定されない。米国特許第５，６７２，３４４号は、組換え

神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む、インビボのウイルスにより媒介される遺

伝子移入系を記載する。米国特許第５，３９９，３４６号は、治療タンパク質を

コードするＤＮＡセグメントを挿入するようインビトロで処理されたヒト細胞の

送達によって、患者に治療タンパク質を提供するためのプロセスの例を、提供す

る。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および材料は、米国特許第５，

６３１，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）；米国特許第５，６７２，

５１０号（レトロウイルスベクターを含む）；および米国特許第５，６３５，３

９９号（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載されて

いる。
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      【０２１３】

  非ウイルス送達方法としては、リポソーム媒介移入、裸のＤＮＡ送達（直接注

射）、レセプター媒介移入（リガンド－ＤＮＡ複合体）、エレクトロポレーショ

ン、リン酸カルシウム沈降および微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃）

が挙げられる。遺伝子治療の材料および方法としてはまた、誘導的プロモーター

、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特異的取り込みのために設計さ

れたＤＮＡ配列、親細胞より優れた選択的利点を提供し得るＤＮＡ配列、形質転

換された細胞を同定するための標識、ネガティブ選択系および発現制御系（安全

性の尺度）、細胞特異的結合因子（細胞標的化のため）、細胞特異的インターナ

リゼーション因子、ベクターによる発現を増強するための転写因子、ならびにベ

クター作製の方法が挙げられ得る。遺伝子治療技術の実施のための、このような

さらなる方法および材料は、米国特許第４，９７０，１５４号（エレクトロポレ

ーション技術）；国際公開番号ＷＯ  ９６／４０９５８（核リガンド）；米国特

許第５，６７９，５５９号（遺伝子送達のためのリポタンパク質含有系を考慮す

る）；米国特許第５，６７６，９５４号（リポソームキャリアを含む）；米国特

許第５，５９３，８７５号（リン酸カルシウムトランスフェクションのための方

法を考慮する）；および米国特許第４，９４５，０５０号（ここで、生物学的に

活性な粒子が、細胞において、この粒子がこの細胞の表面を貫通する速度で推進

され、そしてこの細胞の内側に取り込まれる）に記載されている。発現制御技術

としては、化学的に誘導される調節（例えば、国際公開番号ＷＯ  ９６／４１８

６５およびＷＯ  ９７／３１８９９を参照のこと）、改変されたステロイドホル

モンレセプター系におけるプロゲステロンアンタゴニストの使用（例えば、米国

特許第５，３６４，７９１号を参照のこと）、エクジソン制御系（例えば、国際

公開番号ＷＯ  ９６／３７６０９を参照のこと）ならびにポジティブテトラサイ

クリン制御可能トランスアクチベーター（例えば、米国特許第５，５８９，３６

２号；米国特許第５，６５０，２９８号；および米国特許第５，６５４，１６８

号を参照のこと）が挙げられる。

      【０２１４】

  ＦＧＦ様ポリペプチドの遺伝子治療または細胞治療が、第二のタンパク質の送
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達をさらに含み得ることもまた、考慮される。例えば、宿主細胞が、ＦＧＦ様ポ

リペプチドと第２のタンパク質（例えば、インスリン様増殖因子１（ＩＧＦ－１

））を発現し、そして放出するように、改変され得る。あるいは、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドおよび第２タンパク質の両方は、別の細胞において発現され、そしてそ

の細胞から放出され得る。このような細胞は、患者に別々に導入され得るか、ま

たはこれらの細胞は、単一の移植可能なデバイス（例えば、上記のカプセル化膜

）内に含まれ得る。

      【０２１５】

  遺伝子治療が適用され得る１つの様式は、構成的プロモーターまたは誘導的プ

ロモーターに作動可能に連結され得るＦＧＦ様遺伝子（ＦＧＦ様ポリペプチドを

コードするゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、および／または合成ＤＮＡ、あるいはその

フラグメント、改変体、または誘導体のいずれか）を使用して、「遺伝子治療Ｄ

ＮＡ構築物」を形成することである。このプロモーターは、内因性ＦＧＦ様遺伝

子に対して相同であっても異種であってもよいが、但し、この構築物が挿入され

る細胞または組織型において、このプロモーターは活性である。遺伝子治療ＤＮ

Ａ構築物の他の成分としては、以下：部位特異的取り込みのために設計されたＤ

ＮＡ分子（例えば、相同組換えのために有用な内因性隣接配列）、組織特異的な

プロモーター、エンハンサー、サイレンサー、親細胞より優れた選択的利点を提

供し得るＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するための標的として有用なＤ

ＮＡ分子、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例えば、細胞標的化のため

）、細胞特異的インターナリゼーション因子、およびベクターによる発現を増強

するための転写因子、ならびにベクターの製造を可能にする因子が挙げられ得る

。

      【０２１６】

  次いで、遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、患者の細胞に（エキソビボまたはインビ

ボでのいずれかで）導入され得る。遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１

つの手段は、ウイルスベクターを介する。遺伝子治療ＤＮＡ構築物の送達のため

の遺伝子治療に代表的に使用される適切なウイルスベクターは、アデノウイルス

ベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、単純疱疹ウイルスベクター、レンチウ
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イルスベクター、パピローマウイルスベクター、およびレトロウイルスベクター

が挙げられるが、これらに限定されない。これらのベクターの内のいくつか（例

えば、レトロウイルスベクター）は、遺伝子治療ＤＮＡ構築物を患者の細胞の染

色体ＤＮＡへ送達し、そして遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、染色体ＤＮＡへ組み込

まれ得る；他のベクターは、エピソームとして機能し、そして遺伝子治療ＤＮＡ

構築物は、細胞質に残る。

      【０２１７】

  遺伝子治療によって、細胞における内因性ＦＧＦ様ポリペプチド発現を増加さ

せるための別の手段は、１つ以上のエンハンサーエレメントをＦＧＦ様ポリペプ

チドプロモーターに挿入することであり、ここで、このエンハンサーエレメント

は、ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子の転写活性を増加させるよう作用し得る。使用

されるエンハンサーエレメントは、遺伝子を活性化することが所望である組織に

基づいて、選択される－この組織においてプロモーター活性化を与えることが公

知であるエンハンサーエレメントが、選択される。例えば、ＦＧＦ様ポリペプチ

ドをコードする遺伝子がＴ細胞において「オンにされる」場合には、ｌｃｋプロ

モーターエンハンサーエレメントが使用され得る。ここで、添加される転写エレ

メントの機能性部分が、標準的なクローニング技術を使用して、ＦＧＦ様ポリペ

プチドプロモーターを含むＤＮＡのフラグメントに挿入され得る（そして必要に

応じて、ベクター、ならびに／または５’隣接配列および／もしくは３’隣接配

列などに挿入される）。次いで、この構築物（「相同組換え構築物」として公知

）が、エキソビボでかまたはインビボでのいずれかで、所望の細胞に導入され得

る。

      【０２１８】

  遺伝子治療は、内因性プロモーターのヌクレオチド配列を改変することによっ

て、ＦＧＦ様ポリペプチド発現を減少させるために、使用され得る。このような

改変は、代表的に、相同組換え法を介して達成される。例えば、不活化のために

選択されたＦＧＦ様遺伝子のプロモーターの全てまたは一部を含むＤＮＡ分子は

、転写を調節するプロモーター片を除去および／または置換するように、操作さ

れ得る。ここで例えば、ＴＡＴＡボックスおよび／またはプロモーターの転写ア
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クチベーターの結合部位が、標準的な分子生物学の技術を使用して、欠失され得

る；このような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、これによって、対応する

ＦＧＦ様遺伝子の転写を抑制する。プロモーターにおけるＴＡＴＡボックスまた

は転写アクチベーター結合部位の欠失は、（調節されるＦＧＦ様遺伝子と同じ種

かまたは関連する種由来の）ＦＧＦ様ポリペプチドプロモーターの全てまたは関

連する部分を含むＤＮＡ構築物を生成することによって、達成され得、ここで、

１つ以上のＴＡＴＡボックスおよび／または転写アクチベーター結合部位のヌク

レオチドが、１つ以上のヌクレオチドの置換、欠失および／または挿入を介して

、変異される。その結果、ＴＡＴＡボックスおよび／またはアクチベーター結合

部位は、活性が減少しているか、または完全に不活性にされている。この構築物

はまた、代表的に、改変されたプロモーターセグメントに近接するネイティブな

（内因性の）５’および３’ＤＮＡ配列に対応する、少なくとも約５００塩基の

ＤＮＡを含む。この構築物は、直接的にかまたは本明細書中に記載されるような

ウイルスベクターを介してかのいずれかで、適切な細胞に（エキソビボでかまた

はインビボでかのいずれかで）導入され得る。代表的に、細胞のゲノムＤＮＡへ

の、この構築物の取り込みは、相同組換えを介し、ここで、プロモーター構築物

における５’および３’ＤＮＡ配列は、ハイブリダイゼーションを介する内因性

染色体ＤＮＡへの改変されたプロモーター領域の取り込みを補助するよう作用し

得る。

      【０２１９】

  他の遺伝子治療方法がまた、１つ以上のＦＧＦ様ポリペプチドの活性を阻害す

ることが望ましい場合、使用され得る。例えば、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮ

Ａ分子（これは、選択されたＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子の少なくとも一部に相

補的である配列を有する）が、細胞へ導入され得る。代表的には、そのようなア

ンチセンス分子各々は、各選択されたＦＧＦ様遺伝子の開始部位（５’末端）に

相補的である。次いで、アンチセンス分子が対応するＦＧＦ様ｍＲＮＡにハイブ

リダイズする場合、このｍＲＮＡの翻訳が妨げられる。

      【０２２０】

  あるいは、遺伝子治療が使用されて、１つ以上のＦＧＦ様ポリペプチドのドミ
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ナントネガティブインヒビターが作製され得る。この場合、各選択されたＦＧＦ

様ポリペプチドの変異体全長または短縮ポリペプチドをコードするＤＮＡが、調

製され得、そして上記のようなウイルス方法または非ウイルス方法のいずれかを

用いて患者の細胞へ導入され得る。このような変異体の各々は、代表的には、そ

の生物学的役割において内因性ポリペプチドと競合するように設計される。

      【０２２１】

  （ＦＧＦ様核酸およびポリペプチドの用途）

  本発明の核酸分子を使用して、ＦＧＦ様遺伝子および関連する遺伝子の位置を

、染色体上にマップし得る。マッピングは、ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイ

ブリダイゼーションのような、当該分野において公知の技術によって、なされ得

る。

      【０２２２】

  核酸分子はまた、ＦＧＦ様ポリペプチド発現のアンチセンスインヒビターとし

て使用される。このような阻害は、発現制御配列（三重らせん形成）またはＦＧ

Ｆ様ｍＲＮＡに相補的であり、そしてこれらとハイブリダイズする核酸分子によ

って、生じ得る。アンチセンスプローブは、本明細書中に開示されるＦＧＦ様遺

伝子の配列を使用して、利用可能な技術によって、設計され得る。アンチセンス

インヒビターは、細胞または生物におけるＦＧＦ様ポリペプチドの減少または非

存在に関連する情報を提供する。

      【０２２３】

  ハイブリダイゼーションプローブは、本明細書中に提供されるようなＦＧＦ様

遺伝子配列を用いて調製され得、ｃＤＮＡライブラリー、ゲノムＤＮＡライブラ

リーまたは合成ＤＮＡライブラリーを関連配列に関してスクリーニングし得る。

既知の配列に対して有意な同一性を示すＦＧＦ様ポリペプチドのＤＮＡ配列およ

び／またはアミノ酸配列の領域は、上記に開示される配列アラインメントアルゴ

リズムを用いて用意に決定され、そしてこれらの領域は、スクリーニングのため

のプローブを設計するために使用され得る。

      【０２２４】

  本発明の核酸分子は、遺伝子治療に使用され得る。インビボでＦＧＦ様ポリペ
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プチドを発現する核酸分子は、細胞または生物におけるこのポリペプチドの効果

に関連する情報を提供する。

      【０２２５】

  それ自身は生物学的に活性なポリペプチドをコードしないＦＧＦ様の核酸分子

、フラグメント、改変体および／または誘導体は、診断アッセイにおけるハイブ

リダイゼーションプローブとして有用であり得、定量的または定性的に、哺乳動

物の組織サンプルまたは体液サンプルにおけるＦＧＦ様ＤＮＡまたは対応するＲ

ＮＡの存在に関して試験する。

      【０２２６】

  ＦＧＦ様のポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体は、以

下を予防または処置するために使用され得る；肝硬変または肝臓の他の毒性傷害

；炎症性腸疾患、粘膜炎（ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ）、クローン病または他の胃腸管

異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮、水晶体または網膜組織に

対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管に対する損傷；化学療法後

の造血細胞の再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連悪液質）、多発性硬化症

、筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟；脱毛

症；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼吸窮迫症候群、気管支肺

異形成症、急性呼吸促進症候群または他の肺の異常；眼または他の組織の腫瘍；

アテローム性動脈硬化症；高コレステロール血症；糖尿病；肥満；発作；骨粗鬆

症；変形性関節症；変形性関節病；筋萎縮症；低筋肉症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ

）；除脂肪体重の減少；禿頭症；しわ；疲労増大；スタミナ減少；心機能低下；

免疫系機能不全；癌；パーキンソン病；老年痴呆；アルツハイマー病；および認

知機能低下。

      【０２２７】

  ＦＧＦ様ポリペプチドフラグメント、改変体、および／または誘導体は、生物

学的に活性であるか否かに関わらず、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合する抗体を調

製するために有用である。この抗体は、インビボおよびインビトロの診断目的の

ために使用され得、これらには、体液サンプルまたは細胞サンプルにおけるＦＧ

Ｆ様ポリペプチドの存在を検出するための標識形態での使用が挙げられるが、こ
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れに限定されない。この抗体はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現または活性に

おける増加と関連し得る状態を予防または処置するために使用され得る。この抗

体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つの活性特徴を消滅またはブロック

するために、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合し得るか、または活性を増加するため

のポリペプチドへ結合し得る。

      【０２２８】

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードするｃＤＮＡの寄託は、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔ

ｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、１０８０１  Ｕｎｉｖｅｒｓ

ｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ  ２０１１０－２２０９

に、１９９９年９月３日になされ、登録番号ＰＴＡ－６２６を有する。

      【０２２９】

  以下の実施例は、例示目的のみであることが意図され、そしてどのようにも本

発明の範囲を限定するとして構築されるべきではない。

      【０２３０】

  （実施例１：マウスＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載される材料および方法を使用し

て、ラットＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析し

た。

      【０２３１】

  マウスＦＧＦ様ポリペプチドをコードする配列は、マウス再生肝ｃＤＮライブ

ラリーから、ｋＦＧＦシグナルトラップシステムにおいてライブラリーをスクリ

ーニングすることによって、単離した（米国特許出願番号０９／０２６，９５８

）。この一次スクリーニング技術は、分泌タンパク質を含むシグナルペプチドを

コードするクローンに関して富化した。

      【０２３２】

  一次ライブラリー（Ｔｍｒｌ１）を、以下のようにｋＦＧＦベクターに構築し

た。再生マウス肝臓を、部分肝切除の２４時間後に取り除き、そしてポリＡ＋Ｒ

ＮＡを、市販のＲＮＡ抽出キットおよびｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈａｒｍａｃｉ

ａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いて調製した。ｃＤＮＡライブラリーは、ｃＤＮＡ合
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成およびプラスミドクローニングのためのＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔTMＰｌａｓｍ

ｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）をいくらか改変して用いて調製した

。第１鎖の反応を、３μｇのポリＡ＋ＲＮＡおよび５００μｇのプライマー５’

－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ

－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ａ－Ｃ－Ａ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－３’（配列

番号３４）を用いて実施した。第２鎖合成の後に、ｃＤＮＡを、Ｓａｌ  Ｉアダ

プターに連結し、Ｎｏｔ  Ｉを用いて消化し、次いで、アガロースゲル電気泳動

によってサイズ分画した。分画されたｃＤＮＡ（０．２～０．８ｋｂの範囲のサ

イズ）を、Ｑｉａｇｅｎゲル抽出キットを用いて精製し、次いで、以下のように

ｋＦＧＦベクターへ連結した。２０μｌの反応において、５０μｇのベクターＤ

ＮＡ（Ｓａｌ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉを用いて事前に消化した）を、２０μｇの精

製ｃＤＮＡ、１×リガーゼ緩衝液、および１ｍｌのＴ４  ＤＮＡリガーゼと１６

℃で２０時間混合した。

      【０２３３】

  この連結産物を、沈澱させ、そしてエレクトロポレーションによってＥ．ｃｏ

ｌｉに導入し、この後、形質転換された細菌細胞を、５ｍｌのＳＯＣ培地中、３

７℃で１時間増殖させ、次いで、１０％グリセロール中－８０℃で凍結した。こ

れは、一次Ｔｍｒｌ１ライブラリーを構築した。一次Ｔｍｒｌ１ｃＤＮＡライブ

ラリー由来のプラスミドＤＮＡを、標準的な手順を用いてＬＢ／アガープレート

上に増殖された５０，０００個のコロニーのプールから調製した。１０個のプー

ルを調製し、そしてプラスミドＤＮＡを、Ｑｉａｇｅｎマキシプレップキットを

用いてこのプールから単離した。

      【０２３４】

  収集されたプラスミドＤＮＡを、引き続き、カルシウムリン酸トランスフェク

ションによってＮＩＨ３Ｔ３細胞へ導入した。各反応において、各プール由来の

１００ｎｇのプラスミドＤＮＡを使用して、１枚の３５ｍｍプレートに約２×１

０5細胞をトランスフェクトした。２４時間後、次いでこの細胞を５枚の１００

ｍｍプレートに分け、通常培地中で一日増殖させ、次いで、低血清培地で１３日

間増殖させた。約４０００個の全コロニーを、低血清培地における増殖に続いて



(95) 特表２００３－５２１８９３

得た。

      【０２３５】

  シグナルペプチド富化された再生ｃＤＮＡ分子を、以下のようにトランスフェ

クトされた細胞から回収した。２ｍｌのトリプシン－ＥＤＴＡの添加、および３

７℃で５分間のインキュベーション、続いて、温和に渦を巻くことによって、細

胞をプレートから解放させた。解放された細胞を、２ｍｌのウシ胎仔血清を有す

る５０ｍｌのコニカルチューブに移し、１０００ｒｐｍで５分間遠心分離して、

細胞をペレットにした。わずか１ｇの細胞ペレットを、２０ｍｌのＴＲＩＺＯＬ

試薬（ＢＲＬ）を用いて溶解し、３０秒間ホモジナイズし、次いで、４ｍｌのク

ロロホルムを用いて抽出した。このチューブを、４０００ｒｐｍで３０分間遠心

分離し、そして水相を、新しいチューブに移した。ＲＮＡを、１０ｍｌのイソパ

ノールを添加し、混合し、次いで、３０分間４２００ｒｐｍで遠心分離すること

によって沈澱させた。ＲＮＡペレットを、１０ｍｌの７０％エタノールを用いて

洗浄し、簡単に乾燥させ、次いで、このペレットを、０．５ｍｌのＴＥ緩衝液中

に再懸濁した。ポリＡ＋ＲＮＡを、市販のｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈａｒｍａｃ

ｉａ）を用いることによって調製した。７５０μｌのＴＥ緩衝液中ポリＡ＋ＲＮ

Ａをカラムから溶出した後、次いでこのサンプルを、４０μｌのサンプル緩衝液

および１ｍｌのエタノールを添加し、一晩－７０℃でインキュベートすることに

よって、２つの１．５ｍｌマイクロ遠心分離チューブ中でエタノール沈澱させた

。

      【０２３６】

  陽性クローンのｃＤＮＡ挿入物を、以下のようにＲＴ－ＰＣＲによってレスキ

ューした。第１の鎖合成を、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔTM前増幅システム（ｐｒｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｓｙｓｔｅｍ）（ＢＲＬ）を用いて実施した。選

択された３Ｔ３コロニー由来の１５μｇのポリＡ＋ＲＮＡを含む混合物および１

５μｌ（２μＭ）のベクタープライマー（５’－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ａ－

Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ａ－３’；配

列番号３５）を、調製し、次いで、７０℃で１０分間インキュベートし、続いて

、５０℃で平衡させた。次いで、２．５μｌ  １０×緩衝液、２．５μｌ  ２５
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ｍＭ  ＭｇＣｌ2、１．３μｌ  １０ｍＭ  ｄＮＴＰ、および２．５μｌ  ０．

１Ｍジチオトレイトールを含む前混合物を、ポリＡ＋ＲＮＡ／プライマー混合物

に添加し、この後、１．２μｌの逆転写酵素を添加し、そしてこの反応物を、５

０℃で１時間インキュベートした。この反応物を、７０℃で１５分間加熱するこ

とによって停止した。

      【０２３７】

  第１鎖合成のあと、ＲＮＡを、１μｌのＲＮａｓｅ  Ｈを用いて３７℃で２０

分間で消化した。ＰＣＲを、以下のように、Ｐｆｕポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ

  Ｅｌｍｅｒ）を用いて実施した。１００μｌの総容量において、２μｌの第１

鎖反応物を、１×Ｐｆｕ緩衝液、０．５μＭの各増幅プライマー（５’－Ａ－Ａ

－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｔ

－Ｇ－Ｔ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－３’；配列番号３６；および５’－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｔ

－Ｃ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｇ

－３’；配列番号３７）、０．２ｍＭ  ｄＮＴＰ、５％  ＤＭＳ、および２．５

ユニットのＰｆｕポリメラーゼに添加した。この増幅反応は、９５℃で１分間を

１サイクル；９５℃で３０秒間、６６℃で４５秒間、および７２℃を３０サイク

ル；ならびに７２℃で１０分間を１サイクルで実施した。ＰＣＲ産物を、フェノ

ール／クロロホルム抽出、続くエタノール沈澱によって精製し、次いで、Ｎｏｔ

  ＩおよびＳａｌ  Ｉを用いて消化した。Ｓｍａｌ  Ｉ消化産物およびＰＣＲプ

ライマーを、ＳｉｚｅＳｅｐ  ４００スピンカラムを用いてこの反応物から除去

した。

      【０２３８】

  一次スクリーニングにおいて同定されたクローンを、引き続き２次分泌アッセ

イにおいて分析した。この二次スクリーニング技術は、短縮型胎盤アルカリホス

ファターゼ（ＰＬＡＰ）を含むベクター（ここで、ネイティブなシグナルペプチ

ドは、取り除かれている）を分泌レポーター遺伝子として使用した。異種ｃＤＮ

Ａフラグメントを、個々の配列を短縮ＰＬＡＰ遺伝子のすぐ上流に挿入し、次い

で、この試験構築物を用いてＣＯＳ７細胞をトランスフェクトすることによって

、シグナルペプチド分泌配列の存在に関して試験した。シグナルペプチドをコー
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ドする挿入されたｃＤＮＡ配列は、ＰＬＡＰレポーター配列とインフレームで挿

入された場合、トランスフェクト細胞から分泌され得る融合タンパク質の形成を

導く。

      【０２３９】

  ＰＬＡＰレポーター構築物は、以下のように作製された。ヒト胎盤ＲＮＡを、

標準的な条件下でＲＴ／ＰＣＲ増幅に供し、短縮ヒトＰＬＡＰタンパク質をコー

ドするＤＮＡフラグメントを作製した。ＲＮＡを、オリゴｄ（Ｔ）をプライマー

として使用した逆転写酵素によって転写し、次いで、ＰＬＡＰ特異的プライマー

を用いてＰＣＲ増幅し、アミノ酸２２～５３６に対応するＰＬＡＰ配列をコード

するＲＮＡ産物を生成した（Ｍｉｌｌａｎ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１（

７）：３１１２－１５（１９８６））。ＰＬＡＰ増幅プライマー（５’－Ａ－Ｃ

－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ａ

－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号

３８；および５’－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｇ

－Ｇ－Ｇ－Ｔ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ｃ

－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－３’；配列番号３９）を、それぞれ、Ｎｏｔ  ＩおよびＫｐ

ｎ  Ｉ制限部位を含むように消化し、これは、ＰＬＡＰフラグメントのｐｃＤＮ

Ａ３．１ベクターへの連結を容易にする（ベクターｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰ

を作製する）。

      【０２４０】

  Ｔｍｒｌ１二次ライブラリーを、以下のようにｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰ中

に構築した。一次Ｔｍｒｌ１ライブラリー中のクローン由来のｃＤＮＡ挿入物を

、ＰＣＲ増幅プライマーおよび上記の条件を用いて３Ｔ３細胞のコロニーから回

収した。回収されたＰＣＲ産物を、次いで、Ｘｈｏ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉ制限酵

素で消化されたｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰベクター中に連結した。次いで、連

結産物を、Ｅ．Ｃｏｌｉ菌株ＤＨ１０Ｂに形質転換し、二次Ｔｍｒｌ１ライブラ

リーを作製した。

      【０２４１】

  シグナルペプチド分泌配列の存在について異種ｃＤＮＡフラグメントをアッセ
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イするために、個々のコロニーを、最初に、低密度でプレートした寒天プレート

の二次Ｔｍｒ１ライブラリーから選択し、そして細菌増殖培地を含む標準的な９

６ウェルのプレートのウェルに配置した。次いで、培養物を飽和するまで増殖さ

せ、そしてプラスミドＤＮＡを標準的な手順によってそれぞれの培養物から調製

した。このように調製されたプラスミドＤＮＡを使用して以下に記載のようにＣ

ＯＳ７細胞をトランスフェクトした。

      【０２４２】

  ＣＯＳ７細胞を、ＤＭＥＭ－ＨＧ、１０％ウシ胎仔血清および１×ＰＳＧ（ペ

ニシリン、ストレプトマイシンおよびゲンタマイシン）からなる２００μｌの増

殖培地中１ウェル当たり６０００個の細胞の濃度で９６ウェルの平底プレートに

播種した。ＣＯＳ７細胞の播種に続いて、プレートをＣＯ2インキュベーター中

で３７℃で２４時間インキュベートした。それぞれのウェルの細胞を、Ｓｕｐｅ

ｒｆｅｃｔ試薬（Ｑｉａｇｅｎ）を使用する選択二次Ｔｍｒ１ライブラリークロ

ーンから回収した５００ｎｇのプラスミドＤＮＡでトランスフェクトした。トラ

ンスフェクション反応を、二時間進行させ、その後、トランスフェクトされた細

胞を、２００μｌのフェノールレッドを含まない、無血清ＤＭＥＭを用いて洗浄

し、次いで、１００μｌのフェノールレッドを含まない血清を含まないＤＭＥＭ

およびグルタメートとともにＣＯ2インキュベーター中で３７℃で２４時間イン

キュベートした。インキュベーションに続いて、１Ｍジエタノールアミン、１０

ｍＭホモアルギニン、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2、および１ｍｇ／ｍｌ  ＢＳＡ中の２

００μＭ  ４－メチルウンベリ－フェリル（ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉ－ｆｅ

ｒｙｌ）ホスフェート（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ）を含む１００μｌ

の溶液をそれぞれのウェルに加え、インキュベーションを１時間３７℃で続けた

。次いで、アルカリホスファターゼ反応の生成物を蛍光計で３６０／４６０ｎｍ

で読んだ。

      【０２４３】

  単一のクローン（ｔｍｒｌ１－００００１－ｅ９）（ＰＬＡＰアッセイで読み

取られた蛍光の増加を生じ、そしてコンピュータ予測されたシグナルペプチド配

列を有し、ＦＧＦファミリーに相同である）を、二次Ｔｍｒｌ１ライブラリース
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クリーンで同定した。続いて、このクローンをプローブとして使用してマウス肝

臓ｃＤＮＡライブラリーからマウスＦＧＦ様ポリペプチドについて全長ｃＤＮＡ

を単離した。マウス肝臓全長ｃＤＮＡライブラリーを標準的技術を使用して構築

した。基本的に、オリゴｄ（Ｔ）を使用して、再生マウス肝臓から単離したｍＲ

ＮＡから最初の鎖合成をプライムし、次いで全長ｃＤＮＡ配列を、Ｓｕｐｅｒｓ

ｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓｙｎｔｈｅ

ｓｉｓ  ａｎｄ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）を使

用してｐＳＰＯＲＴ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にクローン化した。

      【０２４４】

  マウス肝臓ｃＤＮＡライブラリーの一次スクリーンにおいて、５０，０００コ

ロニーをＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いで、ニトロセ

ルロースフィルターに移した。フィルターをｋＦＧＦシグナルトラップおよび分

泌アッセイスクリーニングにおいて同定されたクローンから誘導されるプローブ

の混合物でスクリーニングした。このプールのプローブは、ｔｍｒｌ１－０００

０１－ｅ９クローンから単離された３３９ｂｐ  Ｎｏｔ  Ｉ－Ｘｂａ  Ｉフラグ

メントを含んだ。フィルターを、最初に５０％ホルムアミド、５×Ｄｅｎｈａｒ

ｄｔ’ｓ、５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、および１００μｇ／ｍｌサケ精子ＤＮ

Ａからなるハイブリダイゼーション溶液中で２時間４２℃でプレハイブリダイズ

した。プレハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを、新鮮なハイブリダ

イゼーション溶液中で４２℃で１晩、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識プローブとともにイン

キュベートした。次いでフィルターを０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳで６５℃

で洗浄し、続いて－８０℃で１晩オートラジオグラフィによって分析した。この

最初のスクリーンから、９２の陽性のクローンを同定した。

      【０２４５】

  一次スクリーンで単離された陽性クローンをプールし、そして３３９ｂｐのｔ

ｍｒｌ１－００００１－ｅ９フラグメントのみを再スクリーニングした。この二

次スクリーニングにおいて、クローンプールから誘導された６０００コロニーを

ＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いでニトロセルロースフ

ィルターに移した。二次スクリーンに使用されるハイブリダイゼーション条件は
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、一次スクリーンに使用した条件と同じであった。３つの個々のクローン（１Ｅ

、１Ｅ－４、および１Ｅ－６）を二次スクリーンで同定した。

      【０２４６】

  二次スクリーンで同定された３つの個々のクローンの制限消化は、それぞれが

１．６ｋｂの挿入物を含んだことを示した。この挿入物によってコードされるコ

ード配列の５’末端（５’－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ａ

－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号７）および３’末端（

５’－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｔ

－Ｃ－Ａ－３’；配列番号８）に対応するプライマーを設計し、続いてクローン

１Ｅの部分配列分析を行った。これらのプライマーを、クローン１Ｅプラスミド

ＤＮＡのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅に使用した。増幅反応を９４℃で

一分間１サイクル；９４℃１５秒間および６５℃で１．５分間３５サイクル；な

らびに７２℃で１０分間１サイクルを行った。約６５０ｂｐのＰＣＲ産物を増幅

に続いて得た。

      【０２４７】

  Ｑｉａｇｅｎゲル抽出キットを使用する１％アガロースゲルからの精製に続い

て、ＰＣＲ産物を配列決定した。この増幅産物の配列分析は、ＰＣＲプライマー

が誘導されるｃＤＮＡクローンが２１０アミノ酸のタンパク質をコードする６３

０ｂｐのオープンリーディングフレームを含む遺伝子を含むことを示した。図１

は、マウスＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号３）およびマウスＦＧ

Ｆ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号４）を示す。クローン１Ｅの引き

続く配列分析はまた、二次スクリーニングにおいて同定されるｃＤＮＡクローン

のオープンリーディングフレームが２つのイントロン配列によって中断されてい

ることを確立した。ＳｗｉｓｓｐｒｏｔデータベースのＦＡＳＴＡプログラムを

使用するコンピュータ分析は、このオープンリーディングフレームがＦＧＦ－６

（図３Ａ～３Ｄ）に最も関連した（３９％同一）ポリペプチドをコードすること

を示した。

      【０２４８】

  ＳＩＧＮＡＬＰプログラム（Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  
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Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｔｈｅ  Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ  Ｕｎｉｖ

ｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｄｅｎｍａｒｋ）を使用するコンピュータ分析はまた、マ

ウスＦＧＦ様ポリペプチドがそのアミノ末端に潜在的なシグナルペプチド（Ｍ－

Ｅ－Ｗ－Ｍ－Ｒ－Ｓ－Ｒ－Ｖ－Ｇ－Ｔ－Ｌ－Ｇ－Ｌ－Ｗ－Ｖ－Ｒ－Ｌ－Ｌ－Ｌ－

Ａ－Ｖ－Ｆ－Ｌ－Ｌ－Ｇ－Ｖ－Ｙ－Ｑ－Ａ；配列番号４０；図１で下線が引かれ

る）を保有したことを示した。マウスＦＧＦ様ポリペプチドの最初の翻訳産物は

、可能な翻訳後修飾を含まないで２３，２３７の計算された分子量を有する。推

定の２９アミノ酸シグナルペプチド配列の除去の後に、１８１アミノ酸の残りの

推定成熟タンパク質が１９，８７６の計算された分子量を有する。推定されるＮ

連結グリコシル化部位は、このタンパク質において同定されず、このタンパク質

は、糖尿病性プロテアーゼプロシング部位を保有しない。

      【０２４９】

  （実施例２：ヒトＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら上述に記載される物質および方法を使用して、

ヒトＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析した。

      【０２５０】

  ヒトＦＧＦ様ポリペプチドをコードする配列は、マウスＦＧＦ様ポリペプチド

遺伝子から誘導されるプローブを用いてヒトｃＤＮＡライブラリーをスクリーニ

ングすることによって単離された。４６０ｂｐのプローブを、32Ｐ－ｄＣＴＰを

含む反応物において、以下のプライマー：５’－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｇ－

Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号７

）および３’（５’－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－

Ｃ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－

Ｇ－３’；配列番号９）を使用してマウスＦＧＦ様ポリペプチドｃＤＮＡのＰＣ

Ｒ増幅によって作製した。増幅反応を９４℃で一分間１サイクル；９４℃で１５

秒間および６５℃で１．５分間３５サイクル；ならびに７２℃で１０分間１サイ

クルを行った。

      【０２５１】

  ４６０ｂｐのマウスプローブを使用して、ヒト肝臓ｃＤＮＡライブラリーから
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ヒトＦＧＦ様ポリペプチドに対する全長ｃＤＮＡを単離した。ヒト肝臓全長ｃＤ

ＮＡライブラリーを、標準的技術を使用して構築した。基本的に、オリゴｄ（Ｔ

）を使用して、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）から得たｍＲＮ

Ａから最初の鎖合成をプライムし、次いで全長ｃＤＮＡ配列を、Ｓｕｐｅｒｓｃ

ｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓｙｎｔｈｅｓ

ｉｓ  ａｎｄ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）を使用

してｐＳＰＯＲＴ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にクローン化した。

      【０２５２】

  ヒト肝臓ｃＤＮＡライブラリーの一次スクリーンにおいて、５５０，０００コ

ロニーをＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いで、ニトロセ

ルロースフィルターに移した。フィルターをＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ）中３０分間６０℃でプレハイブリダイズし、次いで、新鮮なＥｘｐ

ｒｅｓｓＨｙｂ溶液で６０℃で１晩32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤＮＡ

プローブとともにインキュベーションした。ハイブリダイゼーションに続いて、

フィルターを２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中室温で３０分間２回、１×ＳＳＣ／

０．１％ＳＤＳ中６０℃で３０分間２回、０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中６

５℃で３０分間２回洗浄し、次いで、フィルターを－８０℃で１晩オートラジオ

グラフィによって分析した。次いで一次スクリーンにおいて同定される陽性クロ

ーンを再スクリーニングし、４つの独立したクローンを二次スクリーニングの後

に回収した。これらの４つのクローンに対するプラスミドＤＮＡを調製し配列決

定した。

      【０２５３】

  配列分析は、４つのクローンが１．２ｋｂまたは１．８ｋｂのいずれかの挿入

物を含んだことを示した。１．２ｋｂのｃＤＮＡ挿入物は、２０９アミノ酸のタ

ンパク質をコードする６２７ｂｐのオープンリーディングフレームを含む遺伝子

を含んだ。図２Ａ～２Ｂは、ヒトＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号

１）およびヒトＦＧＦ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。

１．８ｋｂのｃＤＮＡ挿入物が１．２ｋｂ挿入物によってコードされるものと同

じオープンリーディングフレームを含むが、この挿入物のオープンリーディング
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フレームは、さらに実施例１で単離されたマウスｃＤＮＡクローンのいくつかに

見出される第２のイントロンに対する位置に対応するイントロンによって中断さ

れた。

      【０２５４】

  図３Ａ～３Ｄは、ヒトＦＧＦ様タンパク質、マウスＦＧＦ様タンパク質、およ

びＦＧＦファミリーの他のメンバーのアミノ酸配列の整列を示す。ヒトＦＧＦ様

ポリペプチドは、マウスＦＧＦ様タンパク質に７６％同一である。ＳＩＧＮＡＬ

Ｐプログラム（Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓｅｑｕｅｎｃ

ｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｔｈｅ  Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  

ｏｆ  Ｄｅｎｍａｒｋ）を使用するコンピュータ分析は、ヒトＦＧＦ様ポリペプ

チドがまた、そのアミノ末端に潜在的なシグナルペプチド（Ｍ－Ｄ－Ｓ－Ｄ－Ｅ

－Ｔ－Ｇ－Ｆ－Ｅ－Ｈ－Ｓ－Ｇ－Ｌ－Ｗ－Ｖ－Ｓ－Ｖ－Ｌ－Ａ－Ｇ－Ｌ－Ｌ－Ｌ

－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｑ－Ａ；配列番号４１；図２Ａ～２Ｂで下線が引かれる）を保有

することを示した。ヒトＦＧＦ様ポリペプチドの最初の翻訳産物は、２２，２８

４の計算された分子量を有し、可能な翻訳後修飾を含まない。推定の２８アミノ

酸シグナルペプチド配列の除去の後に、１８１アミノ酸の残りの推定成熟タンパ

ク質が１９，３９５の計算された分子量を有する。推定されるＮ連結グリコシル

化部位は、このタンパク質において同定されず、このタンパク質は、糖尿病性プ

ロテアーゼプロセシング部位を保有しない。

      【０２５５】

  （実施例３：ＦＧＦ様ｍＲＮＡ発現）

  マウスＦＧＦ様ｍＲＮＡの発現は、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤＮ

Ａプローブを使用してマウスの複数の組織に対してノーザンブロット（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ）で試験した。３９１ｂｐのフラグメントからなるプローブは、Ｘｂａ

  ＩおよびＮｏｔ  Ｉを用いた制限消化によってｔｍｒｌ１－００００１－ｅ９

クローンから単離した。ブロットを最初に５０％ホルムアミド、５×Ｄｅｎｈａ

ｒｄｔ’ｓ、６×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、および１００μｇ／ｍｌサケ精子Ｄ

ＮＡからなるハイブリダイゼーション溶液中で２時間４２℃でプレハイブリダイ

ズした。プレハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを、新鮮なハイブリ
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ダイゼーション溶液中で４２℃で１晩、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤ

ＮＡプローブとともにインキュベートした。次いでフィルターを０．１×ＳＳＣ

／０．１％ＳＤＳで６５℃で洗浄し、続いて－８０℃で１晩オートラジオグラフ

ィによって分析した。約１．３５ｋｂおよび１．８ｋｂの２つの転写物を、マウ

ス肝臓（図４Ａ）において検出した。１．３５ｋｂ転写物は、所定の発現を示し

た。

      【０２５６】

  ヒトＦＧＦ様ｍＲＮＡの発現を、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識ヒトＦＧＦ様ｃＤＮＡプ

ローブを使用して、Ｈｕｍａｎ  ＲＮＡ  Ｍａｓｔｅｒ  ＢｌｏｔTM（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ）およびヒトの複数の組織のノーザンブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）で

試験した。プローブは、以下のプライマー：５’－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｃ－ＴＡ－Ａ－

Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｃ－

Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－３’；配列番号１２；および５

’Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ

－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－３’；

配列番号１３、ならびに鋳型として上記のヒトｃＤＮＡクローンを使用して、ヒ

トＦＧＦ様タンパク質コード領域から誘導された６６０ｂｐのＰＣＲ産物からな

る。増幅反応を、９４℃で１分間１サイクル；９４℃で１５秒間、６０℃で１５

秒間および７２℃で１分間３５サイクル；および７２℃で１０分間１サイクルで

行った。ブロットを最初にＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中１

時間６５℃でプレハイブリダイズし、次いで、新鮮なＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液

で６５℃で１晩32Ｐ－ｄＣＴＰ標識ヒトＦＧＦ様ｃＤＮＡプローブとともにイン

キュベーションした。ハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを２×ＳＳ

Ｃ／０．１％ＳＤＳ中室温で３０分間２回、０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中

６５℃で３０分間２回洗浄し、次いで、フィルターを－８０℃で１晩オートラジ

オグラフィによって分析した。約１．２ｋｂおよび２ｋｂの２つの転写物を複数

の組織ノーザンブロット９（図４Ｂ）におけるヒト肝臓において検出した。成体

肝臓における強い発現ならびに肺および胎児肝臓における弱い発現は、Ｈｕｍａ

ｎ  ＲＮＡ  Ｍａｓｔｅｒ  ＢｌｏｔTMで検出された（図４Ｃ）。
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      【０２５７】

  （実施例４：ＦＧＦ様ｍＲＮＡインサイチュ分析）

  インサイチュハイブリダイゼーションを、マウスＦＧＦ様ポリペプチドのコー

ド領域にわたる６４８ｂｐのアンチセンスＲＮＡプローブで行った。プローブは

、Ｔ７  ＲＮＡポリメラーゼおよび33Ｐ－ＵＴＰを使用するＦＧＦ様ｃＤＮＡ挿

入物を含む線形化されたｐＣＲ２．１  ＴＯＰＯから転写された。

      【０２５８】

  正常な胚および成体のマウス組織のパネルを、４％パラホルムアルデヒドで固

定し、パラフィンに埋め込み、そして５μｍで切り出した。インサイチュハイブ

リダイゼーションの前に、組織を０．２Ｍ  ＨＣｌで透過性にし、続いてプロテ

イナーゼＫで消化し、そしてトリエタノールアミンおよび無水酢酸でアセチル化

した。区画を33Ｐ標識リボプローブで１晩５５℃でハイブリダイズし、次いで０

．１×ＳＳＣ中で６０℃で高ストリンジェンシーに供した。スライドをＫｏｄａ

ｋ  ＮＴＢ２乳濁液に浸し、４℃で２～３週間曝露し、現像し、そしてヘマトキ

シリンおよびエオシンで対比染色した。区画を暗視野および標準的な照射で調べ

て組織形態学およびハイブリダイゼーションシグナルの同時評価を可能にした。

      【０２５９】

  最も強い全発現は、膵臓において認められ、強いシグナルが島にわたって検出

され、より少なくより拡散したシグナルが膵臓の腺房部分にわたって検出された

。肝臓は、中程度のレベルの拡散シグナルを示し、ＦＧＦ様ポリペプチドの中程

度の肝細胞発現を示す。有意なシグナルはまた、精巣の精細管内の精原細胞およ

び胸腺髄質における細胞にわたって存在した。低いレベルの拡散シグナルは、腎

臓、脾臓、下垂体および白色および褐色脂肪組織において検出された。

      【０２６０】

  （実施例５：哺乳動物細胞におけるＦＧＦ様ポリペプチドの産生）

  ヒトとマウスのＦＧＦ様ポリペプチドは両方とも、ヒト免疫グロブリンＩｇＧ

重鎖Ｆｃ領域を有する融合タンパク質としてそれらのカルボキシ末端において発

現される。ヒトまたはマウスＦＧＦ様ポリペプチドをコードする鋳型ＤＮＡ配列

を、配列の５’末端および３’末端（表ＩＩ）に対応するプライマーを使用して
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ＰＣＲによって増幅した。得られたＰＣＲ産物は、ヒトまたはマウスＦＧＦ様ポ

リペプチドのいずれかのコード領域に対応し、翻訳終結コドンを欠く。さらに、

プライマーは、ＰＣＲ産物の５’末端にＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限エンドヌクレアー

ゼ部位および産物の３’末端にＮｏｔ  Ｉ部位を組み込むように設計された。

      【０２６１】

【表２】

  ヒトおよびマウスＦＧＦ様タンパク質Ｆｃ融合構築物は、最初に、ＰＣＲ産物

をＨｉｎｄ  ＩＩＩおよびＮｏｔ  Ｉで切断し、次いでインフレームでフラグメ

ントをヒト免疫グロブリンＩｇＧのＨＦｃ鎖をコードするＤＮＡフラグメントに

ライゲートすることによって作製された。次いで、ＦＧＦ様タンパク質Ｆｃ挿入

物をｐＣＥＰ４哺乳動物発現ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にライゲートし

た。これらのライゲーションを、エレクトロポレーションおよびアンピシリン耐

性について選択された形質転換体によるＥ．ｃｏｌｉ菌株ＤＨ１０に形質転換し

た。選択された形質転換体の配列分析に続いて、大スケールのプラスミドストッ

クを、組織培養トランスフェクションのために調製した。選択されたアンピシリ

ン耐性コロニーに対するプラスミドＤＮＡを調製し配列決定して、クローンが所

望の挿入物を含むことを確認した。

      【０２６２】

  ＦＧＦ様タンパク質に対する機能研究を行うために、ヒトまたはマウスＦＧＦ

様タンパク質融合発現構築物を、ＳｕｐｅｒＦｅｃｔTMトランスフェクション試

薬（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して２９３－ＥＢＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）細胞
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に導入した。馴化培地を一過性トランスフェクションの４８時間後に収集した。

抗ヒトＦｃ抗体を使用するウエスタンブロット分析は、馴化培地がヒトまたはマ

ウスＦＧＦ様／Ｆｃ融合ポリペプチドを含んだことを確認した。

      【０２６３】

  馴化培地が、以下に記載のようにアフィニティークロマトグラフィーによって

精製された。培地を最初に０．２μｍのフィルターを通した。プロテインＡカラ

ム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）をＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌｅ  Ｂｉｎｄｉ

ｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）で平衡化し、次

いで、濾過した培地で充填した。カラムを、２８０ｎｍの吸収が基線に達するま

で、ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌｅ  Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒを用

いて洗浄した。ＦＧＦ様／Ｆｃタンパク質をＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌ

ｅ  Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒを用いてカラムから溶出した。ＦＧＦ様／Ｆ

ｃタンパク質を含む画分をプールし、Ｔｒｉｓ緩衝化生理食塩水（ＴＢＳ）中で

透析し、続いてリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で透析し、そして４℃で保存

した。ゲル電気泳動分析は、プールされた画分が予期された分子量の約６０ｋＤ

の精製されたタンパク質を含んだことを確認した。

      【０２６４】

  （実施例６：ＦＧＦ様ポリペプチドを過剰発現するトランスジェニックマウス

の作製および分析）

  ヒトアポリポタンパク質ＥプロモーターからのマウスＦＧＦ様ポリペプチド（

配列番号４）を過剰発現するトランスジェニックマウスを、以前に記載されたよ

うに作製し（Ｓｉｍｏｎｅｔら，１９９７，Ｃｅｌｌ  ８９：３０９－１９を参

照のこと）。７匹のマウス（４匹のオスおよび３匹のメス）（これは、マウスＦ

ＧＦ様遺伝子（配列番号３）についてトランスジェニックであり、そして５匹の

非トンスジェニック同腹仔（２匹がオスそして３匹がメス）である）は、６～８

週齢で部検および病理分析を受けた。全てのマウスに、収集の１時間前に５０ｍ

ｇ／ｋｇのＢｒｄＵを注射し、次いでＸ線写真をとり、屠殺した。身体および選

択された器官の重さを測定し、血液を血液学および血清化学のために引きぬき、

器官を組織学的分析およびＢｒｄＵ標識化のために収集した。
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      【０２６５】

  全てのトランスジェニックマウスは、２０ｇｍ以下の体重であったが、全ての

非トランスジェニックマウスは、２０ｇｍ以上の体重であった（ｐ＜０．０００

１）。さらに、トランスジェニックマウスは、非トランスジェニックの対応のも

のよりも満足できるほど有意に少ない肝臓の重さ（ｐ＝０．００１１）および脾

臓の重さ（ｐ＝０．００３９）ならびに多い胸腺の重さ（ｐ＝０．０１１８）（

体重のパーセンテージとして）を有した。トランスジェニックマウスについて、

体重は、野生型の６７％であった。肝臓、脾臓および胸腺の重さは、体重のパー

センテージとして、それぞれ、野生型の８５％、６３％および１７０％であった

。すべての雌性トランスジェニックマウスはまた、小さな子宮および卵管ならび

に黄体を欠く卵巣を有し、そしてほとんど卵胞発生を示さなかった。要約すると

、トランスジェニックマウスは、小さな肝臓、脾臓および乏しく発達した卵巣を

伴う発育阻止された成長、ならびに拡大された（おそらく退縮（ｉｎｖｏｌｕｔ

ｅｄ）していない）胸腺を最も特徴とする表現型を有する。これらの変化は、年

齢の一致した非トランスジェニック同腹仔と比較して、阻害されたかまたは遅延

した変異を引き起こすトランスジェニックにおけるＦＧＦ様ポリペプチドの過剰

発現と最も一致する。

      【０２６６】

  （実施例７：１才齢のＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニックマウスの分析

）

  部検および病理学的分析を、実施例６に記載される実験で作製された１才齢の

ＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニック（５匹のオスおよび５匹のメス）なら

びに非トランスジェニック（３匹のオスおよび２匹のメス）同腹仔で実行した。

ＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニックは、阻害されたかまたは遅延した変異

として一般的に特徴付けられる異常な表現型を示し続けた。これらの観測された

効果は、減少した体重（野生型の４８％）、雌性においては乏しく発達した卵巣

（有意な卵胞発達を欠く）を含んだ。体重のパーセンテージとしての肝臓、脾臓

および胸腺の重さは、非トランスジェニック同腹仔において見出されるものに正

常化された。１才齢の非トランスジェニックコントロールマウスのいくつかが、
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肥満であることを見出し、少なくとも一つのコントロールが、ＩＩ型糖尿病の発

生と一致する変化を示した。しかし、１才齢のトランスジェニックマウスは、肥

満も糖尿病を発生する証拠も示さなかった。従って、ＦＧＦ様ポリペプチドトラ

ンスジェニックが、通常マウスにおいて見られる年齢に関連した変化の少なくと

もいくつかを発生せず、実際、本発明のＦＧＦ様遺伝子が加齢プロセスを遅らせ

るのに役立ち得るようである。

      【０２６７】

  これらの発見は、有意であり、本発明のＦＧＦ様ポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドが、加齢関連の疾患、障害、または状態の処置または診断に有用であり

得るという結論を支持する。例示として、このような疾患、障害または状態とし

ては、限定しないが、アテローム性動脈硬化症、高コレステロール血症、糖尿病

、肥満、脳卒中、骨粗鬆症、変形性関節症、変形性関節病、筋萎縮、低筋肉症（

ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ）、除脂肪体重の減少、禿頭症、しわ、疲労増大、スタミ

ナ減少、心臓機能低下、免疫系機能不全、癌、パーキンソン病、老年痴呆、アル

ツハイマー疾患、および認識機能低下が挙げられる。さらに一般的には、本発明

の分子は、寿命の向上または増加のために適用可能であり得る。

      【０２６８】

  本発明は、好ましい実施形態に関して記載されているが、改変および変更が当

業者に生じることが理解される。従って、特許請求される本発明の範囲内になる

このような等価な改変すべてを添付の請求項がカバーすることを意図する。

    【配列表】



(110) 特表２００３－５２１８９３



(111) 特表２００３－５２１８９３



(112) 特表２００３－５２１８９３



(113) 特表２００３－５２１８９３



(114) 特表２００３－５２１８９３



(115) 特表２００３－５２１８９３



(116) 特表２００３－５２１８９３



(117) 特表２００３－５２１８９３



(118) 特表２００３－５２１８９３



(119) 特表２００３－５２１８９３



(120) 特表２００３－５２１８９３



(121) 特表２００３－５２１８９３



(122) 特表２００３－５２１８９３



(123) 特表２００３－５２１８９３



(124) 特表２００３－５２１８９３



(125) 特表２００３－５２１８９３



(126) 特表２００３－５２１８９３



(127) 特表２００３－５２１８９３



(128) 特表２００３－５２１８９３



(129) 特表２００３－５２１８９３



(130) 特表２００３－５２１８９３



(131) 特表２００３－５２１８９３



(132) 特表２００３－５２１８９３



(133) 特表２００３－５２１８９３



(134) 特表２００３－５２１８９３



(135) 特表２００３－５２１８９３

【図面の簡単な説明】
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    【図１】

  図１は、マウスＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号３）およびマウ

スＦＧＦ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号４）を図示する。

    【図２】

  図２Ａ～図２Ｂは、ヒトＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）お

よびヒトＦＧＦ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号２）を図示する。

    【図３】

  図３Ａ～図３Ｄは、ヒトＦＧＦ様タンパク質（ｈＡｇｐ－２６２５７；配列番

号２）、マウスＦＧＦ様タンパク質（ｍＡｇｐ－２６２５７；配列番号４）、ヒ

トＦＧＦ－１４（Ｈｆｇｆｌ４；配列番号１６）、マウスＦＧＦ－１４（Ｍｆｇ

ｆｌ４；配列番号２６）、ヒトＦＧＦ－１２（Ｈｆｇｆｌ２；配列番号１５）、

マウスＦＧＦ－１３（Ｍｆｇｆｌ３；配列番号２５）、ヒトＦＧＦ－５（Ｈｆｇ

ｆ５；配列番号２０）、マウスＦＧＦ－５（Ｍｆｇｆ５；配列番号３０）、ヒト

ＦＧＦ－６（Ｈｆｇｆ６；配列番号２１）、マウスＦＧＦ－６（Ｍｆｇｆ６；配

列番号３１）、ヒトＦＧＦ－４（Ｈｆｇｆ４；配列番号１９）、マウスＦＧＦ－

４（Ｍｆｇｆ４；配列番号２９）、ヒトＦＧＦ－３（Ｈｆｇｆ３；配列番号１８

）、マウスＦＧＦ－３（Ｍｆｇｆ３；配列番号２８）、ヒトＦＧＦ－７（Ｈｆｇ

ｆ７；配列番号２２）、マウスＦＧＦ－７（Ｍｆｇｆ７；配列番号３２）、ヒト

ＦＧＦ－９（Ｈｆｇｆ９；配列番号２３）、マウスＦＧＦ－９（Ｍｆｇｆ９；配

列番号３３）、ヒトＦＧＦ－１、（Ｈｆｇｆ１；配列番号１４）、マウスＦＧＦ

－１（Ｍｆｇｆ１；配列番号２４）、ヒトＦＧＦ－２（Ｈｆｇｆ２；配列番号１

７）、マウスＦＧＦ－２（Ｍｆｇｆ２；配列番号２７）および得られるＦＧＦコ

ンセンサス配列（ｃｏｎｓ）のアミノ酸配列整列を図示する。

    【図４Ａ】

  図４Ａは、（Ａ）マウスＦＧＦ様ポリペプチド発現のノーザンブロット分析の

結果を図示する。

    【図４Ｂ】

  図４Ｂは、（Ｂ）ヒトＦＧＦ様ポリペプチド発現のノーザンブロット分析の結

果を図示する。
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    【図４Ｃ】

  図４Ｃは、（Ｃ）ヒトＦＧＦ様ポリペプチド発現のドットブロット分析の結果

を図示する。

【図１】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】
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【図３Ｄ】

【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図４Ｃ】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年５月２９日（２００２．５．２９）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列；

  （ｄ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｃ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項２】  単離された核酸分子であって、以下:

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドに対して少なくとも約

８０パーセント同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝

臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓から

の分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果

たすか、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１、配列番号３または（ａ）に示すヌクレオチド配列の対立遺

伝子改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１、配列番号３、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の一領域
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であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化す

るか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは

膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において

役割を果たすか、腫瘍形成活性を有するか、または抗体を生成するための抗原と

して役立つ、一領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１、配

列番号３または（ａ）～（ｃ）のうちのいずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｄ）のうち

のいずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項３】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２に示すポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、



(148) 特表２００３－５２１８９３

ヌクレオチド配列；

  （ｄ）カルボキシル末端短縮化および／またはアミノ末端短縮化を有する配列

番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされ

るポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵

臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他

の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、また

は腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、カルボキシル末端短縮化

およびアミノ末端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有す

る配列番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コー

ドされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もし

くは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌

後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか

、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

いずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項４】  請求項１、２または３に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項５】  請求項４に記載のベクターを含む、宿主細胞。

    【請求項６】  真核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項７】  原核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項８】  ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するプロセスであって、請求項

５に記載の宿主細胞を、該ポリペプチドを発現するために適切な条件下で培養す

る工程、および必要に応じて、該ポリペプチドを該培養物から単離する工程を包

含する、プロセス。

    【請求項９】  請求項８に記載のプロセスによって産生される、ポリペプチ
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ド。

    【請求項１０】  前記核酸分子が、ネイティブなＦＧＦ様ポリペプチドをコ

ードするＤＮＡに作動可能に連結された、ネイティブなＦＧＦ様ポリペプチドに

ついてのプロモーターＤＮＡ以外のプロモーターＤＮＡを含む、請求項８に記載

のプロセス。

    【請求項１１】  前記パーセント同一性が、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳ

ＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔ

ｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラムを

用いて決定される、請求項２に記載の単離された核酸分子。

    【請求項１２】  化合物が、ＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリ

ペプチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項５、

６または７に記載の細胞を、該化合物に曝露する工程、および該細胞中でのＦＧ

Ｆ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリペプチド産生を測定する工程を包含す

る、プロセス。

    【請求項１３】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すアミノ酸配列；および

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６のＤＮＡ挿入物によってコードされる

アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１４】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）必要に応じてアミノ末端メチオニンをさらに含む、配列番号５または配

列番号６のいずれかに示すアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のいずれかのオルソログについてのアミノ

酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活

性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓も

しくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性に

おいて役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

８０パーセント同一であるアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが
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、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖

および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節す

るか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を

有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む、配列番号２または配列番号４の

いずれかに示すアミノ酸配列のフラグメントであって、コードされるポリペプチ

ドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の

増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調

節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、腫瘍形成活性を有

するか、または抗体の生成のための抗原として役立つ、フラグメント；および

  （ｅ）配列番号２または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列；ＡＴＣＣ

受託番号ＰＴＡ－６２６のＤＮＡ挿入物によってコードされるアミノ酸配列；（

ａ）、（ｂ）または（ｃ）のいずれかの、対立遺伝子改変体またはスプライス改

変体についてのアミノ酸配列；

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１５】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配列番号２または配列

番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する、配列番号２または配列番号４
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のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する、配列番号２または

配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチド

が、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増

殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節

するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性

を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号２

または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペ

プチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細

胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型

を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形

成活性を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１、２または３のいずれかに記載の核酸分子によっ

てコードされる、単離されたポリペプチド。

    【請求項１７】  前記パーセント同一性が、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＦＡＳ

ＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔ

ｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラムを

用いて決定される、請求項１４に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドで動物を免疫することによって産生される、抗体。

    【請求項１９】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ

チドを特異的に結合する、抗体またはそのフラグメント。
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    【請求項２０】  モノクローナル抗体である、請求項１９に記載の抗体。

    【請求項２１】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドに結合するモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項２２】  請求項１８、１９もしくは２０のいずれかに記載の抗ＦＧ

Ｆ様抗体またはそれらのフラグメントを用いて、ＦＧＦ様ポリペプチドを検出す

るかまたはＦＧＦ様ポリペプチドの量を定量する方法。

    【請求項２３】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ

チドおよび薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項２４】  前記薬学的に受容可能な処方剤が、キャリア、アジュバン

ト、可溶化剤、安定剤または抗酸化剤である、請求項２３に記載の組成物。

    【請求項２５】  前記ポリペプチドが、配列番号２に示す成熟アミノ酸配列

を含む、請求項２２に記載の組成物。

    【請求項２６】  請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプ

チドの誘導体を含む、ポリペプチド。

    【請求項２７】  水溶性ポリマーを用いて共有結合的に改変されている、請

求項２６に記載のポリペプチド。

    【請求項２８】  前記水溶性ポリマーが、ポリエチレングリコールまたはデ

キストランからなる群より選択される、請求項２７に記載のポリペプチド。

    【請求項２９】  異種のアミノ酸配列に融合された請求項１３、１４または

１５のいずれかに記載のポリペプチドを含む、融合ポリペプチド。

    【請求項３０】  前記異種のアミノ酸配列が、ＩｇＧ定常ドメインまたはそ

のフラグメントである、請求項２９に記載の融合ポリペプチド。

    【請求項３１】  医学的状態を処置、予防または改善するための組成物であ

って、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチドまたは請

求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされるポリペプチ

ドを含有する、組成物。

    【請求項３２】  医学的状態を処置、予防または改善するための組成物であ

って、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチド、または

請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされるポリペプ
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チドの生物学的活性のアゴニストもしくはアンタゴニストを、含有する、組成物

。

    【請求項３３】  前記処置、予防または改善される医学的状態が、肝硬変ま

たは肝臓の他の毒性傷害；炎症性腸疾患、粘膜炎、クローン病または他の胃腸管

異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮、水晶体または網膜組織に

対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管に対する損傷；化学療法後

の造血細胞再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連悪液質）、多発性硬化症、

筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟；脱毛症

；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼吸窮迫症候群、気管支肺異

形成症、急性呼吸促進症候群または他の肺の異常；眼または他の組織の腫瘍；ア

テローム性動脈硬化；高コレステロール血症；糖尿病；肥満；発作；骨粗鬆症；

変形性関節症；変形性関節病；筋萎縮；低筋肉症；除脂肪体重の減少；禿頭症；

しわ；疲労増大；スタミナ減少；心機能低下；免疫系機能不全；癌；パーキンソ

ン病；老年痴呆；アルツハイマー病；および認知機能低下である、請求項３１ま

たは３２のいずれかに記載の組成物。

    【請求項３４】  身体の成長または成熟または寿命を調節するための組成物

であって、請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチド、ま

たは請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸によってコードされるポリ

ペプチド、またはそれらの活性のアゴニストもしくはアンタゴニストを、含有す

る、組成物。

    【請求項３５】  被験体における、病理学的状態または病理学的状態に対す

る感受性を診断する方法であって、以下：

  （ａ）請求項１３、１４もしくは１５のいずれかに記載のポリペプチドまたは

請求項１、２もしくは３のいずれかに記載の核酸分子によってコードされるポリ

ペプチドの発現の、サンプル中での存在または量を決定する工程；および

  （ｂ）該ポリペプチドの発現の存在または量に基づいて、病理学的状態または

病理学的状態に対する感受性を診断する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３６】  デバイスであって、以下：
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  （ａ）移植に適切な膜；および

  （ｂ）該膜内にカプセル化された細胞であって、該細胞が、請求項１３、１４

または１５のいずれかに記載のタンパク質を分泌する、細胞

を備え、該膜が、該タンパク質産物に対して透過性であり、そして該細胞に対し

て有害な物質に対して不透過性である、デバイス。

    【請求項３７】  ポリペプチドに結合する化合物を同定する方法であって、

以下：

  （ａ）請求項１３、１４または１５のいずれかに記載のポリペプチドを化合物

と接触させる工程；および

  （ｂ）該化合物に対する該ポリペプチドの結合の程度を決定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３８】  前記化合物に結合した場合の前記ポリペプチドの活性を決

定する工程をさらに包含する、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  動物におけるポリペプチドのレベルを調節する組成物であ

って、請求項１、２、３または４のいずれかに記載の核酸分子を含有する、組成

物。

    【請求項４０】  請求項１、２、３または４のいずれかに記載の核酸分子を

含む、トランスジェニック非ヒト哺乳動物。

    【請求項４１】  化合物が、ＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリ

ペプチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項４０

に記載のトランスジェニック哺乳動物を該化合物に曝露する工程、および該哺乳

動物中でのＦＧＦ様ポリペプチド活性またはＦＧＦ様ポリペプチド産生を測定す

る工程を包含する、プロセス。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】発明の詳細な説明

【補正方法】変更

【補正の内容】

【発明の詳細な説明】
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  （発明の分野）

  本発明は、新規の線維芽細胞増殖因子様（ＦＧＦ様)ポリペプチドおよびそれ

をコードする核酸分子に関する。本発明はまた、ベクター、宿主細胞、抗体、お

よびＦＧＦ様ポリペプチドを産生する方法に関する。ＦＧＦ様ポリペプチドに関

連した疾患の診断および処置のための方法もまた提供される。

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現および操作における技術の進歩は、ヒト

ゲノムの解読に基づいた新規の治療の発見を大いに加速した。急速な核酸配列決

定技術は、現在、空前の速度で配列情報を生じ得、そしてコンピューターを使用

した分析と結び付いて、ゲノム全体への重複配列の組立ておよびポリペプチドコ

ード領域の同定を可能にする。公知のアミノ酸配列のデータベース編集物に対す

る推定アミノ酸配列の比較は、以前に同定された配列および／または構造の顕著

な特徴に対する相同性の程度を決定することを可能にする。核酸分子のポリペプ

チドコード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のための

ポリペプチド産物を提供する。改変体およびその誘導体を産生するための、核酸

分子およびコードされるポリペプチドの操作は、治療薬剤として使用するための

産物に対して有利な特性を与え得る。

  しかし、過去１０年にわたるゲノム研究におけるかなりの技術進歩にかかわら

ず、ヒトゲノムに基づく新規の治療薬剤の開発可能性は、まだ大部分実現されて

いない。潜在的に有益なタンパク質治療薬剤をコードする遺伝子、または治療分

子について「標的」として作用し得るポリぺプチドをコードする遺伝子は、同定

されていない。さらに、多くのヒト遺伝子からのポリペプチド産物の構造的およ

び機能的分析は、行われていない。

  従って、本発明の目的は、診断および治療において利点を有する新規のポリペ

プチドおよびこれをコードする核酸分子を同定することである。

  （発明の要旨）

  本発明は、新規のＦＧＦ様核酸分子およびコードされるポリペプチドに関する

。

  本発明は、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる群よ
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り選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列；

  （ｄ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｃ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

  本発明はまた、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる

群より選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すポリペプチドに対して少なくとも約

８０パーセント同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝

臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓から

の分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果

たすか、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１、配列番号３または（ａ）に示すヌクレオチド配列の対立遺

伝子改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１、配列番号３、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の一領域

であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化す

るか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは

膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において

役割を果たすか、腫瘍形成活性を有するか、または抗体を生成するための抗原と

して役立つ、一領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１、配

列番号３または（ａ）～（ｃ）のうちのいずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｄ）のうち
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のいずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

  本発明はさらに、以下からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む単離

された核酸分子を提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２に示すポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｄ）カルボキシル末端短縮化および／またはアミノ末端短縮化を有する配列

番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コードされ

るポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵

臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他

の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、また

は腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、カルボキシル末端短縮化
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およびアミノ末端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有す

る配列番号２に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、コー

ドされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もし

くは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌

後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか

、または腫瘍形成活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

いずれかのヌクレオチド配列の一領域；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

  本発明は、単離されたポリペプチドを提供し、このポリペプチドは、以下から

なる群より選択されるアミノ酸配列を含む：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示すアミノ酸配列；および

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物によってコード

されるアミノ酸配列。

  本発明はまた、以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む単離された

ポリペプチドを提供する：

  （ａ）必要に応じてアミノ末端メチオニンをさらに含む、配列番号５または配

列番号６のいずれかに示すアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のいずれかのオルソログについてのアミノ

酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活

性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分化を調節するか、肝臓も

しくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性に

おいて役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

８０パーセント同一であるアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが

、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖

および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節す
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るか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を

有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む、配列番号２または配列番号４の

いずれかに示すアミノ酸配列のフラグメントであって、コードされるポリペプチ

ドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の

増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調

節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、腫瘍形成活性を有

するか、または抗体の生成のための抗原として役立つ、フラグメント；および

  （ｅ）配列番号２または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列；ＡＴＣＣ

受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物によってコードされるアミノ酸配

列；（ａ）、（ｂ）または（ｃ）のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライ

ス改変体についてのアミノ酸配列。

  本発明はさらに、単離されたポリペプチドを提供し、この核酸分子は、以下か

らなる群より選択されるアミノ酸配列を含む：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配列番号２または配列

番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、

１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖お

よび分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節する

か、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有

する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分

化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する、配列番号２または配列番号４

のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチドが、１以上

のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増殖および分
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化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節するか、肝

臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する、配列番号２または

配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペプチド

が、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細胞の増

殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型を調節

するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形成活性

を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号２

または配列番号４のいずれかに示すアミノ酸配列であって、コードされるポリペ

プチドが、１以上のＦＧＦレセプターを活性化するか、肝臓もしくは膵臓内の細

胞の増殖および分化を調節するか、肝臓もしくは膵臓からの分泌後に他の細胞型

を調節するか、肝臓もしくは膵臓走化性において役割を果たすか、または腫瘍形

成活性を有する、アミノ酸配列。

  本発明はまた、上記の核酸分子を含む発現ベクター、本発明の発現ベクターを

含む宿主細胞、ならびにこの宿主細胞を培養する工程および必要に応じてこのよ

うに産生されたポリペプチドを単離する工程を包含するＦＧＦ様ポリペプチドを

産生する方法を提供する。

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子を含むトランスジェニック非ヒト

動物もまた本発明によって包含される。ＦＧＦ様核酸分子は、発現および増大し

たレベル（これは、増大した循環レベルを含み得る）のＦＧＦ様ポリペプチドを

可能にする様式で動物中に導入される。あるいは、ＦＧＦ様核酸分子は、内因性

ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を妨害するような様式で動物中に導入される（すな

わち、ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子ノックアウトを保有するトランスジェニック

動物を作製する)。トランスジェニック非ヒト動物は、好ましくは哺乳動物であ

り、そしてより好ましくはげっ歯動物（例えば、ラットまたはマウス)である。

好ましくは、ＦＧＦ様導入遺伝子は、アポリポタンパク質のＥプロモーターの制
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御下で肝臓において、またはβ－アクチンプロモーターの制御下で普遍的に発現

される。

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドの誘導体、本発明のＦＧＦ様ポリペプチドの融

合ポリペプチド、および本発明のＦＧＦ様ポリペプチドを特異的に結合する抗体

もまた提供される。

  本発明のヌクレオチドまたはポリペプチド、およびキャリア、アジュバント、

可溶化剤、安定剤もしくは抗酸化剤、または薬学的に受容可能な他の薬剤を含む

組成物もまた本発明によって包含される。この組成物としては、治療有効量の本

発明のヌクレオチドまたはポリペプチドを含む薬学的組成物およびこのポリペプ

チドおよび核酸分子を用いる方法が挙げられ得る。

  驚くべきことに、ＦＧＦ様ポリペプチドは、肝臓（ノーザン分析）および膵島

（インサイチュ分析）において主に発現されるようであり、それにより、これは

、ＦＧＦファミリーの他の全てのメンバーとは区別される。それゆえ、本発明の

ポリペプチドおよびその有用な核酸中間体は、肝臓細胞または膵島細胞をバック

グラウンドから分化させる際に有用性を有し得る。さらに、ＦＧＦ様ポリペプチ

ド発現の局在、ＦＧＦファミリーのメンバーに対するＦＧＦ様ポリペプチドの構

造的類似性、およびＦＧＦ様ポリペプチドが血流（ここで、このポリペプチドは

、遠位の部位に効果を発揮し得る）中に分泌される可能性を考慮すると、本発明

のポリペプチドは、特に、治療薬学的組成物として、肝臓内もしくは肝臓近傍の

細胞の刺激、腸の細胞活性の調節、膵島内もしくは膵島近傍の細胞の刺激、ニュ

ーロン細胞の調節、血管新生の刺激もしくは阻害、肉芽組織の上皮もしくは間葉

成分の刺激、角膜上皮、水晶体もしくは網膜組織の刺激、尿細管の再生、造血細

胞の調節、毛包増殖の調節、肺上皮の調節、または上皮、間葉、造血、またはニ

ューロンの細胞もしくは組織いずれかの刺激において利益を提供し得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドはまた、増殖または脂肪沈着インヒビターとして有用で

あり得、それゆえ、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟、肥満または糖尿

病の処置において有用であり得る。ＦＧＦ様ポリペプチドとそれらのレセプター

との相互作用を妨害するインヒビター（例えば、抗体、結合タンパク質または低

分子）は、身体の成長および成熟を刺激する際に有用であり得る。それゆえ、こ
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のようなインヒビターは、低身長、成熟遅延または成長ホルモンもしくはそのメ

ディエーターであるインスリン様増殖因子のシグナル伝達の欠損に一般的に関連

している他の状態の処置において有用であり得る。

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドおよび核酸分子、またはそれらの生物学的活性

のアゴニストもしくはアンタゴニストは、以下のような医学的状態を処置、予防

および／または検出するために治療または診断の目的で使用され得る：肝硬変ま

たは肝臓の他の毒性傷害；炎症性腸疾患、粘膜炎（ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ）、クロ

ーン病、または他の胃腸管異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮

、水晶体または網膜組織に対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管

に対する損傷；化学療法後の造血細胞再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連

悪液質）、多発性硬化症、筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥

大症）、早熟成熟；脱毛症；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼

吸窮迫症候群、気管支肺異形成症、急性呼吸促進症候群または肺の他の異常；眼

または他の組織の腫瘍；アテローム性動脈硬化；高コレステロール血症；糖尿病

；肥満；発作；骨粗鬆症；変形性関節症（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）；変

形性関節病（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ  ｊｏｉｎｔ  ｄｉｓｅａｓｅ）；筋萎

縮；低筋肉症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ）；除脂肪体重の減少；禿頭症；しわ；疲

労増大；スタミナ減少；心機能低下；免疫系機能不全；癌；パーキンソン病；老

年痴呆；アルツハイマー病；および認知機能低下。本発明は、ＦＧＦ様ポリペプ

チドを動物に投与する工程を包含する、障害の処置、予防または改善を提供する

。本発明はまた、動物におけるそのような障害またはそのような障害に対する感

受性を診断する方法を提供し、この方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現の存在

または量を決定する工程、およびＦＧＦ様ポリペプチドの発現の存在または量に

基づいてこのような障害またはこのような障害に対する感受性を診断する工程の

両方を含む。この動物は、好ましくは哺乳動物であり、そしてより好ましくはヒ

トである。本発明はまた、上記のような障害の処置のための医薬の製造のための

方法に関する。

  本発明はまた、上記に列挙した同じ疾患の処置のための、および腫瘍の処置の

ための、抗体、またはＦＧＦ様ポリペプチドのそのレセプターに対する結合の他
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のインヒビターの使用を提供する。

  本発明はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合する試験分子を同定する方法を提

供し、ここで、この方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドを試験分子と接触させる工程

、およびこのポリペプチドに対する試験分子の結合程度を決定する工程を包含す

る。この方法はさらに、このような試験分子が、ＦＧＦ様ポリペプチドのアゴニ

ストであるかまたはアンタゴニストであるかを決定する工程を包含する。

  本発明はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現またはＦＧＦ様ポリペプチドの活

性に対する分子の影響を試験する方法を提供する。

  ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を調節し、そしてＦＧＦ様ポリペプチドのレベル

を調節する（すなわち、増大または減少させる）方法もまた、本発明によって包

含される。１つの方法は、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子を動物に

投与する工程を包含する。別の方法では、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現を調節す

るエレメントを含む核酸分子が投与され得る。これらの方法の例としては、遺伝

子治療およびアンチセンス治療が挙げられる。

  （発明の詳細な説明）

  本明細書におけるセクションの見出しは、組織化の目的のみのためであり、そ

こに記載される対象物を限定すると解釈されるべきではない。本出願において引

用される全ての参考文献は明らかに、本明細書中に参考として援用される。

  （定義）

  用語「ＦＧＦ様核酸分子」とは、配列番号１もしくは配列番号３に記載のヌク

レオチド配列を含むか、または配列番号１もしくは配列番号３に記載のヌクレオ

チド配列から本質的になる核酸分子、配列番号２もしくは配列番号４に記載のポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むか、または配列番号２もしくは

配列番号４に記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列から本質的にな

る核酸分子、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入物のヌクレオ

チド配列を含むか、またはＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６２６におけるＤＮＡ挿入

物のヌクレオチド配列から本質的になる核酸分子、あるいはこれらに関連する核

酸分子をいう。

  関連する核酸分子は、配列番号１もしくは配列番号３に示されるヌクレオチド
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配列と約８０％同一であるヌクレオチド配列を含むか、またはこのようなヌクレ

オチド配列から本質的になるか、あるいは配列番号２もしくは配列番号４に示さ

れるポリペプチドと約８０％同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド

配列を含むか、またはこのようなヌクレオチド配列から本質的になる。好ましい

実施形態において、このヌクレオチド配列は、配列番号１または配列番号３に示

されるヌクレオチド配列に、約８５％、または約９０％、または約９５％、また

は約９６、９７、９８、もしくは９９％同一であるか、あるいはこのヌクレオチ

ド配列は、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチド配列に、約８５

％、または約９０％、または約９５％、または約９６、９７、９８、もしくは９

９％同一であるポリペプチドをコードする。関連する核酸分子はまた、上記のＦ

ＧＦ様核酸分子のフラグメントを含み、このフラグメントは、少なくとも約１６

連続したヌクレオチド、または約１８、または約２０、または約２５、または約

５０、または約７５、または約１００、または約１００より多く連続したヌクレ

オチドである。関連する核酸分子はまた、上記のＦＧＦ様核酸分子のフラグメン

トを含み、このフラグメントは、少なくとも約２５のアミノ酸残基、または約５

０、または約７５、または約１００、または約１００より多くのアミノ酸残基の

ポリペプチドをコードする。

  関連する核酸分子はまた、少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する、配

列番号２または配列番号４のいずれかに示すポリペプチドをコードするヌクレオ

チド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少なくとも１つのＦＧＦ様ポ

リペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列、または少なくとも１つのアミノ

酸の挿入を有する、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリペプチ

ドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少な

くとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列、または

少なくとも１つのアミノ酸の欠失を有する、配列番号２もしくは配列番号４のい

ずれかに示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、こ

のポリペプチドは、少なくとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌ

クレオチド配列を含む。関連する核酸分子はさらに、Ｃ末端短縮化および／また

はＮ末端短縮化を有する、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリ
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ペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは

、少なくとも１つのＦＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列を

含む。関連する核酸分子はまた、アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、

Ｃ末端短縮化およびＮ末端短縮化からなる群より選択される改変の組合せを有す

る、配列番号２もしくは配列番号４のいずれかに示すポリペプチドをコードする

ヌクレオチド配列であって、ここで、このポリペプチドは、少なくとも１つのＦ

ＧＦ様ポリペプチド活性を保持する、ヌクレオチド配列を含む。

  関連するＦＧＦ様核酸分子は、本明細書に定義される中程度または高度にスト

リンジェントな条件下で、上記の核酸分子のいずれかの相補体とハイブリダイズ

するヌクレオチド配列を含むような分子を含む。好ましい実施形態では、関連す

る核酸分子は、中程度もしくは高度にストリンジェントな条件下で、配列番号１

または配列番号３に示される配列とハイブリダイズする配列、またはポリペプチ

ド（このポリペプチドは、配列番号２または４に示される配列を含む）をコード

する分子とハイブリダイズする配列、または上記に定義される核酸フラグメント

とハイブリダイズする配列、または上記に定義されるポリペプチドをコードする

核酸フラグメントとハイブリダイズする配列を含む。関連する核酸分子が上記の

核酸のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライス改変体を含むこと、そして

上記のヌクレオチド配列のいずれかに相補的である配列を含むこともまた理解さ

れる。

  用語「単離された核酸分子」とは、天然で会合している少なくとも１つの夾雑

核酸分子を含まない、そして好ましくは、タンパク質産生またはその治療的使用

もしくは診断的使用におけるその使用を妨害する何の他の夾雑哺乳動物核酸分子

をも実質的に含まない、本発明の核酸分子をいう。

  用語「対立遺伝子改変体」とは、生物または生物集団の染色体上の所定の遺伝

子座を占める、いくつかの可能性のある天然に存在する別の形態の遺伝子の１つ

をいう。

  用語「スプライス改変体」とは、ＲＮＡ転写物中のイントロン配列の選択的プ

ロセシングによって生成される核酸分子（通常、ＲＮＡ）をいう。

  用語「発現ベクター」とは、宿主細胞における増殖に適切であり、かつ挿入さ
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れた異種核酸配列の発現を指向および／または制御する核酸配列を含む、ベクタ

ーをいう。発現は、転写、翻訳およびＲＮＡスプライシング（イントロンが存在

する場合）のようなプロセスを含むがこれらに限定されない。

  用語「高度なストリンジェンシーの条件」とは、以下の条件をいう：(1)洗浄

に関して低イオン強度試薬および高温（例えば、５０℃にて０．０１５Ｍ  Ｎａ

Ｃｌ／０．００１５Ｍ  クエン酸ナトリウム／０．１％  ＮａＤｏｄＳＯ4（Ｓ

ＤＳ））を用いる条件、または（２）ハイブリダイゼーションの間に、ホルムア

ミドのような変性剤を用いる条件（例えば、４２℃での、０．１％ウシ血清アル

ブミン、０．２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．１％ポリビニルピロリドン、５０ｍＭリ

ン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．５）、７５０ｍＭ  ＮａＣｌおよび７５ｍＭク

エン酸ナトリウムを有する５０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）ホルムアミド）。別の例は

、０．２×ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中での４２℃での洗浄を伴う、４２℃

での５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５Ｍ  ＮａＣｌ、０．０７５Ｍク

エン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロ

リン酸ナトリウム、５×デンハルト溶液、超音波処理したサケ精子ＤＮＡ（５０

μｇ／ｍｌ）、０．１％  ＳＤＳおよび１０％デキストラン硫酸の使用である。

  用語「中程度なストリンジェンシーの条件」とは、上記よりもストリンジェン

トの低い、洗浄溶液およびハイブリダイゼーションの条件（例えば、温度、イオ

ン強度、およびＳＤＳの百分率）の使用を一般に含む条件を言う。中程度にスト

リンジェントな条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ  Ｎ

ａＣｌ、１５ｍＭ  クエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ

７．６）、５×デンハルト溶液、１０％デキストラン硫酸および２０μｌ／ｍｌ

の変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中での３７℃での一晩のインキュベーショ

ン、続いて、約３７℃～５０℃での１×ＳＳＣ中での洗浄のような条件である。

当業者は、プローブの長さなどの要因に適合するように必要に応じて温度、イオ

ン強度などをどのようにして調整するかを認識する。

  オリゴヌクレオチドプローブを用いてｃＤＮＡライブラリーまたはゲノムライ

ブラリーをスクリーニングする特定の好ましい実施形態では、標的配列に対する

オリゴヌクレオチドプローブの融解温度（Ｔm）に依存する高ストリンジェンシ
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ー条件が用いられる。Ｔmは、以下の式（Ｂｏｌｔｏｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．４８：１３９０（１９６２））を用いて評価

され得る：

  Ｔm＝８１．５－１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－（

６００／Ｎ）

  ここで、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイゼーション（または洗浄）溶液中でのナ

トリウムイオン濃度であり；

  ％Ｇ＋Ｃは、オリゴヌクレオチドプローブ中でのグアニンおよびシトシンの含

有量であり；そして

  Ｎは、ヌクレオチド中のプローブの長さである。

  高ストリンジェンシー溶液の一例は、オリゴヌクレオチドプローブの長さに依

存して、３５℃～６３℃の温度での６×ＳＳＣおよび０．０５％ピロリン酸ナト

リウムである。例えば、特定の実施形態によれば、１４塩基対のプローブは３５

℃～４０℃で洗浄され、１７塩基のプローブは４５℃～５０℃で洗浄され、２０

塩基対のプローブは５２℃～５７℃で洗浄され、そして２３塩基対のプローブは

５７℃～６３℃で洗浄される。バックグラウンドの非特異的結合が高く出現する

場合、温度を２℃～３℃上昇させ得る。第２の高ストリンジェンシー溶液は、オ

リゴヌクレオチドプローブを洗浄するために塩化テトラメチルアンモニウム（Ｔ

ＭＡＣ）を利用する。１つのストリンジェントな洗浄溶液は、３Ｍ  ＴＭＡＣ、

５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ  ８．０および０．２％  ＳＤＳである。こ

の溶液を用いた洗浄温度は、プローブの長さの関数である。例えば、１４塩基対

のプローブは３５℃～４０℃で洗浄され、１７塩基対のプローブは約４５℃～５

０℃で洗浄され、２０塩基対のプローブは５２℃～５７℃で洗浄され、そして２

３塩基対のプローブは５７℃～６３℃で洗浄される。

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド」とは、配列番号２または配列番号４および関連

するポリペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプチドをいう。関連するポリペプ

チドとしては、以下が挙げられる：対立遺伝子改変体；スプライス改変体；フラ

グメント；誘導体；置換改変体、欠失改変体、および挿入改変体；融合ポリペプ

チド；ならびにオルソログ。ＦＧＦ様ポリペプチドは、本明細書に定義されるよ
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うな成熟ポリペプチドであり得、そしてこれらを調製する方法に依存して、アミ

ノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチドフラグメント」とは、配列番号２または配列番号

４に示されるＦＧＦ様ポリペプチドの全長未満のアミノ酸配列を含む、ペプチド

またはポリペプチドをいう。このようなフラグメントは、例えば、アミノ末端で

の短縮化、カルボキシル末端の短縮化、および／またはアミノ酸配列からの残基

の内部欠失から生じ得る。ＦＧＦ様フラグメントは、選択的ＲＮＡスプライシン

グからか、またはインビボプロテアーゼ活性から生じ得る。

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド改変体」とは、配列番号２または配列番号４に記

載のＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸配列に比べて、１つ以上のアミノ酸配列の

置換、欠失および／または付加を含むアミノ酸配列を含むＦＧＦ様ポリペプチド

をいう。改変体は、天然に存在し得るか、または人工的に構築され得る。このよ

うなＦＧＦ様ポリペプチド改変体は、このような改変体をコードする対応する核

酸分子から調製され得る。この核酸分子は、配列番号１または配列番号３に記載

の野生型ＦＧＦ様ポリペプチドについてのＤＮＡ配列から、それに応じて変化し

ているＤＮＡ配列を有する。

  用語「ＦＧＦ様融合ポリペプチド」とは、ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグ

メント、改変体または誘導体と、異種ペプチドまたはポリペプチドとの融合物を

いう。

  用語「ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体」とは、例えば、１つ以上のポリマー（水

溶性ポリマー、Ｎ結合型糖質、Ｏ結合型糖質、糖、リン酸、および／または他の

このような分子を含むがこれらに限定されない）の共有結合によって、化学的に

修飾されている、ＦＧＦ様ポリペプチド、その改変体またはフラグメントをいう

。この誘導体は、ポリペプチドに結合した分子の種類または位置のいずれかの点

で、天然に存在するＦＧＦ様ポリペプチドとは異なる様式で改変される。誘導体

はさらに、ＦＧＦ様ポリペプチドに天然に結合された１つ以上の化学基の欠失を

含む。

  用語「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド」、「生物学的に活性なＦＧＦ

様ポリペプチドフラグメント」、「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド改変
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体」、および「生物学的に活性なＦＧＦ様ポリペプチド誘導体」とは、ＦＧＦ様

ポリペプチドの少なくとも１つの活性の特徴（例えば、肝臓内もしくは肝臓近傍

の細胞の刺激、腸の細胞活性の調節、膵島内または膵島近傍の細胞の刺激、ニュ

ーロン細胞の調節、血管新生の刺激もしくは阻害、肉芽組織の上皮もしくは間葉

成分の刺激、角膜上皮、水晶体もしくは網膜組織の刺激、尿細管の再生、造血細

胞の調節、毛包増殖の調節、肺上皮の調節、または上皮、間葉、造血、ニューロ

ンのいずれかの細胞もしくは組織の刺激）を有するＦＧＦ様ポリペプチド（この

ポリペプチドは、配列番号４のアミノ酸配列を含む）をいう。一般に、ＦＧＦ様

ポリペプチド、ならびにその改変体、フラグメントおよび誘導体は、上記に列挙

した活性のような、ＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つの活性の特徴を有す

る。さらに、ＦＧＦ様ポリペプチドは、免疫原として活性であり得る（すなわち

、このポリペプチドは、抗体が惹起され得る少なくとも１つのエピトープを含む

）。

  「天然に存在する」とは、生物学的材料（例えば、核酸分子、ポリペプチド、

宿主細胞など）に関連して使用される場合、天然に見出されるが、ヒトによって

操作されていないものをいう。

  用語「単離されたポリペプチド」とは、その天然の環境において見出される少

なくとも１つの夾雑ポリペプチドを含まない、好ましくはタンパク質産生または

その治療的使用もしくは診断的使用におけるその使用を妨害する何の他の夾雑哺

乳動物ポリペプチドをも実質的に含まない、本発明のポリペプチドをいう。好ま

しくは、本発明の核酸分子をいう。

  用語「オルソログ」とは、異なる種から同定されたポリペプチドに対応するポ

リペプチドをいう。例えば、マウスおよびヒトのＦＧＦ様ポリペプチドは、互い

にオルソログとみなされる。

  用語「成熟ＦＧＦ様ポリペプチド」とは、リーダー配列を欠くポリペプチドを

いい、そしてポリペプチドの他の改変（例えば、アミノ末端（リーダー配列を有

するかまたは有さない）および／またはカルボキシル末端のタンパク質分解プロ

セシング、より大きな前駆体からの、より小さなポリペプチドの切断、Ｎ結合型

および／またはＯ結合型グリコシル化、ならびに当業者によって理解される他の
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翻訳後修飾もまた含み得る。

  用語「有効量」および「治療的に有効な量」とは、上記のＦＧＦ様ポリペプチ

ドの観察可能なレベルの１つ以上の生物学的活性を支持するために有用な、また

は必要なＦＧＦ様ポリペプチドの量をいう。

  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  用語「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」は、当該分野で公知のように、２つ以上

のポリペプチド分子の配列間の関係、または２つ以上の核酸分子の配列間の関係

であって、これらの配列を比較することによって決定される、関係をいう。当該

分野では、「同一性」はまた、場合によって、ヌクレオチド配列のストリング間

またはアミノ酸配列のストリング間の一致により決定された、ポリペプチド分子

配列間または核酸分子配列間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」は、特

定の算術モデルのコンピュータープログラム（すなわち、アルゴリズム）によっ

て扱われた、ギャップ整列を伴った２つ以上の配列の間の同一の一致のパーセン

トを測定する。

  用語「類似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）」は、関連した概念であるが、「同一

性」とは対照的に、同一の一致および保存的置換の一致の両方を含む類似性の尺

度をいう。保存的置換はポリペプチドに適用され、そして核酸分子には適用され

ないので、類似性は、ポリペプチド配列の比較のみを扱う。２つのポリペプチド

配列が、例えば、２０個のうちの１０個が同一のアミノ酸を有し、そして残りが

全て非保存的置換であるならば、同一性パーセントおよび類似性パーセントは、

両方とも５０％である。同じ例で、さらに５つの位置において保存的置換がある

ならば、同一性パーセントは、５０％のままであるが、類似性パーセントは７５

％（２０のうちの１５）である。従って、保存的置換が存在する場合、２つのポ

リペプチド配列の間の類似性の程度は、これらの２つの配列の間の同一性パーセ

ントよりも高い。

  用語「保存的アミノ酸置換」は、その位置でのアミノ酸残基の極性にも電荷に

もほとんどまたは全く影響のないような、非ネイティブな残基による、ネイティ

ブなアミノ酸残基の置換をいう。例えば、保存的置換は、ポリペプチド中の非極

性残基の、任意の他の非極性残基による置換から生じる。さらに、ポリペプチド
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中の任意のネイティブな残基はまた、「アラニンスキャニング変異誘発」につい

て以前に記載された（Ｃｕｎｎｉｇｈａｍら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１０８

１－８５（１９８９））ように、アラニンで置換され得る。保存的アミノ酸置換

についての一般的法則を、表Ｉに示す。

【表１】
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  保存的アミノ酸置換はまた、生物学的系における合成ではなく、化学的ペプチ

ド合成によって代表的に取り込まれる、天然に存在しないアミノ酸残基を包含す

る。これらとしては、ペプチド模倣物、および他の逆形態（ｒｅｖｅｒｓｅｄ  
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ｆｏｒｍ）または逆転した形態（ｉｎｖｅｒｔｅｄ  ｆｏｒｍ）のアミノ酸部分

が挙げられる。

  アミノ酸配列に対する保存的な改変（およびコードするヌクレオチドに対する

対応する改変）は、天然に存在するＦＧＦ様ポリペプチドの機能的特徴および化

学的特徴に類似した機能的特徴および化学的特徴を有するＦＧＦ様ポリペプチド

を生成すると予想される。対照的に、ＦＧＦ様ポリペプチドの機能的特徴および

／または化学的特徴における実質的な改変は、以下を維持することに対するその

効果が顕著に異なる置換を選択することによって達成され得る：（ａ）置換領域

における分子骨格の構造（例えば、シートコンホメーションもしくはらせんコン

ホメーション）、（ｂ）標的部位における分子の電荷もしくは疎水性、または（

ｃ）大部分の側鎖。天然に存在する残基は、側鎖の共通の特性に基づいてグルー

プに分けられ得る：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性で親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；

  ４）塩基性：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の方向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

  非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のクラス由来

のメンバーへの交換を含み得る。このような置換された残基は、ヒトＦＧＦ様ポ

リペプチドのうちの非ヒトＦＧＦ様ポリペプチドと相同性である領域、またはこ

の分子のうちの非相同性領域に導入され得る。

  関連した核酸分子およびポリペプチドの同一性および類似性は、以下に記載さ

れる方法を含むがこれらに限定されない、公知の方法によって容易に算出され得

る：Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａ．

Ｍ．Ｌｅｓｋ編，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ  １９８８

）；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｇｅｎｏｍ

ｅ  Ｐｒｏｊｅｃｔｓ（Ｄ．Ｗ．Ｓｍｉｔｈ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ

  １９９３）；Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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  Ｄａｔａ（第１部，Ａ．Ｍ．ＧｒｉｆｆｉｎおよびＨ．Ｇ．Ｇｒｉｆｆｉｎ編

，Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ  １９９４）；Ｇ．ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｌｅ，Ｓｅｑ

ｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９８７）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓ

ｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ（Ｍ．ＧｒｉｂｓｋｏｖおよびＪ．Ｄｅｖｅｒｅｕｘ編，Ｍ

．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ  １９９１）；ならびにＣａｒｉｌｌｏら，Ｓ

ＩＡＭ  Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ．４８：１０７３（１９８８）。

  同一性および／または類似性を決定するための好ましい方法は、試験される配

列の間で最大の一致を与えるように設計される。同一性および類似性を決定する

ための方法は、公に利用可能なコンピュータープログラムにおいて体系化される

。２つの配列の間の同一性および類似性を決定するために好適なコンピューター

プログラム方法としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＧＡＰ（

Ｄｅｖｅｒｅｕｘら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：３８７（１９８４）

；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  

ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳ

ＴＮおよびＦＡＳＴＡ（Ａｔｓｃｈｕｌら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４

０３－１０（１９９０））を含むＧＣＧプログラムパッケージ。ＢＬＡＳＴ  Ｘ

プログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（Ａｌｔｓｃ

ｈｕｌら，ＢＬＡＳＴ  Ｍａｎｕａｌ（ＮＣＢ  ＮＬＭ  ＮＩＨ，Ｂｅｔｈｅｓ

ｄａ，ＭＤ）；Ａｌｔｓｃｈｕｌら，１９９０，前出）から公に利用可能である

。周知のＳｍｉｔｈ  Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムもまた、同一性を決定する

ために用いられ得る。

  例えば、コンピューターアルゴリズムＧＡＰ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ）を使用して、配列同一性パーセントが決定されるべき２つ

のポリペプチドは、それらのそれぞれのアミノ酸の最適の一致（このアルゴリズ

ムによって決定したときの「一致したスパン（ｍａｔｃｈｅｄ  ｓｐａｎ）」）

について整列される。ギャップオープニングペナルティー（ｇａｐ  ｏｐｅｎｉ

ｎｇ  ｐｅｎａｌｔｙ）（これは、平均ダイアゴナルの３倍として計算され；「
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平均ダイアゴナル」は、使用される比較マトリクスのダイアゴナルの平均であり

；「ダイアゴナル」は、特定の比較マトリクスによってそれぞれの完全なアミノ

酸一致に割り当てられるスコアまたは数である）およびギャップエクステンショ

ンペナルティー（これは、通常ギャップオープニングペナルティーの０．１倍で

ある）、ならびにＰＡＭ２５０またはＢＬＯＳＵＭ６２のような比較マトリクス

がこのアルゴリズムとともに使用される。標準比較マトリクス（ＰＡＭ２５０比

較マトリクスについてＤａｙｈｏｆｆら、５  Ａｔｌａｓ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉ

ｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（補遺３  １９７８）を参

照のこと；ＢＬＯＳＵＭ６２比較マトリクスについてＨｅｎｉｋｏｆｆら、Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１９（１９９

２）を参照のこと）もまたこのアルゴリズムによって使用される。

  ポリペプチドの配列比較に好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられる

：

  アルゴリズム（Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）：ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃ

ｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－５３（１９７０）、

  比較マトリクス（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ）：ＢＬＯＳＵＭ  ６

２、Ｈｅｎｉｋｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ.Ｓ.Ａ.

８９：１０９１５－１９（１９９２）より、

  ギャップペナルティー（Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：１２、

  ギャップレングスペナルティー（Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：

４、

  類似性の閾値（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏｆ  Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）：０。

  ＧＡＰプログラムは、上記パラメーターについて有用である。上記パラメータ

ーは、ＧＡＰアルゴリズムを使用してポリペプチド比較についてのデフォルトパ

ラメーター（末端ギャップについてペナルティーなしで）である。

  核酸分子の配列比較について好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられ

る：

  アルゴリズム：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら，Ｊ．Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ．４８：４４３

－５３（１９７０）、
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  比較マトリクス：一致＝＋１０、不一致＝０、

  ギャップペナルティー：５０、

  ギャップレングスペナルティー：３。

  ＧＡＰプログラムはまた、上記パラメーターについて有用である。上記パラメ

ーターは、核酸分子比較についてのデフォルトパラメーターである。

  他の例示的なアルゴリズム、ギャップオープニングペナルティー、ギャップエ

クステンションペナルティー、比較マトリクス、類似性の閾値などが当業者によ

って使用され得、これには、Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９，１９９７年９月に記載されるものを

含む。なされる特定の選択は、なされる特定の比較（例えば、ＤＮＡ－ＤＮＡ間

、タンパク質－タンパク質間、タンパク質－ＤＮＡ間）；さらに、比較が所定の

配列対の間でなされる（この場合、ＧＡＰまたはＢｅｓｔＦｉｔが一般的に好ま

しい）か、一つの配列と大きな配列データベースとの間（この場合、ＦＡＳＴＡ

またはＢＬＡＳＴＡが好ましい）でなされるか）に依存する。

  単離されたマウスｃＤＮＡ（マウスＦＧＦ様タンパク質；配列番号３）の配列

分析は、これが、ＦＧＦファミリーのタンパク質の新規のメンバーをコードする

ことを示した。マウスＦＧＦ様遺伝子は、２１０アミノ酸のタンパク質をコード

する６３０ｂｐのオープンリーディングフレームを含む（図１）。このマウス配

列を用いて、ヒトＦＧＦ様オルソログを同定した。４つのヒトＦＧＦ様ポリペプ

チドｃＤＮＡクローンの配列分析は、ヒトＦＧＦ様遺伝子が、２０９アミノ酸の

タンパク質をコードする６２７ｂｐのオープンリーディングフレームを含むこと

を示した（図２Ａ～図２Ｂ）。

  図３Ａ～図３Ｄは、ヒトＦＧＦ様タンパク質、マウスＦＧＦ様タンパク質およ

びＦＧＦファミリーの他のメンバーのアミノ酸配列整列を図示する。Ｓｗｉｓｓ

ｐｒｏｔデータベースのＦＡＳＴＡプログラムを用いた推定マウスＦＧＦ様ポリ

ペプチドのコンピューター分析は、このタンパク質がマウスＦＧＦ－６、ＦＧＦ

－１５およびＦＧＦ－４に最も密接に関連していることを示した。ＧＡＰプログ

ラムを用いて、マウスＦＧＦ様ポリペプチドは、マウスＦＧＦ－６に対して３２

％同一であり、そしてマウスＦＧＦ－４に対して２８％同一であることが見出さ
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れた。コンピューター分析はまた、マウスＦＧＦ様ポリペプチドが、ＦＧＦ－６

、ＦＧＦ－４およびＦＧＦ－１５と同様に、しかし、ＦＧＦ－１およびＦＧＦ－

２とは対照的に、そのアミノ末端に潜在的シグナルペプチドを保有することを示

した。マウスＦＧＦ様ポリペプチドは、ヒトＦＧＦ様タンパク質に対して７９％

同一である。

  （核酸分子）

  本明細書中で使用される組換えＤＮＡ方法は、一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅ

ｓｓ，１９８９）および／またはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕ

ｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．およびＷｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９４）

に記載される方法である。

  本発明は、本明細書中に記載される核酸分子およびこのような分子を得るため

の方法を提供する。ＦＧＦ様ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードする

遺伝子またはｃＤＮＡがゲノムライブラリーもしくはｃＤＮＡライブラリーのハ

イブリダイゼーションスクリーニングによって、またはＰＣＲ増幅によって得ら

れ得る。ハイブリダイゼーションによってライブラリーをスクリーニングするた

めに有用なプローブまたはプライマーは、同じ遺伝子ファミリーまたは関連した

遺伝子ファミリーからの他の公知の遺伝子または遺伝子フラグメント（例えば、

保存されたモチーフなど）についての配列情報に基づいて作製され得る。さらに

、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子が一つの種から同定された場合、そ

の遺伝子の全てまたは一部は、他の種からの対応する遺伝子(オルソログ）また

は同じ種からの関連する遺伝子（ホモログ）を同定するためのプローブとして使

用され得る。プローブまたはプライマーは、ＦＧＦ様遺伝子を発現すると考えら

れる種々の組織供給源由来のｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために

使用され得る。さらに、配列番号１または配列番号３に示す配列を有する核酸分

子の一部または全てを使用してゲノムライブラリーをスクリーニングして、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドをコードする遺伝子を同定および単離し得る。代表的には、中
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程度または高度のストリンジェンシーの条件は、スクリーニングのために使用さ

れてスクリーニングから得られた偽陽性の数を最小にする。

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子はまた、発現クローニング（これ

は、発現されたタンパク質の特性に基づく陽性クローンの検出を使用する）によ

って同定され得る。代表的には、核酸ライブラリーは、発現されそして宿主細胞

表面に提示されたクローン化タンパク質への抗体または他の結合パートナー（例

えば、レセプターまたはリガンド）の結合によってスクリーニングされる。抗体

または結合パートナーは、検出可能な標識を用いて修飾されて、所望のクローン

を発現する細胞が同定される。

  ＦＧＦ様ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードする核酸分子を調製す

る別の手段は、Ｅｎｇｅｌｓら，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．２８

：７１６－３４（１９８９）に記載される化学合成のような、当業者に周知の方

法を使用する化学合成である。これらの方法としては、特に、核酸合成のための

ホスホトリエステル、ホスホロアミダイト、およびＨ－ホスホネート法が挙げら

れる。このような化学合成のために好ましい方法は、標準的なホスホルアミダイ

ト化学を使用するポリマー支持合成である。代表的には、ＦＧＦ様ポリペプチド

をコードするＤＮＡは、数百ヌクレオチド長である。約１００ヌクレオチドより

も長い核酸は、これらの方法を使用していくつかのフラグメントとして合成され

得る。次いで、このフラグメントは一緒に連結されて、全長ＦＧＦ様ポリペプチ

ドを形成し得る。通常、ポリペプチドのアミノ末端をコードするＤＮＡフラグメ

ントは、ＡＴＧ（これは、メチオニン残基をコードする）を有する。このメチオ

ニンは、宿主細胞中で産生されるポリペプチドが、その細胞から分泌されるよう

に設計されるか否かに依存して、ＦＧＦ様ポリペプチドの成熟形態に存在しても

よいし存在しなくてもよい。

  いくつかの場合、ＦＧＦ様ポリペプチド改変体をコードする核酸分子を調製す

ることが所望され得る。改変体をコードする核酸分子は、部位特異的変異誘発、

ＰＣＲ増幅または他の適切な方法を用いて産生され得、ここで、プライマーは、

所望の点変異を有する（変異誘発技術の説明については、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，

前出およびＡｕｓｕｂｅｌら，前出を参照のこと）。Ｅｎｇｅｌｓら，前出によ
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って記載される方法を用いた化学合成もまた、このような改変体を調製するため

に用いられ得る。当業者に公知の他の方法もまた使用され得る。

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所定の宿主細胞におけるＦＧＦ様ポ

リペプチドの最適な発現のために変更されているコドンを含む。特定のコドンの

変更は、発現について選択されるＦＧＦ様ポリペプチドおよび宿主細胞に依存す

る。このような「コドン最適化」は、種々の方法によって、例えば、所定の宿主

細胞において高度に発現される遺伝子における使用に好ましいコドンを選択する

ことによって行われ得る。高度に発現される細菌遺伝子のコドンの優先度につい

ての「Ｅｃｏｈｉｇｈ．  Ｃｏｄ」のようなコドン頻度の表を組み込むコンピュ

ーターアルゴリズムが使用され得、そしてＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓ

ｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  

Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩによって提供されている

。他の有用なコドン頻度の表としては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ

」、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｌｏｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ｈｉｇ

ｈ．ｃｏｄ」、「Ｈｕｍａｎ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ  ｈｉｇｈ．

ｃｏｄ」、および「Ｙｅａｓｔ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」が挙げられる。

  他の実施形態において、核酸分子は、上で定義されるような保存的アミノ酸置

換をともなうＦＧＦ様改変体、一つ以上のＮ結合型グリコシル化部位またはＯ結

合型グリコシル化部位の付加および／または欠失を含むＦＧＦ様改変体、一つ以

上のシステイン残基の欠失および／または置換を含むＦＧＦ様改変体、あるいは

上記のＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントをコードする。さらに、核酸分子は、

本明細書中に記載されるＦＧＦ様改変体、フラグメント、および融合ポリペプチ

ドの任意の組み合わせをコードし得る。

  （ベクターおよび宿主細胞）

  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子は、標準的な連結技術を使用して

適切な発現ベクターに挿入される。ベクターは、代表的には、使用される特定の

宿主細胞において機能的である（すなわち、ベクターは、遺伝子の増幅および／

または遺伝子の発現が生じ得るように宿主細胞機構と適合性である）ように選択

される。ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子は、原核生物、酵母、昆虫
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（バキュロウイルス系）および／または真核生物宿主細胞において増幅／発現さ

れ得る。宿主細胞の選択は、ＦＧＦ様ポリペプチドが翻訳後修飾（例えば、グリ

コシル化および／またはリン酸化）されるか否かに一部依存する。そうなら、酵

母、昆虫または哺乳動物宿主細胞が好ましい。発現ベクターの総説について、１

８５  Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．（Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ  １９９０）を参照のこと。

  代表的には、宿主細胞のいずれかにおいて使用される発現ベクターは、プラス

ミド維持のための配列ならびに外因性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発

現のための配列を含む。このような配列（特定の実施形態において集合的に「隣

接配列」と呼ばれる）は、代表的には、以下のヌクレオチドのうちの１つ以上を

含む：プロモーター、１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列、

ドナースプライス部位およびアクセプタースプライス部位を含む完全イントロン

配列、分泌のためのリーダー配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配列、

発現されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領域、

および選択マーカーエレメント。これらの配列の各々は以下に議論される。

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」配列、すなわちＦＧＦ様ポリペプチドコ

ード配列の５’末端または３’末端に位置するオリゴヌクレオチド分子を含み得

；このオリゴヌクレオチド分子は、ポリＨｉｓ（例えば、ヘキサＨｉｓ）、ある

いは市販の抗体が存在する、ＦＬＡＧ、ＨＡ（ヘマグルチニン（ｈｅｍａｇｌｕ

ｔｉｎｉｎ）インフルエンザウイルス）またはｍｙｃのような他の「タグ」をコ

ードする。このタグは、代表的にはポリペプチドの発現時にポリペプチドに融合

され、そしてタグは宿主細胞からのＦＧＦ様ポリペプチドのアフィニティー精製

のための手段として役立ち得る。アフィニティー精製は、例えば、タグに対する

抗体をアフィニティーマトリクスとして使用してカラムクロマトグラフィーによ

って達成され得る。必要に応じて、タグは後に、切断のために特定のペプチダー

ゼを使用するような種々の手段によって、精製されたＦＧＦ様ポリペプチドから

除去され得る。

  隣接配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種および／または株由来）、異

種（すなわち、宿主細胞の種または株とは異なる種または株由来）、ハイブリッ
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ド（すなわち、１つより多い供給源由来の隣接配列の組み合わせ）もしくは合成

であり得るか、または隣接配列は、ＦＧＦ様発現を制御するように通常機能する

ネイティブな配列であり得る。このように、隣接配列の供給源は、隣接配列が宿

主細胞機構において機能的であり活性化され得るならば、任意の原核生物、任意

の真核生物、任意の脊椎動物生物、任意の無脊椎動物生物、または任意の植物で

あり得る。

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野で周知のいくつかの方法のい

ずれかによって得られ得る。代表的には、ＦＧＦ様遺伝子に隣接する配列以外の

本明細書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エンドヌクレア

ーゼ消化によって以前に同定されており、従って適切な制限エンドヌクレアーゼ

を使用して適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場合において、１以

上の隣接配列の全ヌクレオチド配列が公知であり得る。ここで、隣接配列は、核

酸合成またはクローニングについて上記で記載される方法を使用して合成され得

る。

  隣接配列の全てまたは一部のみが公知である場合、隣接配列は、ＰＣＲを使用

して、そして／またはゲノムライブラリーを同じかもしくは別の種由来の適切な

オリゴヌクレオチドおよび／もしくは隣接配列フラグメントでスクリーニングす

ることによって得られ得る。

  隣接配列が公知でない場合、隣接配列を含むＤＮＡフラグメントは、例えば、

コード配列または別の遺伝子でさえ含み得る、より大きなＤＮＡ片から単離され

得る。単離は、制限エンドヌクレアーゼ消化によって適切なＤＮＡフラグメント

を産生し、続いてアガロースゲル精製、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）（Ｖａｌｅｎ

ｃｉａ，ＣＡ）カラムクロマトグラフィー、または当業者に公知の他の方法を使

用して単離することによって達成され得る。この目的を達成するための適切な酵

素の選択は、当業者に容易に明らかである。

  複製起点は、代表的に、商業的に購入される原核生物発現ベクターの一部であ

り、この開始点は、宿主細胞におけるベクターの増幅に役立つ。特定のコピー数

へのベクターの増幅は、いくつかの場合には、ＦＧＦ様ポリペプチドの最適の発

現に重要であり得る。選り抜きのベクターが複製起点部位を含まない場合、これ
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は、公知の配列に基づいて化学的に合成され得、そしてベクターに連結され得る

。例えば、プラスミドｐＢＲ３２２（製品番号３０３－３ｓ、Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌ

ａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）からの複製起点は、大部分の

グラム陰性細菌に適切であり、そして種々の起点（例えば、ＳＶ４０、ポリオー

マ、アデノウイルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）あるいはＨＰＶまたはＢ

ＰＶのようなパピローマウイルス）が、哺乳動物細胞におけるベクターをクロー

ニングするために有用である。一般的に、複製起点の構成要素は、哺乳動物発現

ベクターに必要ではない（例えば、ＳＶ４０の起点は、しばしば、初期プロモー

ターを含むという理由だけで使用される）。

  転写終結配列は、代表的に、ポリペプチドコード領域の末端の３’側に位置し

、転写を終結させるために役立つ。通常、原核生物細胞における転写終結配列は

、Ｇ－Ｃリッチフラグメントであり、これにはポリＴ配列が続く。この配列はラ

イブラリーから容易にクローニングされるかまたはベクターの一部として商業的

に購入さえされるが、この配列は上記に記載されるような核酸合成のための方法

を使用して容易に合成され得る。

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地で増殖される宿主細胞の生存

および増殖に必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝子は、

以下のタンパク質をコードする：（ａ）原核生物宿主細胞に抗生物質または他の

毒素（例えば、アンピシリン、テトラサイクリン、またはカナマイシン）に対す

る耐性を与えるタンパク質、（ｂ）細胞の栄養要求性欠損を補完するタンパク質

；または（ｃ）複合培地から入手可能でない重要な栄養素を供給するタンパク質

。好ましい選択マーカーは、カナマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子

およびテトラサイクリン耐性遺伝子である。ネオマイシン耐性遺伝子はまた、原

核生物宿主細胞および真核生物宿主細胞における選択に使用され得る。

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の生成に非常に必要である遺伝子が、組換え細胞の連

続的生成の染色体内でタンデムに繰り返されるプロセスである。哺乳動物細胞に

適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）およ

びチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体を、この形質転換体
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のみがベクターに存在する選択遺伝子によって生存するのに独特に適合する淘汰

圧下に配置する。培地中の選択因子の濃度が連続的に変化する条件下で形質転換

された細胞を培養し、それによって選択遺伝子とＦＧＦ様ポリペプチドをコード

するＤＮＡとの両方の増幅を導くことによって、淘汰圧がかせられる。結果とし

て、増加した量のＦＧＦ様ポリペプチドが増幅されたＤＮＡから合成される。

  リボソーム結合部位は、通常ｍＲＮＡの転写開始に必要とされ、そしてＳｈｉ

ｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核生物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）に

より特徴付けられる。このエレメントは典型的に、プロモーターに対して３’に

位置し、そして発現されるＦＧＦ様ポリペプチドのコード配列に対して５’に位

置する。Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、変化するが典型的にはポリプリ

ンである（すなわち、高いＡ－Ｇ含量を有する）。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇ

ａｒｎｏ配列が同定されており、これらのそれぞれは、上記の方法および原核生

物ベクターにおいて使用される方法を使用して、容易に合成され得る。

  リーダー配列またはシグナル配列は、ＦＧＦ様ポリペプチドを宿主細胞から外

に出すことを指向するために使用され得る。代表的に、シグナル配列は、ＦＧＦ

様核酸分子のコード領域に配置されるか、またはＦＧＦ様ポリペプチドコード領

域の５’末端に直接配置される。多くのシグナル配列が同定されており、そして

選択された宿主細胞において機能的であるこれらのいずれかが、ＦＧＦ様の遺伝

子またはｃＤＮＡとともに使用され得る。従って、シグナル配列は、ＦＧＦ様の

遺伝子またはｃＤＮＡに対して同種（天然に存在する）または異種であり得る。

さらに、シグナル配列は、上記の方法を使用して化学的に合成され得る。ほとん

どの場合、シグナルペプチドの存在を介する宿主細胞からのＦＧＦ様ポリペプチ

ドの分泌は、ＦＧＦ様ポリペプチドからのシグナルペプチドの除去を生じる。シ

グナル配列は、ベクターの構成要素であってもよいし、またはこれはベクターに

挿入されるＦＧＦ様ＤＮＡの一部であってもよい。

  本発明の範囲内には、ＦＧＦ様コード領域に連結されたネイティブなＦＧＦ様

シグナル配列、およびＦＧＦ様コード領域に連結された異種シグナル配列が含ま

れる。選択された異種シグナル配列は、宿主細胞により認識されそしてプロセシ

ングされる（すなわち、シグナルペプチダーゼにより切断される）シグナル配列
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であるべきである。ネイティブなＦＧＦ様シグナル配列を認識せず、プロセシン

グしない原核生物宿主細胞について、シグナル配列は、例えば、アルカリホスフ

ァターゼ、ペニシリナーゼ、または熱安定エンテロトキシンＩＩのリーダーの群

から選択される原核生物リーダーにより置換され得る。酵母分泌において、ネイ

ティブなＦＧＦ様シグナル配列は、酵母インベルターゼ、α因子、または酸性ホ

スファターゼのリーダーにより置換される。哺乳動物細胞発現について、ＦＧＦ

様ポリペプチドのネイティブなシグナル配列は十分であるが、他の哺乳動物シグ

ナル配列が適切であり得る。

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において所望されるようないくつかの

場合、種々のプレ配列を操作してグリコシル化または収率を改良し得る。例えば

、特定のシグナルペプチドのペプチダーゼ切断部位を変更するかまたはプロ配列

を付加し得、これはまた、グリコシル化に影響を与え得る。最終タンパク質産物

は、（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して）－１位に、発現に付随して１

以上のさらなるアミノ酸を有し得、これは、完全に取り除かれていなくてもよい

。例えば、最終タンパク質産物は、Ｎ末端に結合されたペプチダーゼ切断部位に

おいて見出される１または２つのアミノ酸を有し得る。あるいは、いくつかの酵

素切断部位の使用は、その酵素が成熟ポリペプチド内のそのような領域で切断す

る場合、所望のＦＧＦ様ポリペプチドの、わずかに短縮された形態を生じ得る。

  多くの場合、核酸分子の転写は、ベクター中の１以上のイントロンの存在によ

り増加する；これは、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺乳動物宿主細

胞）において産生される場合に特にあてはまる。使用されるイントロンは、ＦＧ

Ｆ様遺伝子（特に、使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメント

である場合）内に天然に存在し得る。イントロンが、遺伝子（ほとんどのｃＤＮ

Ａに関して）天然に存在しない場合、そのイントロンは、別の供給源から得られ

得る。隣接配列およびＦＧＦ様遺伝子に関するイントロンの位置は、イントロン

は有効であるように転写されなければならないので、一般に重要である。従って

、ＦＧＦ様ｃＤＮＡ分子が発現されるべき場合、イントロンについての好ましい

位置は、転写開始部位に対して３’であり、かつポリＡ転写終結配列に対して５

’である。好ましくは、イントロンは、ｃＤＮＡの一方の側または他方の側（す
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なわち、５’または３’）に位置し、その結果、イントロンは、そのコード配列

を中断しない。イントロンが挿入される宿主細胞と適合するならば、任意の供給

源（任意のウイルス、原核生物および真核生物（植物または動物）の生物体が挙

げられる）由来の任意のイントロンを使用して、本発明を実施し得る。また、本

明細書中には、合成イントロンが含まれる。必要に応じて、１より多くのイント

ロンをベクターにおいて使用し得る。

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、それぞれ代表的には、

宿主生物により認識され、そしてＦＧＦ様ポリペプチドをコードする分子に作動

可能に連結されているプロモーターを含む。プロモーターは、構造遺伝子の転写

および翻訳を制御する、構造遺伝子（一般的には、約１００～１０００ｂｐ以内

）の開始コドンに対して上流（５’）に位置する、非翻訳配列である。プロモー

ターは従来、２つのクラス（誘導性プロモーターおよび構成性プロモーター）の

うちの一方に分類される。誘導性プロモーターは、培養条件下でいくらかの変化

（例えば、栄養素の存在もしくは非存在または温度の変化）に応答して、それら

の制御下のＤＮＡからの増加したレベルの転写を開始する。種々の潜在的な宿主

細胞により認識される大量のプロモーターが周知である。これらのプロモーター

は、制限酵素消化により供給源ＤＮＡからプロモーターを取り除き、そしてベク

ターへ所望のプロモーター配列を挿入することにより、ＦＧＦ様ポリペプチドを

コードするＤＮＡに作動可能に連結される。ネイティブなＦＧＦ様プロモーター

配列は、ＦＧＦ様コードＤＮＡの増幅および／または発現を指向するために使用

され得る。しかし、異種プロモーターがネイティブプロモーターと比較して、発

現タンパク質のより多い転写およびより高収率を可能にする場合、および使用の

ために選択された宿主細胞系と適合する場合、異種プロモーターが好ましい。

  原核生物宿主を用いる使用に適切なプロモーターとしては、以下が挙げられる

：β－ラクタマーゼおよびラクトースプロモーター系；アルカリホスファターゼ

、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系；およびｔａｃプロモーターのよう

なハイブリッドプロモーター。他の公知の細菌性プロモーターもまた適切である

。これらの配列は、公開されており、それにより、当業者が、任意の必要な制限

部位を供給する必要がある場合に、リンカーまたはアダプターを使用して所望の
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ＤＮＡ配列にそれらを連結することを可能にする。

  酵母宿主を用いる使用に適切なプロモーターもまた、当該分野で周知である。

酵母エンハンサーは、酵母プロモーターと共に有利に使用される。哺乳動物細胞

との使用に適切なプロモーターは、周知であり、そして以下が挙げられる：ポリ

オーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、アデノウイルス２）

、ウシパピローマウイルス、鳥類肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロ

ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、そして最も好ましくはシミアンウイルス４０（Ｓ

Ｖ４０）のようなウイルスのゲノムから得られるプロモーター。他の適切な哺乳

動物プロモーターとしては、異種哺乳動物プロモーター（例えば、熱ショックプ

ロモーターおよびアクチンプロモーター）が挙げられる。

  ＦＧＦ様遺伝子発現を制御する際の目的のプロモーターであり得るさらなるプ

ロモーターとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＳＶ４０初期

プロモーター領域（ＢｅｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ２

９０：３０４－１０（１９８１））；ＣＭＶプロモーター；ラウス肉腫ウイルス

の３’長末端反復配列に含まれるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏら，Ｃｅｌｌ

  ２２：７８７－９７（１９８０））；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター

（Ｗａｇｎｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７

８：１４４４－４５（１９８１））、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒ

ｉｎｓｔｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２（１９８２））、β－ラク

タマーゼプロモーターのような原核生物発現ベクター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａｒ

ｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７５：３７

２７－３１（１９７８））；またはｔａｃプロモーター（ＤｅＢｏｅｒら，Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８０：２１－２５（１９８

３））。以下の動物転写制御領域もまた目的のものであり、これらは、組織特異

性を示し、そしてトランスジェニック動物において利用されている：膵臓腺房細

胞において活性であるエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔら，Ｃｅｌｌ

  ３８：６３９－４６（１９８４）；Ｏｒｎｉｔｚら，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０：３９９－４０９（１

９８６）；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ  ７：４２５－５１５（
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１９８７））；膵臓β細胞中で活性であるインスリン遺伝子制御領域（Ｈａｎａ

ｈａｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３１５：１１５－２２（１９８５））；リンパ系細胞中

で活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄｌら，Ｃｅｌ

ｌ  ３８：６４７－５８（１９８４）；Ａｄａｍｅｓら，Ｎａｔｕｒｅ  ３１８

：５３３－３８（１９８５）；Ａｌｅｘａｎｄｅｒら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉ

ｏｌ．，７：１４３６－４４（１９８７））；精巣細胞、乳房細胞、リンパ系細

胞および肥満細胞において活性であるマウス乳腺癌ウイルス制御領域（Ｌｅｄｅ

ｒら，Ｃｅｌｌ  ４５：４８５－４９５（１９８６））；肝臓において活性であ

るアルブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖ

ｅｌ．，１：２６８－２７６，１９８７）；肝臓において活性であるαフェトプ

ロテイン遺伝子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．

，５：１６３９－１６４８，１９８５；Ｈａｍｍｅｒら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３

５：５３－５８（１９８７））；肝臓において活性であるα１アンチトリプシン

遺伝子制御配列（Ｋｅｌｓｅｙら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．１：１６

１－１７１（１９８７））；骨髄性細胞において活性であるβ－グロビン遺伝子

制御領域（Ｍｏｇｒａｍら，Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：３３８－３４０（１９８５

）；Ｋｏｌｌｉａｓら，Ｃｅｌｌ  ４６：８９－９４，１９８６）；脳中の稀突

起膠細胞において活性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａ

ｄｈｅａｄら，Ｃｅｌｌ  ４８：７０３－１２（１９８７））；骨格筋において

活性であるミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域（Ｓａｎｉ，Ｎａｔｕｒｅ，３１４

：２８３－８６（１９８５））；および視床下部において活性化される性腺刺激

放出ホルモン遺伝子制御領域（Ｍａｓｏｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３４：１３７

２－１３７８（１９８６））。

  エンハンサー配列は、高等真核生物による本発明のＦＧＦ様タンパク質をコー

ドするＤＮＡの転写を増加させるためにベクターへ挿入され得る。エンハンサー

は、ＤＮＡのシス作用性エレメントであり、通常約１０～３００ｂｐ長であり、

これは、プロモーターに対して作用し、その転写を増加させる。エンハンサーは

比較的、配向依存性でありそして位置依存性である。エンハンサーは、転写単位

に対して５’側および３’側に見出されてきた。哺乳動物遺伝子（例えば、グロ
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ビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテインおよびインスリン）か

ら入手可能ないくつかのエンハンサー配列が公知である。しかし、代表的に、ウ

イルス由来のエンハンサーが使用される。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、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は、真核生物プロモーターの活性化についての例示的な増

強エレメントである。エンハンサーは、ＦＧＦ様ＤＮＡに対して５’位または３

’位でベクターへスプライスされ得るが、エンハンサーは、代表的には、プロモ

ーターから５’部位に配置される。

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような出発ベクターから構築され

得る。このようなベクターは、全ての所望の隣接配列を含んでも含まなくてもよ

い。上記の隣接配列のうちの１以上が、使用されるべきベクター中にまだ存在し

ない場合、これらは、それぞれ入手され、そしてベクターへ連結され得る。それ

ぞれの隣接配列を得るために使用される方法は、当業者に周知である。

  本発明を実施するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞お

よび哺乳動物宿主細胞と適合するベクターである。このようなベクターとしては

、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ  Ｊ

ｏｌｌａ，ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ｐ

ＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）

、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）、ｐＥＴ

Ｌ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＤＳＲ－α（ＰＣＴ公開

番号ＷＯ９０／１４３６３）およびｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ（Ｇｉｂｃｏ－Ｂ

ＲＬ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）が挙げられる。

  さらに可能なベクターとしては、コスミド、プラスミドまたは改変ウイルスが

挙げられるがこれらに限定されない。しかし、このベクター系が選択された宿主

細胞と適合しなければならない。このようなベクターとしては、以下が挙げられ

るがこれらに限定されない：例えば、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商標）プラス

ミド誘導体（高コピー数ＣｏｌＥ１ベースのファージミド，Ｓｔｒａｔａｇｅｎ

ｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  ＣＡ）、Ｔａｑ増幅
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されたＰＣＲ産物をクローニングするために設計されたＰＣＲクローニングプラ

スミド（例えば、ＴＯＰＯTM  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（登録商標）  Ｋｉｔ，Ｐ

ＣＲ２．１（登録商標）プラスミド誘導体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓ

ｂａｄ，ＣＡ）のようなプラスミド、ならびに哺乳動物ベクター、酵母ベクター

またはウイルスベクター（例えば、バキュロウイルス発現系（ｐＢａｃＰＡＫプ

ラスミド誘導体，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ））。組換え分

子は、形質転換、トランスフェクション、感染、エレクトロポレーションまたは

公知の他の技術を介して宿主細胞に導入され得る。

  ベクターが構築され、そしてＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸分子がベ

クターの適切な部位に挿入された後、完成されたベクターは、増幅および／また

はポリペプチド発現のために適切な宿主細胞へ挿入され得る。

  宿主細胞は、原核生物宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）または真核生物宿主

細胞（酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であり得る。適切な条件下で

培養された場合、宿主細胞は、ＦＧＦ様ポリペプチドを合成し、これはその後培

養培地から収集され得るか（宿主細胞がＦＧＦ様ポリペプチドを培地中に分泌す

る場合）、またはＦＧＦ様ポリペプチドを産生する宿主細胞から直接収集される

（ＦＧＦ様ポリペプチドが分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は、種々

の要因（例えば、所望の発現レベル、活性にとって所望であるかまたは必要であ

るポリペプチド改変（例えば、グリコシル化またはリン酸化）および生物学的に

活性な分子への折り畳みの簡便性）に依存する。

  多数の適切な宿主細胞が当該分野で公知であり、そして多くのものがＡｍｅｒ

ｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），Ｍ

ａｎａｓｓａｓ，ＶＡから入手可能である。例としては、哺乳動物細胞（例えば

、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ－細胞（Ｕｒ

ｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ，９７：４２

１６－２０（１９８０））、ヒト胎児腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞もしくは２９３

Ｔ細胞または３Ｔ３細胞であり得る。適切な哺乳動物宿主細胞の選択ならびに形

質転換、培養、増幅、スクリーニング、産物産生および精製のための方法は、当

該分野で公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ－１細胞株およ
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びＣＯＳ－７細胞株ならびにＣＶ－１細胞株である。さらなる例示的な哺乳動物

宿主細胞としては、形質転換された細胞株を含む、霊長類細胞株およびげっ歯類

細胞株が挙げられる。正常な二倍体細胞、一次組織のインビトロ培養に由来する

細胞株、ならびに一次外植片もまた適切である。候補細胞は、遺伝子型的に選択

遺伝子が欠損していてもよいし、または優性に作用する選択遺伝子を含んでいて

もよい。他の適切な哺乳動物細胞株としては、以下が挙げられるが、これらに限

定されない：マウス神経芽細胞腫Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ細胞、マウスＬ－９２９

細胞、Ｓｗｉｓｓ、Ｂａｌｂ－ｃもしくはＮＩＨマウスに由来する３Ｔ３株また

はＢＨＫハムスター細胞株もしくはＨａＫハムスター細胞株。各々これらの細胞

株は、タンパク質発現の分野の当業者に公知であり、そしてタンパク質発現の分

野の当業者にとって利用可能である。

  本発明に適切な宿主細胞として同様に有用であるのは、細菌細胞である。例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉの種々の株（例えば、ＨＢ１０１、ＤＨ５、ＤＨ１０、および

ＭＣ１０６１）が、バイオテクノロジーの分野において宿主細胞として周知であ

る。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．、他のＢａｃｉ

ｌｌｕｓ  ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の株もま

た、本方法において使用され得る。

  当業者に公知の酵母細胞の多くの株もまた、本発明のポリペプチドの発現のた

めの宿主細胞として利用可能である。好ましい酵母細胞としては、例えば、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅが挙げられる。

  さらに、所望される場合、昆虫細胞系が、本発明の方法において利用され得る

。このような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら（Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４

：８１０～１７（１９９３）；Ｌｕｃｋｌｏｗ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｏｌ．４：５６４～７２（１９９３）；およびＬｕｃｋｌｏｗら，Ｊ．

Ｖｉｒｏｌ．，６７：４５６６～７９（１９９３）に記載される。好ましい昆虫

細胞は、Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。

  選択された宿主細胞へのＦＧＦ様ポリペプチドについての発現ベクターの形質

転換またはトランスフェクションは、周知の方法（例えば、塩化カルシウム、エ

レクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポフェクチンまたはＤＥ
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ＡＥ－デキストラン法を含む）により達成され得る。選択される方法は、部分的

に、使用される宿主細胞の型と相関関係にあるものである。これらの方法および

他の適切な方法は、当業者に周知であり、そして例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（

前出）に記載される。

  グリコシル化ＦＧＦ様ポリペプチドを発現するためにトランスジェニック動物

もまた使用し得る。例えば、トランスジェニック乳汁産生動物（例えば、ウシま

たはヤギ）を使用し得、そしてその動物の乳汁中の本発明のグリコシル化ポリペ

プチドを入手し得る。ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するために植物もまた使用し

得るが、一般に、植物中で生じるグリコシル化は、哺乳動物細胞にて産生される

ものと異なり、そしてヒト治療用途に適切でないグリコシル化産生物を生じ得る

。

  （ポリペプチド産生）

  ＦＧＦ様ポリペプチド発現ベクターを含む（すなわち、形質転換またはトラン

スフェクトされた）宿主細胞が、当業者に周知の標準培地を使用して培養され得

る。この培地は、通常、その細胞の増殖および生存に必要な栄養素すべてを含む

。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞を培養するのに適切な培地は、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏ

ｔｈ（ＬＢ）および／またはＴｅｒｒｉｆｉｃ  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）である。真

核生物細胞を培養するのに適切な培地は、ＲＰＭＩ  １６４０、ＭＥＭ、ＤＭＥ

Ｍであり、これらすべては、培養される特定の細胞株により必要とされる血清お

よび／または増殖因子が補充され得る。昆虫培養に適切な培地は、必要な場合に

はイーストレート（ｙｅａｓｔｏｌａｔｅ）、ラクトアルブミン加水分解産物お

よび／またはウシ胎仔血清を補充した、グレース培地である。

  代表的には、トランスフェクトまたは形質転換された細胞の選択的増殖に有用

な抗生物質または他の化合物が、この培地に補充物として添加される。使用され

る化合物は、宿主細胞が形質転換されたプラスミド上に存在する選択マーカーエ

レメントにより決定される。例えば、その選択マーカーエレメントがカナマイシ

ン耐性である場合、培養培地に添加される化合物は、カナマイシンである。選択

的増殖のための他の化合物としては、アンピシリン、テトラサイクリンおよびネ

オマイシンが挙げられる。



(192) 特表２００３－５２１８９３

  宿主細胞により産生されるＦＧＦ様ポリペプチドの量は、当該分野で公知の標

準的方法を使用して評価され得る。このような方法としては、限定はしないが、

ウェスタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動、非変性ゲ

ル電気泳動、ＨＰＬＣ分離、免疫沈降、および／または活性アッセイ（例えば、

ＤＮＡ結合ゲルシフトアッセイ）が挙げられる。

  ＦＧＦ様ポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計された場合、ポリ

ペプチドの大部分は、細胞培養培地にて見出され得る。しかし、ＦＧＦ様ポリペ

プチドが宿主細胞から分泌されない場合、ＦＧＦ様ポリペプチドは細胞質および

／または核（真核生物宿主細胞について）あるいは細胞質ゾル（グラム陰性細菌

宿主細胞について）に存在する。

  宿主細胞の細胞質および／または核に存在するＦＧＦ様ポリペプチドについて

は、宿主細胞は代表的に、最初に機械的にまたは界面活性剤を用いて破壊されて

、細胞内含有物が緩衝化溶液中に放出される。次いで、ＦＧＦ様ポリペプチドは

、この溶液から単離され得る。

  溶液からのＦＧＦ様ポリペプチドの精製は、種々の技術を使用して達成され得

る。そのポリペプチドがそのカルボキシル末端もしくはアミノ末端のいずれかに

、ヘキサヒスチジンのようなタグを含む（ＦＧＦ様ポリペプチド／ヘキサＨｉｓ

）かまたはＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ．、Ｎｅｗ  Ｈａｖｅ

ｎ、ＣＴ）もしくはｍｙｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のような他の小さいペプチ

ドを含むように合成されている場合、そのポリペプチドは、カラムマトリックス

がそのタグにまたはそのポリペプチドに直接高い親和性を有する（すなわち、Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドを特異的に認識するモノクローナル抗体）アフィニティーカ

ラムにその溶液を通すことによって、本質的に１工程のプロセスで精製され得る

。例えば、ポリヒスチジンはニッケルに大きな親和性および特異性で結合し、従

ってニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）ニッ

ケルカラム）が、ＦＧＦ様ポリペプチド／ポリＨｉｓの精製に使用され得る。例

えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉ

ｏｌｏｇｙ、１０．１１．８節（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  

＆  Ｓｏｎｓ  １９９３）を参照のこと。



(193) 特表２００３－５２１８９３

  タグが結合されずにＦＧＦ様ポリペプチドが調製され、そして抗体が利用可能

でない場合、他の周知の精製手順が用いられ得る。このような手順としては、限

定はしないが、イオン交換クロマトグラフィー、分子ふるいクロマトグラフィー

、ＨＰＬＣ、ゲル溶出と組み合わせたネイティブゲル電気泳動、ならびに分取等

電点電気泳動（「Ｉｓｏｐｒｉｍｅ」マシーン／技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅ

ｎｔｉｆｉｃ）が挙げられる。いくつかの場合、２つ以上のこれらの技術が、純

度の上昇を達成するために組み合わされ得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドが細胞内で産生される場合、細胞内物質（グラム陰性細

菌についての封入体を含む）が、当業者に公知の任意の標準的技術を使用して宿

主細胞から抽出され得る。例えば、宿主細胞は、フレンチプレス、ホモジナイゼ

ーション、および／または超音波処理によって、ペリプラズム／細胞質の中身を

放出するように溶解され得、それに続いて遠心分離され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドが細胞質ゾルにおいて封入体を形成した場合、その封入

体は、しばしば、内側細胞膜および／または外側細胞膜に結合し得、従って、遠

心分離後に、主にペレット物質中に見出される。次いで、このペレット物質は、

極端なｐＨ状態で処理され得るか、またはカオトロピック剤（例えば、界面活性

剤、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、または尿素誘導体）を還元剤（例え

ば、ジチオスレイトール（アルカリ性ｐＨ）もしくはトリスカルボキシエチルホ

スフィン（酸性ｐＨ））の存在下で用いて処理されて、封入体を遊離、ばらばら

におよび可溶化し得る。ここで可溶化形態のＦＧＦ様ポリペプチドは、次いで、

ゲル電気泳動、免疫沈降などを使用して分析され得る。ＦＧＦ様ポリペプチドを

単離することが所望される場合、単離は、以下に記載される方法およびＭａｒｓ

ｔｏｎら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８２：２６４－７５（１９９０）に記載される

方法のような、標準的方法を使用して達成され得る。

  いくつかの場合において、ＦＧＦ様ポリペプチドは、単離の際に生物学的に活

性でないかもしれない。そのポリペプチドを「リフォールディング」する、すな

わち、その３次構造に変換してジスルフィド結合を生じるための種々の方法が、

生物学的活性を回復するために使用され得る。このような方法は、可溶化された

ポリペプチドを通常は７を超えるｐＨに、特定の濃度のカオトロープの存在下で
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曝すことを包含する。カオトロープの選択は、封入体可溶化のために使用される

選択に非常に類似するが、通常このカオトロープは、より低い濃度で使用され、

そして可溶化に使用されるカオトロープと必ずしも同じではない。ほとんどの場

合、リフォールディング／酸化溶液はまた、還元剤を含むかまたは還元剤に加え

てその酸化形態を特定の比で含んで、特定の酸化還元ポテンシャルを生じ、それ

によりそのタンパク質のシステイン架橋の形成を生じるようなジスルフィドシャ

ッフリングを可能にする。一般的に使用される酸化還元カップルのいくつかとし

ては、システイン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチオビスＧＳＨ、

塩化銅（ＩＩ）、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴＴ、および２－

メルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂ（ＭＥ）が挙げられる。多くの場

合、共溶媒が、リフォールディングの効率を高めるために使用され得るかまたは

必要であり得、そしてこの目的に使用されるさらに一般的な試薬としては、グリ

セロール、種々の分子量のポリエチレングリコール、アルギニンなどが挙げられ

る。

  封入体が、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現の際に有意な程度まで形成されない場

合は、そのポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中に見

出される。そのポリペプチドは、以下に記載されるような方法を使用して、上清

からさらに単離され得る。

  夾雑物を部分的または実質的に含まないように、ＦＧＦ様ポリペプチドを部分

的または完全に精製することが好ましい状況では、当業者に公知の標準的な方法

が用いられ得る。このような方法としては、限定しないが、以下が挙げられる：

電気泳動による分離とそれに続く電気溶出、種々の種類のクロマトグラフィー(

アフィニティー、イムノアフィニティー、分子ふるい、および／またはイオン交

換)、および／または高圧液体クロマトグラフィー。いくつかの場合、完全な精

製のためにこれらの方法のうちの１より多くを使用することが好適であり得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグメント、および／または誘導体もまた、当

該分野で公知の技術を使用して化学合成法（例えば、固相ペプチド合成）により

調製され得、その公知技術は、例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら、Ｊ．Ａｍ．Ｃ

ｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９（１９６３）；Ｈｏｕｇｈｔｅｎら、Ｐｒｏｃ
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  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１３２（１９８５）、ならび

にＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ  Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ

  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．１９８４）に

示される技術である。このようなポリペプチドは、アミノ末端にメチオニンを含

んで合成され得るし、または含まずに合成され得る。化学的に合成されたＦＧＦ

様ポリペプチドまたはフラグメントは、これらの参考文献に示される方法を使用

して、ジスルフィド架橋を形成するように酸化され得る。ＦＧＦ様ポリペプチド

、フラグメントもしくは誘導体は、組換え産生されるかもしくは天然の供給源か

ら精製された対応するＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメントもしくは誘導体に匹

敵する生物学的活性を有すると予測され、従って、組換えＦＧＦ様ポリペプチド

もしくは天然のＦＧＦ様ポリペプチドと互換可能に使用され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドを得る別の手段は、そのＦＧＦ様ポリペプチドが天然で

見出される生物学的サンプル（例えば、供給源組織および／または流体）からの

精製を介する。このような精製は、上記のようなタンパク質精製のための方法を

使用して実行され得る。精製の間のＦＧＦ様ポリペプチドの存在は、例えば、組

換え産生されたＦＧＦ様ポリペプチドもしくはそのペプチドフラグメントに対し

て調製された抗体を使用して、モニターされ得る。

  （ポリペプチド）

  本発明のポリペプチドは、単離されたＦＧＦ様ポリペプチドおよびそれに関す

るポリペプチド（本明細書中上記規定されるような、フラグメント、改変体、融

合ポリペプチドおよび誘導体を含む）を包含する。

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントは、例えば、アミノ末端（リーダ

ー配列を有するかまたは有さない）の短縮化、カルボキシル末端の短縮化、およ

び／またはポリペプチドの内部欠失から生じ得る。好ましい実施形態において、

短縮および／または欠失は、約１０アミノ酸、または約２０アミノ酸、または約

５０アミノ酸、または約７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、または１００

アミノ酸より多いアミノ酸を含む。このように産生されたポリペプチドフラグメ

ントは、約２５連続するアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７５アミノ

酸、または約１００アミノ酸、または約１５０アミノ酸、または約２００アミノ
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酸を含む。このようなＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントは、必要に応じて、ア

ミノ末端メチオニン残基を含み得る。

  本発明のＦＧＦ様ポリペプチド改変体は、配列番号２または配列番号４と比較

して、１つ以上のアミノ酸置換、付加および／または欠失を含む。好ましい実施

形態において、この改変体は、１～３、または１～５、または１～１０、または

１～１５、または１～２０、または１～２５、または１～５０、または１～７５

、または１～１００、または１００を超える、アミノ酸置換、挿入、付加および

／もしくは欠失を有し、ここでその置換は、上記のように保存的であり得るか、

または非保存的であり得るか、あるいはその組み合わせであり得、そしてここで

ＦＧＦ様ポリペプチド改変体は、ＦＧＦ様活性を保持している。これらの改変体

は、カルボキシ末端においてかまたはアミノ末端（リーダー配列を有するかまた

は有さない）のいずれかにおいてアミノ酸残基の付加を有し得る。

  好ましいＦＧＦ様ポリペプチド改変体としては、グリコシル化改変体が挙げら

れ、ここで、グリコシル化部位の数および／または種類は、ネイティブなＦＧＦ

酸様ポリペプチドと比較して変更されている。１つの実施形態において、ＦＧＦ

様改変体は、多いかまたは少ない数のＮ結合型グリコシル化部位を含む。Ｎ結合

型グリコシル化部位は、配列Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒによ

って特徴付けられ、ここで、「Ｘ」として示されるアミノ酸残基は、プロリン以

外の任意のタイプのアミノ酸残基であり得る。この配列を作製するためのアミノ

酸残基の置換は、Ｎ結合型糖鎖の付加のための潜在的な新たな部位を提供する。

あるいは、この配列を除去する置換は、存在するＮ結合型糖鎖を除く。また、Ｎ

結合型糖鎖の再配列が提供され、ここで、一つ以上のＮ結合型グリコシル化部位

（代表的には、天然にある部位）が除去されてそして一つ以上の新しいＮ結合型

部位が作製される。さらなる好ましいＦＧＦ様改変体としては、システイン改変

体が挙げられ、ここで、一つ以上のシステイン残基が、欠失されているか、また

は別のアミノ酸（例えば、セリン）を置換している。システイン改変体は、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドが、不溶性封入体の単離の後のように、生物学的に活性なコン

ホメーションに折り畳まれなければならない場合に有用である。システイン改変

体は、一般的に、ネイティブなタンパク質よりも少ないシステイン残基を有し、
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そして代表的には、不対システインから生じる相互作用を最少化するために偶数

を有する。

  当業者は、周知の技術を使用して、ネイティブのＦＧＦ様ポリペプチドの適切

な改変体を決定し得る。例えば、生物学的活性を破壊することなく変化され得る

分子を適切な領域を推定し得る。また、当業者は、生物学的活性または構造に重

要であり得る領域さえも、その生物学的活性を破壊することもしくはそのポリペ

プチド構造に不利に影響することなく、保存的アミノ酸置換に供され得ることを

認識する。

  活性を破壊することなく変化され得る分子の適切な領域を予測するために、当

業者は、活性に重要であると考えられていない領域を標的化し得る。例えば、同

じ種または他の種由来の類似の活性を有する類似のポリペプチドが公知である場

合、当業者は、ＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸配列をそのような類似のポリペ

プチドと比較し得る。このような比較を行った後、当業者は、類似のポリペプチ

ド間で保存される分子の残基および部分を決定し得る。当業者は、保存されない

ＦＧＦ様分子の領域での変化が生物学的活性および／または構造に不利に影響し

そうにないことを知っている。当業者はまた、比較的保存された領域においてさ

え、活性を保持しつつ、天然に存在する残基に代わって化学的に類似するアミノ

酸でおそらく置換し得る（保存的アミノ酸残基置換）。

  また、当業者は、活性もしくは構造について重要な類似のポリペプチド中の残

基を同定する構造－機能研究を検討し得る。このような比較を考慮して、当業者

は、類似のポリペプチド中の活性もしくは構造に重要なアミノ酸残基に対応する

ＦＧＦ様ポリペプチド中のアミノ酸残基の重要性を予測し得る。当業者は、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドのこのような推定された重要なアミノ酸残基に代わる化学的に

類似のアミノ酸置換を選択し得る。

  利用可能な場合、当業者はまた、３次元構造、およびその構造に関連するアミ

ノ酸配列を分析し得る。その情報を考慮して、当業者は、その３次元構造に関す

るＦＧＦ様ポリペプチドのアミノ酸残基の整列を予測でき得る。当業者は、その

タンパク質の表面上にあると予測されるアミノ酸残基に対する急激な変化を作製

しないように選択し得る。なぜなら、そのような残基は、他の分子との重要な相
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互作用に関与し得るからである。

  さらに、当業者は、各所望のアミノ酸残基において単一アミノ酸置換を含む試

験改変体を作製し得た。この改変体は、当業者に公知の活性アッセイを用いてス

クリーニングされ得た。そのような改変体を使用して、適切な改変体に関する情

報を集め得る。例えば、当業者は、特定のアミノ酸残基に対する変更が、崩壊さ

れた活性を生じることを発見した場合、そのような変更を有する改変体は、回避

される。言い換えると、そのような実験から集められた情報に基づいて、さらな

る受容可能な改変体を見出すことを試みる場合、当業者は、さらなる置換が単独

または他の変異と組み合わせてかのいずれかで回避されるべきであるアミノ酸を

知る。

  本発明のＦＧＦ様融合ポリペプチドは、異種ペプチドもしくはタンパク質に融

合された、ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体もしくは誘導体を含む

。異種ペプチドおよびタンパク質としては、ＦＧＦ様融合ポリペプチドの検出お

よび／もしくは単離を可能にするエピトープ、膜貫通レセプタータンパク質もし

くはその部分（例えば、細胞外ドメイン、または膜貫通ドメインおよび細胞内ド

メイン）、または膜貫通レセプタータンパク質に結合するリガンドもしくはその

部分、触媒活性な酵素もしくはその部分、オリゴマー化を促進するタンパク質も

しくはペプチド（例えば、ロイシンジッパードメイン）、および安定性を増大さ

せるタンパク質もしくはペプチド（例えば、免疫グロブリン定常領域）が挙げら

れるが、これらに限定されない。ＦＧＦ様ポリペプチドは、それ自体またはその

フラグメント、改変体もしくは誘導体に融合され得る。融合は、ＦＧＦ様ポリペ

プチドのアミノ末端もしくはカルボキシ末端のいずれかでなされ得、そしてリン

カーまたはアダプター分子なしで直接であり得るし、あるいはリンカーまたはア

ダプター分子（例えば、１つ以上のアミノ酸残基～約２０アミノ酸残基まで、も

しくは約５０アミノ酸残基まで）を介してであり得る。リンカーまたはアダプタ

ー分子はまた、融合部分の分離を可能にするように、ＤＮＡ制限エンドヌクレア

ーゼについてまたはプロテアーゼについての切断部位を含んで設計され得る。

  本発明のさらに好ましい実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメ

ント、改変体および／または誘導体を、ヒトＩｇＧのＦｃ領域に融合させる。１
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つの例において、当業者に公知の方法を使用して、ヒトＩｇＧのヒンジ、ＣＨ２

およびＣＨ３領域を、ＦＧＦ様ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端のいずれかに

融合させ得る。別の例において、ヒンジ領域の一部ならびにＣＨ２およびＣＨ３

領域を、融合し得る。このように産生されたＦＧＦ様  Ｆｃ融合ポリペプチドは

、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａアフィニティーカラムを用いて精製され得る。さらに、Ｆ

ｃ領域に融合されたペプチドおよびタンパク質は、その融合されていない対応物

よりも実質的に大きい、インビボでの半減期を示すことが見い出されている。ま

た、Ｆｃ領域への融合は、この融合ポリペプチドのダイマー化／マルチマー化を

可能にする。このＦｃ領域は、天然に存在するＦｃ領域であり得るか、または治

療的品質、循環時間、凝集の減少などのような、特定の質を改善するように変更

され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体は、本発明の範囲に含まれる。このような誘導体

は、ＦＧＦ様ポリペプチドがポリマーに連結されている、化学的に改変されたＦ

ＧＦ様ポリペプチド組成物である。選択されるポリマーは、代表的には水溶性で

あり、その結果、そのポリマーに連結されているタンパク質は、水性環境（例え

ば、生理学的環境）下で沈殿しない。このポリマーは、任意の分子量であり得、

そして分枝されていても分枝されていなくてもよい。ポリマーの混合物が、ＦＧ

Ｆ様ポリペプチドポリマーの範囲内に含まれる。好ましくは、最終生成物の調製

物の治療的使用のために、このポリマーは、薬学的に受容可能である。

  水溶性ポリマーまたはそれらの混合物としては、例えば、以下からなる群より

選択される：ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、モノメトキシ－ポリエチレン

グリコール、デキストラン（例えば、低分子量（例えば、約６ｋＤ）のデキスト

ラン）、セルロースまたは他の炭水化物ベースのポリマー、ポリ－（Ｎ－ビニル

ピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、ポ

リプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリ

オール（例えば、グリセロール）およびポリビニルアルコール。共有結合された

ＦＧＦ様ポリペプチドマルチマーを調製するために使用され得る、二官能性ＰＥ

Ｇ架橋分子もまた、本発明に含まれる。

  アシル化反応について、選択されるポリマーは、１つの反応エステル基を有す
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るべきである。還元アルキル化について、選択されるポリマーは、１つの反応性

アルデヒド基を有するべきである。反応性アルデヒドは、例えば、水溶性のポリ

エチレングリコールプロピオンアルデヒド、またはそのモノＣ１～Ｃ１０アルコ

キシまたはアリールオキシ誘導体である（米国特許第５，２５２，７１４号を参

照のこと）。

  ＦＧＦ様ポリペプチドのペグ化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）は、例えば、以下の

参考文献に記載されるように、当該分野で公知のペグ化反応のいずれかにより行

われ得る：Ｆｒａｎｃｉｓら、Ｆｏｃｕｓ  ｏｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒ

ｓ  ３、４～１０（１９９２）；欧州特許第０  １５４  ３１６号；同第０  ４

０１  ３８４号および米国特許第４，１７９，３３７号。ペグ化は、以下に記載

するように反応性ポリエチレングリコール分子（または、同種反応性水溶性ポリ

マー）とのアシル化反応またはアルキル化反応を介して行われ得る。

  本明細書中での使用のための１つの水溶性ポリマーは、ポリエチレングリコー

ルであり、ＰＥＧと省略される。本明細書中で使用される場合、ポリエチレング

リコールは、他のタンパク質（例えば、モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシポリ

エチレングリコールまたはモノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アリールオキシポリエチレン

グリコール）を誘導体化するために使用されてきたＰＥＧの形態のいずれかを含

むことを意図する。

  一般に、化学的な誘導体化は、生物学的に活性な物質を活性化ポリマー分子と

反応させるために使用される任意の適切な条件下で行われ得る。ペグ化ＦＧＦ様

ポリペプチドを調製するための方法は、一般に以下の工程を包含する：（ａ）Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドが、１以上のＰＥＧ基に結合されるような条件下でポリペプ

チドをポリエチレングリコール（例えば、ＰＥＧの反応性エステルまたはアルデ

ヒド誘導体）と反応させる工程、および（ｂ）反応生成物を得る工程。一般に、

アシル化反応に最適な反応条件は、公知のパラメーターおよび所望の結果に基づ

いて決定される。例えば、ＰＥＧ：タンパク質の比が大きいほど、ポリ－ペグ化

生成物の割合が高くなる。

  好ましい実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチド誘導体は、アミノ末端で単

一のＰＥＧ部分を有する。米国特許第５，２３４，７８４号（本明細書中で参考
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として援用される）を参照のこと。

  一般に、本発明のＦＧＦ様ポリペプチド誘導体の投与によって緩和または調節

され得る状態としては、ＦＧＦ様ポリペプチドについて本明細書中で記載される

状態が挙げられる。しかし、本明細書中に開示されるＦＧＦ様ポリペプチド誘導

体は、非誘導体化分子と比較して、さらなる活性、増強または減少された生物学

的活性、または他の特徴（例えば、増加または減少された半減期）を有し得る。

  （抗体）

  ＦＧＦ様ポリメラーゼ、フラグメント、変異体および誘導体は、当該分野で公

知の方法を使用して、抗体を調製するために使用され得る。従って、ＦＧＦ様ポ

リペプチドを結合する抗体および抗体フラグメントは、本発明の範囲内である。

抗体は、ポリクローナル、単一特異的（ｍｏｎｏｓｐｅｃｉｆｉｃ）ポリクロー

ナル、モノクローナル、組換え、キメラ、ヒト化、完全ヒト、単鎖および／また

は二重特異的（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）であり得る。

  ＦＧＦ様ポリメラーゼに対するポリクローナル抗体は、一般に、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドおよびアジュバントを複数回の皮下注射または腹腔内注射することによ

り動物（ウサギまたはマウス）において誘起される。ＦＧＦ様ポリペプチドある

いはその改変体、フラグメントまたは誘導体を、キャリアタンパク質に結合体化

することが有用であり得、このキャリアタンパク質は、免疫される種において免

疫原性である（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清、アルブミン

、ウシサイログロブリンまたはダイズトリプシンインヒビター）。また、凝集因

子（例えば、ミョウバン）も、免疫応答を増強するために使用される。免疫後、

動物を採血し、そして血清を、抗ＦＧＦ様抗体力価についてアッセイする。

  ＦＧＦ様ポリペプチドに対するモノクローナル抗体は、培養物中の継代細胞株

による抗体分子の産生を提供する、任意の方法を使用して産生される。モノクロ

ーナル抗体を調製するための適切な方法の例としては、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７、１９７５のハイブリドーマ法、およびＫｏｚ

ｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１、１９８４；Ｂｒｏｄｅｕｒら

、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、５１～６３頁（Ｍａｒｃｅ
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ｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，１９８７）のヒトＢ細胞ハイブリドーマ法が挙げられる。

  ＦＧＦ様ポリペプチドと反応性のモノクローナル抗体を産生するハイブリドー

マ細胞株もまた、本発明によって提供される。

  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤としての使用のために改変され得る。

１つの実施形態は、「キメラ」抗体であり、ここで、重鎖および／または軽鎖の

一部が、特定の種に由来するかまたは特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに

属する抗体における対応する配列のフラグメントと、同一であるかまたは相同で

あり、一方、鎖の残りの部分は、別の種に由来するかまたは別の抗体のクラスも

しくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と、同一であるかまたは相

同である。このような抗体のフラグメントもまた、それらが、所望の生物学的活

性を示す限り、含まれる（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８１：６８５１－６

８５５、１９８５を参照のこと）。

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。一般に、ヒ

ト化抗体は、非ヒト供給源由来のそのヒト化抗体に導入された１以上のアミノ酸

残基を有する。ヒト化は、例えば、齧歯目の相補的決定領域（ＣＤＲ）の少なく

とも一部を、ヒト抗体の対応する領域で置換することによる、当該分野で公知の

以下の方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５２２－５２（１９８６）

；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３２：３２３－３２７）１９８８）

；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４－１５３６（１９

８８））に従って、行われ得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体を結合す

る、完全ヒト抗体もまた、本発明に含まれる。このような抗体は、内因性免疫グ

ロブリン産生の非存在下でヒト抗体のレパートリーを産生し得る、トランスジェ

ニック動物（例えば、マウス）の（必要に応じてキャリアに結合体化された）Ｆ

ＧＦ様抗原で免疫することによって産生される。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：２５５１－２

５５５（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５
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－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕ

ｎｏ．７：３３（１９９３）を参照のこと。ヒト抗体もまた、ファージディスプ

レイライブラリーにおいて生成され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，Ｊ．Ｍｏｌ

．Ｂｉｏｌ．２２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．２２２：５８１（１９９１））。

  キメラ抗体、ＣＤＲグラフト化抗体、およびヒト化抗体は、代表的には、組換

え方法により生成される。これらの抗体をコードする核酸は、宿主細胞に導入さ

れ、そして本明細書中上記される材料および方法を用いて産生される。好ましい

実施形態において、抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）において

発現される。完全ヒト抗体は、宿主細胞における組換えＤＮＡの発現によるか、

または上記のハイブリドーマ細胞における発現により生成され得る。

  診断適用に関しては、特定の実施形態において、抗ＦＧＦ様抗体は、代表的に

は検出可能な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的

のいずれかで検出可能なシグナルを生じ得る任意の部分である。例えば、検出可

能な部分は、放射性同位体（例えば、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、35Ｓまたは125Ｉ）、蛍

光化合物もしくは化学発光化合物（例えば、フルオロセインイソチオシアネート

、ローダミンもしくはルシフェリン）；または酵素（例えば、アルカリホスファ

ターゼ、β－ガラクトシダーゼまたは西洋ワサビベルオキシダーゼ）であり得る

。Ｂａｙｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８４：１３８－１６３（１９９０）。

  本発明の抗ＦＧＦ様抗体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの検出および定量について

、任意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的サンドイッチ

アッセイおよび間接的サンドイッチアッセイ、ならびに免疫沈降アッセイ（Ｓｏ

ｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ

  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，１９８７））

において用いられ得る。この抗体は、使用されるアッセイ法について適切な親和

性でＦＧＦ様ポリペプチドを結合する。

  競合結合アッセイは、限定された量の抗ＦＧＦ様抗体との結合について試験サ

ンプル分析物（ＦＧＦ様ポリペプチド）と競合する標識された標準物質（例えば

、ＦＧＦ様ポリペプチドまたはその免疫学的に反応性の部分）の能力に依存する
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。試験サンプル中のＦＧＦ様ポリペプチドの量は、この抗体に結合する標準物質

の量に逆比例する。結合する標準物質の測定を容易にするために、この抗体は、

代表的には、競合の前または後に不溶化され、その結果、この抗体に結合する標

準物質および分析物は、結合しないままの標準物質および分析物から簡単に分離

され得る。

  サンドイッチアッセイは、２つの抗体（各々、検出され、そして／または定量

されるタンパク質の異なる免疫原性部分または、エピトープに結合し得る）の使

用に関する。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル分析物は、代表

的には、固体支持体に固定化された第１の抗体、その後第２の抗体が分析物に結

合し、このようにして不溶性の３部分で構成される複合体を形成する。例えば、

米国特許第４，３７６，１１０号を参照のこと。第２の抗体は、それ自体検出可

能な部分で標識され得るか（直接サンドイッチアッセイ）、または検出可能な部

分で標識された抗免疫グロブリン抗体を用いて測定され得る（間接サンドイッチ

アッセイ）。例えば、サンドイッチアッセイの１つの型は、ＥＬＩＳＡアッセイ

であり、この場合、この検出可能な部分は酵素である。

  本発明の抗ＦＧＦ様抗体はまた、インビボ画像化のために有用である。検出可

能な部分で標識された抗体は、動物に（好ましくは、血流に）投与され得、そし

て宿主における標識化抗体の存在および位置がアッセイされる。この抗体は、動

物において（核磁気共鳴、放射線学または当該分野で公知の他の検出手段のいず

れかで）検出可能な任意の部分で標識され得る。

  本発明はまた、抗ＦＧＦ様抗体および生物学的サンプルにおいてＦＧＦ様ポリ

ペプチドレベルを検出するに有用な他の試薬を含むキットに関する。このような

試薬としては、以下が挙げられ得る：２次活性、検出可能な標識、ブロッキング

血清、陽性コントロールサンプルおよび陰性コントロールサンプル、ならびに検

出試薬。

  本発明の抗体は、治療剤として使用され得る。これらの治療的抗体は、一般に

、それらがＦＧＦ様ポリペプチドの生物学的活性の少なくとも１つを増強または

減少するかのいずれかであるという点で、それぞれ、アゴニストまたはアンタゴ

ニストである。１つの実施形態において、本発明のアンタゴニスト抗体は、ＦＧ
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Ｆ様ポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体に特異的に結合

し得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドの機能的活性をインビボまたはインビトロで

阻害または排除し得る抗体またはその結合フラグメントである。好ましい実施形

態において、アンタゴニスト抗体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの機能的活性を少な

くとも約５０％、好ましくは少なくとも約８０％阻害する。別の実施形態におい

て、アンタゴニスト抗体は、ＦＧＦ様結合パートナーと相互作用し、それにより

インビトロまたはインビボでＦＧＦ様活性を阻害または排除し得る抗体であり得

る。アゴニスト抗ＦＧＦ様抗体およびアンタゴニスト抗ＦＧＦ様抗体は、以下に

記載のスクリーニングアッセイにより同定される。

  （遺伝子操作した非ヒト動物）

  ネイティブＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子が破壊（すなわち「ノッ

クアウト」）されて、その結果、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現レベルが、有意に

減少されているかまたは完全に消失されている、非ヒト動物（例えば、マウス、

ラットまたは他の齧歯目、ウサギ、ヤギまたはヒツジ、あるいは他の家畜動物）

も、本発明にさらに含まれる。このような動物は、米国特許第５，５５７，０３

２号に記載されるような技術および方法を使用して調製され得る。

  本発明はさらに、その動物についてネイティブな形態のＦＧＦ様ポリペプチド

をコードする遺伝子または異種ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子が、その動物によっ

て過剰発現されている（それによって「トランスジェニック」動物が作製される

）非ヒト動物（例えば、マウス、ラットまたは他の齧歯目、ウサギ、ヤギまたは

ヒツジ、あるいは他の家畜動物）を包含する。このようなトランスジェニック動

物は、米国特許第５，４８９，７４３号およびＰＣＴ出願番号ＷＯ９４／２８１

２２に記載のような、周知の方法を使用して調製され得る。

  本発明はさらに、本発明の１以上のＦＧＦ様ポリペプチドに対するプロモータ

ーが、活性化または不活性化されて（例えば、以下に記載されるような相同組換

え法を使用することによって）１以上のネイティブＦＧＦ様ポリペプチドの発現

レベルが変更されている非ヒト動物を包含する。

  これらの非ヒト動物は、薬物候補スクリーニングに使用され得る。動物に対す

る薬物候補の影響が測定され得る。例えば、薬物候補は、ＦＧＦ様遺伝子の発現
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を減少または増加し得る。特定の実施形態において、産生されるＦＧＦ様ポリペ

プチドまたはＦＧＦ様ポリペプチドフラグメントの量は、薬物候補への動物の曝

露後に測定され得る。特定の実施形態において、動物に対する薬物候補の実際の

影響を検出し得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、疾患または病理学的状

態を生じ得るか、またはそれらに関連し得る。このような場合において、遺伝子

の発現を減少する薬物候補の能力または病理学的状態を防止または阻止する能力

を試験し得る。他の例において、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラ

グメント）の産生が、疾患または病理学的状態を生じ得るか、またはそれらに関

連し得る。このような場合において、このような代謝産物の産生を減少する薬物

候補の能力または病理学的状態を防止または阻止する能力を試験し得る。

  （ＦＧＦ様ポリペプチド活性のモジュレーター）

  いくつかの状況において、ＦＧＦ様ポリペプチドの活性のモジュレーターであ

る分子（すなわち、アゴニストまたはアンタゴニスト）を同定することが所望さ

れ得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドを調節する天然または合成の分子は、１つ以上のスクリ

ーニングアッセイ（例えば、本明細書において記載されるようなもの）を用いて

同定され得る。そのような分子は、エキソビボでの様式もしくはインビボでの様

式のいずれかで、または局所もしくは静脈内注射、または経口送達、移植デバイ

スなどにより、投与され得る。

  以下の定義が、アッセイを記載するために本明細書中で使用される。

  「試験分子」とは、ＦＧＦ様ポリペプチドの活性を調節（すなわち、増加また

は減少）させる能力について評価される状態にある分子をいう。最も一般的には

、試験分子は、ＦＧＦ様ポリペプチドと直接相互作用する。しかし、試験分子は

また、ＦＧＦ様遺伝子発現に影響を与えることにより、またはＦＧＦ様結合パー

トナー（例えば、レセプターまたはリガンド）に結合することにより、ＦＧＦ様

ポリペプチド活性を間接的に調節し得ることもまた企図される。１つの実施形態

において、試験分子は、少なくとも約１０-6Ｍ、好ましくは約１０-8Ｍ、より好

ましくは約１０-9Ｍ、そしてさらにより好ましくは約１０-10Ｍの親和性定数で

ＦＧＦ様ポリペプチドに結合する。
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  ＦＧＦ様ポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法は、本発明

に包含される。特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドは、試験分子と

、その試験分子がそのＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用を可能にする条件下で

、インキュベートされ、そしてその相互作用の程度が測定され得る。この試験分

子は、実質的に精製された形態で、または粗混合物中でスクリーニングされ得る

。この試験分子は、核酸分子、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質または低

分子量分子の有機もしくは無機化合物であり得る。１セットの分子がＦＧＦ様ポ

リペプチドと相互作用すると同定された場合、この分子がＦＧＦ様ポリペプチド

活性を増加または減少させる能力についてさらに評価され得る。

  試験分子と、ＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用の測定は、いくつかの形式で

行われ得、これには、細胞ベースの結合アッセイ、膜結合アッセイ、溶液相アッ

セイおよび免疫アッセイが含まれる。一般的に、試験分子は、特定時間にわたり

、ＦＧＦ様ポリペプチドとインキュベートされ、そしてＦＧＦ様ポリペプチド活

性は、生物学的活性を測定する１つ以上の本明細書中で記載されるアッセイによ

り決定される。

  試験分子とＦＧＦ様ポリペプチドとの相互作用はまた、免疫アッセイにおいて

ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を用いて直接アッセイされ得る。

あるいは、上記のようなエピトープタグを含む、改変された形態のＦＧＦ様ポリ

ペプチドは、溶液および免疫アッセイにおいて使用され得る。

  特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴ

ニストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質または低分子量分子であって

、ＦＧＦ様ポリペプチドと相互作用してその活性を調節するものであり得る。Ｆ

ＧＦ様ポリペプチドの潜在的なタンパク質アンタゴニストとしては、ポリペプチ

ドの活性領域と相互作用する抗体およびＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つ

を阻害または排除する抗体が挙げられる。ＦＧＦ様ポリペプチド発現を調節する

分子としては、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする核酸に相補的であるか、また

はＦＧＦ様ポリペプチドの発現を指向または制御する核酸配列に相補的であり、

そして発現のアンチセンスレギュレーターとして作用する核酸が挙げられ得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドが結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド
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）との相互作用を介して生物学的活性を提示する事象において、種々のインビト

ロアッセイを使用して、ＦＧＦ様ポリペプチドの対応する結合パートナーへの結

合を測定し得る。これらのアッセイを使用して、試験分子を、それらがＦＧＦ様

ポリペプチドのその結合パートナーへの結合の速度および／または程度を増加も

しくは減少させる能力について、スクリーニングし得る。１つのアッセイにおい

て、ＦＧＦ様ポリペプチドは、マイクロタイタープレートのウェルの底部への付

着によって固定される。次いで、放射標識されたＦＧＦ様結合パートナー（例え

ば、ヨウ化ＦＧＦ様結合パートナー）および試験分子は、１回にいずれか一方を

（いずれの順番でも）または同時にそのウェルに加えることができる。インキュ

ベーション後、そのウェルを洗浄し得、そして放射能について計数して（シンチ

レーションカウンターを用いて）その結合パートナーがＦＧＦ様ポリペプチドへ

結合した結合の程度を決定し得る。代表的に、その分子は、ある範囲の濃度にわ

たって試験され得、そしてその試験アッセイの１つ以上の要素を欠く一連のコン

トロールウェルを、その結果の評価における精確さのために使用し得る。この方

法の代替としては、そのタンパク質の「位置」を反転させること（すなわち、Ｆ

ＧＦ様結合パートナーを、マイクロタイタープレートウェルに固定すること）、

その試験分子および放射標識されたＦＧＦ様ポリペプチドとインキュベートする

こと、ならびにＦＧＦ様結合の程度を決定すること（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕｂ

ｅｌ  ｅｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ

  Ｙｏｒｋ，ＮＹ，１９９５の第１８章を参照のこと）が含まれる。

  放射標識の代替として、ＦＧＦ様ポリペプチドまたはその結合パートナーは、

ビオチンと結合体化され得、次いでビオチン化タンパク質の存在は、酵素（例え

ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）もしくはアルカリホスファターゼ（

ＡＰ））に結合したストレプトアビジン（これは、比色測定で検出され得る）ま

たはストレプトアビジンの蛍光タグ化によって、検出され得る。ＦＧＦ様ポリペ

プチドまたはＦＧＦ様結合体パートナーに対して指向され、そしてビオチンと結

合体化された抗体もまた使用され得、そしてＡＰまたはＨＲＰに結合した酵素結

合ストレプトアビジンとのインキュベーション後に、検出され得る。
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  ＦＧＦ様ポリペプチドおよびＦＧＦ様結合パートナーもまた、アガロースビー

ズ、アクリルビーズまたは他の型のそのような不活性固相基体への付着によって

固定され得る。この基体－タンパク質複合体は、その相補タンパク質およびその

試験化合物を含む溶液中に配置され得る。インキュベーション後、そのビーズは

、遠心分離によって沈降され得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドとその結合パート

ナーとの間の結合量を上記の方法を用いて検討し得る。あるいは、その基体－タ

ンパク質複合体は、カラムに固定され得、そしてその試験分子および相補タンパ

ク質は、そのカラムを通過させられ得る。次いで、ＦＧＦ様ポリペプチドとその

結合パートナーとの間の複合体の形成は、上記の技術（すなわち、放射標識、抗

体結合など）のいずれかを用いて検討され得る。

  別のインビトロアッセイであって、ＦＧＦ様結合タンパク質とＦＧＦ様結合パ

ートナーとの複合体の形成を増加または減少する試験分子を同定するために有用

であるアッセイは、表面プラズモン共鳴検出器系（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅアッ

セイ系（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）である。Ｂｉａｃ

ｏｒｅ系は、製造業者のプロトコルを用いて実施され得る。このアッセイは、本

質的に、ＦＧＦ様またはＦＧＦ様結合パートナーのいずれかを、デキストランコ

ーティングされたセンサーチップであって、検出器に配置されているものへの共

有結合を包含する。次いで、この試験化合物および他の相補タンパク質は、同時

または連続的のいずれかでそのセンサーチップを含むチャンバーへと注射され得

る。相補タンパク質の結合量は、そのセンサーチップのデキストランコーティン

グされた側と物理的に結合した分子量の変化に基づいて評価され得、分子量にお

ける変化は、その検出器系によって測定され得る。

  いくつかの場合において、２つ以上の試験化合物を一緒に、それらがＦＧＦ様

ポリペプチドとＦＧＦ様結合パートナー複合体との複合体の形成を増加または減

少する能力について、評価することが所望され得る。これらの場合において、上

記のアッセイは、そのようなさらなる試験化合物を、第一の試験化合物と同時ま

たはその後のいずれかで加えることによって、容易に改変され得る。このアッセ

イにおける残りの工程は、上記のとおりである。

  インビトロアッセイ（例えば、上記のようなアッセイ）は、ＦＧＦ様およびＦ
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ＧＦ様結合パートナーによる複合体形成に対する効果について、大多数の化合物

を迅速にスクリーニングするために有利に使用され得る。このアッセイは、ファ

ージディスプレイにおいて生成された化合物、合成ペプチドおよび化学合成ライ

ブラリーをスクリーニングするように自動化され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドとＦＧＦ様結合パートナーとの複合体の形成を増加また

は減少させる化合物もまた、ＦＧＦ様ポリペプチドまたはＦＧＦ様結合パートナ

ーのいずれかを発現する細胞および細胞株を用いて細胞培養物中においてスクリ

ーニングされ得る。細胞および細胞株は、任意の哺乳動物から入手され得るが、

好ましくは、ヒトまたは他の霊長類、イヌ、または齧歯類起源由来であり得る。

ＦＧＦ様ポリペプチドの、表面にＦＧＦ様結合パートナーを発現する細胞への結

合は、試験分子の存在または非存在下で評価され、そして結合の程度は、例えば

、ＦＧＦ様結合パートナーへのビオチン化抗体を用いたフローサイトメトリーに

より決定され得る。細胞培養アッセイは、上記のタンパク質結合アッセイにおい

て陽性と評価される化合物をさらに評価するために有利に使用され得る。

  細胞培養物は薬物候補の効果をスクリーニングするために用いられ得る。例え

ば、薬物候補は、ＦＧＦ様遺伝子の発現を減少または増加し得る。特定の実施形

態において、産生されるＦＧＦ様ポリペプチドの量は、その細胞培養物をその薬

物候補へ暴露した後に測定され得る。特定の実施形態において、その細胞培養物

に対する実際の効果が検出され得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、その

細胞培養物に対して特定の効果を有し得る。そのような場合、薬物候補がその遺

伝子の発現を増加または減少する能力、あるいはそれがその細胞培養物に対する

特定の効果を妨害または阻害する能力が試験され得る。他の実施例において、特

定の代謝産物の生成（例えば、ポリペプチドのフラグメント）は、疾患または病

理学的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。そのような場合、薬物候

補が細胞培養物においてそのような代謝産物の生成を減少する能力が試験され得

る。

  （ＦＧＦ様ポリペプチドを使用する細胞源の同定）

  特定の実施形態に従って、特定の細胞型の供給源を決定し得ることが有用であ

り得る。例えば、適切な治療を選択するのに援助し得る疾患または病理状態の起
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源を決定することが有用であり得る。ＦＧＦ様ポリペプチドは、肝臓で特異的に

発現（そして肺で弱く発現）する。特定の実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプ

チドをコードする核酸は、プローブとして使用され、このようなプローブを用い

て細胞の核酸をクローニングすることによって肝臓由来細胞を同定し得る。他の

実施形態において、ＦＧＦ様ポリペプチドに特異的な抗体を産生するためにＦＧ

Ｆ様ポリペプチドを使用し得る。このような抗体を使用して、細胞中のＦＧＦ様

ポリペプチドの存在について試験し、そしてこのように、これらの細胞が肝臓か

ら誘導されたどうかを決定するための手段として試験し得る。

  （ＦＧＦ様ポリペプチド組成物および投与）

  ＦＧＦ様のポリペプチドの薬学的組成物は、本発明の範囲内である。そのよう

な組成物は、治療有効量のＦＧＦ様ポリペプチド、フラグメント、改変体または

誘導体を、薬学的に受容可能な薬剤（例えば、薬学的に受容可能なキャリア）と

混合されて含み得る。このキャリア剤は、注射用水、好ましくは、哺乳動物への

投与のために溶液中で他の物質と共に添加され得る。代表的には、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドを含む治療的化合物は、精製されたポリペプチド、フラグメント、改変

体または誘導体を、１つ以上の生理的に受容可能な薬剤とともに含む組成物の形

態で投与される。中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと混合された生

理食塩水は、例示の適切なキャリアである。好ましくは、その生成物は、適切な

賦形剤（例えば、スクロース）を用いて凍結乾燥剤として処方される。他の標準

的な薬学的に受容可能な試薬（例えば、キャリア、希釈剤および賦形剤）は所望

に応じて含まれ得る。他の例示的な組成物は、ｐＨ７．０～８．５のＴｒｉｓ緩

衝剤またはｐＨ４．０～５．５の酢酸緩衝剤を含み、これらは、さらに、ソルビ

トールまたはその適切な代替物を含み得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物は、代表的に、治療的または予防的有効量

のＦＧＦ様タンパク質を、投薬の形態での適切性のために選択された１以上の薬

学的および生理学的に受容可能な処方剤と混合して含む。適切な処方物質または

薬学的に受容可能な薬剤には、以下が挙げられるが、これらに限定されない：抗

酸化剤、保存剤、着色料、風味料、および希釈剤、乳化剤、懸濁化剤、溶媒、フ

ィラー、増量剤、緩衝剤、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および／または薬学的
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アジュバント。例えば、適切なビヒクルは、注射用水、生理的溶液、または人工

脳脊髄液であり得、これらには、非経口送達のための組成物に一般的な他の物質

を補充することが可能である。中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと

混合された生理食塩水は、さらなる例示のビヒクルである。本明細書中に使用さ

れる場合、用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「生理学的に受容可能な

キャリア」は、薬学的組成物としてＦＧＦ様タンパク質の送達を、達成するかま

たは増強するために適切な１つ以上の処方材料をいう。

  組成物における主要な溶媒は、天然で水性または非水性のいずれかであり得る

。さらに、そのビヒクルは、処方物の、ｐＨ、容量オスモル濃度、粘性、明澄性

、色、滅菌性、安定性、等張性、崩壊速度、または臭いを改変または維持するた

めの他の処方物材料を含み得る。同様に、その組成物は、ＦＧＦ様タンパク質の

放出速度を改変または維持するため、またはＦＧＦ様タンパク質の吸収もしくは

透過を促進するためのさらなる処方物材料を含み得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド組成物は、非経口的に投与され得る。あるいは、その組

成物は、静脈内または皮下で投与され得る。全身投与されるとき、本発明におけ

る使用のための治療組成物は、発熱物質を含ない、経口的に受容可能な水溶液の

形態であり得る。そのような薬学的に受容可能なタンパク質溶液の調製は、ｐＨ

、等張性、安定性などに相当な注意を払えば、当業者の範囲内である。

  本発明を実施するために有用なＦＧＦ様ポリペプチド組成物の治療処方物は、

必要に応じて生理学的に受容可能なキャリア、賦型剤または安定化剤（Ｒｅｍｉ

ｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ

  Ｅｄ．，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，ｅｄ．，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ

  Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０）と、所望の程度の純度を有する選択された組成物

とを混合することによって、凍結乾燥されたケーキまたは水溶液の形態で、保存

のために調製され得る。受容可能なキャリア、賦形剤または安定化剤は、好まし

くは、レシピエントに対して非毒性であり、そして好ましくは、使用される投薬

量および濃度において不活性であり、そしてこのましくは、以下が挙げられる：

緩衝液（リン酸塩、クエン酸塩、または他の有機酸）；抗酸化剤（例えば、アス

コルビン酸）；低分子量ポリペプチド；タンパク質（例えば、血清アルブミン、
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ゼラチンまたは免疫グロブリン）；親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリ

ドン）；アミノ酸（例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン

またはリジン）；モノサッカリド、ジサッカリドおよび他の炭水化物（グルコー

ス、マンノース、またはデキストリンを含む）；キレート剤（例えば、ＥＤＴＡ

）；糖アルコール（例えば、マンニトールまたはソルビトール）；塩形成対イオ

ン（例えば、ナトリウム）；ならびに／あるいは非イオン性表面活性化剤（例え

ば、Ｔｗｅｅｎ、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）またはポリエチレングリコ

ール（ＰＥＧ））。

  最適な薬学的処方物は、意図された投与経路、送達形式および所望の投薬量に

依存して、当業者により容易に決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１４３５－１７１２（第１

８版、Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編．，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍ

ｐａｎｙ  １９９０）。このような組成物は、例えば、本発明のＦＧＦ様タンパ

ク質の物理的状態、安定性、インビボでの放出の早さ、およびインビボでのクリ

アランスの早さに影響し得る。

  治療的に用いられるＦＧＦ様ポリペプチド組成物の有効量は、例えば、ＦＧＦ

様ポリペプチド組成物が使用される適応症（ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ）、投与経路

、および患者の状態のような治療目的に依存する。従って、治療専門家が投薬量

を滴定し、そして最適な治療効果を得るために必要とされる投与経路を変更する

ことは、必要なことであり得る。代表的な投薬量は、上記の因子に依存して、約

０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ以上までの範囲であり得る。他の実施形

態において、この投薬量は、１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または５μｇ

／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または０．１μｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または

１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの範囲であり得る。代表的には、医師は、投

薬量が所望の効果に達するまで、組成物を投与する。従って、この組成物は、経

時的に、または移植デバイスまたはカテーテルを介した連続注入によって、単一

用量または２以上の用量として投与され得る（これらは、同じ量のＦＧＦ様ポリ

ペプチドを含んでいてもよいし、そうでなくともよい）。

  さらに研究を行うにつれて、種々の患者における種々の状態の処置のための適
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切な投薬レベルに関する情報が明らかになり、そして当業者は、治療状況、処置

中の障害の型、レシピエントの年齢および一般的健康状態を考慮して、適切な投

薬を確認し得る。

  インビボでの非経口投与のために使用されるＦＧＦ様ポリペプチド組成物は、

代表的には、滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾過膜を通した濾過

により容易に達成される。この組成物が凍結乾燥されている場合、これらの方法

を用いた滅菌は、凍結乾燥および再構成の前または後のいずれかに行われ得る。

非経口投与のための組成物は、通常、凍結乾燥された形態でまたは溶液で保存さ

れる。

  治療的組成物は、一般に、滅菌アクセスポートを有する容器（例えば、静脈内

溶液バッグまたは皮下注射針により穿刺可能なストッパーを有するバイアル）に

入れられる。

  効果的な投与形態（例えば、（１）徐放性処方物、（２）吸入ミスト、または

（３）経口的に活性な処方物）もまた想到される。このＦＧＦ様ポリペプチド薬

学的組成物はまた、非経口投与のために処方され得る。このような非経口投与治

療組成物は、代表的には、薬学的に受容可能なビヒクル中にＦＧＦ様ポリペプチ

ドを含む、発熱物質を含まない、非経口的に受容可能な水溶液の形態である。こ

のＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物はまた、ポリマー化合物（例えば、ポリ乳

酸、ポリグリコール酸など）の粒子状の調製物、またはリポソームへのＦＧＦ様

ポリペプチドの導入物を含み得る。ヒアルロン酸もまた使用され得、そしてこれ

は、循環中の持続期間を助長する効果を有し得る。

  非経口注射のために特に適切なビヒクルは、適切に保護された滅菌等張性溶液

としてＦＧＦ様ポリペプチドが処方された、滅菌蒸留水である。なお別の調製物

は、タンパク質産物の制御されたかまたは持続した放出を提供し、次いで、蓄積

注射（ｄｅｐｏｔ  ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）として送達され得る、因子（例えば、

注射可能なミクロスフェア、生体侵食性（ｂｉｏ－ｅｒｏｄｉｂｌｅ）粒子もし

くはビーズ、またはリポソーム）を伴うＦＧＦ様ポリペプチドの処方物を含み得

る。ＦＧＦ様ポリペプチドの導入のための他の適切な手段としては、ＦＧＦ様ポ

リペプチドを含む、移植可能な薬物送達デバイスが挙げられる。
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  本発明の調製物は、当該分野で周知のように、他の成分（例えば、非経口的に

受容可能な保存剤、張度（ｔｏｎｉｃｉｔｙ）剤、共溶媒、湿潤剤、錯化剤、緩

衝剤、抗菌剤、抗酸化剤および界面活性剤）を含み得る。例えば、適切な張度増

強剤（ｔｏｎｉｃｉｔｙ  ｅｎｈａｎｃｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）としては、アルカ

リ金属ハライド（好ましくは、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）、マンニト

ール、ソルビトールなどが挙げられる。適切な保存剤としては、塩化ベンザルコ

ニウム、チメロサール、フェネチルアルコール、メチルパラベン、プロピルパラ

ベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸などが挙げられるがこれらに限定されない

。過酸化水素もまた、保存剤として用いられ得る。適切な共溶媒は、例えば、グ

リセリン、プロピレングリコールおよびポリエチレングリコールである。適切な

錯化剤は、例えば、カフェイン、ポリビニルピロリドン、β－シクロデキストリ

ンまたはヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンである。適切な界面活性

剤または湿潤剤としては、ソルビタンエステル、ポリソルベート（例えば、ポリ

ソルベート８０）、トロメタミン、レシチン、コレステロール、チロキサポール

（ｔｙｌｏｘａｐａｌ）などが挙げられる。緩衝剤は、従来の緩衝剤（例えば、

ホウ酸塩、クエン酸塩、リン酸塩、炭酸水素塩またはＴｒｉｓ－ＨＣｌ）であり

得る。

  処方物成分は、投与部位に受容可能である濃度で存在する。例えば、緩衝剤は

、組成物を生理学的ｐＨにまたはわずかに低いｐＨに（代表的には、約５～約８

のｐＨ範囲内に）維持するために用いられ得る。

  薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例えば、ＦＧＦ様ポリペプチド

は、吸入のための乾燥散剤として処方され得る。ＦＧＦ様ポリペプチド吸入溶液

はまた、エアロゾル送達のための液化プロペラント中に処方され得る。なお別の

処方物において、溶液が噴霧化され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドを含む特定の処方物が経口投与され得ることもまた意図

される。この様式で投与されるＦＧＦ様ポリペプチドは、固体投薬形態（例えば

、錠剤およびカプセル剤）の調合において習慣的に用いられるキャリアを伴って

または伴わずに処方され得る。例えば、カプセル剤は、胃腸管にある時点で（こ

のとき、バイオアベイラビリティが最大にされ、そして全身以前（ｐｒｅ－ｓｙ
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ｓｔｅｍｉｃ）の分解が最少にされる）処方物の活性な部分を放出するように設

計され得る。さらなる薬剤は、ＦＧＦ様ポリペプチドの吸収を促進するために含

まれ得る。希釈剤、矯味矯臭剤、低融点ろう、植物油、滑沢剤、懸濁剤、錠剤崩

壊剤および結合剤もまた用いられ得る。

  別の調製物は、錠剤の製造に適切である非毒性賦形剤を伴う混合物中で有効量

のＦＧＦ様ポリペプチドを含み得る。滅菌水または他の適切なビヒクル中に錠剤

を溶解することによって、溶液は、単位用量形態で調製され得る。適切な賦形剤

としては、不活性希釈剤（例えば、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウムもしくは炭

酸水素ナトリウム、ラクトースまたはリン酸カルシウム）；または結合剤（例え

ば、デンプン、ゼラチンまたはアカシア）；または滑沢剤（例えば、ステアリン

酸マグネシウム、ステアリン酸または滑石）が挙げられるがこれらに限定されな

い。

  さらなるＦＧＦ様ポリペプチド処方物は、当業者に明らかであり、１以上の他

の治療剤と組み合わせてＦＧＦ様ポリペプチドを含む処方物が挙げられる。種々

の他の持続送達手段または制御送達手段を処方するための技術（例えば、リポソ

ームキャリア、生体侵食性微粒子または多孔質ビーズおよび蓄積注射）もまた、

当業者に公知である。例えば、Ｓｕｐｅｒｓａｘｏらの薬学的組成物の送達のた

めの制御放出多孔性ポリマー性微粒子の記載を参照のこと（ＰＣＴ公開番号ＷＯ

９３／１５７２２号を参照のこと）。この開示は、本明細書中に参考として援用

される。

  投与の様式に拘わらず、体重、体表面積、または生物のサイズに従って、特定

の用量が計算され得る。上記の処方物の各々が関連する処置のための適切な投薬

量を決定するために必要なこの計算のさらなる改良は、当業者により慣用的に行

われ、そして彼らにより慣用的に行われる仕事の範囲内である。適切な投薬量は

、適切な用量応答データを用いることにより確認され得る。

  組成物の投与経路は、公知の方法（例えば、経口、静脈内、腹腔内、大脳内（

実質内）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、または病変内経路によるか、または

必要に応じてカテーテルの使用を含み得る、徐放系もしくは移植デバイスによる

注射または注入）に従い得る。所望であれば、この組成物は、注入、ボーラス注
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射によるか、または移植デバイスにより連続的に投与され得る。

  当業者は、本発明の薬学的組成物を、肺投与によってさらに投与し得る。例え

ば、ＰＣＴ公開ＷＯ  ９４／２００６９号を参照のこと。国際公開第ＷＯ  ９４

／２００６９号は、化学的に改変されたタンパク質の肺性送達を開示し、本明細

書中に参考として援用される。肺送達については、粒子の大きさは、肺の遠位へ

の送達に適切であるべきである。例えば、粒子の大きさは、１μｍ～５μｍであ

り得る。しかし、例えば、各粒子がかなり多孔性であれば、より大きな粒子が用

いられ得る。

  あるいは、またはさらに、この組成物は、罹患した領域への、ＦＧＦ様ポリペ

プチドが吸収またはカプセル化された膜、スポンジまたは他の適切な材料の移植

を介して局所投与され得る。

  移植デバイスが用いられる場合、このデバイスは、任意の適切な組織または器

官に移植され得、そしてＦＧＦ様ポリペプチドの送達は、ボーラスを介して、ま

たは連続投与を介して、または連続注入を用いたカテーテルを介して、デバイス

を通して直接的であり得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチドは、徐放性処方物または調製物中で投与され得る。徐放

性調製物の適切な例としては、成型品（例えば、フィルムまたはマイクロカプセ

ル）の形態の半透性ポリマーマトリックスが挙げられる。徐放性放出マトリック

スとしては、ポリエステル、ヒドロゲル、ポリラクチド（米国特許第３，７７３

，９１９号、ＥＰ特許５８，４８１号）、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチル－Ｌ－

グルタメートとのコポリマー（Ｓｉｄｍａｎら，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２

：５４７－５５６，１９８３）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート

）（Ｌａｎｇｅｒら，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．，１５：１６７

－２７７（１９８１）およびＬａｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．，１２：９８

－１０５（１９８２））、エチレンビニル酢酸（Ｌａｎｇｅｒら，前出）または

ポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（ＥＰ特許１３３，９８８号）が挙げられ

る。徐放性組成物はまた、リポソームを含み得る。リポソームは、当該分野で公

知のいくつかの方法のいずれかによって調製され得る（例えば、Ｅｐｓｔｅｉｎ

ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６８８－３６９
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２（１９８５）；ＥＰ特許３６，６７６号；ＥＰ特許８８，０４６号；およびＥ

Ｐ特許１４３，９４９号を参照のこと）。

  ＦＧＦ様ポリペプチド、そのフラグメント、改変体および誘導体は、単独で、

ともに、または他の薬学的組成物と組み合わせて用いられ得る。ＦＧＦ様ポリペ

プチド、フラグメント、改変体および誘導体は、処置される適応症について適切

である場合、サイトカイン、増殖因子、抗生物質、抗炎症剤および／または化学

療法剤と組み合わせて用いられ得る。

  いくつかの場合、ＦＧＦ様ポリペプチド薬学的組成物をエキソビボの様式で使

用することが所望され得る。このような場合には、患者から取り出された細胞、

組織または器官がＦＧＦ様ポリペプチド組成物に曝露され、その後、この細胞、

組織および／または器官が続いて、その患者に移植し戻される。

  他の場合、ＦＧＦ様ポリペプチドは、方法（例えば、本明細書中に記載された

方法）を用いて、このポリペプチド、フラグメント、改変体または誘導体を発現

および分泌するように遺伝子操作された特定の細胞を患者に移植することによっ

て送達され得る。このような細胞は、動物またはヒトの細胞であり得、そして患

者自身の組織または別の供給源（ヒトまたは非ヒトのいずれか）に由来し得る。

必要に応じて、この細胞は、不死化され得る。しかし、免疫学的応答の機会を減

少させるために、この細胞がカプセル化されて、周囲の組織の浸潤を回避し得る

ことが好ましい。カプセル化物質は代表的に、タンパク質産物の放出を可能にす

るが、患者の免疫系または周囲の組織からの他の有害な因子によるこの細胞の破

壊を妨げる、生体適合性の半透性ポリマー性の被包物（ｅｎｃｌｏｓｕｒｅ）ま

たは膜である。

  細胞の膜カプセル化のために使用される方法は、当業者に熟知され、そしてカ

プセル化された細胞の調製および患者中でのそれらの移植は、過度の実験を伴わ

ずに達成され得る。例えば、米国特許第４，８９２，５３８号；同第５，０１１

，４７２号；および同第５，１０６，６２７号を参照のこと。生きている細胞を

カプセル化するための系は、ＰＣＴ公開ＷＯ９１／１０４２５号（Ａｅｂｉｓｃ

ｈｅｒら）に記載されている。種々の他の持続送達手段または制御送達手段を処

方するための技術（例えば、リポソームキャリア、生体侵食性粒子またはビーズ
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）もまた当業者に公知であり、記載される。カプセル化を伴うかまたは伴わない

細胞は、患者の適切な身体組織または器官に移植され得る。

  上記で考察されるように、１以上のＦＧＦ様ポリペプチド、改変体、誘導体お

よび／またはフラグメントを用いて、単離された細胞集団（例えば、幹細胞、白

血球、赤血球、骨髄、軟骨細胞、ニューロン、膵島、肝細胞など）を処置するこ

とが所望され得る。このことは、単離された細胞を、このポリペプチド、改変体

、誘導体またはフラグメントに直接曝露することによって達成され得、ここで、

これらは、細胞膜に透過性または細胞膜に作用する形態である。

  本発明のさらなる目的は、相同組換えによる治療的タンパク質のインビトロ産

生、ならびに遺伝子治療による治療的タンパク質の産生および送達の両方のため

の方法に関する。

  ＦＧＦ様タンパク質が相同組換えにより、またはＦＧＦ様ポリペプチドをコー

ドするＤＮＡをすでに含む細胞へ導入された制御エレメントを利用する組換え生

成方法を用い得ることは、さらに想到される。例えば、相同組換え方法を用いて

、正常には転写的にサイレントなＦＧＦ様遺伝子または過少発現される遺伝子を

含む細胞を改変し、それによって、治療的に効力のある量のＦＧＦ様ポリペプチ

ドを発現する細胞を産生し得る。相同組換えは、転写的に活性な遺伝子における

変異を誘導または正すために遺伝子を標的化するために元々開発された技術であ

る（Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉ，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ

．ａｎｄ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，３６：３０１，１９８９）。基本的技術は、特

定の変異を、哺乳動物ゲノムの特定の領域へ導入するための方法として（Ｔｈｏ

ｍａｓら、Ｃｅｌｌ，４４：４１９－４２８，１９８６；ＴｈｏｍａｓおよびＣ

ａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅｌｌ，５１：５０３－５１２（１９８７）；Ｄｏｅｔｓｃ

ｈｍａｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：８５８３

－８５８７（１９８８））、または欠損遺伝子内の特定の変異を正すための方法

として（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３３０：５７６－５７８（１

９８７））開発された。例示的な相同組換え技術は、米国特許第５，２７２，０

７１号、ＥＰ特許９１  ９０  ３０５１号、ＥＰ公開第５０５  ５００号；ＰＣ

Ｔ／ＵＳ９０／０７６４２、ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０９９５５に記載される。
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  相同組換えを通して、ゲノム中に挿入されるべきＤＮＡ配列は、標的化ＤＮＡ

にこのＤＮＡ配列を結合することによって目的の遺伝子の特定の領域に指向され

得る。標的化ＤＮＡは、ゲノムＤＮＡ領域に相補的である（相同である）ヌクレ

オチド配列である。ゲノムの特定の領域に相補的である、標的化ＤＮＡの小片は

、ＤＮＡ複製プロセスの間に親鎖と接触させられる。ハイブリダイズする、それ

ゆえ、共有された相同領域を通して内因性ＤＮＡの他の小片と組み換わることは

、細胞内に挿入されたＤＮＡの一般的な特性である。この相補鎖が、変異または

異なる配列またはさらなるヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドに結合された

場合、これもまた、新たに合成された鎖に組換えの結果として組み込まれる。プ

ルーフリーディング機能の結果として、新たなＤＮＡ配列が、テンプレートとし

て役立つことが可能である。従って、移入されたＤＮＡは、ゲノム内に組み込ま

れる。

  標的化ＤＮＡのこれらの小片に結合されるのは、ＦＧＦ様タンパク質の発現と

相互作用し得るＤＮＡ領域である。例えば、プロモーター／エンハンサーエレメ

ント、サプレッサーまたは外因性転写調節エレメントは、所望のＦＧＦ様タンパ

ク質をコードするＤＮＡの転写に影響を与えるに十分に近位でかつ十分な方向で

、意図される宿主細胞のゲノムに挿入される。制御エレメントは、宿主細胞ゲノ

ム中に存在する一部のＤＮＡを制御する。従って、ＦＧＦ様タンパク質の発現は

、ＦＧＦ様遺伝子自体をコードするＤＮＡのトランスフェクションによってでは

なく、ＦＧＦ様タンパク質の転写について認識可能なシグナルと内因性遺伝子配

列を提供するＤＮＡ調節セグメントと結合された標的化ＤＮＡ（目的の内因性遺

伝子と相同な領域を含む）の使用によって達成され得る。

  例示的な方法では、細胞内の所望の標的化された遺伝子（すなわち、所望の内

因性細胞性遺伝子）の発現は、少なくとも調節配列、エキソンおよびスプライス

ドナー部位を含むＤＮＡ導入によって、予め選択された部位での細胞ゲノムへの

相同組換えによって変更される。これらの成分は、事実上、これらの成分が、新

たな転写単位（ここでは、ＤＮＡ構築物中に存在する調節配列、エキソおよびス

プライスドナー部位が内因性遺伝子に作動的に連結される）の産生をもたらす様

式で染色体（ゲノム）ＤＮＡ中に導入される。染色体ＤＮＡへのこれらの成分の
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導入の結果として、所望の内因性遺伝子の発現が変更される。

  変更された遺伝子発現は、本明細書中に記載されるように、得られたときの細

胞において通常サイレントな（発現されない）遺伝子を活性化すること（または

発現させること）、遺伝子の発現を増大させること（得られたときの細胞におい

て生理学的に有意なレベルで発現されない遺伝子を発現させることを包含する）

、得られたときの細胞において生じる調節または誘導のパターンとは異なるよう

に調節または誘導のパターンを変更すること、ならびに得られたときの細胞にお

いて発現される遺伝子の発現を減少させること（除去することを含む）を包含す

る。

  本発明は、さらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用な、ＤＮ

Ａ構築物に関する。特定の実施形態においては、例示的なＤＮＡ構築物は、以下

を含む：（ａ）標的化配列；（ｂ）調節配列；（ｃ）エキソン；および（ｄ）非

対性スプライスドナー部位。このＤＮＡ構築物における標的化配列は、細胞内の

標的遺伝子へのエレメント（ａ）～（ｄ）の取り込みを、エレメント（ｂ）～（

ｄ）が内因性標的遺伝子の配列に作動可能に連結するよう指向する。別の実施形

態においては、ＤＮＡ構築物は、以下を含む：（ａ）標的化配列、（ｂ）調節配

列、（ｃ）エキソン、（ｄ）スプライスドナー部位、（ｅ）イントロン、および

（ｆ）スプライスアクセプター部位；ここで、この標的化配列は、エレメント（

ａ）～（ｆ）の取り込みを、（ｂ）～（ｆ）のエレメントが内因性遺伝子に作動

可能に連結するよう指向する。この標的化配列は、細胞染色体ＤＮＡの、相同組

換えが起こる予め選択された部位に相同である。この構築物において、エキソン

は、一般に、調節配列の３’側であり、そしてスプライスドナー部位は、エキソ

ンの３’側である。

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中に提示されるＦＧＦ様ポリペプチド

の核酸配列）が既知である場合には、この遺伝子の選択された位置に相補的なＤ

ＮＡ片が、例えば、天然のＤＮＡの、目的の領域に結合している特異的な認識部

位における適切な制限によって合成され得るか、または他の様式で得られ得る。

この片は、細胞への取り込みの際の標的化配列として働き、そしてゲノム内のそ

の相同領域とハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションが、ＤＮＡ複製
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の間に起こる場合には、このＤＮＡ片、およびこのＤＮＡ片に付着した任意のさ

らなる配列が、岡崎フラグメントとして働き、そして新に合成されたＤＮＡの娘

鎖に取り込まれる。従って、本発明は、ＦＧＦ様分子をコードするヌクレオチド

を包含し、このヌクレオチドは、標的化配列として使用され得る。

  ＦＧＦ様ポリペプチド細胞治療（例えば、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する細

胞の移植）もまた、本発明に含まれる。この実施形態は、生物学的に活性な形態

のＦＧＦ様ポリペプチドを合成および分泌し得る構築物を患者の細胞に移植する

ことを包含する。このようなＦＧＦ様ポリペプチド産生細胞は、ＦＧＦ様ポリペ

プチドの天然の産生者である細胞であり得るか、またはＦＧＦ様ポリペプチドを

産生するその能力が所望のＦＧＦ様分子をコードする遺伝子もしくはＦＧＦ様ポ

リペプチドの発現を増強する遺伝子で形質転換することによって増強された、組

換え細胞であり得る。このような改変は、その遺伝子を送達するため、ならびに

その発現および分泌を促進するために適したベクターによって、達成され得る。

外来種のＦＧＦ様ポリペプチドまたはタンパク質を投与される患者において潜在

的な免疫学的反応を最小化するためには、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する天然

の細胞がヒト起源であること、およびヒトＦＧＦ様タンパク質を産生することが

好ましい。同様に、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生する組換え細胞が、ヒトＦＧＦ

様分子をコードする遺伝子を含む発現ベクターで形質転換されることが、好まし

い。

  移植される細胞は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る

。ヒトまたは非ヒト動物の細胞が、ＦＧＦ様ポリペプチドの放出を可能にするが

患者の免疫系によるかまたは周囲の組織からの他の有害な因子による細胞の破壊

を防止する、生体適合性の半透過性のポリマー性被包物または膜内で、患者に移

植され得る。あるいは、ＦＧＦ様ポリペプチドを産生するようにエキソビボで形

質転換された患者自身の細胞が、このようなカプセル化なしに、患者に直接移植

され得る。

  生存細胞をカプセル化するための技術は、当該分野において公知であり、そし

てカプセル化された細胞の調製およびこれらの患者への移植は、過度の実験なし

に達成され得る。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＰＣＴ公開番号ＷＯ  ９５／０５４
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５２（この開示は、本明細書中によって参考として援用される））は、生物学的

に活性な分子の効果的な送達のための、遺伝子操作された細胞を含む膜カプセル

を記載する。これらのカプセルは生体適合性であり、そして容易に回収可能であ

る。これらのカプセルは、プロモーターに作動可能に連結した生物学的に活性な

分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮＡ分子でトランスフェクトされた

細胞をカプセル化し、これらは、哺乳動物宿主への移植の際に、インビボでのダ

ウンレギュレーションに曝されない。このデバイスは、生存細胞からレシピエン

ト内の特異的な部位への分子の送達を提供する。さらに、米国特許第４，８９２

，５３８号；同第５，０１１，４７２号および同第５，１０６，６２７号を参照

のこと。生存細胞をカプセル化するための系は、Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際公

開番号ＷＯ  ９１／１０４２５に記載される。Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際公開

番号ＷＯ  ９１／１０４７０；Ｗｉｎｎら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１１

３：３２２－２９，１９９１，Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏ

ｌ．，１１１：２６９－７５，１９９１；およびＴｒｅｓｃｏら、ＡＳＡＩＯ，

３８：１７－２３，１９９２を参照のこと。

  ＦＧＦ様ポリペプチドの、インビボおよびインビトロでの遺伝子治療送達もま

た、想定される。インビボ遺伝子治療は、ＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺

伝子を、ポリヌクレオチド分子または他の適切な送達ベクターの局所的注射によ

って、細胞に導入することによって、達成され得る（Ｈｅｆｔｉ，Ｊ．Ｎｅｕｒ

ｏｂｉｏｌｏｇｙ，２５：１４１８－１４３５，１９９４）。例えば、ＦＧＦ様

タンパク質をコードするポリヌクレオチド分子は、標的化された細胞への送達の

ために、アデノ随伴ウイルスベクターに含まれ得る（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ、

国際公開番号ＷＯ  ９５／３４６７０；国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９５／０７１

７８を参照のこと）。組換えアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ゲノムは、代表的に

、機能的プロモーターに作動可能に連結したＦＧＦ様ポリペプチドをコードする

ＤＮＡ配列に隣接するＡＡＶ逆方向末端反復、およびポリアデニル化配列を含む

。

  代替のウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウイルス

ベクター、単純疱疹ウイルスベクターおよびパピローマウイルスベクターが挙げ
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られるが、これらに限定されない。米国特許第５，６７２，３４４号は、組換え

神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む、インビボのウイルスにより媒介される遺

伝子移入系を記載する。米国特許第５，３９９，３４６号は、治療タンパク質を

コードするＤＮＡセグメントを挿入するようインビトロで処理されたヒト細胞の

送達によって、患者に治療タンパク質を提供するためのプロセスの例を、提供す

る。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および材料は、米国特許第５，

６３１，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）；米国特許第５，６７２，

５１０号（レトロウイルスベクターを含む）；および米国特許第５，６３５，３

９９号（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載されて

いる。

  非ウイルス送達方法としては、リポソーム媒介移入、裸のＤＮＡ送達（直接注

射）、レセプター媒介移入（リガンド－ＤＮＡ複合体）、エレクトロポレーショ

ン、リン酸カルシウム沈降および微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃）

が挙げられる。遺伝子治療の材料および方法としてはまた、誘導的プロモーター

、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特異的取り込みのために設計さ

れたＤＮＡ配列、親細胞より優れた選択的利点を提供し得るＤＮＡ配列、形質転

換された細胞を同定するための標識、ネガティブ選択系および発現制御系（安全

性の尺度）、細胞特異的結合因子（細胞標的化のため）、細胞特異的インターナ

リゼーション因子、ベクターによる発現を増強するための転写因子、ならびにベ

クター作製の方法が挙げられ得る。遺伝子治療技術の実施のための、このような

さらなる方法および材料は、米国特許第４，９７０，１５４号（エレクトロポレ

ーション技術）；国際公開番号ＷＯ  ９６／４０９５８（核リガンド）；米国特

許第５，６７９，５５９号（遺伝子送達のためのリポタンパク質含有系を考慮す

る）；米国特許第５，６７６，９５４号（リポソームキャリアを含む）；米国特

許第５，５９３，８７５号（リン酸カルシウムトランスフェクションのための方

法に関する）；および米国特許第４，９４５，０５０号（ここで、生物学的に活

性な粒子が、細胞において、この粒子がこの細胞の表面を貫通する速度で推進さ

れ、そしてこの細胞の内側に取り込まれる）に記載されている。発現制御技術と

しては、化学的に誘導される調節（例えば、国際公開番号ＷＯ  ９６／４１８６
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５およびＷＯ  ９７／３１８９９を参照のこと）、改変されたステロイドホルモ

ンレセプター系におけるプロゲステロンアンタゴニストの使用（例えば、米国特

許第５，３６４，７９１号を参照のこと）、エクジソン制御系（例えば、国際公

開番号ＷＯ  ９６／３７６０９を参照のこと）ならびにポジティブテトラサイク

リン制御可能トランスアクチベーター（例えば、米国特許第５，５８９，３６２

号；米国特許第５，６５０，２９８号；および米国特許第５，６５４，１６８号

を参照のこと）が挙げられる。

  ＦＧＦ様ポリペプチドの遺伝子治療または細胞治療が、第二のタンパク質の送

達をさらに含み得ることもまた、考慮される。例えば、宿主細胞が、ＦＧＦ様ポ

リペプチドと第２のタンパク質（例えば、インスリン様増殖因子１（ＩＧＦ－１

））を発現し、そして放出するように、改変され得る。あるいは、ＦＧＦ様ポリ

ペプチドおよび第２タンパク質の両方は、別の細胞において発現され、そしてそ

の細胞から放出され得る。このような細胞は、患者に別々に導入され得るか、ま

たはこれらの細胞は、単一の移植可能なデバイス（例えば、上記のカプセル化膜

）内に含まれ得る。

  遺伝子治療が適用され得る１つの様式は、構成的プロモーターまたは誘導的プ

ロモーターに作動可能に連結され得るＦＧＦ様遺伝子（ＦＧＦ様ポリペプチドを

コードするゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、および／または合成ＤＮＡ、あるいはその

フラグメント、改変体、または誘導体のいずれか）を使用して、「遺伝子治療Ｄ

ＮＡ構築物」を形成することである。このプロモーターは、内因性ＦＧＦ様遺伝

子に対して相同であっても異種であってもよいが、但し、この構築物が挿入され

る細胞または組織型において、このプロモーターは活性である。遺伝子治療ＤＮ

Ａ構築物の他の成分としては、以下：部位特異的取り込みのために設計されたＤ

ＮＡ分子（例えば、相同組換えのために有用な内因性隣接配列）、組織特異的な

プロモーター、エンハンサー、サイレンサー、親細胞より優れた選択的利点を提

供し得るＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するための標的として有用なＤ

ＮＡ分子、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例えば、細胞標的化のため

）、細胞特異的インターナリゼーション因子、およびベクターによる発現を増強

するための転写因子、ならびにベクターの製造を可能にする因子が挙げられ得る
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。

  次いで、遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、患者の細胞に（エキソビボまたはインビ

ボでのいずれかで）導入され得る。遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１

つの手段は、ウイルスベクターを介する。遺伝子治療ＤＮＡ構築物の送達のため

の遺伝子治療に代表的に使用される適切なウイルスベクターは、アデノウイルス

ベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、単純疱疹ウイルスベクター、レンチウ

イルスベクター、パピローマウイルスベクター、およびレトロウイルスベクター

が挙げられるが、これらに限定されない。これらのベクターの内のいくつか（例

えば、レトロウイルスベクター）は、遺伝子治療ＤＮＡ構築物を患者の細胞の染

色体ＤＮＡへ送達し、そして遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、染色体ＤＮＡへ組み込

まれ得る；他のベクターは、エピソームとして機能し、そして遺伝子治療ＤＮＡ

構築物は、細胞質に残る。

  遺伝子治療によって、細胞における内因性ＦＧＦ様ポリペプチド発現を増加さ

せるための別の手段は、１つ以上のエンハンサーエレメントをＦＧＦ様ポリペプ

チドプロモーターに挿入することであり、ここで、このエンハンサーエレメント

は、ＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子の転写活性を増加させるよう作用し得る。使用

されるエンハンサーエレメントは、遺伝子を活性化することが所望である組織に

基づいて、選択される－この組織においてプロモーター活性化を与えることが公

知であるエンハンサーエレメントが、選択される。例えば、ＦＧＦ様ポリペプチ

ドをコードする遺伝子がＴ細胞において「オンにされる」場合には、ｌｃｋプロ

モーターエンハンサーエレメントが使用され得る。ここで、添加される転写エレ

メントの機能性部分が、標準的なクローニング技術を使用して、ＦＧＦ様ポリペ

プチドプロモーターを含むＤＮＡのフラグメントに挿入され得る（そして必要に

応じて、ベクター、ならびに／または５’隣接配列および／もしくは３’隣接配

列などに挿入される）。次いで、この構築物（「相同組換え構築物」として公知

）が、エキソビボでかまたはインビボでのいずれかで、所望の細胞に導入され得

る。

  遺伝子治療は、内因性プロモーターのヌクレオチド配列を改変することによっ

て、ＦＧＦ様ポリペプチド発現を減少させるために、使用され得る。このような
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改変は、代表的に、相同組換え法を介して達成される。例えば、不活化のために

選択されたＦＧＦ様遺伝子のプロモーターの全てまたは一部を含むＤＮＡ分子は

、転写を調節するプロモーター片を除去および／または置換するように、操作さ

れ得る。ここで例えば、ＴＡＴＡボックスおよび／またはプロモーターの転写ア

クチベーターの結合部位が、標準的な分子生物学の技術を使用して、欠失され得

る；このような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、これによって、対応する

ＦＧＦ様遺伝子の転写を抑制する。プロモーターにおけるＴＡＴＡボックスまた

は転写アクチベーター結合部位の欠失は、（調節されるＦＧＦ様遺伝子と同じ種

かまたは関連する種由来の）ＦＧＦ様ポリペプチドプロモーターの全てまたは関

連する部分を含むＤＮＡ構築物を生成することによって、達成され得、ここで、

１つ以上のＴＡＴＡボックスおよび／または転写アクチベーター結合部位のヌク

レオチドが、１つ以上のヌクレオチドの置換、欠失および／または挿入を介して

、変異される。その結果、ＴＡＴＡボックスおよび／またはアクチベーター結合

部位は、活性が減少しているか、または完全に不活性にされている。この構築物

はまた、代表的に、改変されたプロモーターセグメントに近接するネイティブな

（内因性の）５’および３’ＤＮＡ配列に対応する、少なくとも約５００塩基の

ＤＮＡを含む。この構築物は、直接的にかまたは本明細書中に記載されるような

ウイルスベクターを介してかのいずれかで、適切な細胞に（エキソビボでかまた

はインビボでかのいずれかで）導入され得る。代表的に、細胞のゲノムＤＮＡへ

の、この構築物の取り込みは、相同組換えを介し、ここで、プロモーター構築物

における５’および３’ＤＮＡ配列は、ハイブリダイゼーションを介する内因性

染色体ＤＮＡへの改変されたプロモーター領域の取り込みを補助するよう作用し

得る。

  他の遺伝子治療方法がまた、１つ以上のＦＧＦ様ポリペプチドの活性を阻害す

ることが望ましい場合、使用され得る。例えば、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮ

Ａ分子（これは、選択されたＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子の少なくとも一部に相

補的である配列を有する）が、細胞へ導入され得る。代表的には、そのようなア

ンチセンス分子各々は、各選択されたＦＧＦ様遺伝子の開始部位（５’末端）に

相補的である。次いで、アンチセンス分子が対応するＦＧＦ様ｍＲＮＡにハイブ
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リダイズする場合、このｍＲＮＡの翻訳が妨げられる。

  あるいは、遺伝子治療が使用されて、１つ以上のＦＧＦ様ポリペプチドのドミ

ナントネガティブインヒビターが作製され得る。この場合、各選択されたＦＧＦ

様ポリペプチドの変異体全長または短縮ポリペプチドをコードするＤＮＡが、調

製され得、そして上記のようなウイルス方法または非ウイルス方法のいずれかを

用いて患者の細胞へ導入され得る。このような変異体の各々は、代表的には、そ

の生物学的役割において内因性ポリペプチドと競合するように設計される。

  （ＦＧＦ様核酸およびポリペプチドの用途）

  本発明の核酸分子を使用して、ＦＧＦ様遺伝子および関連する遺伝子の位置を

、染色体上にマップし得る。マッピングは、ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイ

ブリダイゼーションのような、当該分野において公知の技術によって、なされ得

る。

  核酸分子はまた、ＦＧＦ様ポリペプチド発現のアンチセンスインヒビターとし

て使用される。このような阻害は、発現制御配列（三重らせん形成）またはＦＧ

Ｆ様ｍＲＮＡに相補的であり、そしてこれらとハイブリダイズする核酸分子によ

って、生じ得る。アンチセンスプローブは、本明細書中に開示されるＦＧＦ様遺

伝子の配列を使用して、利用可能な技術によって、設計され得る。アンチセンス

インヒビターは、細胞または生物におけるＦＧＦ様ポリペプチドの減少または非

存在に関連する情報を提供する。

  ハイブリダイゼーションプローブは、本明細書中に提供されるようなＦＧＦ様

遺伝子配列を用いて調製され得、ｃＤＮＡライブラリー、ゲノムＤＮＡライブラ

リーまたは合成ＤＮＡライブラリーを関連配列に関してスクリーニングし得る。

既知の配列に対して有意な同一性を示すＦＧＦ様ポリペプチドのＤＮＡ配列およ

び／またはアミノ酸配列の領域は、上記に開示される配列アラインメントアルゴ

リズムを用いて用意に決定され、そしてこれらの領域は、スクリーニングのため

のプローブを設計するために使用され得る。

  本発明の核酸分子は、遺伝子治療に使用され得る。インビボでＦＧＦ様ポリペ

プチドを発現する核酸分子は、細胞または生物におけるこのポリペプチドの効果

に関連する情報を提供する。
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  それ自身は生物学的に活性なポリペプチドをコードしないＦＧＦ様の核酸分子

、フラグメント、改変体および／または誘導体は、診断アッセイにおけるハイブ

リダイゼーションプローブとして有用であり得、定性的または定量的に、哺乳動

物の組織サンプルまたは体液サンプルにおけるＦＧＦ様ＤＮＡまたは対応するＲ

ＮＡの存在に関して試験する。

  ＦＧＦ様のポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体は、以

下を予防または処置するために使用され得る；肝硬変または肝臓の他の毒性傷害

；炎症性腸疾患、粘膜炎（ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ）、クローン病または他の胃腸管

異常；糖尿病；肥満；神経変性疾患；創傷；角膜上皮、水晶体または網膜組織に

対する損傷；急性尿細管壊死の結果としての、尿細管に対する損傷；化学療法後

の造血細胞の再構築；るいそう症候群（例えば、癌関連悪液質）、多発性硬化症

、筋障害；低身長、成熟遅延、過成長（例えば、末端肥大症）、早熟成熟；脱毛

症；アンドロゲン標的器官の疾患または異常；乳児性呼吸窮迫症候群、気管支肺

異形成症、急性呼吸促進症候群または他の肺の異常；眼または他の組織の腫瘍；

アテローム性動脈硬化症；高コレステロール血症；糖尿病；肥満；発作；骨粗鬆

症；変形性関節症；変形性関節病；筋萎縮症；低筋肉症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ

）；除脂肪体重の減少；禿頭症；しわ；疲労増大；スタミナ減少；心機能低下；

免疫系機能不全；癌；パーキンソン病；老年痴呆；アルツハイマー病；および認

知機能低下。

  ＦＧＦ様ポリペプチドフラグメント、改変体、および／または誘導体は、生物

学的に活性であるか否かに関わらず、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合する抗体を調

製するために有用である。この抗体は、インビボおよびインビトロの診断目的の

ために使用され得、これらには、体液サンプルまたは細胞サンプルにおけるＦＧ

Ｆ様ポリペプチドの存在を検出するための標識形態での使用が挙げられるが、こ

れに限定されない。この抗体はまた、ＦＧＦ様ポリペプチドの発現または活性に

おける増加と関連し得る状態を予防または処置するために使用され得る。この抗

体は、ＦＧＦ様ポリペプチドの少なくとも１つの活性特徴を消滅またはブロック

するために、ＦＧＦ様ポリペプチドに結合し得るか、または活性を増加するため

のポリペプチドへ結合し得る。
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  ＦＧＦ様ポリペプチドをコードするｃＤＮＡの寄託は、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔ

ｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、１０８０１  Ｕｎｉｖｅｒｓ

ｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ  ２０１１０－２２０９

に、１９９９年９月３日になされ、登録番号ＰＴＡ－６２６を有する。

  以下の実施例は、例示目的のみであることが意図され、そしてどのようにも本

発明の範囲を限定するとして構築されるべきではない。

  （実施例１：マウスＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載される材料および方法を使用し

て、ラットＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析し

た。

  マウスＦＧＦ様ポリペプチドをコードする配列は、マウス再生肝ｃＤＮライブ

ラリーから、ｋＦＧＦシグナルトラップシステムにおいてライブラリーをスクリ

ーニングすることによって、単離した（米国特許出願番号０９／０２６，９５８

）。この一次スクリーニング技術は、分泌タンパク質を含むシグナルペプチドを

コードするクローンに関して富化した。

  一次ライブラリー（Ｔｍｒｌ１）を、以下のようにｋＦＧＦベクターに構築し

た。再生マウス肝臓を、部分肝切除の２４時間後に取り除き、そしてポリＡ＋Ｒ

ＮＡを、市販のＲＮＡ抽出キットおよびｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈａｒｍａｃｉ

ａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いて調製した。ｃＤＮＡライブラリーは、Ｓｕｐｅｒ

ＳｃｒｉｐｔTM  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓｙｎｔ

ｈｅｓｉｓ  ａｎｄ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）

をいくらか改変して用いて調製した。第１鎖の反応を、３μｇのポリＡ＋ＲＮＡ

および５００μｇのプライマー５’－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ

－Ａ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ａ－Ｃ－Ａ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ

－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－Ｎ－３’（配列番号３４）を用いて実施した。第２鎖合成の

後に、ｃＤＮＡを、Ｓａｌ  Ｉアダプターに連結し、Ｎｏｔ  Ｉを用いて消化し

、次いで、アガロースゲル電気泳動によってサイズ分画した。分画されたｃＤＮ

Ａ（０．２～０．８ｋｂの範囲のサイズ）を、Ｑｉａｇｅｎゲル抽出キットを用

いて精製し、次いで、以下のようにｋＦＧＦベクターへ連結した。２０μｌの反
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応において、５０μｇのベクターＤＮＡ（Ｓａｌ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉを用いて

事前に消化した）を、２０μｇの精製ｃＤＮＡ、１×リガーゼ緩衝液、および１

ｍｌのＴ４  ＤＮＡリガーゼと１６℃で２０時間混合した。

  この連結産物を、沈澱させ、そしてエレクトロポレーションによってＥ．ｃｏ

ｌｉに導入し、この後、形質転換された細菌細胞を、５ｍｌのＳＯＣ培地中、３

７℃で１時間増殖させ、次いで、１０％グリセロール中－８０℃で凍結した。こ

れは、一次Ｔｍｒｌ１ライブラリーを構築した。一次Ｔｍｒｌ１ｃＤＮＡライブ

ラリー由来のプラスミドＤＮＡを、標準的な手順を用いてＬＢ／アガープレート

上に増殖された５０，０００個のコロニーのプールから調製した。１０個のプー

ルを調製し、そしてプラスミドＤＮＡを、Ｑｉａｇｅｎマキシプレップキットを

用いてこのプールから単離した。

  収集されたプラスミドＤＮＡを、引き続き、カルシウムリン酸トランスフェク

ションによってＮＩＨ３Ｔ３細胞へ導入した。各反応において、各プール由来の

１００ｎｇのプラスミドＤＮＡを使用して、１枚の３５ｍｍプレートに約２×１

０5細胞をトランスフェクトした。２４時間後、次いでこの細胞を５枚の１００

ｍｍプレートに分け、通常培地中で一日増殖させ、次いで、低血清培地で１３日

間増殖させた。約４０００個の全コロニーを、低血清培地における増殖に続いて

得た。

  シグナルペプチド富化された再生ｃＤＮＡ分子を、以下のようにトランスフェ

クトされた細胞から回収した。２ｍｌのトリプシン－ＥＤＴＡの添加、および３

７℃で５分間のインキュベーション、続いて、温和に渦を巻くことによって、細

胞をプレートから解放させた。解放された細胞を、２ｍｌのウシ胎仔血清を有す

る５０ｍｌのコニカルチューブに移し、１０００ｒｐｍで５分間遠心分離して、

細胞をペレットにした。わずか１ｇの細胞ペレットを、２０ｍｌのＴＲＩＺＯＬ

試薬（ＢＲＬ）を用いて溶解し、３０秒間ホモジナイズし、次いで、４ｍｌのク

ロロホルムを用いて抽出した。このチューブを、４０００ｒｐｍで３０分間遠心

分離し、そして水相を、新しいチューブに移した。ＲＮＡを、１０ｍｌのイソパ

ノールを添加し、混合し、次いで、３０分間４２００ｒｐｍで遠心分離すること

によって沈澱させた。ＲＮＡペレットを、１０ｍｌの７０％エタノールを用いて
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洗浄し、簡単に乾燥させ、次いで、このペレットを、０．５ｍｌのＴＥ緩衝液中

に再懸濁した。ポリＡ＋ＲＮＡを、市販のｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈａｒｍａｃ

ｉａ）を用いることによって調製した。７５０μｌのＴＥ緩衝液中ポリＡ＋ＲＮ

Ａをカラムから溶出した後、次いでこのサンプルを、４０μｌのサンプル緩衝液

および１ｍｌのエタノールを添加し、一晩－７０℃でインキュベートすることに

よって、２つの１．５ｍｌマイクロ遠心分離チューブ中でエタノール沈澱させた

。

  陽性クローンのｃＤＮＡ挿入物を、以下のようにＲＴ－ＰＣＲによってレスキ

ューした。第１の鎖合成を、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔTM前増幅システム（ｐｒｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｓｙｓｔｅｍ）（ＢＲＬ）を用いて実施した。選

択された３Ｔ３コロニー由来の１５μｇのポリＡ＋ＲＮＡを含む混合物および１

５μｌ（２μＭ）のベクタープライマー（５’－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ａ－

Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ａ－３’；配

列番号３５）を、調製し、次いで、７０℃で１０分間インキュベートし、続いて

、５０℃で平衡させた。次いで、２．５μｌ  １０×緩衝液、２．５μｌ  ２５

ｍＭ  ＭｇＣｌ2、１．３μｌ  １０ｍＭ  ｄＮＴＰ、および２．５μｌ  ０．

１Ｍジチオトレイトールを含む前混合物を、ポリＡ＋ＲＮＡ／プライマー混合物

に添加し、この後、１．２μｌの逆転写酵素を添加し、そしてこの反応物を、５

０℃で１時間インキュベートした。この反応物を、７０℃で１５分間加熱するこ

とによって停止した。

  第１鎖合成のあと、ＲＮＡを、１μｌのＲＮａｓｅ  Ｈを用いて３７℃で２０

分間で消化した。ＰＣＲを、以下のように、Ｐｆｕポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ

  Ｅｌｍｅｒ）を用いて実施した。１００μｌの総容量において、２μｌの第１

鎖反応物を、１×Ｐｆｕ緩衝液、０．５μＭの各増幅プライマー（５’－Ａ－Ａ

－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｔ

－Ｇ－Ｔ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－３’；配列番号３６；および５’－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｔ

－Ｃ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｇ

－３’；配列番号３７）、０．２ｍＭ  ｄＮＴＰ、５％  ＤＭＳ、および２．５

ユニットのＰｆｕポリメラーゼに添加した。この増幅反応は、９５℃で１分間を
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１サイクル；９５℃で３０秒間、６６℃で４５秒間、および７２℃を３０サイク

ル；ならびに７２℃で１０分間を１サイクルで実施した。ＰＣＲ産物を、フェノ

ール／クロロホルム抽出、続くエタノール沈澱によって精製し、次いで、Ｎｏｔ

  ＩおよびＳａｌ  Ｉを用いて消化した。Ｓｍａｌ  Ｉ消化産物およびＰＣＲプ

ライマーを、ＳｉｚｅＳｅｐ  ４００Ｓｐｕｎカラムを用いてこの反応物から除

去した。

  一次スクリーニングにおいて同定されたクローンを、引き続き２次分泌アッセ

イにおいて分析した。この二次スクリーニング技術は、短縮型胎盤アルカリホス

ファターゼ（ＰＬＡＰ）を含むベクター（ここで、ネイティブなシグナルペプチ

ドは、取り除かれている）を分泌レポーター遺伝子として使用した。異種ｃＤＮ

Ａフラグメントを、個々の配列を短縮ＰＬＡＰ遺伝子のすぐ上流に挿入し、次い

で、この試験構築物を用いてＣＯＳ７細胞をトランスフェクトすることによって

、シグナルペプチド分泌配列の存在に関して試験した。シグナルペプチドをコー

ドする挿入されたｃＤＮＡ配列は、ＰＬＡＰレポーター配列とインフレームで挿

入された場合、トランスフェクト細胞から分泌され得る融合タンパク質の形成を

導く。

  ＰＬＡＰレポーター構築物は、以下のように作製された。ヒト胎盤ＲＮＡを、

標準的な条件下でＲＴ／ＰＣＲ増幅に供し、短縮ヒトＰＬＡＰタンパク質をコー

ドするＤＮＡフラグメントを作製した。ＲＮＡを、オリゴｄ（Ｔ）をプライマー

として使用した逆転写酵素によって転写し、次いで、ＰＬＡＰ特異的プライマー

を用いてＰＣＲ増幅し、アミノ酸２２～５３６に対応するＰＬＡＰ配列をコード

するＲＮＡ産物を生成した（Ｍｉｌｌａｎ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１（

７）：３１１２－１５（１９８６））。ＰＬＡＰ増幅プライマー（５’－Ａ－Ｃ

－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ａ

－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号

３８；および５’－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｇ

－Ｇ－Ｇ－Ｔ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ｃ

－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－３’；配列番号３９）を、それぞれ、Ｎｏｔ  ＩおよびＫｐ

ｎ  Ｉ制限部位を含むように設計し、これは、ＰＬＡＰフラグメントのｐｃＤＮ
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Ａ３．１ベクターへの連結を容易にする（ベクターｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰ

を作製する）。

  Ｔｍｒｌ１二次ライブラリーを、以下のようにｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰ中

に構築した。一次Ｔｍｒｌ１ライブラリー中のクローン由来のｃＤＮＡ挿入物を

、ＰＣＲ増幅プライマーおよび上記の条件を用いて３Ｔ３細胞のコロニーから回

収した。回収されたＰＣＲ産物を、次いで、Ｘｈｏ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉ制限酵

素で消化されたｐｃＤＮＡ３．１／ＰＬＡＰベクター中に連結した。次いで、連

結産物を、Ｅ．Ｃｏｌｉ菌株ＤＨ１０Ｂに形質転換し、二次Ｔｍｒｌ１ライブラ

リーを作製した。

  シグナルペプチド分泌配列の存在について異種ｃＤＮＡフラグメントをアッセ

イするために、個々のコロニーを、最初に、低密度でプレートした寒天プレート

の二次Ｔｍｒ１ライブラリーから選択し、そして細菌増殖培地を含む標準的な９

６ウェルのプレートのウェルに配置した。次いで、培養物を飽和するまで増殖さ

せ、そしてプラスミドＤＮＡを標準的な手順によってそれぞれの培養物から調製

した。このように調製されたプラスミドＤＮＡを使用して以下に記載のようにＣ

ＯＳ７細胞をトランスフェクトした。

  ＣＯＳ７細胞を、ＤＭＥＭ－ＨＧ、１０％ウシ胎仔血清および１×ＰＳＧ（ペ

ニシリン、ストレプトマイシンおよびゲンタマイシン）からなる２００μｌの増

殖培地中１ウェル当たり６０００個の細胞の濃度で９６ウェルの平底プレートに

播種した。ＣＯＳ７細胞の播種に続いて、プレートをＣＯ2インキュベーター中

で３７℃で２４時間インキュベートした。それぞれのウェルの細胞を、Ｓｕｐｅ

ｒｆｅｃｔ試薬（Ｑｉａｇｅｎ）を使用する選択二次Ｔｍｒ１ライブラリークロ

ーンから回収した５００ｎｇのプラスミドＤＮＡでトランスフェクトした。トラ

ンスフェクション反応を、二時間進行させ、その後、トランスフェクトされた細

胞を、２００μｌのフェノールレッドを含まない、無血清ＤＭＥＭを用いて洗浄

し、次いで、１００μｌのフェノールレッドを含まない血清を含まないＤＭＥＭ

およびグルタメートとともにＣＯ2インキュベーター中で３７℃で２４時間イン

キュベートした。インキュベーションに続いて、１Ｍジエタノールアミン、１０

ｍＭホモアルギニン、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2、および１ｍｇ／ｍｌ  ＢＳＡ中の２
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００μＭ  ４－メチルウンベリ－フェリル（ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉ－ｆｅ

ｒｙｌ）ホスフェート（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ）を含む１００μｌ

の溶液をそれぞれのウェルに加え、インキュベーションを１時間３７℃で続けた

。次いで、アルカリホスファターゼ反応の生成物を蛍光計で３６０／４６０ｎｍ

で読んだ。

  単一のクローン（ｔｍｒｌ１－００００１－ｅ９）（ＰＬＡＰアッセイで読み

取られた蛍光の増加を生じ、そしてコンピュータ予測されたシグナルペプチド配

列を有し、ＦＧＦファミリーに相同である）を、二次Ｔｍｒｌ１ライブラリース

クリーンで同定した。続いて、このクローンをプローブとして使用してマウス肝

臓ｃＤＮＡライブラリーからマウスＦＧＦ様ポリペプチドについて全長ｃＤＮＡ

を単離した。マウス肝臓全長ｃＤＮＡライブラリーを標準的技術を使用して構築

した。基本的に、オリゴｄ（Ｔ）を使用して、再生マウス肝臓から単離したｍＲ

ＮＡから最初の鎖合成をプライムし、次いで全長ｃＤＮＡ配列を、Ｓｕｐｅｒｓ

ｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓｙｎｔｈｅ

ｓｉｓ  ａｎｄ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）を使

用してｐＳＰＯＲＴ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にクローン化した。

  マウス肝臓ｃＤＮＡライブラリーの一次スクリーンにおいて、５０，０００コ

ロニーをＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いで、ニトロセ

ルロースフィルターに移した。フィルターをｋＦＧＦシグナルトラップおよび分

泌アッセイスクリーニングにおいて同定されたクローンから誘導されるプローブ

の混合物でスクリーニングした。このプールのプローブは、ｔｍｒｌ１－０００

０１－ｅ９クローンから単離された３３９ｂｐ  Ｎｏｔ  Ｉ－Ｘｂａ  Ｉフラグ

メントを含んだ。フィルターを、最初に５０％ホルムアミド、５×Ｄｅｎｈａｒ

ｄｔ’ｓ、５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、および１００μｇ／ｍｌサケ精子ＤＮ

Ａからなるハイブリダイゼーション溶液中で２時間４２℃でプレハイブリダイズ

した。プレハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを、新鮮なハイブリダ

イゼーション溶液中で４２℃で１晩、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識プローブとともにイン

キュベートした。次いでフィルターを０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳで６５℃

で洗浄し、続いて－８０℃で１晩オートラジオグラフィによって分析した。この
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最初のスクリーンから、９２の陽性のクローンを同定した。

  一次スクリーンで単離された陽性クローンをプールし、そして３３９ｂｐのｔ

ｍｒｌ１－００００１－ｅ９フラグメントのみを再スクリーニングした。この二

次スクリーニングにおいて、クローンプールから誘導された６０００コロニーを

ＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いでニトロセルロースフ

ィルターに移した。二次スクリーンに使用されるハイブリダイゼーション条件は

、一次スクリーンに使用した条件と同じであった。３つの個々のクローン（１Ｅ

、１Ｅ－４、および１Ｅ－６）を二次スクリーンで同定した。

  二次スクリーンで同定された３つの個々のクローンの制限消化は、それぞれが

１．６ｋｂの挿入物を含んだことを示した。この挿入物によってコードされるコ

ード配列の５’末端（５’－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ａ

－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号７）および３’末端（

５’－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ｔ

－Ｃ－Ａ－３’；配列番号８）に対応するプライマーを設計し、続いてクローン

１Ｅの部分配列分析を行った。これらのプライマーを、クローン１Ｅプラスミド

ＤＮＡのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅に使用した。増幅反応を９４℃で

一分間１サイクル；９４℃１５秒間および６５℃で１．５分間３５サイクル；な

らびに７２℃で１０分間１サイクルを行った。約６５０ｂｐのＰＣＲ産物を増幅

に続いて得た。

  Ｑｉａｇｅｎゲル抽出キットを使用する１％アガロースゲルからの精製に続い

て、ＰＣＲ産物を配列決定した。この増幅産物の配列分析は、ＰＣＲプライマー

が誘導されるｃＤＮＡクローンが２１０アミノ酸のタンパク質をコードする６３

０ｂｐのオープンリーディングフレームを含む遺伝子を含むことを示した。図１

は、マウスＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号３）およびマウスＦＧ

Ｆ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号４）を示す。クローン１Ｅの引き

続く配列分析はまた、二次スクリーニングにおいて同定されるｃＤＮＡクローン

のオープンリーディングフレームが２つのイントロン配列によって中断されてい

ることを確立した。ＳｗｉｓｓｐｒｏｔデータベースのＦＡＳＴＡプログラムを

使用するコンピュータ分析は、このオープンリーディングフレームがＦＧＦ－６
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（図３Ａ～３Ｄ）に最も関連した（３９％同一）ポリペプチドをコードすること

を示した。

  ＳＩＧＮＡＬＰプログラム（Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｔｈｅ  Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ  Ｕｎｉｖ

ｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｄｅｎｍａｒｋ）を使用するコンピュータ分析はまた、マ

ウスＦＧＦ様ポリペプチドがそのアミノ末端に潜在的なシグナルペプチド（Ｍ－

Ｅ－Ｗ－Ｍ－Ｒ－Ｓ－Ｒ－Ｖ－Ｇ－Ｔ－Ｌ－Ｇ－Ｌ－Ｗ－Ｖ－Ｒ－Ｌ－Ｌ－Ｌ－

Ａ－Ｖ－Ｆ－Ｌ－Ｌ－Ｇ－Ｖ－Ｙ－Ｑ－Ａ；配列番号４０；図１で下線が引かれ

る）を保有したことを示した。マウスＦＧＦ様ポリペプチドの最初の翻訳産物は

、可能な翻訳後修飾を含まないで２３，２３７の計算された分子量を有する。推

定の２９アミノ酸シグナルペプチド配列の除去の後に、１８１アミノ酸の残りの

推定成熟タンパク質が１９，８７６の計算された分子量を有する。推定されるＮ

連結グリコシル化部位は、このタンパク質において同定されず、このタンパク質

は、ニ塩基プロテアーゼプロセシング部位を保有しない。

  （実施例２：ヒトＦＧＦ様ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら上述に記載される物質および方法を使用して、

ヒトＦＧＦ様ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析した。

  ヒトＦＧＦ様ポリペプチドをコードする配列は、マウスＦＧＦ様ポリペプチド

遺伝子から誘導されるプローブを用いてヒトｃＤＮＡライブラリーをスクリーニ

ングすることによって単離された。４６０ｂｐのプローブを、32Ｐ－ｄＣＴＰを

含む反応物において、以下のプライマー：５’－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ－Ｔ－Ｇ－

Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｇ－３’；配列番号７

）および３’（５’－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－

Ｃ－Ａ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ａ－Ｇ－Ｔ－

Ｇ－３’；配列番号９）を使用してマウスＦＧＦ様ポリペプチドｃＤＮＡのＰＣ

Ｒ増幅によって作製した。増幅反応を９４℃で一分間１サイクル；９４℃で１５

秒間および６５℃で１．５分間３５サイクル；ならびに７２℃で１０分間１サイ

クルを行った。

  ４６０ｂｐのマウスプローブを使用して、ヒト肝臓ｃＤＮＡライブラリーから
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ヒトＦＧＦ様ポリペプチドに対する全長ｃＤＮＡを単離した。ヒト肝臓全長ｃＤ

ＮＡライブラリーを、標準的技術を使用して構築した。基本的に、オリゴｄ（Ｔ

）を使用して、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）から得たｍＲＮ

Ａから最初の鎖合成をプライムし、次いで全長ｃＤＮＡ配列を、Ｓｕｐｅｒｓｃ

ｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓｙｎｔｈｅｓ

ｉｓ  ａｎｄ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）を使用

してｐＳＰＯＲＴ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にクローン化した。

  ヒト肝臓ｃＤＮＡライブラリーの一次スクリーンにおいて、５５０，０００コ

ロニーをＬＢ／Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎプレートにプレートし、次いで、ニトロセ

ルロースフィルターに移した。フィルターをＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ）中３０分間６０℃でプレハイブリダイズし、次いで、新鮮なＥｘｐ

ｒｅｓｓＨｙｂ溶液で６０℃で１晩32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤＮＡ

プローブとともにインキュベーションした。ハイブリダイゼーションに続いて、

フィルターを２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中室温で３０分間２回、１×ＳＳＣ／

０．１％ＳＤＳ中６０℃で３０分間２回、０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中６

５℃で３０分間２回洗浄し、次いで、フィルターを－８０℃で１晩オートラジオ

グラフィによって分析した。次いで一次スクリーンにおいて同定される陽性クロ

ーンを再スクリーニングし、４つの独立したクローンを二次スクリーニングの後

に回収した。これらの４つのクローンに対するプラスミドＤＮＡを調製し配列決

定した。

  配列分析は、４つのクローンが１．２ｋｂまたは１．８ｋｂのいずれかの挿入

物を含んだことを示した。１．２ｋｂのｃＤＮＡ挿入物は、２０９アミノ酸のタ

ンパク質をコードする６２７ｂｐのオープンリーディングフレームを含む遺伝子

を含んだ。図２Ａ～２Ｂは、ヒトＦＧＦ様遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号

１）およびヒトＦＧＦ様タンパク質の推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。

１．８ｋｂのｃＤＮＡ挿入物が１．２ｋｂ挿入物によってコードされるものと同

じオープンリーディングフレームを含むが、この挿入物のオープンリーディング

フレームは、さらに実施例１で単離されたマウスｃＤＮＡクローンのいくつかに

見出される第２のイントロンに対する位置に対応するイントロンによって中断さ
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れた。

  図３Ａ～３Ｄは、ヒトＦＧＦ様タンパク質、マウスＦＧＦ様タンパク質、およ

びＦＧＦファミリーの他のメンバーのアミノ酸配列の整列を示す。ヒトＦＧＦ様

ポリペプチドは、マウスＦＧＦ様タンパク質に７６％同一である。ＳＩＧＮＡＬ

Ｐプログラム（Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓｅｑｕｅｎｃ

ｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｔｈｅ  Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  

ｏｆ  Ｄｅｎｍａｒｋ）を使用するコンピュータ分析は、ヒトＦＧＦ様ポリペプ

チドがまた、そのアミノ末端に潜在的なシグナルペプチド（Ｍ－Ｄ－Ｓ－Ｄ－Ｅ

－Ｔ－Ｇ－Ｆ－Ｅ－Ｈ－Ｓ－Ｇ－Ｌ－Ｗ－Ｖ－Ｓ－Ｖ－Ｌ－Ａ－Ｇ－Ｌ－Ｌ－Ｌ

－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｑ－Ａ；配列番号４１；図２Ａ～２Ｂで下線が引かれる）を保有

することを示した。ヒトＦＧＦ様ポリペプチドの最初の翻訳産物は、２２，２８

４の計算された分子量を有し、可能な翻訳後修飾を含まない。推定の２８アミノ

酸シグナルペプチド配列の除去の後に、１８１アミノ酸の残りの推定成熟タンパ

ク質が１９，３９５の計算された分子量を有する。推定されるＮ連結グリコシル

化部位は、このタンパク質において同定されず、このタンパク質は、ニ塩基プロ

テアーゼプロセシング部位を保有しない。

  （実施例３：ＦＧＦ様ｍＲＮＡ発現）

  マウスＦＧＦ様ｍＲＮＡの発現は、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤＮ

Ａプローブを使用してマウスの複数の組織に対してノーザンブロット（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ）で試験した。３９１ｂｐのフラグメントからなるプローブは、Ｘｂａ

  ＩおよびＮｏｔ  Ｉを用いた制限消化によってｔｍｒｌ１－００００１－ｅ９

クローンから単離した。ブロットを最初に５０％ホルムアミド、５×Ｄｅｎｈａ

ｒｄｔ’ｓ、６×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、および１００μｇ／ｍｌサケ精子Ｄ

ＮＡからなるハイブリダイゼーション溶液中で２時間４２℃でプレハイブリダイ

ズした。プレハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを、新鮮なハイブリ

ダイゼーション溶液中で４２℃で１晩、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識マウスＦＧＦ様ｃＤ

ＮＡプローブとともにインキュベートした。次いでフィルターを０．１×ＳＳＣ

／０．１％ＳＤＳで６５℃で洗浄し、続いて－８０℃で１晩オートラジオグラフ

ィによって分析した。約１．３５ｋｂおよび１．８ｋｂの２つの転写物を、マウ
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ス肝臓（図４Ａ）において検出した。１．３５ｋｂ転写物は、顕著の発現を示し

た。

  ヒトＦＧＦ様ｍＲＮＡの発現を、32Ｐ－ｄＣＴＰ標識ヒトＦＧＦ様ｃＤＮＡプ

ローブを使用して、Ｈｕｍａｎ  ＲＮＡ  Ｍａｓｔｅｒ  ＢｌｏｔTM（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ）およびヒトの複数の組織のノーザンブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）で

試験した。プローブは、以下のプライマー：５’－Ｃ－Ｔ－Ａ－Ｃ－ＴＡ－Ａ－

Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｔ－Ｃ－

Ｇ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｇ－Ａ－Ｇ－Ａ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－３’；配列番号１２；および５

’Ａ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｔ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｃ－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｇ－Ａ－Ａ

－Ｇ－Ｃ－Ｇ－Ｔ－Ａ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｃ－Ｔ－Ｔ－Ｃ－３’；

配列番号１３、ならびに鋳型として上記のヒトｃＤＮＡクローンを使用して、ヒ

トＦＧＦ様タンパク質コード領域から誘導された６６０ｂｐのＰＣＲ産物からな

る。増幅反応を、９４℃で１分間１サイクル；９４℃で１５秒間、６０℃で１５

秒間および７２℃で１分間３５サイクル；および７２℃で１０分間１サイクルで

行った。ブロットを最初にＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中１

時間６５℃でプレハイブリダイズし、次いで、新鮮なＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液

で６５℃で１晩32Ｐ－ｄＣＴＰ標識ヒトＦＧＦ様ｃＤＮＡプローブとともにイン

キュベーションした。ハイブリダイゼーションに続いて、フィルターを２×ＳＳ

Ｃ／０．１％ＳＤＳ中室温で３０分間２回、０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中

６５℃で３０分間２回洗浄し、次いで、フィルターを－８０℃で１晩オートラジ

オグラフィによって分析した。約１．２ｋｂおよび２ｋｂの２つの転写物を複数

の組織ノーザンブロット９（図４Ｂ）におけるヒト肝臓において検出した。成体

肝臓における強い発現ならびに肺および胎児肝臓における弱い発現は、Ｈｕｍａ

ｎ  ＲＮＡ  Ｍａｓｔｅｒ  ＢｌｏｔTMで検出された（図４Ｃ）。

  （実施例４：ＦＧＦ様ｍＲＮＡインサイチュ分析）

  インサイチュハイブリダイゼーションを、マウスＦＧＦ様ポリペプチドのコー

ド領域にわたる６４８ｂｐのアンチセンスＲＮＡプローブで行った。プローブは

、Ｔ７  ＲＮＡポリメラーゼおよび33Ｐ－ＵＴＰを使用するＦＧＦ様ｃＤＮＡ挿

入物を含む線形化されたｐＣＲ２．１  ＴＯＰＯから転写された。
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  正常な胚および成体のマウス組織のパネルを、４％パラホルムアルデヒドで固

定し、パラフィンに埋め込み、そして５μｍで切り出した。インサイチュハイブ

リダイゼーションの前に、組織を０．２Ｍ  ＨＣｌで透過性にし、続いてプロテ

イナーゼＫで消化し、そしてトリエタノールアミンおよび無水酢酸でアセチル化

した。区画を33Ｐ標識リボプローブで１晩５５℃でハイブリダイズし、次いで０

．１×ＳＳＣ中で６０℃で高ストリンジェンシーに供した。スライドをＫｏｄａ

ｋ  ＮＴＢ２乳濁液に浸し、４℃で２～３週間曝露し、現像し、そしてヘマトキ

シリンおよびエオシンで対比染色した。区画を暗視野および標準的な照射で調べ

て組織形態学およびハイブリダイゼーションシグナルの同時評価を可能にした。

  最も強い全発現は、膵臓において認められ、強いシグナルが島にわたって検出

され、より少なくより拡散したシグナルが膵臓の腺房部分にわたって検出された

。肝臓は、中程度のレベルの拡散シグナルを示し、ＦＧＦ様ポリペプチドの中程

度の肝細胞発現を示す。有意なシグナルはまた、精巣の精細管内の精原細胞およ

び胸腺髄質における細胞にわたって存在した。低いレベルの拡散シグナルは、腎

臓、脾臓、下垂体および白色および褐色脂肪組織において検出された。

  （実施例５：哺乳動物細胞におけるＦＧＦ様ポリペプチドの産生）

  ヒトとマウスのＦＧＦ様ポリペプチドは両方とも、ヒト免疫グロブリンＩｇＧ

重鎖Ｆｃ領域を有する融合タンパク質としてそれらのカルボキシ末端において発

現される。ヒトまたはマウスＦＧＦ様ポリペプチドをコードする鋳型ＤＮＡ配列

を、配列の５’末端および３’末端（表ＩＩ）に対応するプライマーを使用して

ＰＣＲによって増幅した。得られたＰＣＲ産物は、ヒトまたはマウスＦＧＦ様ポ

リペプチドのいずれかのコード領域に対応し、翻訳終結コドンを欠く。さらに、

プライマーは、ＰＣＲ産物の５’末端にＨｉｎｄ  ＩＩＩ制限エンドヌクレアー

ゼ部位および産物の３’末端にＮｏｔ  Ｉ部位を組み込むように設計された。

【表２】
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  ヒトおよびマウスＦＧＦ様タンパク質Ｆｃ融合構築物は、最初に、ＰＣＲ産物

をＨｉｎｄ  ＩＩＩおよびＮｏｔ  Ｉで切断し、次いでインフレームでフラグメ

ントをヒト免疫グロブリンＩｇＧのＨＦｃ鎖をコードするＤＮＡフラグメントに

ライゲートすることによって作製された。次いで、ＦＧＦ様タンパク質Ｆｃ挿入

物をｐＣＥＰ４哺乳動物発現ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にライゲートし

た。これらのライゲーションを、エレクトロポレーションおよびアンピシリン耐

性について選択された形質転換体によるＥ．ｃｏｌｉ菌株ＤＨ１０に形質転換し

た。選択された形質転換体の配列分析に続いて、大スケールのプラスミドストッ

クを、組織培養トランスフェクションのために調製した。選択されたアンピシリ

ン耐性コロニーに対するプラスミドＤＮＡを調製し配列決定して、クローンが所

望の挿入物を含むことを確認した。

  ＦＧＦ様タンパク質に対する機能研究を行うために、ヒトまたはマウスＦＧＦ

様タンパク質融合発現構築物を、ＳｕｐｅｒＦｅｃｔTMトランスフェクション試

薬（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して２９３－ＥＢＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）細胞

に導入した。馴化培地を一過性トランスフェクションの４８時間後に収集した。

抗ヒトＦｃ抗体を使用するウエスタンブロット分析は、馴化培地がヒトまたはマ

ウスＦＧＦ様／Ｆｃ融合ポリペプチドを含んだことを確認した。

  馴化培地が、以下に記載のようにアフィニティークロマトグラフィーによって

精製された。培地を最初に０．２μｍのフィルターを通した。プロテインＡカラ

ム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）をＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌｅ  Ｂｉｎｄｉ

ｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）で平衡化し、次
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いで、濾過した培地で充填した。カラムを、２８０ｎｍの吸収が基線に達するま

で、ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌｅ  Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒを用

いて洗浄した。ＦＧＦ様／Ｆｃタンパク質をＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ｇｅｎｔｌ

ｅ  Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒを用いてカラムから溶出した。ＦＧＦ様／Ｆ

ｃタンパク質を含む画分をプールし、Ｔｒｉｓ緩衝化生理食塩水（ＴＢＳ）中で

透析し、続いてリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で透析し、そして４℃で保存

した。ゲル電気泳動分析は、プールされた画分が予期された分子量の約６０ｋＤ

の精製されたタンパク質を含んだことを確認した。

  （実施例６：ＦＧＦ様ポリペプチドを過剰発現するトランスジェニックマウス

の作製および分析）

  ヒトアポリポタンパク質ＥプロモーターからのマウスＦＧＦ様ポリペプチド（

配列番号４）を過剰発現するトランスジェニックマウスを、以前に記載されたよ

うに作製した（Ｓｉｍｏｎｅｔら，１９９７，Ｃｅｌｌ  ８９：３０９－１９を

参照のこと）。７匹のマウス（４匹のオスおよび３匹のメス）（これは、マウス

ＦＧＦ様遺伝子（配列番号３）についてトランスジェニックであり、そして５匹

の非トンスジェニック同腹仔（２匹がオスそして３匹がメス）である）は、６～

８週齢で剖検および病理分析を受けた。全てのマウスに、収集の１時間前に５０

ｍｇ／ｋｇのＢｒｄＵを注射し、次いでＸ線写真をとり、屠殺した。身体および

選択された器官の重さを測定し、血液を血液学および血清化学のために引きぬき

、器官を組織学的分析およびＢｒｄＵ標識化のために収集した。

  全てのトランスジェニックマウスは、２０ｇｍ以下の体重であったが、全ての

非トランスジェニックマウスは、２０ｇｍ以上の体重であった（ｐ＜０．０００

１）。さらに、トランスジェニックマウスは、非トランスジェニックの対応のも

のよりも統計的に有意に少ない肝臓の重さ（ｐ＝０．００１１）および脾臓の重

さ（ｐ＝０．００３９）ならびに多い胸腺の重さ（ｐ＝０．０１１８）（体重の

パーセンテージとして）を有した。トランスジェニックマウスについて、体重は

、野生型の６７％であった。肝臓、脾臓および胸腺の重さは、体重のパーセンテ

ージとして、それぞれ、野生型の８５％、６３％および１７０％であった。すべ

ての雌性トランスジェニックマウスはまた、小さな子宮および卵管ならびに黄体
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を欠く卵巣を有し、そしてほとんど卵胞発生を示さなかった。要約すると、トラ

ンスジェニックマウスは、小さな肝臓、脾臓および乏しく発達した卵巣を伴う発

育阻止された成長、ならびに拡大された（おそらく退縮（ｉｎｖｏｌｕｔｅｄ）

していない）胸腺を最も特徴とする表現型を有する。これらの変化は、年齢の一

致した非トランスジェニック同腹仔と比較して、阻害されたかまたは遅延した成

熟を引き起こすトランスジェニックにおけるＦＧＦ様ポリペプチドの過剰発現と

最も一致する。

  （実施例７：１才齢のＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニックマウスの分析

）

  剖検および病理学的分析を、実施例６に記載される実験で作製された１才齢の

ＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニック（５匹のオスおよび５匹のメス）なら

びに非トランスジェニック（３匹のオスおよび２匹のメス）同腹仔で実行した。

ＦＧＦ様ポリペプチドトランスジェニックは、阻害されたかまたは遅延した成熟

として一般的に特徴付けられる異常な表現型を示し続けた。これらの観測された

効果は、減少した体重（野生型の４８％）、雌性においては乏しく発達した卵巣

（有意な卵胞発達を欠く）を含んだ。体重のパーセンテージとしての肝臓、脾臓

および胸腺の重さは、非トランスジェニック同腹仔において見出されるものに対

して正規化された。１才齢の非トランスジェニックコントロールマウスのいくつ

かが、肥満であることを見出し、少なくとも一つのコントロールが、ＩＩ型糖尿

病の発生と一致する変化を示した。しかし、１才齢のトランスジェニックマウス

は、肥満も糖尿病を発生する証拠も示さなかった。従って、ＦＧＦ様ポリペプチ

ドトランスジェニックが、通常加齢に伴いマウスにおいて見られる年齢に関連し

た変化の少なくともいくつかを発生せず、実際、本発明のＦＧＦ様遺伝子が加齢

プロセスを遅らせるのに役立ち得るようである。

  これらの発見は、有意であり、本発明のＦＧＦ様ポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドが、加齢関連の疾患、障害、または状態の処置または診断に有用であり

得るという結論を支持する。例示として、このような疾患、障害または状態とし

ては、限定しないが、アテローム性動脈硬化症、高コレステロール血症、糖尿病

、肥満、脳卒中、骨粗鬆症、変形性関節症、変形性関節病、筋萎縮、低筋肉症（
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ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ）、除脂肪体重の減少、禿頭症、しわ、疲労増大、スタミ

ナ減少、心臓機能低下、免疫系機能不全、癌、パーキンソン病、老年痴呆、アル

ツハイマー疾患、および認識機能低下が挙げられる。さらに一般的には、本発明

の分子は、寿命の向上または増加のために適用可能であり得る。

  本発明は、好ましい実施形態に関して記載されているが、改変および変更が当

業者に生じることが理解される。従って、特許請求される本発明の範囲内になる

このような等価な改変すべてを添付の請求項がカバーすることを意図する。

  （訂正の理由１）

  特許請求の範囲は、別紙のとおり補正致しました。

  （訂正の理由２）

  平成１４年３月６日に提出致しました翻訳文について、全体に亘って誤訳があ

りましたので、適正な訳文を提出致します。
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酸序列；和与（e）（a）-（c）中的任一个互补的核苷酸序列。
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