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(54)【発明の名称】 スタニオカルシンタンパク質およびスタニオカルシン核酸ならびにそれらに基づいた方法

(57)【要約】
本発明は、ヒトスタニオカルシン（ＳＴＣ）ポリヌクレ
オチド、ポリペプチド、および他のスタニオカルシン組
成物、ならびにそれらに基づいた新規の方法に関する。
特定の実施形態では、本発明のスタニオカルシン組成物
は、神経細胞を処置または保護するために使用される。
さらに、本発明は、ベクター、宿主細胞、抗体、および
組換え体、ならびに本発明のスタニオカルシン組成物を
産生するための合成方法に関する。本発明のスタニオカ
ルシン組成物の変化に関連した疾患、障害、損傷または
傷害を検出または診断するための診断方法、およびこの
ような疾患、障害、損傷または傷害を処置するための治
療方法もまた提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下からなる群から選択される有効量のポリペプチド：

  （ａ）残基１～２４７として配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する、完

全なスタニオカルシンポリペプチド；

  （ｂ）ＡＴＣＣプラスミド受託番号第７５６５２号に含まれるｃＤＮＡによっ

てコードされるポリペプチド；

  （ｃ）ＡＴＣＣプラスミド受託番号第７５６５２号に含まれるｃＤＮＡによっ

てコードされる成熟ポリペプチド；

  （ｄ）配列番号２の１５個連続したアミノ酸を含むポリペプチド：

  （ｅ）ＡＴＣＣプラスミド受託番号第７５６５２号のｃＤＮＡにハイブリダイ

ズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド；および

  （ｆ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する該スタニオカルシンポリペ

プチドのポリペプチドフラグメントであって、該フラグメントがスタニオカルシ

ン活性を有する、フラグメント；

ならびに薬学的に受容可能なキャリア、を含む薬学的組成物。

    【請求項２】  請求項１に記載のポリペプチドに指向する抗体。

    【請求項３】  増加したレベルのスタニオカルシン活性を必要とする患者を

処置する方法であって、請求項１に記載の薬学的組成物を該患者に投与する工程

を包含する、方法。

    【請求項４】  減少したレベルのスタニオカルシン活性を必要とする患者を

処置する方法であって、請求項１に記載の薬学的組成物、請求項２に記載の抗体

、またはスタニオカルシンアンタゴニストを該患者に投与する工程を包含する、

方法。

    【請求項５】  神経細胞を処置する方法であって、請求項１に記載の有効量

の薬学的組成物を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項６】  前記神経細胞が大脳神経細胞である、請求項５に記載の方法

。

    【請求項７】  前記大脳神経細胞が最終分化している、請求項６に記載の方

法。
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    【請求項８】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ａ）を含む、請求項５に

記載の方法。

    【請求項９】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｂ）を含む、請求項５に

記載の方法。

    【請求項１０】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｃ）を含む、請求項５

に記載の方法。

    【請求項１１】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｄ）を含む、請求項５

に記載の方法。

    【請求項１２】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｅ）を含む、請求項５

に記載の方法。

    【請求項１３】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｆ）を含む、請求項５

に記載の方法。

    【請求項１４】  前記神経細胞が、低酸素または低酸素条件に供される、請

求項５に記載の方法。

    【請求項１５】  前記神経細胞が虚血に起因して損傷している、請求項５に

記載の方法。

    【請求項１６】  前記神経細胞が脳卒中に起因して損傷している、請求項５

に記載の方法。

    【請求項１７】  前記神経細胞が梗塞に起因して損傷している、請求項５に

記載の方法。

    【請求項１８】  前記神経細胞が発作に起因して損傷している、請求項５に

記載の方法。

    【請求項１９】  前記神経細胞が血栓形成に起因して損傷している、請求項

５に記載の方法。

    【請求項２０】  前記神経細胞がカルシウム媒介細胞活性に起因して損傷し

ている、請求項５に記載の方法。

    【請求項２１】  神経細胞を保護する方法であって、請求項１に記載の有効

量の薬学的組成物を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２２】  前記神経細胞が大脳神経細胞である、請求項２１に記載の
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方法。

    【請求項２３】  前記大脳神経細胞が最終分化している、請求項２２に記載

の方法。

    【請求項２４】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ａ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２５】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｂ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２６】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｃ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２７】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｄ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２８】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｅ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２９】  前記薬学的組成物がポリペプチド（ｆ）を含む、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項３０】  前記神経細胞が、低酸素または低酸素条件に起因する損傷

から保護されている、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３１】  前記神経細胞が虚血に起因する損傷から保護されている、

請求項２１に記載の方法。

    【請求項３２】  前記神経細胞が脳卒中に起因する損傷から保護されている

、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３３】  前記神経細胞が梗塞に起因する損傷から保護されている、

請求項２１に記載の方法。

    【請求項３４】  前記神経細胞が心臓発作に起因する損傷から保護されてい

る、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３５】  前記神経細胞が血栓形成に起因する損傷から保護されてい

る、請求項２１に記載の方法。

    【請求項３６】  前記神経細胞がカルシウム媒介細胞活性に起因する損傷か

ら保護されている、請求項２１に記載の方法。
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    【請求項３７】  生物学的サンプル中のスタニオカルシンの存在を検出する

ための方法であって、生物学的サンプル中のスタニオカルシンポリペプチドの発

現をアッセイする工程を包含する、方法。

    【請求項３８】  神経損傷および／もしくは神経疾患もしくは神経障害を検

出、予後またはモニタリングする方法であって、生物学的サンプル中のスタニオ

カルシンポリペプチドの発現をアッセイする工程；ならびに標準遺伝子発現と遺

伝子発現のレベルを比較する工程を包含し、それにより、標準レベルと比較した

アッセイされたスタニオカルシン発現レベルにおける増加および減少が、神経損

傷および／もしくは神経疾患もしくは神経障害、ならびに／または神経損傷およ

び／もしくは神経疾患もしくは神経障害についての素因の指標である、方法。

    【請求項３９】  前記方法が以下の工程を包含する、請求項３８に記載の方

法：

  （ａ）免疫特異的結合が生じ得るような条件下で、抗スタニオカルシン抗体と

個体の生物学的サンプルを接触させる工程；および

  （ｂ）該抗体による任意の免疫特異的結合の量を決定および測定する工程。

    【請求項４０】  アッセイされたスタニオカルシン発現の増加が、神経細胞

損傷の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４１】  アッセイされたスタニオカルシン発現の増加が、神経細胞

疾患または障害の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４２】  アッセイされたスタニオカルシン発現の増加が、神経細胞

損傷についての素因の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４３】  アッセイされたスタニオカルシン発現の増加が、神経細胞

疾患または障害についての素因の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４４】  アッセイされたスタニオカルシン発現の減少が、神経細胞

損傷の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４５】  アッセイされたスタニオカルシン発現の減少が、神経細胞

疾患または障害の指標である、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４６】  アッセイされたスタニオカルシン発現の減少が、神経細胞

損傷についての素因の指標である、請求項３８に記載の方法。
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    【請求項４７】  アッセイされたスタニオカルシン発現の減少が、神経細胞

疾患または障害についての素因の指標である、請求項３８に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、ヒトスタニオカルシン（ＳＴＣ）ポリヌクレオチド、ポリペプチド

、および他のヒトスタニオカルシン組成物およびそれらに基づいた方法に関する

。特定の実施形態では、本発明のスタニオカルシン組成物は、神経細胞を処置ま

たは保護するために使用される。さらに、本発明は、ベクター、宿主細胞、抗体

、および本発明のスタニオカルシン組成物を産生するための組換えおよび合成方

法に関する。本発明のスタニオカルシン組成物の改変に関連した疾患、障害、損

傷または傷害を検出または予後するための診断方法がまた提供され、そして、こ

のような疾患、障害、損傷または傷害を処置するための治療方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  サカナスタニオカルシンは、Ｓｔａｎｎｉｕｓの小体と呼ばれる腎臓に隣接し

た専門化した器官で合成される（Ｓｔａｎｎｉｕｓ，Ｈ．Ｕｂｅｒ  ｎｅｂｅｎ

ｎｉｅｒｅ  ｂｅｉ  ｋｎｏｃｈｅｎｆｉｓｃｈｏｎ，Ａｒａｃｈ  Ａｎａｔ  

Ｐｈｙｓｉｏｌ．，６：９７－１０１（１８３９））。血漿中のカルシウムの上

昇したレベルは、スタニオオカルシンの分泌のための主要な刺激である（Ｗａｇ

ｎｅｒら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｏｌ．，６２：３１－３９（１９

８９）；Ｗａｇｎｅｒら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，７９：

１２９－３８（１９９１））。サカナスタニオカルシンは、腎臓上のカルシウム

の取り込みを低くするために、鰓を作用させることによって、カルシウムおよび

リン酸塩ホメオスタシスを調節し、それによって、リン酸塩再吸収を増加させ、

そして、腸上に作用することによって、腸のカルシウム輸送を阻害する（Ｆｅｎ

ｗｉｃｋら、Ｊ  Ｅｘｐ．Ｚｏｏｌ．，１８８：１２５－１３１（１９７４）；

Ｌａｆｅｂｅｒら、Ａｍ  Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２５４：Ｒ８９１－９６（１

９８８）；Ｌｕら、Ａｍ  Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２６７：Ｐ１３５６－６２（

１９９４）；Ｓｕｎｄｅｌｌら、Ｊ  Ｃｏｍｐ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．［Ｂ］、１６

２：４８９－９５（１９９２））。リン酸カルシウムホメオスタシスのスタニオ
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カルシンの調節は、高カルシウム血症に対して保護する。

      【０００３】

  最近、ヒトおよびマウススタニオカルシンのｃＤＮＡがクローニングされた（

Ｃｈａｎｇら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，１１２：２４１－

４７（１９９５）；Ｃｈａｎｇら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．

，１２４：１８５－８７（１９９６）；米国特許第５，８３７，４９８号および

同５，８７７，２９０号）。ヒトスタニオカルシンは、サカナスタニオカルシン

と、６０％の同一性および８０％の類似性を共有する。組換えヒトスタニオカル

シンのラットへの注入は、腎臓のリン酸塩排泄を減少することが報告されている

（Ｗａｇｎｅｒら、Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅｒ  Ｒｅｓ．，１２：１６５－１７

１（１９９７））。さらに、ヒトスタニオカルシンのラットまたはブタ十二指腸

粘膜の漿膜表面への添加が、カルシウムの正味吸収を減少させ、リン酸塩の取り

込みを増加させることが報告されてきた（Ｍａｄｓｓｅｎら、Ａｍ  Ｊ．Ｐｈｙ

ｓｉｏｌ．，２７４：Ｇ９６－１０２（１９９８））。

      【０００４】

  Ｐａｊｕ細胞の誘導された最終分化したヒト神経の稜由来の神経細胞が、ＳＴ

Ｃの発現を強くアップレギュレートすることが報告されている。さらに、スタニ

オカルシンの構成的な発現は、ヒトおよびマウス脳における成熟ニューロンに制

限されることが報告されている（Ｚｈａｎｇら、Ａｍ  Ｊ  Ｐａｔｈｏｌ．，１

５３：４３９－４５（１９９８））。

      【０００５】

  大脳ニューロンは、組織虚血に対して大いに脆弱である。カルシウムの動員お

よびインフラックスは、虚血細胞死の主要な機構として長く考えられている（Ｓ

ｅｉｓｊｏら、Ｊ  Ｃｅｒｅｂ  Ｂｌｏｏｄ  Ｆｌｏｗ  Ｍｅｔａｂ．，１：１

５５－８５（１９８１）；Ｓｅｉｓｊｏら、Ｊ  Ｃｅｒｅｂ  Ｂｌｏｏｄ  Ｆｌ

ｏｗ  Ｍｅｔａｂ．，９：１２７－４０（１９８１）；Ｃｈｏｉら、Ｔｒｅｎｄ

ｓ  Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，１８：５８－６０（１９９５）；Ｋｒｉｓｔｉａｎら

、Ｓｔｒｏｋｅ，２９：７０５－１８（１９９８））。組織化学的な染色が、大

脳皮質および海馬の錐体細胞における、そして、小脳のプルキンエ細胞における
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、顕著なスタニオカルシン発現を明らかにした（すなわち、虚血に対して高度に

敏感であることが公知の脳ニューロン）（例えば、Ｚｈａｎｇら、Ａｍ．Ｊ．Ｐ

ａｔｈｏｌ．１５３：４３９－４４５（１９９８）およびＳｅｉｓｊｅら、Ｊ．

Ｃｅｒｅｂ．Ｂｌｏｏｄ  Ｆｌｏｗ  Ｍｅｔａｂ．１：１５５－１８５（１９８

１）を参照のこと）。

      【０００６】

  低酸素条件の有害な効果由来の損傷および／または傷害から神経細胞を保護す

る方法についての必要性がある。このような方法は、梗塞、脳卒中、および心臓

発作のような事象によってもたらされる低酸素の有害な効果を処置、予防するの

に有用である。本明細書中上記の引用文献は、このような参考文献が、本発明に

対する先行技術である承認として解釈されるべきではない。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、ヒトスタニオカルシン（ＳＴＣ）ポリヌクレオチド、ポリペプチド

、および他のスタニオカルシン組成物、ならびにそれらに基づいた新規の細胞に

関する。特定の実施形態において、本発明のスタニオカルシン組成物は、神経細

胞を処置または保護するために使用される。さらに、本発明は、ベクター、宿主

細胞、抗体、および本発明のスタニオカルシン組成物を産生するための組換えお

よび合成方法に関する。本発明のスタニオカルシン組成物の変更に関連した、疾

患、障害、損傷または傷害を検出または予後するための診断方法がまた提供され

、そして、このような疾患、障害、損傷または傷害を処置する治療方法に関する

。

      【０００８】

  （詳細な説明）

  （定義）

  以下の定義は、本明細書全体を通して使用される特定の用語の理解を容易にす

るために提供される。

      【０００９】

  本発明において、「単離された（単離した）」とは、その本来の環境（例えば
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、それが天然に存在する場合は天然の環境）から取り出された物質をいい、した

がって、その天然の状態から「人間の手によって」変更されている。例えば、単

離されたポリヌクレオチドは、ベクターまたは物質の組成物の一部であり得るか

、あるいは細胞中に含まれ得、そしてなお「単離され」得る。なぜなら、そのベ

クター、物質の組成物、または特定の細胞は、ポリヌクレオチドの本来の環境で

はないからである。用語「単離された」は、ゲノムライブラリーまたはｃＤＮＡ

ライブラリー、丸ごとの細胞全体またはｍＲＮＡ調製物、ゲノムＤＮＡ調製物（

電気泳動により分離されたものおよびブロットへのトランスファーされたものを

含む）、せん断された全細胞ゲノムＤＮＡ調製物あるいは、当該分野が本発明の

ポリヌクレオチド／配列の識別する特徴を示せない他の組成物をいわない。

      【００１０】

  本発明において、「分泌」タンパク質とは、ＥＲ、分泌小胞、または細胞外間

隙にシグナル配列の結果として指向され得るタンパク質、ならびにシグナル配列

を必ずしも含まないが細胞外間隙に放出されるタンパク質をいう。分泌タンパク

質が、細胞外間隙に放出される場合、この分泌タンパク質は、「成熟」タンパク

質を産生するために細胞外プロセシングを受け得る。細胞外間隙への放出は、エ

キソサイトーシスおよびタンパク質分解切断を含む多くの機構によって生じ得る

。

      【００１１】

  本明細書中で使用される場合、「ポリヌクレオチド」とは、配列番号１に含ま

れる核酸配列を有する分子、またはＡＴＣＣに寄託されたクローン内に含まれる

ｃＤＮＡをいう。例えば、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、５’および３

’非翻訳配列、シグナル配列を含むかもしくは含まないコード領域、分泌タンパ

ク質コード領域を含む全長ｃＤＮＡ配列のヌクレオチド配列、ならびにこの核酸

配列のフラグメント、エピトープ、ドメイン、および改変体を含み得る。さらに

、本明細書で使用される場合、スタニオカルシン「ポリペプチド」とは、広義の

場合、ポリヌクレオチドから生じた翻訳されたアミノ酸配列を有する分子をいう

。

      【００１２】
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  特定の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、長さが３００ｋｂ、

２００ｋｂ、１００ｋｂ、５０ｋｂ、１５ｋｂ、１０ｋｂ、７．５ｋｂ、５ｋｂ

、２．５ｋｂ、２．０ｋｂまたは１ｋｂ以下である。さらなる実施形態において

、本発明のポリヌクレオチドは、本明細書において開示される場合、スタニオカ

ルシンコード配列の少なくとも１５個連続するヌクレオチドを含むが、任意のス

タニオカルシンイントロンの全てまたは一部を含まない。別の実施形態において

、スタニオカルシンコード配列を含むポリヌクレオチドは、ゲノム隣接遺伝子（

すなわち、ゲノムにおける目的の遺伝子に対して５’側または３’側）のコード

配列を含まない。

      【００１３】

  本発明では、配列番号１として同定された全長スタニオカルシン配列は、しば

しば、複数のクローンに含まれる配列を重複させることによって生成された（コ

ンティグ分析）。配列番号１についての配列のすべてまたはほとんどを含む代表

的クプラスミドが、１９９４年１月２５日に、アメリカンタイプカルチャーコレ

クション（「ＡＴＣＣ」）に寄託され、そしてＡＴＣＣ受託番号７５６５２を与

えられた。ＡＴＣＣは、１０８０１  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒ

ｄ，Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ  ２０１１０－２２０９，ＵＳＡに位

置する。ＡＴＣＣ寄託は、特許手続目的のための微生物の寄託の国際的承認に関

するブダペスト条約の条項に拠って行われた。

      【００１４】

  スタニオカルシン「ポリヌクレオチド」はまた、ストリンジェントなハイブリ

ダイゼーション条件下で、配列番号１に含まれる配列、その相補体、寄託された

プラスミド内のｃＤＮＡにハイブリダイズし得るポリヌクレオチドを含む。「ス

トリンジェントなハイブリダイゼーション条件」とは、５０％ホルムアミド、５

×ＳＳＣ（７５０ｍＭ  ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭ

リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト溶液、１０％デキストランサ

ルフェート、および２０μｇ／ｍｌ変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中での４

２℃での一晩インキュベーション、続いて０．１×ＳＳＣ中で約６５℃にてフィ

ルターを洗浄することをいう。
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      【００１５】

  中程度に高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件で、スタニオ

カルシンポリヌクレオチドにハイブリダイズする核酸分子もまた意図される。ハ

イブリダイゼーションのストリンジェンシーおよびシグナル検出の変化は、主と

して、ホルムアミド濃度（より低い百分率のホルムアミドが、低下したストリン

ジェンシーを生じる）；塩条件、または温度の操作を通じて達成される。例えば

、より低いストリンジェンシー条件は、６×ＳＳＰＥ（２０×ＳＳＰＥ＝３Ｍ  

ＮａＣｌ；０．２Ｍ  ＮａＨ2ＰＯ4；０．０２Ｍ  ＥＤＴＡ、ｐＨ７．４）、０

．５％  ＳＤＳ、３０％ホルムアミド、１００μｇ／ｍｌサケ精子ブロッキング

ＤＮＡを含む溶液中、３７℃で一晩のインキュベーション；次いで１×ＳＳＰＥ

、０．１％  ＳＤＳを用いた５０℃での洗浄を含む。さらに、さらにより低いス

トリンジェンシーを達成するために、ストリンジェントなハイブリダイゼーショ

ン後に行われる洗浄は、より高い塩濃度（例えば、５×ＳＳＣ）で行われ得る。

      【００１６】

  上記の条件における変化が、ハイブリダイゼーション実験においてバックグラ

ウンドを抑制するために使用される代替的なブロッキング試薬の含有および／ま

たは置換によって達成され得ることに留意のこと。代表的なブロッキング試薬と

しては、デンハルト試薬、ＢＬＯＴＴＯ、ヘパリン、変性サケ精子ＤＮＡ、およ

び市販の特許処方物が挙げられる。特異的ブロッキング試薬の含有は、適合性の

問題に起因して、上記のハイブリダイゼーション条件の改変を必要とし得る。

      【００１７】

  もちろん、ポリＡ＋配列（例えば、配列表に示されるｃＤＮＡの任意の３’末

端ポリＡ＋領域（ｔｒａｃｔ））に、またはＴ（もしくはＵ）残基の相補的スト

レッチにのみハイブリダイズするポリヌクレオチドは、「ポリヌクレオチド」の

定義に包含されない。なぜなら、このようなポリヌクレオチドは、ポリ（Ａ）ス

トレッチまたはその相補体を含む任意の核酸分子（例えば、プライマーとしてオ

リゴｄＴを用いて生成される、事実上任意の二本鎖ｃＤＮＡクローン）にハイブ

リダイズするからである。

      【００１８】
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  スタニオカルシンポリヌクレオチドは、任意のポリリボヌクレオチドまたはポ

リデオキシリボヌクレオチドから構成され得、これは、非改変ＲＮＡもしくは非

改変ＤＮＡまたは改変ＲＮＡもしくは改変ＤＮＡであり得る。例えば、スタニオ

カルシンポリヌクレオチドは、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖

領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖および

二本鎖領域の混合物であるＲＮＡ、一本鎖、またはより代表的には二本鎖もしく

は一本鎖および二本鎖領域の混合物であり得るＤＮＡおよびＲＮＡを含むハイブ

リッド分子から構成され得る。さらに、このポリヌクレオチドは、ＲＮＡもしく

はＤＮＡまたはＲＮＡおよびＤＮＡの両方を含む、三本鎖領域から構成され得る

。ポリヌクレオチドはまた、安定性のために、または他の理由のために改変され

た、１つ以上の改変された塩基またはＤＮＡもしくはＲＮＡ骨格を含み得る。「

改変された」塩基としては、例えば、トリチル化された塩基およびイノシンのよ

うな普通でない塩基が挙げられる。種々の改変が、ＤＮＡおよびＲＮＡに対して

行われ得；したがって、「ポリヌクレオチド」は、化学的、酵素的、または代謝

的に改変された形態を含む。

      【００１９】

  スタニオカルシンポリペプチドは、ペプチド結合または改変されたペプチド結

合、すなわち、ペプチドアイソスター（ｉｓｏｓｔｅｒｅ）によって互いに連結

したアミノ酸から構成され得、そして遺伝子がコードする２０個のアミノ酸以外

のアミノ酸を含み得る。このポリペプチドは、翻訳後プロセシングのような天然

のプロセスによって、または当該技術分野で周知の化学改変技術によってのいず

れかで、改変され得る。このような改変は、基本テキスト、およびより詳細な研

究論文、ならびに多くの研究文献に十分記載される。改変は、ペプチド骨格、ア

ミノ酸側鎖、およびアミノ末端またはカルボキシル末端を含む、スタニオカルシ

ンポリペプチドのどこにでも生じ得る。同じ型の改変が、所定のスタニオカルシ

ンポリペプチド中のいくつかの部位で同じまたは種々の程度で存在し得ることが

理解される。また、所定のスタニオカルシンポリペプチドは多くの型の改変を含

み得る。スタニオカルシンポリペプチドは、例えば、ユビキチン化の結果として

分枝状であり得、そしてこれらは、分枝を含むかまたは含まない、環状であり得
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る。環状、分枝状および分枝した環状のスタニオカルシンポリペプチドは、天然

の翻訳後プロセスから生じ得るか、または合成方法によって作製され得る。改変

としては、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの

共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有

結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシトール（ｐｈｏ

ｓｐｈｏｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ）の共有結合、架橋、環化、ジスルフィド

結合形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、システインの形成、ピログルタミ

ン酸の形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー

形成、水酸化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、ペグ化（ｐｅｇｙ

ｌａｔｉｏｎ）、タンパク質分解プロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセミ

化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル化のようなタンパク質へのアミノ酸のト

ランスファーＲＮＡ媒介付加、およびユビキチン化が挙げられる。（例えば、Ｐ

ＲＯＴＥＩＮＳ－ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ  ＡＮＤ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＰＲＯＰ

ＥＲＴＩＥＳ，第２版，Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ

  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９９３）；ＰＯＳＴＴＲＡＮ

ＳＬＡＴＩＯＮＡＬ  ＣＯＶＡＬＥＮＴ  ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ  ＯＦ  Ｐ

ＲＯＴＥＩＮＳ，Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，

Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１－１２頁（１９８３）；Ｓｅｉｆｔｅｒら，Ｍｅｔｈ  Ｅ

ｎｚｙｍｏｌ  １８２：６２６－６４６（１９９０）；Ｒａｔｔａｎら，Ａｎｎ

  ＮＹ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ６６３：４８－６２（１９９２）を参照のこと）。

      【００２０】

  「配列番号１」とは、スタニオカルシンポリヌクレオチド配列をいうが、「配

列番号２」とは、スタニオカルシンポリペプチド配列をいう。

      【００２１】

  「生物学的活性を有する」スタニオカルシンポリペプチドとは、特定の生物学

的アッセイで測定した場合、用量依存性を伴なっても伴なわなくても、スタニオ

カルシンポリペプチド（成熟形態を含む）の活性（例えば、低酸素症に関連する

損傷からニューロン細胞を保護する能力）と類似であるが、必ずしも同一ではな

い活性を示すポリペプチドをいう。用量依存性が存在する場合、スタニオカルシ
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ンポリペプチドの用量依存性と同一である必要はないが、むしろスタニオカルシ

ンポリペプチドと比較した場合に、所定の活性における用量依存性に実質的に類

似する（すなわち、候補ポリペプチドは、スタニオカルシンポリペプチドと比較

して、より大きな活性を示すか、または約１／２５以上、そして好ましくは約１

／１０以上の活性、そして最も好ましくは約１／３以上の活性を示す）。

      【００２２】

  （スタニオカルシンポリヌクレオチドおよびポリペプチド）

  プラスミドＨＬＦＢＥ１０をヒト初期肺ｃＤＮＡライブラリーから単離した。

このプラスミドは、配列番号２として同定されるコード領域全体を含む。寄託さ

れたプラスミドは、総数約１２８３ヌクレオチドを有するｃＤＮＡを含み、これ

は、２４７アミノ酸残基の推定オープンリーディングフレームをコードする（図

１を参照のこと）。このオープンリーディングフレームは、ヌクレオチド位置４

５に位置するＮ末端メチオニンで始まり、ヌクレオチド位置７８８の終止コドン

で終わる。このスタニオカルシンタンパク質の推定分子量は、約２．６ｋＤａで

あるべきである。

      【００２３】

  引き続くノーザン分析はまた、胸腺および骨髄からの血清細胞におけるスタニ

オカルシン発現を示した。ＢＬＡＳＴ分析を使用して、配列番号２が、Ａｎｇｕ

ｉｌｌａ  ａｕｓｔｒａｌｉｓからのスタニオカルシンに相同的であることが、

最初に見出された。

      【００２４】

  配列番号１として同定されるスタニオカルシンヌクレオチド配列を、寄託され

たプラスミドから得られる、部分的に相同な（「重複する」）配列から構築され

た。重複する配列は、高い冗長性の単一の連続した配列に構築され、配列番号１

として同定される最終的な配列を得た。

      【００２５】

  従って、配列番号１および翻訳される配列番号２は、十分に正確であり、そし

てそうでなければ、当該分野において周知でありかつ以下でさらに記載される種

々の使用に適切である。例えば、配列番号１は、配列番号１において含まれる核
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酸配列または寄託されたプラスミドに含まれるｃＤＮＡを検出する核酸ハイブリ

ダイゼーションプローブを設計するために有用である。これらのプローブはまた

、生物学的サンプル中の核酸分子にハイブリダイズし、それによって本発明の種

々の法医学の方法、および診断の方法を可能にする。同様に、配列番号２から同

定されるポリぺプチドは、スタニオカルシンに特異的に結合する抗体を生成する

ために使用され得る。

      【００２６】

  それにもかかわらず、配列決定反応によって生じるＤＮＡ配列は、配列決定の

エラーを含み得る。エラーは、誤って同定されたヌクレオチドとして、または生

じたＤＮＡ配列におけるヌクレオチドの挿入または欠失として存在する。誤って

挿入されたか、または欠失されたヌクレオチドは、推定アミノ酸配列のリーディ

ングフレームにおいてフレームシフトを引き起こす。これらの場合において、生

じたＤＮＡ配列は、実際のＤＮＡ配列と９９．９％（例えば、１０００塩基を超

えるオープンリーディングフレームにおける１塩基の挿入または欠失）を超えて

同一であり得るにもかかわらず、推定アミノ酸配列は、実際のアミノ酸配列とは

異なる。

      【００２７】

  従って、ヌクレオチド配列またはアミノ酸配列における正確さを必要とするこ

れらの適用のために、本発明は、配列番号１として同定された作製されたヌクレ

オチド配列、および配列番号２として同定された推定の翻訳されたアミノ酸配列

のみではなく、表１において記載されるような、ＡＴＣＣに寄託されたスタニオ

カルシンのヒトｃＤＮＡを含むプラスミドＤＮＡのサンプルもまた提供する。寄

託されたスタニオカルシンプラスミドのヌクレオチド配列は、公知の方法に従っ

て寄託されたプラスミドの配列決定により容易に決定され得る。次いで、推定ス

タニオカルシンアミノ酸配列は、このような寄託物から証明され得る。さらに、

寄託されたプラスミドによりコードされるタンパク質のアミノ酸配列はまた、ペ

プチド配列決定により、または寄託されたヒトスタニオカルシンｃＤＮＡを含む

適切な宿主細胞中でタンパク質を発現し、このタンパク質を収集し、そしてその

配列を決定することにより、直接的に決定され得る。
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      【００２８】

  本発明はまた、配列番号１、配列番号２、および／または寄託されたプラスミ

ドに対応するスタニオカルシン遺伝子に関する。このスタニオカルシン遺伝子は

、本明細書中に開示される配列情報を使用して、公知の方法に従って単離され得

る。このような方法は、開示された配列からプローブまたはプライマーを調製す

る工程、およびゲノム物質の適切な供給源からスタニオカルシン遺伝子を同定ま

たは増幅する工程を包含する。

      【００２９】

  スタニオカルシンの種ホモログもまた、本発明において提供される。種ホモロ

グは、本明細書中に提供される適切なプローブまたはプライマーを作製し、そし

て所望のホモログについての適切な拡散供給源をスクリーニングすることによっ

て単離および同定され得る。

      【００３０】

  スタニオカルシンポリペプチドは、任意の適切な様式で調製され得る。そのよ

うなポリペプチドとしては、単離された天然に存在するポリペプチド、組換え的

に生成されたポリペプチド、合成的に生成されたポリペプチド、またはこれらの

方法の組み合わせによって生成されたポリペプチドが挙げられる。このようなポ

リペプチドを調製するための手段は、当該分野において十分に理解されている。

      【００３１】

  スタニオカルシンポリペプチドは、分泌タンパク質の形態（成熟形態を含む）

であり得るか、またはより大きなタンパク質（例えば、融合タンパク質）の一部

であり得る（下記を参照のこと）。分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、精

製において補助する配列（例えば、多重のヒスチジン残基）、または組換え生成

の間の安定性のためのさらなる配列を含むさらなるアミノ酸配列を含むことは、

しばしば有利である。

      【００３２】

  本発明の方法に従って使用され得るスタニオカルシンポリペプチドおよびポリ

ヌクレオチド（ならびにそのアゴニストまたはアンタゴニスト）は、米国特許第

５，８３７，４９８号および同第５，８７７，２９０号（これらの内容は、本明
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細書中で、その全体が参考として援用される）にさらに記載される。

      【００３３】

  スタニオカルシンポリペプチドは、好ましくは単離された形態で提供され、そ

して好ましくは実質的に精製される。スタニオカルシンポリペプチドの組換え的

に生成されたバージョン（分泌ポリペプチドを含む）は、本明細書中で記載され

る技術か、または当該分野で別の公知の技術を使用して（例えば、Ｓｍｉｔｈお

よびＪｏｈｎｓｏｎ（Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０（１９８８））により記載さ

れる１工程方法によって）、実質的に精製され得る。スタニオカルシンポリペプ

チドはまた、本明細書中で記載される技術、または当該分野における他の周知の

方法を使用して（例えば、当該分野で周知の方法でスタニオカルシンタンパク質

に対して惹起された本発明の抗体を使用することによって）、天然の供給源また

は組換え供給源から精製され得る。

      【００３４】

  （ポリヌクレオチドおよびポリペプチド改変体）

  「改変体」とは、本発明のスタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプ

チドとは異なるがそれらの特性は保持している、ポリヌクレオチドまたはポリペ

プチドをいう。一般的に、改変体は全体的に非常に類似しており、そして、多く

の領域において、本発明のスタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチ

ドと同一である。

      【００３５】

  本発明の参照ヌクレオチド配列に、例えば、少なくとも９５％「同一」である

ヌクレオチド配列を有する核酸とは、そのヌクレオチド配列が、スタニオカルシ

ンポリペプチドをコードする参照ヌクレオチド配列の各１００ヌクレオチドあた

り５つまでの点変異を含み得ることを除いて、その核酸のヌクレオチド配列が、

参照配列に対して同一であることを意図する。換言すれば、参照ヌクレオチド配

列に対して少なくとも９５％同一のヌクレオチド配列を有する核酸を得るために

、その参照配列のヌクレオチドの５％までが、欠失され得るか、または別のヌク

レオチドで置換され得るか、あるいは、その参照配列中の総ヌクレオチドの５％

までの数のヌクレオチドが、その参照配列に挿入され得る。問合せ配列は、配列
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癌号１の全体配列（ＯＲＦ（オープンリーディングフレーム））、または本明細

書中で記載されるような特定の任意のフラグメントであり得る。

      【００３６】

  任意の特定の核酸分子またはポリペプチドが本発明のヌクレオチド配列に少な

くとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるか否

かは、公知のコンピュータープログラムを用いて慣習的に決定され得る。問い合

わせ配列（本発明の配列）と対象配列との間の最適な全長の適合を決定するため

の好ましい方法はまた、全体的な配列整列と呼ばれ、Ｂｒｕｔｌａｇらのアルゴ

リズム（Ｃｏｍｐ．Ａｐｐ．Ｂｉｏｓｃｉ．（１９９０）６：２３７～２４５）

に基づくＦＡＳＴＤＢコンピュータープログラムを使用して決定され得る。配列

整列において、この問い合わせ配列および対象配列は両方ともＤＮＡ配列である

。ＲＮＡ配列は、ＵをＴに変換することによって比較され得る。上記の全体的な

配列整列の結果は、同一性％である。同一性％を計算するためのＤＮＡ配列のＦ

ＡＳＴＤＢ整列において使用される好ましいパラメーターは、以下である：Ｍａ

ｔｒｉｘ＝Ｕｎｉｔａｒｙ、ｋ－ｔｕｐｌｅ＝４、Ｍｉｓｍａｔｃｈ  Ｐｅｎａ

ｌｔｙ＝１、Ｊｏｉｎｉｎｇ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝３０、Ｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉ

ｏｎ  Ｇｒｏｕｐ  Ｌｅｎｇｔｈ＝０、Ｃｕｔｏｆｆ  Ｓｃｏｒｅ＝１、Ｇａｐ

  Ｐｅｎａｌｔｙ＝５、Ｇａｐ  Ｓｉｚｅ  Ｐｅｎａｌｔｙ  ０．０５、Ｗｉｎ

ｄｏｗ  Ｓｉｚｅ＝５００または対象ヌクレオチド配列の長さのいずれか短い方

。

      【００３７】

  対象配列が、内部欠失のためではなく、５’または３’欠失のために問い合わ

せ配列よりも短い場合、手動の補正が、その結果に対してなされなければならな

い。これは、ＦＡＳＴＤＢプログラムが、同一性％を計算する場合に、対象配列

の５’および３’短縮化を計算しないためである。５’または３’末端で短縮化

された対象配列について、問い合わせ配列と比較して、同一性％は、一致／整列

しない対象配列の５’および３’にある、問い合わせ配列の塩基の数を、問い合

わせ配列の総塩基のパーセントとして計算することによって補正される。ヌクレ

オチドが一致／整列されるか否かは、ＦＡＳＴＤＢ配列整列化の結果によって決
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定される。次いで、このパーセンテージは、同一性％から減算され、特定のパラ

メーターを使用して上記のＦＡＳＴＤＢプログラムによって計算されて、最終的

な同一性％スコアに到達する。この補正されたスコアは、本発明の目的のために

使用されるものである。ＦＡＳＴＤＢ整列化によって示されるように、対象配列

の５’および３’塩基の外側の塩基（これは、問い合わせ配列に一致／整列され

ない）のみが、同一性％スコアを手動で調整する目的のために計算される。

      【００３８】

  例えば、９０塩基の対象配列が、同一性％を決定するために、１００塩基の問

い合わせ配列に対して整列される。欠失は、対象配列の５’末端で起こり、従っ

て、ＦＡＳＴＤＢ整列化は、５’末端において最初の１０塩基の一致／整列を示

さない。１０個の不対塩基は、配列の１０％（５’および３’末端の一致しない

塩基数／問い合わせ配列における塩基の総数）を表し、従って、１０％は、ＦＡ

ＳＴＤＢプログラムによって計算された同一性％スコアから減数される。残りの

９０塩基が完全に一致した場合、最終的な同一性％は、９０％である。別の例に

おいて、９０塩基の対象配列が、１００塩基の問い合わせ配列と比較される。こ

のとき、問い合わせ配列と一致／整列しない対象配列の５’または３’に塩基が

ないので、欠失は内部の欠失である。この場合、ＦＡＳＴＤＢによって計算され

た同一性％は、手動で補正されない。再度、問い合わせ配列に一致／整列されな

い対象配列の５’および３’の塩基のみが、手動で補正される。どんな他の手動

補正も、本発明の目的のためになされない。

      【００３９】

  本発明の問い合わせアミノ酸配列に少なくとも、例えば９５％「同一」である

アミノ酸配列を有するポリヌクレオチドとは、対象ポリペプチド配列が問い合わ

せアミノ酸配列のそれぞれの１００アミノ酸あたり５つまでのアミノ酸変化を含

み得ることを除けば、対象ポリペプチドのアミノ酸配列が、問い合わせ配列に同

一であることを意図する。言い換えれば、問い合わせアミノ酸配列に少なくとも

９５％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを得るためには、対象配列

においてアミノ酸残基の５％までが挿入、欠失、（消去）または別のアミノ酸で

置換され得る。これらの参照配列の変化は、参照配列の残基中に個々にか、また
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は参照配列内の１つ以上の連続基においてかのいずれかで散在する、参照アミノ

酸配列のアミノ末端もしくはカルボキシ末端の位置で、またはそれらの末端位置

の間のいずれでも生じ得る。

      【００４０】

  実際問題として、任意の特定のポリペプチドが、例えば、配列番号２に示され

るアミノ酸配列に、または寄託されたＤＮＡプラスミドによりコードされるアミ

ノ酸配列に少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％

同一であるか否かは、公知のコンピュータープログラムを用いて慣習的に決定さ

れ得る。問い合わせ配列（本発明の配列）と対象配列との間の最適な全長の適合

を決定するための好ましい方法はまた、全体的な配列整列と呼ばれ、Ｂｒｕｔｌ

ａｇらのアルゴリズム（Ｃｏｍｐ．Ａｐｐ．Ｂｉｏｓｃｉ．（１９９０）６：２

３７～２４５）に基づくＦＡＳＴＤＢコンピュータープログラムを使用して決定

され得る。配列整列において、この問い合わせ配列および対象配列は、両方とも

ヌクレオチド配列であるかまたは両方ともアミノ酸配列であるかのいずれかであ

る。上記の全体的な配列整列の結果は、同一性％である。ＦＡＳＴＤＢアミノ酸

整列において使用される好ましいパラメーターは、以下である：Ｍａｔｒｉｘ＝

ＰＡＭ  ０、ｋ－ｔｕｐｌｅ＝２、Ｍｉｓｍａｔｃｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝１、Ｊ

ｏｉｎｉｎｇ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝２０、Ｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ  Ｇｒｏｕ

ｐ  Ｌｅｎｇｔｈ＝０、Ｃｕｔｏｆｆ  Ｓｃｏｒｅ＝１、Ｗｉｎｄｏｗ  Ｓｉｚ

ｅ＝配列長、Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ＝５、Ｇａｐ  Ｓｉｚｅ  Ｐｅｎａｌｔｙ

＝０．０５、Ｗｉｎｄｏｗ  Ｓｉｚｅ＝５００または対象アミノ酸配列の長さの

いずれか短い方。

      【００４１】

  対象配列が、内部欠失ではなくＮまたはＣ末端欠失のために、問い合わせ配列

より短い場合、手動補正が結果に対してなされるべきである。これは、ＦＡＳＴ

ＤＢプログラムが全同一性％を算出する際、対象配列のＮ末端およびＣ末端切断

を考慮しないためである。Ｎ末端およびＣ末端で切断される対象配列について、

問い合わせ配列に比べ、同一性％は、対象配列のＮ末端およびＣ末端である問い

合わせ配列の残基（対応する対象残基と一致／整列しない）の数を、問い合わせ
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配列の全塩基のパーセントとして算出することによって補正される。残基が一致

／整列するか否かは、ＦＡＳＴＤＢ配列アライメントの結果によって決定される

。次いでこのパーセンテージを、同一性％から減算し、特定のパラメーターを使

用して上記ＦＡＳＴＤＢプログラムによって算出し、最終的な同一性％スコアを

求める。この最終的な同一性％スコアは、本発明の目的のために使用されるもの

である。対象配列のＮ末端およびＣ末端に対する残基（これは、問い合わせ配列

と一致／整列されない）のみを、同一性％スコアの手動調節の目的とみなす。す

なわち、問い合わせ残基のみが対象配列の最も遠いＮ末端およびＣ末端残基の外

側に位置する。

      【００４２】

  例えば、９０アミノ酸残基対象配列は、同一性％を決定する１００残基の問い

合わせ配列と整列される。対象配列のＮ末端で欠失が生じると、それによってＦ

ＡＳＴＤＢアライメントは、Ｎ末端で最初の１０残基の一致／整列を示さない。

１０の対でない残基は、配列の１０％（一致しないＮ末端およびＣ末端の残基の

数／問い合わせ配列中の残基の総数）を表わす。そのため、ＦＡＳＴＤＢプログ

ラムより算出される同一性％スコアから１０％を減算する。残りの９０残基が完

全に一致する場合、最終的な同一性％は、９０％になる。別の例では、９０残基

の対象配列は、１００残基の問い合わせ配列と比較される。この場合、欠失は内

部欠失であり、問い合わせと一致／整列しない対象配列のＮ末端またはＣ末端で

残基は存在しない。この場合、ＦＡＳＴＤＢによって算出される同一性％は、手

動で補正されない。もう一度、対象配列のＮ末端およびＣ末端の外側に位置する

残基（問い合わせ配列と一致／整列しない）のみが、ＦＡＳＴＤＢアライメント

に提示されるように、手動で補正される。他の手動補正は、本発明の目的のため

には行われない。

      【００４３】

  スタニオカルシン改変体は、コード領域、非コード領域または両方における変

化を含み得る。特に好ましいのは、サイレントな置換、付加または欠失を生じる

がコードされるポリペプチドの特性または活性は変えない変化を含むポリヌクレ

オチド改変体である。遺伝コードの縮重によるサイレントな置換により産生され
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るヌクレオチドの改変体が好ましい。さらに５～１０、１～５または１～２のア

ミノ酸が任意の組み合わせで置換、欠失または付加される改変体もまた好ましい

。スタニオカルシンのポリヌクレオチド改変体は、種々の理由、例えば、特定の

宿主に対するコドン発現を最適化する（ヒトｍＲＮＡにおけるコドンをＥ．ｃｏ

ｌｉのような細菌宿主により好まれるコドンに変える）ために産生され得る。

      【００４４】

  天然に存在するスタニオカルシン改変体は、「対立遺伝子改変体」と呼ばれ、

そして生物体の染色体上の所定の遺伝子座を占める遺伝子のいくつかの代替形態

の１つをいう。（Ｇｅｎｅｓ  ＩＩ、Ｌｅｗｉｎ、Ｂ．，編，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌ

ｅｙおよびＳｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８５）。）これらの対立遺伝子改

変体は、ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドレベルのいずれかで変化

し得る。あるいは、天然に存在しない改変体は、変異誘発性の技術によりまたは

直接の合成により産生され得る。

      【００４５】

  タンパク質工学および組換えＤＮＡ技術の公知の方法を用いて、改変体は、ス

タニオカルシンポリペプチドの特徴を改善または変化するように作製され得る。

例えば、１つ以上のアミノ酸は、生物学的機能の実質的に損失することなく、分

泌タンパク質のＮ末端またはＣ末端から欠失され得る。Ｒｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ

．Ｃｈｅｍ．、２６８：２９８４～２９８８（１９９３）の著者らは、３個、８

個または２７個のアミノ末端のアミノ酸残基を失った後でさえ、ヘパリン結合活

性を有する改変体ＫＧＦタンパク質を報告している。同様に、インターフェロン

γは、このタンパク質のカルボキシ末端から８～１０アミノ酸残基を欠失させた

後に１０倍まで高い活性を示す（Ｄｏｂｅｌｉら、Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ  ７：１９９～２１６（１９８８））。

      【００４６】

  さらに、改変体が、しばしば天然に存在するタンパク質の活性と同様の生物学

的活性を保持することを豊富な証拠が実証する。例えば、Ｇａｙｌｅおよび共同

研究者ら（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：２２１０５～２２１１１（１９９

３））は、ヒトサイトカインＩＬ－１ａの大規模な変異性分析を実施した。彼ら
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は、ランダム変異誘発を用い、３，５００を超える個々のＩＬ－１ａ変異体を作

製した。この変異体は、分子の全長にわたって１変異体あたり平均して２．５の

アミノ酸が変化していた。複数の変異体が、可能性のあるあらゆるアミノ酸位置

で試験された。研究者らは、「［ほとんど］の分子が［結合または生物学的活性

］のいずれへの影響もわずかなまま変化され得る」ことを見出した。（要約を参

照のこと）実際、試験された３，５００を超えるヌクレオチド配列のうちわずか

２３の特有のアミノ酸配列が、野生型と活性の有意に異なるタンパク質を産生し

た。

      【００４７】

  さらに、ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端からの１つ以上のアミノ酸の欠失

が、１つ以上の生物学的機能の改変または損失を生じる場合でさえ、他の生物学

的活性はなお維持され得る。例えば、分泌形態を認識する抗体を誘発そして／ま

たは抗体に結合する欠失改変体の能力は、分泌型形態の大部分より少ない残基が

Ｎ末端またはＣ末端から除去される場合、維持されるようである。タンパク質の

Ｎ末端残基またはＣ末端残基を欠く特定のポリペプチドが、このような免疫原性

活性を維持するか否かは、本明細書に記載される慣用的な方法および当該分野で

公知の別の方法により容易に決定され得る。

      【００４８】

  従って、本発明はさらに、実質的な生物学的活性を示すスタニオカルシンポリ

ペプチド改変体を含む。このような改変体は、当該分野で公知である一般的な規

則に従って、活性にほとんど影響しないように選択される欠失、挿入、反転、反

復、および置換を含む。

      【００４９】

  本出願は、本明細書中に開示される核酸配列に対して、それらがスタニオカル

シン活性を有するポリペプチドをコードするか否かに関係なく、少なくとも９０

％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である核酸分子（例え

ば、配列番号２のｍ－ｎとして以下に開示されるＮおよび／またはＣ末端欠失の

アミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする）に関する。なぜならば、これ

は、特定の核酸分子がスタニオカルシン活性を有するポリペプチドをコードしな
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い場合ですら、当業者はどのようにこの核酸分子を使用するか（例えば、ハイブ

リダイゼーションプローブとしてまたはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライ

マーとして）をなお知っているからである。スタニオカルシン活性を有するポリ

ペプチドをコードしない本発明の核酸分子の使用としては、特に、（１）ｃＤＮ

Ａライブラリー中のスタニオカルシン遺伝子またはその対立遺伝子改変体を単離

すること；（２）Ｖｅｒｍａら、Ｈｕｍａｎ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ：Ａ  Ｍ

ａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｂａｓｉｃ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８８）に記載されるような、スタニオカルシ

ン遺伝子の正確な染色体位置を提供するための、分裂中期染色体スプレッド（ｍ

ｅｔａｐｈａｓｅ  ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ  ｓｐｒｅａｄ）に対するインサイ

チュハイブリダイゼーション（例えば、ＦＩＳＨ）；および（３）特定の組織に

おけるスタニオカルシンｍＲＮＡ発現を検出するためのノーザンブロット分析が

挙げられる。

      【００５０】

  しかし、本明細書中に開示される核酸配列に対して、少なくとも９０％、９５

％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である配列を有する核酸分子が

好ましく、これは、実際に、スタニオカルシンタンパク質活性を有するポリペプ

チドをコードする。「スタニオカルシン機能活性を有するポリペプチド」によっ

て、例えば、特定の免疫アッセイまたは生物学的アッセイにおいて測定されるよ

うに、本発明のスタニオカルシンタンパク質（例えば、完全（全長））の活性に

対して、類似しているが必ずしも同一ではない活性を示すポリペプチドが意図さ

れる。例えば、スタニオカルシン機能活性は、スタニオカルシンポリペプチドが

スタニオカルシンリガンドに結合する能力を決定することによって慣用的に測定

され得る。スタニオカルシン機能活性はまた、ポリペプチド（細胞表面上に存在

しないかまたは発現される同族リガンド）の、そのポリペプチドを発現する細胞

を誘導する能力を決定することによって測定され得る。

      【００５１】

  もちろん、遺伝暗号の縮重のために、当業者は、寄託されたｃＤＮＡの核酸配

列に対して、図１（配列番号１）に示される核酸配列に対して、またはそのフラ
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グメントに対して、少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、また

は９９％同一である配列を有する多くの核酸分子が、「スタニオカルシン機能活

性を有する」ポリペプチドをコードすることを、ただちに認識する。実際、これ

らのヌクレオチド配列縮重改変体は、それぞれ、すべて同じポリペプチドをコー

ドするため、これは、上記の比較アッセイを行わなくても、当業者には明らかで

ある。当該分野においては、適切な数もまた、それぞれ、スタニオカルシンタン

パク質活性のいずれかを有するポリペプチドをコードすることが、このような縮

重改変体ではない核酸分子についてさらに認識される。なぜならばこれは、当業

者が、十分に、さらに下記の通り、タンパク質の機能に有意に影響しそうにない

か、または影響しそうにないかのいずれかであるアミノ酸の置換（例えば、ある

脂肪族アミノ酸を第二の脂肪族アミノ酸と置換すること）に気づいているからで

ある。

      【００５２】

  例えば、表現型的にサイレントなアミノ酸置換を作製する方法に関する指針は

、Ｂｏｗｉｅら、「Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ  ｔｈｅ  Ｍｅｓｓａｇｅ  ｉｎ  

Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ：Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ  ｔｏ  Ａｍｉｎｏ

  Ａｃｉｄ  Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４７：１３０

６－１３１０（１９９０）において提供され、ここで、著者らは、変化に対する

アミノ酸配列の寛容性を研究するための２つの主要なストラテジーがあることを

指摘する。

      【００５３】

  第１のストラテジーは、進化の過程の間の天然の選択によるアミノ酸置換の寛

容性を利用する。異なる種におけるアミノ酸配列を比較して、保存されるアミノ

酸が同定され得る。これらの保存されるアミノ酸は、タンパク質の機能について

重要であるようである。対照的に、置換が天然の選別によって寛容されたアミノ

酸の位置は、これらの位置がタンパク質の機能に重要ではないことを示す。従っ

て、アミノ酸置換を寛容する位置は改変され得るが、タンパク質の生物学的活性

をなおも維持する。

      【００５４】
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  第２のストラテジーは、タンパク質機能に重要な領域を同定するために、クロ

ーン化された遺伝子の特定の位置でアミノ酸変化を導入するための遺伝子工学を

使用する。例えば、部位特異的変異誘発またはアラニンスキャニング変異誘発（

分子中の各残基で１つずつのアラニン変異の導入）が、使用され得る。（Ｃｕｎ

ｎｉｎｇｈａｍおよびＷｅｌｌｓ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１０８１－１０８

５（１９８９））。次いで、得られた変異分子は生物学的活性について試験され

得る。

      【００５５】

  著者らが言及するように、これらの２つのストラテジーは、タンパク質がアミ

ノ酸置換に驚くほど寛容であることを明らかにした。著者らはさらに、どのアミ

ノ酸変化が、タンパク質中の特定のアミノ酸位置で許容されるようであるかを示

す。例えば、最も埋もれている（タンパク質の三次構造内の）アミノ酸残基は、

非極性側鎖を必要とするが、表面側鎖の特徴は、一般にほとんど保存されない。

さらに、寛容される保存的なアミノ酸置換は、脂肪族または疎水性アミノ酸のＡ

ｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、およびＩｌｅの置換；水酸基残基のＳｅｒおよびＴｈｒ

の置換；酸性残基のＡｓｐおよびＧｌｕの置換；アミド残基のＡｓｎおよびＧｌ

ｎの置換、塩基性残基のＬｙｓ、Ａｒｇ、およびＨｉｓの置換；芳香族残基のＰ

ｈｅ、Ｔｙｒ、およびＴｒｐの置換、ならびに小さなサイズのアミノ酸のＡｌａ

、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｍｅｔ、およびＧｌｙの置換を含む。

      【００５６】

  例えば、スタニオカルシン（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ）のアミノ酸レベル

での部位特異的変化は、特定のアミノ酸を保存的アミノ酸で置換することによっ

てなされ得る。好ましい保存的変異としては、以下が挙げられる：Ａ、Ｇ、Ｉ、

Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＶで置換されたＭ１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで

置換されたＬ２；Ｎで置換されたＱ３；Ｑで置換されたＮ４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、

Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ５；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換

されたＡ６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ７；Ａ、Ｇ、Ｉ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶ

で置換されたＬ９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１０；Ａ
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、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、またはＭで置換されたＶ１２；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換され

たＩ１３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１４；Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ１５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、または

Ｖで置換されたＳ１６；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ１７

；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１８；Ｋ、またはＲで置換

されたＨ１９；Ｄで置換されたＥ２０；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置

換されたＡ２１；Ｄで置換されたＥ２２；Ｎで置換されたＱ２３；Ｑで置換され

たＮ２４；Ｅで置換されたＤ２５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換さ

れたＳ２６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ２７；Ａ、Ｇ、

Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ２８；Ｈ、またはＫで置換されたＲ３

０；Ｈ、またはＲで置換されたＫ３１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置

換されたＳ３２；Ｈ、またはＫで置換されたＲ３３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、

またはＭで置換されたＶ３４；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換された

Ａ３５；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ３６；Ｎで置換され

たＱ３７；Ｑで置換されたＮ３８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換さ

れたＳ３９；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ４０；Ｄで置換

されたＥ４１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ４２；Ａ、Ｇ

、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ４３；Ｈ、またはＫで置換されたＲ

４４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ４６；Ｑで置換された

Ｎ４７；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ４８；Ｇ、Ｉ、Ｌ、

Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ４９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶ

で置換されたＬ５０；Ｎで置換されたＱ５１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、または

Ｍで置換されたＶ５２；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＧ５３

；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＧ５５；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、またはＶで置換されたＡ５６；Ｗ、またはＹで置換されたＦ５７；Ｇ、Ｉ

、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ５８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、ま

たはＶで置換されたＬ６０；Ｄで置換されたＥ６１；Ｑで置換されたＮ６２；Ａ

、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ６３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ
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、またはＶで置換されたＴ６４；Ｅで置換されたＤ６６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、

Ｍ、またはＶで置換されたＴ６７；Ｅで置換されたＤ６８；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、またはＶで置換されたＧ６９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＶで置換

されたＭ７０；Ｆ、またはＷで置換されたＹ７１；Ｅで置換されたＤ７２；Ａ、

Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＩ７３；Ｈ、またはＲで置換された

Ｋ７５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ７６；Ｗ、またはＹ

で置換されたＦ７７；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ７８；

Ｆ、またはＷで置換されたＹ７９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換さ

れたＳ８０；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ８１；Ｇ、Ｉ、

Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ８２；Ｈ、またはＲで置換されたＫ８

３；Ｗ、またはＹで置換されたＦ８４；Ｅで置換されたＤ８５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ８６；Ｎで置換されたＱ８７；Ａ、Ｉ、Ｌ、

Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＧ８８；Ｈ、またはＲで置換されたＫ８９；

Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ９０；Ｗ、またはＹで置換さ

れたＦ９１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ９２；Ｈ、また

はＲで置換されたＫ９３；Ｄで置換されたＥ９４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、ま

たはＶで置換されたＳ９５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ

９６；Ｈ、またはＲで置換されたＫ９７；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで

置換されたＩ９９；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ１００；

Ｑで置換されたＮ１０１；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＧ１

０２；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１０３；Ａ、Ｇ、Ｉ、

Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１０４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、または

Ｖで置換されたＳ１０５；Ｈ、またはＲで置換されたＫ１０６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１０７；Ｗ、またはＹで置換されたＦ１０８

；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１０９；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、

Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ１１０；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで

置換されたＩ１１１；Ｈ、またはＫで置換されたＲ１１２；Ｈ、またはＫで置換

されたＲ１１３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１１５；Ａ

、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１１６；Ｗ、またはＹで置換さ
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れたＦ１１７；Ｎで置換されたＱ１１８；Ｈ、またはＫで置換されたＲ１１９；

Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＶで置換されたＭ１２０；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、またはＶで置換されたＩ１２１；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置

換されたＡ１２２；Ｄで置換されたＥ１２３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、または

Ｍで置換されたＶ１２４；Ｎで置換されたＱ１２５；Ｄで置換されたＥ１２６；

Ｄで置換されたＥ１２７；Ｆ、またはＷで置換されたＹ１２９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１３０；Ｈ、またはＲで置換されたＫ１３１

；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１３２；Ｑで置換されたＮ

１３３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１３４；Ａ、Ｇ、Ｉ

、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１３６；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、また

はＶで置換されたＩ１３７；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ

１３８；Ｈ、またはＲで置換されたＫ１３９；Ｈ、またはＫで置換されたＲ１４

０；Ｑで置換されたＮ１４１；Ｄで置換されたＥ１４３；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、

Ｍ、またはＶで置換されたＡ１４４；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換

されたＩ１４５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１４６；Ｄ

で置換されたＥ１４７；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１４

８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１４９；Ｎで置換された

Ｑ１５０；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１５１；Ｑで置換

されたＮ１５３；Ｋ、またはＲで置換されたＨ１５４；Ｗ、またはＹで置換され

たＦ１５５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１５６；Ｑで置

換されたＮ１５７；Ｈ、またはＫで置換されたＲ１５８；Ｆ、またはＷで置換さ

れたＹ１５９；Ｆ、またはＷで置換されたＹ１６０；Ｑで置換されたＮ１６１；

Ｈ、またはＫで置換されたＲ１６２；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換

されたＬ１６３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１６４；Ｈ

、またはＫで置換されたＲ１６５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換さ

れたＳ１６６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１６７；Ａ、

Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１６８；Ｄで置換されたＥ１６９

；Ｅで置換されたＤ１７１；Ｄで置換されたＥ１７２；Ｅで置換されたＤ１７３

；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１７４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、
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Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ１７５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで

置換されたＳ１７６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１７７

；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＩ１７８；Ｈ、またはＫで置

換されたＲ１７９；Ｅで置換されたＤ１８０；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、または

Ｖで置換されたＳ１８１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１

８２；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＶで置換されたＭ１８３；Ｄで置換され

たＥ１８４；Ｈ、またはＲで置換されたＫ１８５；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、ま

たはＶで置換されたＩ１８６；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換された

Ｇ１８７；Ｑで置換されたＮ１８９；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＶで置換

されたＭ１９０；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ１９１；Ａ

、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ１９２；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、

Ｍ、またはＶで置換されたＬ１９３；Ｗ、またはＹで置換されたＦ１９４；Ｋ、

またはＲで置換されたＨ１９５；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換され

たＩ１９６；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ１９７；Ｎで置

換されたＱ１９８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ１９９；

Ｅで置換されたＤ２００；Ｋ、またはＲで置換されたＨ２０１；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ２０３；Ｎで置換されたＱ２０４；Ａ、Ｇ、

Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ２０５；Ｋ、またはＲで置換されたＨ

２０６；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２０８；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、または

Ｖで置換されたＡ２０９；Ｅで置換されたＤ２１０；Ｗ、またはＹで置換された

Ｆ２１１；Ｑで置換されたＮ２１２；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２１３；Ｈ、

またはＫで置換されたＲ２１４；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２１５；Ａ、Ｇ、

Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ２１６；Ｑで置換されたＮ２１７；Ｄ

で置換されたＥ２１８；Ｎで置換されたＱ２２０；Ｈ、またはＲで置換されたＫ

２２１；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ２２２；Ｈ、または

Ｒで置換されたＫ２２３；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、またはＭで置換されたＶ２

２４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ２２５；Ａ、Ｇ、Ｉ、

Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＬ２２６；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２２

７；Ｑで置換されたＮ２２８；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換された
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Ｌ２２９；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２３０；Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、また

はＶで置換されたＧ２３１；Ｄで置換されたＥ２３２；Ｄで置換されたＥ２３３

；Ｅで置換されたＤ２３４；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ

２３５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ２３７；Ｋ、または

Ｒで置換されたＨ２３８；Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＩ２

３９；Ｈ、またはＲで置換されたＫ２４０；Ｈ、またはＫで置換されたＲ２４１

；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｍ、またはＶで置換されたＴ２４２；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、

Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ２４３；Ｋ、またはＲで置換されたＨ２４４；

Ｄで置換されたＥ２４５；Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＳ２

４６；Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、またはＶで置換されたＡ２４７。

      【００５７】

  得られる構築物は、本明細書の全体に記載され、そして当該分野で公知の活性

または機能について、慣行的にスクリーニングされ得る。好ましくは、得られる

構築物は、増大したスタニオカルシン活性または機能を有するが、残ったスタニ

オカルシン活性または機能は維持される。より好ましくは、得られる構築物は、

１より多くの増大したスタニオカルシン活性または機能を有するが、残ったスタ

ニオカルシン活性また機能は維持される。

      【００５８】

  保存的なアミノ酸置換に加えて、スタニオカルシンの改変体は、（ｉ）１つ以

上の非保存的なアミノ酸残基での置換（ここで、置換されるアミノ酸残基は、遺

伝コードによってコードされるアミノ酸残基であってもよく、もしくはそうでな

くてもよい）、または（ｉｉ）置換基を有するアミノ酸残基の１つ以上での置換

、または（ｉｉｉ）別の化合物（例えば、ポリぺプチドの安定性および／もしく

は可溶性を増加するための化合物（例えば、ポリエチレングリコール））との成

熟ポリぺプチドの融合、または（ｉｖ）さらなるアミノ酸（例えば、ＩｇＧ  Ｆ

ｃ融合領域ペプチド、血清アルブミン（好ましくは、ヒト血清アルブミン、また

はそのフラグメントもしくは改変体）、あるいはリーダー配列または分泌配列、

あるいは精製を容易にする配列）とのポリぺプチドの融合を含む。このような改

変体ポリぺプチドは、本明細書中の教示から、当業者の範囲内であると考えられ
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る。

      【００５９】

  例えば、他の荷電されたアミノ酸または中性のアミノ酸での、荷電されたアミ

ノ酸のアミノ酸置換を含むスタニオカルシンポリぺプチド改変体は、改善された

特性（例えば、より少ない凝集性）を有するポリペプチドを生成し得る。薬学的

処方物の凝集は、凝集体の免疫原活性に起因して、活性の減少およびクリアラン

スの増加の両方をもたらす。（Ｐｉｎｃｋａｒｄら、Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．２：３３１－３４０（１９６７）；Ｒｏｂｂｉｎｓら、Ｄｉａｂｅｔ

ｅｓ  ３６：８３８－８４５（１９８７）；Ｃｌｅｌａｎｄら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅ

ｖ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ  Ｄｒｕｇ  Ｃａｒｒｉｅｒ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  １

０：３０７－３７７（１９９３））。

      【００６０】

  例えば、スタニオカルシンの好ましい非保存的置換は、以下を含む：Ｄ、Ｅ、

Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＭ１；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、

Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換さ

れたＱ３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＮ４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＳ５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＡ６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、

またはＣで置換されたＶ７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、ま

たはＣで置換されたＬ８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、また

はＣで置換されたＬ９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＶ１０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＬ１１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＶ１２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＩ１３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＳ１４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＡ１５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または
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Ｃで置換されたＳ１６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＡ１７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＴ１８；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ１９；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ２０；Ｄ、Ｅ

、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ２１；Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＥ２２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ２３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ

、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ２４；Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＤ２５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＳ２６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＶ２７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＳ２８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＣで置換されたＰ２９；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ３０；Ｄ、Ｅ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＫ３１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＳ３２；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＲ３３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＶ３４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＡ３５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＡ３６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ３７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＮ３８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＳ３９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＡ４０；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ
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、Ｐ、またはＣで置換されたＥ４１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＶ４２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＶ４３；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ４４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換され

たＣ４５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＬ４６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＮ４７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＳ４８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＡ４９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＬ５０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ５１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ５２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＧ５３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換

されたＣ５４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＧ５５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＡ５６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｐ、またはＣで置換されたＦ５７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＡ５８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換されたＣ５９；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ６０；Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＥ６１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ６２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ６３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ６４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換されたＣ６５；Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで
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置換されたＤ６６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＴ６７；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＤ６８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＧ６９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＭ７０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ

、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＹ７１；Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＤ７２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＩ７３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換されたＣ７４；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ７５；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ７６；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換され

たＦ７７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＬ７８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ

、またはＣで置換されたＹ７９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＳ８０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＡ８１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＡ８２；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ８３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ

、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＦ８４；Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＤ８５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＴ８６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ８７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＧ８８；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ８９；Ｄ、Ｅ

、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ９０；Ｄ、Ｅ

、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換
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されたＦ９１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＶ９２；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＫ９３；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ

、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ９４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ９５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ９６；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ

、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ

９７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、またはＰで置換されたＣ９８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＩ９９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＡ１００；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、

Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１０１；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＧ１０２；Ｄ、Ｅ、

Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ１０３；Ｄ、Ｅ

、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ１０４；Ｄ、

Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１０５；Ｄ

、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＫ１０６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＶ１０７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＦ１０８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１０９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ１１０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、

Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ１１１；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１１２；

Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＲ１１３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換されたＣ１１４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、

Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１１５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ１１６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、
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Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＦ１

１７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＱ１１８；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、

Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１１９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＭ１２０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、

Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ１２１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ１２２；Ｈ、Ｋ、Ｒ、

Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換さ

れたＥ１２３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＶ１２４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、

Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ１２５；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ１２６；Ｈ、

Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＥ１２７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換されたＣ１２８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、

Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＹ１２９

；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１３

０；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、また

はＣで置換されたＫ１３１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、ま

たはＣで置換されたＬ１３２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、

Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１３３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ１３４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、

Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換さ

れたＣ１３５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＳ１３６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置

換されたＩ１３７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＡ１３８；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、

Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ１３９；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１４０；Ｄ、Ｅ、
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Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置

換されたＮ１４１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＣで置換されたＰ１４２；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、

Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ１４３

；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ１４

４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ１

４５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ

１４６；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＥ１４７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＶ１４８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、

Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ１４９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ１５０；Ｄ、Ｅ、

Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１５１；Ｄ、Ｅ

、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、または

Ｃで置換されたＰ１５２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、

Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１５３；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ１５４；

Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＦ１５５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＳ１５６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、

Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１５７；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１５８；

Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＹ１５９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、Ｖ、Ｐ、またはＣで置換されたＹ１６０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、

Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１６１；Ｄ

、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＲ１６２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣ

で置換されたＬ１６３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または
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Ｃで置換されたＶ１６４；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１６５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１６６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、

Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１６７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１６８；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、

Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ１

６９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、またはＰで置換されたＣ１７０；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、

Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＤ１７１；Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換

されたＥ１７２；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、

Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＤ１７３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ１７４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ１７５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１７６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、

Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ１７７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ１７８；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、

Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ１７９

；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、ま

たはＣで置換されたＤ１８０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、

またはＣで置換されたＳ１８１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＬ１８２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＭ１８３；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ

、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ１８４；Ｄ、Ｅ、Ａ、

Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換された

Ｋ１８５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＩ１８６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換さ

れたＧ１８７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＣで置換されたＰ１８８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、
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Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ１８９；Ｄ

、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＭ１９０；

Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ１９１

；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ１９

２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１

９３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、ま

たはＣで置換されたＦ１９４；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、

Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ１９５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ

、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ１９６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、

Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ１９７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ

、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ

１９８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換された

Ｔ１９９；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＤ２００；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、

Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ２０１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＰで置換

されたＣ２０２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置

換されたＡ２０３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ

、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＱ２０４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ２０５；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ

、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ２０６；Ｄ、

Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、また

はＣで置換されたＰ２０７；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ２０８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、

Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＡ２０９；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ

、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＤ２１

０；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｐ、また

はＣで置換されたＦ２１１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ

、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ２１２；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、



(42) 特表２００３－５３１１０７

Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ２１３

；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、または

Ｃで置換されたＲ２１４；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ２１５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ

、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＴ２１６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、

Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ２１７

；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、ま

たはＣで置換されたＥ２１８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、

Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、またはＣで置換されたＰ２１９；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＱ２２０；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＫ２２１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ

、Ｐ、またはＣで置換されたＬ２２２；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、

Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ２２３；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＶ２２４；Ｄ、Ｅ、Ｈ、

Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ２２５；Ｄ、Ｅ、Ｈ

、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ２２６；Ｄ、Ｅ、

Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換さ

れたＲ２２７；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｆ、Ｗ

、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＮ２２８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、

Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＬ２２９；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ

、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＲ２３０；Ｄ、Ｅ、

Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＧ２３１；Ｈ、Ｋ

、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで

置換されたＥ２３２；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、

Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＥ２３３；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ

、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＤ２３４；

Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＳ２３５

；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ
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、またはＣで置換されたＰ２３６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＳ２３７；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ２３８；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、

Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＩ２３９；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ

、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＫ

２４０；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、

またはＣで置換されたＲ２４１；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ

、またはＣで置換されたＴ２４２；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、

Ｐ、またはＣで置換されたＳ２４３；Ｄ、Ｅ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ

、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換されたＨ２４４；Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ａ、

Ｇ、Ｉ、Ｌ、Ｓ、Ｔ、Ｍ、Ｖ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換された

Ｅ２４５；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換され

たＳ２４６；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｋ、Ｒ、Ｎ、Ｑ、Ｆ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、またはＣで置換さ

れたＡ２４７。

      【００６１】

  得られる構築物は、本明細書の全体に記載され、そして当該分野で公知の活性

または機能について、慣行的にスクリーニングされ得る。好ましくは、得られる

構築物は、スタニオカルシン活性または機能の損失を有するが、残ったスタニオ

カルシン活性または機能は維持される。より好ましくは、得られる構築物は、１

より多くのスタニオカルシン活性または機能の損失を有するが、残ったスタニオ

カルシン活性また機能は維持される。

      【００６２】

  さらに、１より多くのアミノ酸（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９お

よび１０）は、上記のような置換されたアミノ酸（保存的または非保存的のいず

れか）で置換され得る。置換されたアミノ酸は、スタニオカルシンタンパク質の

全長、成熟、または部分、ならびに以下に示す一般式ｍ－ｎを有するＮ末端およ

びＣ末端欠失変異体で生じる。

      【００６３】

  本発明のさらなる実施形態は、以下のアミノ酸配列を有するスタニオカルシン
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ポリペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプチドに関する：少なくとも１つのア

ミノ酸置換を含むが、５０を超えるアミノ酸置換を含まず、さらにより好ましく

は、４０を超えるアミノ酸置換を含まず、さらにより好ましくは、３０を超える

アミノ酸置換を含まず、そして、さらになおより好ましくは、２０を超えるアミ

ノ酸置換を含まない、アミノ酸配列。当然ながら、好ましさの増大する順番に、

ペプチドまたはポリペプチドが、少なくとも１つであるが１０、９、８、７、６

、５、４、３、２または１を超えないアミノ酸置換を含むスタニオカルシンポリ

ペプチドのアミノ酸配列を含むアミノ酸配列を有することが、非常に好ましい。

特定の実施形態において、図１のアミノ酸配列またはそのフラグメント（例えば

、成熟形態および／または本明細書中に記載される他のフラグメント）における

付加、置換、および／または欠失の数は、１～５、５～１０、５～２５、５～５

０、１０～５０または５０～１５０個であり、連続したアミノ酸置換が好ましい

。

      【００６４】

  （ポリヌクレオチドおよびポリペプチドフラグメント）

  本発明はさらに、本明細書中に記載される単離されたアミノ酸分子のフラグメ

ンに関する。例えば、寄託されたｃＤＮＡ（プラスミドＨＬＦＢＥ１０）のヌク

レオチド配列、寄託されたｃＤＮＡによってコードされるポリペプチド配列をコ

ードするヌクレオチド配列、図１に示されるポリペプチド配列をコードするヌク

レオチド配列（配列番号２）、図１に示されるヌクレオチド配列（配列番号１）

、またはこれらの相補鎖を有する単離された核酸分子によって、少なくとも１５

ｎｔ長、およびより好ましくは少なくとも約２０ｎｔ長、なおより好ましくは少

なくとも約３０ｎｔ長、そしてなおより好ましくは、少なくとも約４０、５０、

１００、１５０、２００、２５０、３００、３２５、３５０、３７５、４００、

４５０、５００、５５０、または６００ｎｔ長のフラグメントが意図される。こ

れらのフラグメントは、本明細書中で議論されるような診断プローブまたはプラ

イマーが挙げられるがこれらに限定されない多数の用途を有する。当然ながら、

より大きなフラグメント（例えば、５０１～１５００ｎｔ長のフラグメント）は

、寄託されたｃＤＮＡ（プラスミドＨＬＦＢＥ１０）または図１（配列番号１）
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に示されるヌクレオチド配列の（全てではない場合）大部分に対応するフラグメ

ントであるため、本発明に従ってまた有用である。例えば、少なくとも２０ｎｔ

長のフラグメントによって、例えば、寄託されたｃＤＮＡのヌクレオチド配列、

または図１に示されるヌクレオチド配列（配列番号１）からの２０以上連続した

塩基を含むフラグメントが意図される。

      【００６５】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドフラグメントの代表的な例として

は、例えば、配列番号１のヌクレオチド番号の約１～５０、５１～１００、１０

１～１５０、１５１～２００、２０１～２５０、２５１～３００、３０１～３５

０、３５１～４００、４０１～４５０、４５１～５００、５０１～５５０、５５

１～６００、６５１～７００、７０１～７５０、７５１～８００、８００～８５

０、８５１～９００、９０１～９５０、９５１～１０００、１００１～１０５０

、１０５１～１１００、１１０１～１１５０、１１５１～１２００、１２０１～

１２５０、および１２５１～１２８３またはそれに相補的な鎖、あるいは寄託さ

れたクローンにおいて含まれるｃＤＮＡを有するフラグメントが挙げられる。こ

の状況において、「約」は、いずれかの末端もしくは両方の末端で、いくつか（

５、４、３、２、もしくは１個）のヌクレオチドだけより大きいかまたはより小

さい、具体的に示される範囲を含む。

      【００６６】

  好ましくは、本発明のポリヌクレオチドフラグメントは、スタニオカルシンの

機能的活性を実証するポリペプチドをコードする。スタニオカルシンの「機能的

活性」を実証するポリペプチドによって、完全（全長）スタニオカルシンタンパ

ク質に関連する１つ以上の公知の機能的活性を示し得るポリペプチドが意味され

る。このような機能的活性としては、生物学的活性（例えば、低酸素または虚血

によってチャレンジされるニューロンを保護する能力（例えば、ＣｏＣｌ２また

は神経組織での低酸素発作を模倣する他の化合物での処置によって、インビボま

たはインビトロで試験される））、抗原性［抗スタニオカルシン抗体に結合する

（または結合についてスタニオカルシンポリペプチドと競合する）能力］、免疫

原性（スタニオカルシンポリペプチドに結合する抗体を産生する能力）、本発明
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のスタニオカルシンポリペプチドと多量体を形成する能力、およびスタニオカル

シンポリペプチドのためのレセプターまたはリガンドと結合する能力が挙げられ

るがこれらに限定されない。

      【００６７】

  スタニオカルシンポリペプチド、ならびにそのフラグメント、改変体、誘導体

、およびアナログの機能的活性は、種々の方法によってアッセイされ得る。

      【００６８】

  例えば、抗スタニオカルシン抗体と結合するか、または抗スタニオカルシン抗

体との結合に関して全長スタニオカルシンポリペプチドと競合する能力について

アッセイする１つの実施形態において、当該分野において公知の種々のイムノア

ッセイが使用され得る。このようなアッセイとしては、ラジオイムノアッセイ、

ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、

免疫放射線測定法、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノ

アッセイ（例えば、金コロイド、酵素または放射性同位体標識を用いる）、ウェ

スタンブロット、沈降反応、凝集アッセイ（例えば、ゲル凝集アッセイ、血球凝

集アッセイ）、補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイ、

および免疫電気泳動アッセイなどのような技術を用いる競合および非競合アッセ

イ系が挙げられるが、これらに限定されない。１つの実施形態において、抗体結

合が、一次抗体上の標識を検出することによって検出される。別の実施形態では

、この一次抗体は、この一次抗体に対する二次抗体または試薬の結合を検出する

ことによって検出される。さらなる実施形態では、この二次抗体が標識される。

多くの手段が、免疫アッセイにおける結合の検出について当該分野で公知であり

、そして本発明の範囲内である。

      【００６９】

  別の実施形態では、スタニオカルシンリガンドが同定される場合、または本発

明のポリペプチドフラグメント、改変体、または誘導体が多量体化する能力が評

価される場合、結合は、例えば、還元および非還元ゲルクロマトグラフィー、タ

ンパク質アフィニティークロマトグラフィー、ならびにアフィニティーブロッテ

ィングのような当該分野で周知の手段によって、アッセイされ得る。一般には、
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Ｐｈｉｚｉｃｋｙ、Ｅ．ら、１９９５、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．５９：９

４－１２３を参照のこと。別の実施形態では、その基質へのスタニオカルシンの

結合の生理学的相関（シグナル伝達）がアッセイされ得る。

      【００７０】

  さらに、本明細書中に記載のアッセイ（例えば、実施例１を参照のこと）およ

び当該分野で公知の他のアッセイは、スタニオカルシンポリペプチドならびにそ

れらのフラグメント、改変体、誘導体、およびアナログが、スタニオカルシンに

関連した生物学的活性（インビトロまたはインビボのいずれか）を惹起する能力

を測定するために、慣用的に適用され得る。他の方法は、当業者に公知であり、

そして本発明の範囲内である。

      【００７１】

  本発明はさらに、本明細書中に記載されるスタニオカルシンポリペプチドのフ

ラグメントに関する。例えば、寄託されたｃＤＮＡ（プラスミドＨＬＦＢＥ１０

）によってコードされる単離されたスタニオカルシンポリペプチドのフラグメン

ト、寄託されたｃＤＮＡによってコードされるポリペプチド配列、図１に示され

るポリペプチド配列（配列番号２）によって、配列番号２に含まれるポリペプチ

ドフラグメント、または寄託されたプラスミド中に含まれるｃＤＮＡによってコ

ードされるポリペプチドフラグメントを包含することが意図される。タンパク質

フラグメントは、「自立構造（ｆｒｅｅ－ｓｔａｎｄｉｎｇ）」であり得るか、

あるいはより大きなポリぺプチド内（そのフラグメントが、部分または領域を、

最も好ましくは単一の連続した領域として形成する）に含まれ得る。本発明のポ

リペプチドフラグメントの代表的な例としては、例えば、コード領域のおよそア

ミノ酸番号１～２０、２１～４０、４１～６０、６１～８０、８１～１００、１

０２～１２０、１２１～１４０、１４１～１６０、１６１～１８０、１８１～２

００、２０１～２２０、２２１－２４０、または２４１－２４７のフラグメント

が挙げられる。さらに、ポリぺプチドフラグメントは、少なくとも２０、３０、

４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４

０、または１５０アミノ酸長であり得る。この状況において、「約」は、いずれ

かの末端もしくは両方の末端で、いくつか（５、４、３、２、もしくは１個）の
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アミノ酸だけより大きいかまたはより小さい、具体的に示される範囲を含む。

      【００７２】

  たとえタンパク質のＮ末端からの１つ以上のアミノ酸の欠失がこのタンパク質

の１つ以上の生物学的機能の改変または損失を生じたとしても、他の機能的活性

（例えば、生物学的活性、多量体化する能力、スタニオカルシンリガンドに結合

する能力）は、依然として保持され得る。例えば、このポリペプチドの完全形態

または成熟形態を認識する抗体を誘導および／または結合する短縮型スタニオカ

ルシンムテインの能力は、一般に、この完全ポリペプチドまたは成熟ポリペプチ

ドの残基の大部分未満がＮ末端から除去される場合に保持される。完全ポリペプ

チドのＮ末端残基を欠く特定のポリペプチドがこのような免疫学的活性を保持し

ているか否かは、本明細書中に記載される慣用的な方法および当該分野で公知の

他の方法によって容易に決定され得る。多くのＮ末端アミノ酸残基が欠失したス

タニオカルシンムテインは、いくつかの生物学的活性または免疫学的活性をおそ

らく保持し得る。実際、６つの少ないスタニオカルシンアミノ酸残基からなるペ

プチドは、しばしば免疫応答を惹起し得る。

      【００７３】

  従って、本発明のポリペプチドフラグメントは、アミノ末端またはカルボキシ

末端、あるいは両方から一連の残基が欠失された成熟（分泌された）スタニオカ

ルシンタンパク質を含む。例えば、任意の数のアミノ酸（１～６０の範囲）は、

いずれかの分泌されたスタニオカルシンポリペプチドのアミノ末端から切除され

得る。同様に、任意の数のアミノ酸（１～３０の範囲）は、分泌されたスタニオ

カルシンタンパク質のカルボキシ末端から切除され得る。さらに、上記のアミノ

末端およびカルボキシ末端の欠失の任意の組み合わせが好ましい。同様に、これ

らのスタニオカルシンポリペプチドフラグメントをコードするポリヌクレオチド

フラグメントがまた、好ましい。

      【００７４】

  特に、スタニオカルシンポリペプチドのＮ末端欠失は、一般式ｍ－スタニオカ

ルシンによって記載され得、ここでｍは２～２４６の整数であり、ここでｍは配

列番号２で同定されるアミノ酸残基の位置に対応する。より詳細には、本発明は
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、配列番号２の以下の残基のアミノ酸配列を含むか、あるいはこれらからなるポ

リペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する：Ｌ－２～Ａ－２４７；Ｑ

－３～Ａ－２４７；Ｎ－４～Ａ－２４７；Ｓ－５～Ａ－２４７；Ａ－６～Ａ－２

４７；Ｖ－７～Ａ－２４７；Ｌ－８～Ａ－２４７；Ｌ－９～Ａ－２４７；Ｖ－１

０～Ａ－２４７；Ｌ－１１～Ａ－２４７；Ｖ－１２～Ａ－２４７；Ｉ－１３～Ａ

－２４７；Ｓ－１４～Ａ－２４７；Ａ－１５～Ａ－２４７；Ｓ－１６～Ａ－２４

７；Ａ－１７～Ａ－２４７；Ｔ－１８～Ａ－２４７；Ｈ－１９～Ａ－２４７；Ｅ

－２０～Ａ－２４７；Ａ－２１～Ａ－２４７；Ｅ－２２～Ａ－２４７；Ｑ－２３

～Ａ－２４７；Ｎ－２４～Ａ－２４７；Ｄ－２５～Ａ－２４７；Ｓ－２６～Ａ－

２４７；Ｖ－２７～Ａ－２４７；Ｓ－２８～Ａ－２４７；Ｐ－２９～Ａ－２４７

；Ｒ－３０～Ａ－２４７；Ｋ－３１～Ａ－２４７；Ｓ－３２～Ａ－２４７；Ｒ－

３３～Ａ－２４７；Ｖ－３４～Ａ－２４７；Ａ－３５～Ａ－２４７；Ａ－３６～

Ａ－２４７；Ｑ－３７～Ａ－２４７；Ｎ－３８～Ａ－２４７；Ｓ－３９～Ａ－２

４７；Ａ－４０～Ａ－２４７；Ｅ－４１～Ａ－２４７；Ｖ－４２～Ａ－２４７；

Ｖ－４３～Ａ－２４７；Ｒ－４４～Ａ－２４７；Ｃ－４５～Ａ－２４７；Ｌ－４

６～Ａ－２４７；Ｎ－４７～Ａ－２４７；Ｓ－４８～Ａ－２４７；Ａ－４９～Ａ

－２４７；Ｌ－５０～Ａ－２４７；Ｑ－５１～Ａ－２４７；Ｖ－５２～Ａ－２４

７；Ｇ－５３～Ａ－２４７；Ｃ－５４～Ａ－２４７；Ｇ－５５～Ａ－２４７；Ａ

－５６～Ａ－２４７；Ｆ－５７～Ａ－２４７；Ａ－５８～Ａ－２４７；Ｃ－５９

～Ａ－２４７；Ｌ－６０～Ａ－２４７；Ｅ－６１～Ａ－２４７；Ｎ－６２～Ａ－

２４７；Ｓ－６３～Ａ－２４７；Ｔ－６４～Ａ－２４７；Ｃ－６５～Ａ－２４７

；Ｄ－６６～Ａ－２４７；Ｔ－６７～Ａ－２４７；Ｄ－６８～Ａ－２４７；Ｇ－

６９～Ａ－２４７；Ｍ－７０～Ａ－２４７；Ｙ－７１～Ａ－２４７；Ｄ－７２～

Ａ－２４７；Ｉ－７３～Ａ－２４７；Ｃ－７４～Ａ－２４７；Ｋ－７５～Ａ－２

４７；Ｓ－７６～Ａ－２４７；Ｆ－７７～Ａ－２４７；Ｌ－７８～Ａ－２４７；

Ｙ－７９～Ａ－２４７；Ｓ－８０～Ａ－２４７；Ａ－８１～Ａ－２４７；Ａ－８

２～Ａ－２４７；Ｋ－８３～Ａ－２４７；Ｆ－８４～Ａ－２４７；Ｄ－８５～Ａ

－２４７；Ｔ－８６～Ａ－２４７；Ｑ－８７～Ａ－２４７；Ｇ－８８～Ａ－２４

７；Ｋ－８９～Ａ－２４７；Ａ－９０～Ａ－２４７；Ｆ－９１～Ａ－２４７；Ｖ
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－９２～Ａ－２４７；Ｋ－９３～Ａ－２４７；Ｅ－９４～Ａ－２４７；Ｓ－９５

～Ａ－２４７；Ｌ－９６～Ａ－２４７；Ｋ－９７～Ａ－２４７；Ｃ－９８～Ａ－

２４７；Ｉ－９９～Ａ－２４７；Ａ－１００～Ａ－２４７；Ｎ－１０１～Ａ－２

４７；Ｇ－１０２～Ａ－２４７；Ｖ－１０３～Ａ－２４７；Ｔ－１０４～Ａ－２

４７；Ｓ－１０５～Ａ－２４７；Ｋ－１０６～Ａ－２４７；Ｖ－１０７～Ａ－２

４７；Ｆ－１０８～Ａ－２４７；Ｌ－１０９～Ａ－２４７；Ａ－１１０～Ａ－２

４７；Ｉ－１１１～Ａ－２４７；Ｒ－１１２～Ａ－２４７；Ｒ－１１３～Ａ－２

４７；Ｃ－１１４～Ａ－２４７；Ｓ－１１５～Ａ－２４７；Ｔ－１１６～Ａ－２

４７；Ｆ－１１７～Ａ－２４７；Ｑ－１１８～Ａ－２４７；Ｒ－１１９～Ａ－２

４７；Ｍ－１２０～Ａ－２４７；Ｉ－１２１～Ａ－２４７；Ａ－１２２～Ａ－２

４７；Ｅ－１２３～Ａ－２４７；Ｖ－１２４～Ａ－２４７；Ｑ－１２５～Ａ－２

４７；Ｅ－１２６～Ａ－２４７；Ｅ－１２７～Ａ－２４７；Ｃ－１２８～Ａ－２

４７；Ｙ－１２９～Ａ－２４７；Ｓ－１３０～Ａ－２４７；Ｋ－１３１～Ａ－２

４７；Ｌ－１３２～Ａ－２４７；Ｎ－１３３～Ａ－２４７；Ｖ－１３４～Ａ－２

４７；Ｃ－１３５～Ａ－２４７；Ｓ－１３６～Ａ－２４７；Ｉ－１３７～Ａ－２

４７；Ａ－１３８～Ａ－２４７；Ｋ－１３９～Ａ－２４７；Ｒ－１４０～Ａ－２

４７；Ｎ－１４１～Ａ－２４７；Ｐ－１４２～Ａ－２４７；Ｅ－１４３～Ａ－２

４７；Ａ－１４４～Ａ－２４７；Ｉ－１４５～Ａ－２４７；Ｔ－１４６～Ａ－２

４７；Ｅ－１４７～Ａ－２４７；Ｖ－１４８～Ａ－２４７；Ｖ－１４９～Ａ－２

４７；Ｑ－１５０～Ａ－２４７；Ｌ－１５１～Ａ－２４７；Ｐ－１５２～Ａ－２

４７；Ｎ－１５３～Ａ－２４７；Ｈ－１５４～Ａ－２４７；Ｆ－１５５～Ａ－２

４７；Ｓ－１５６～Ａ－２４７；Ｎ－１５７～Ａ－２４７；Ｒ－１５８～Ａ－２

４７；Ｙ－１５９～Ａ－２４７；Ｙ－１６０～Ａ－２４７；Ｎ－１６１～Ａ－２

４７；Ｒ－１６２～Ａ－２４７；Ｌ－１６３～Ａ－２４７；Ｖ－１６４～Ａ－２

４７；Ｒ－１６５～Ａ－２４７；Ｓ－１６６～Ａ－２４７；Ｌ－１６７～Ａ－２

４７；Ｌ－１６８～Ａ－２４７；Ｅ－１６９～Ａ－２４７；Ｃ－１７０～Ａ－２

４７；Ｄ－１７１～Ａ－２４７；Ｅ－１７２～Ａ－２４７；Ｄ－１７３～Ａ－２

４７；Ｔ－１７４～Ａ－２４７；Ｖ－１７５～Ａ－２４７；Ｓ－１７６～Ａ－２

４７；Ｔ－１７７～Ａ－２４７；Ｉ－１７８～Ａ－２４７；Ｒ－１７９～Ａ－２
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４７；Ｄ－１８０～Ａ－２４７；Ｓ－１８１～Ａ－２４７；Ｌ－１８２～Ａ－２

４７；Ｍ－１８３～Ａ－２４７；Ｅ－１８４～Ａ－２４７；Ｋ－１８５～Ａ－２

４７；Ｉ－１８６～Ａ－２４７；Ｇ－１８７～Ａ－２４７；Ｐ－１８８～Ａ－２

４７；Ｎ－１８９～Ａ－２４７；Ｍ－１９０～Ａ－２４７；Ａ－１９１～Ａ－２

４７；Ｓ－１９２～Ａ－２４７；Ｌ－１９３～Ａ－２４７；Ｆ－１９４～Ａ－２

４７；Ｈ－１９５～Ａ－２４７；Ｉ－１９６～Ａ－２４７；Ｌ－１９７～Ａ－２

４７；Ｑ－１９８～Ａ－２４７；Ｔ－１９９～Ａ－２４７；Ｄ－２００～Ａ－２

４７；Ｈ－２０１～Ａ－２４７；Ｃ－２０２～Ａ－２４７；Ａ－２０３～Ａ－２

４７；Ｑ－２０４～Ａ－２４７；Ｔ－２０５～Ａ－２４７；Ｈ－２０６～Ａ－２

４７；Ｐ－２０７～Ａ－２４７；Ｒ－２０８～Ａ－２４７；Ａ－２０９～Ａ－２

４７；Ｄ－２１０～Ａ－２４７；Ｆ－２１１～Ａ－２４７；Ｎ－２１２～Ａ－２

４７；Ｒ－２１３～Ａ－２４７；Ｒ－２１４～Ａ－２４７；Ｒ－２１５～Ａ－２

４７；Ｔ－２１６～Ａ－２４７；Ｎ－２１７～Ａ－２４７；Ｅ－２１８～Ａ－２

４７；Ｐ－２１９～Ａ－２４７；Ｑ－２２０～Ａ－２４７；Ｋ－２２１～Ａ－２

４７；Ｌ－２２２～Ａ－２４７；Ｋ－２２３～Ａ－２４７；Ｖ－２２４～Ａ－２

４７；Ｌ－２２５～Ａ－２４７；Ｌ－２２６～Ａ－２４７；Ｒ－２２７～Ａ－２

４７；Ｎ－２２８～Ａ－２４７；Ｌ－２２９～Ａ－２４７；Ｒ－２３０～Ａ－２

４７；Ｇ－２３１～Ａ－２４７；Ｅ－２３２～Ａ－２４７；Ｅ－２３３～Ａ－２

４７；Ｄ－２３４～Ａ－２４７；Ｓ－２３５～Ａ－２４７；Ｐ－２３６～Ａ－２

４７；Ｓ－２３７～Ａ－２４７；Ｈ－２３８～Ａ－２４７；Ｉ－２３９～Ａ－２

４７；Ｋ－２４０～Ａ－２４７；Ｒ－２４１～Ａ－２４７；Ｔ－２４２～Ａ－２

４７。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本発明に含

まれる。

      【００７５】

  また上記のように、たとえタンパク質のＣ末端からの１つ以上のアミノ酸の欠

失がこのタンパク質の１つ以上の生物学的機能の改変または損失を生じたとして

も、他の機能的活性（例えば、生物学的活性、多量体化する能力、レセプターに

結合する能力）は、依然として保持され得る。例えば、このポリペプチドの完全

形態または成熟形態を認識する抗体を誘導および／または結合する短縮型スタニ
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オカルシンムテインの能力は、一般に、この完全ポリペプチドまたは成熟ポリペ

プチドの残基の大部分未満がＣ末端から除去される場合に保持される。完全ポリ

ペプチドのＣ末端残基を欠く特定のポリペプチドがこのような免疫学的活性を保

持しているか否かは、本明細書中に記載される慣用的な方法および当該分野で公

知の他の方法によって容易に決定され得る。多くのＣ末端アミノ酸残基が欠失し

たスタニオカルシンムテインは、いくつかの生物学的活性または免疫学的活性を

おそらく保持し得る。実際、６つの少ないスタニオカルシンアミノ酸残基からな

るペプチドは、しばしば免疫応答を惹起し得る。

      【００７６】

  従って、本発明はさらに、一般式１－ｎ（ここでｎは２～２４６の整数であり

、ここでｎは配列番号２において同定されるアミノ酸残基の位置に対応する）に

よって記載される、図１（配列番号２）に示されるスタニオカルシンポリペプチ

ドのアミノ酸配列のカルボキシ末端から１つ以上の残基が欠失したポリペプチド

を提供する。より詳細には、本発明は、配列番号２の以下のアミノ酸配列を含む

か、またはこれらからなるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供す

る：Ｍ－１～Ｓ－２４６；Ｍ－１～Ｅ－２４５；Ｍ－１～Ｈ－２４４；Ｍ－１～

Ｓ－２４３；Ｍ－１～Ｔ－２４２；Ｍ－１～Ｒ－２４１；Ｍ－１～Ｋ－２４０；

Ｍ－１～Ｉ－２３９；Ｍ－１～Ｈ－２３８；Ｍ－１～Ｓ－２３７；Ｍ－１～Ｐ－

２３６；Ｍ－１～Ｓ－２３５；Ｍ－１～Ｄ－２３４；Ｍ－１～Ｅ－２３３；Ｍ－

１～Ｅ－２３２；Ｍ－１～Ｇ－２３１；Ｍ－１～Ｒ－２３０；Ｍ－１～Ｌ－２２

９；Ｍ－１～Ｎ－２２８；Ｍ－１～Ｒ－２２７；Ｍ－１～Ｌ－２２６；Ｍ－１～

Ｌ－２２５；Ｍ－１～Ｖ－２２４；Ｍ－１～Ｋ－２２３；Ｍ－１～Ｌ－２２２；

Ｍ－１～Ｋ－２２１；Ｍ－１～Ｑ－２２０；Ｍ－１～Ｐ－２１９；Ｍ－１～Ｅ－

２１８；Ｍ－１～Ｎ－２１７；Ｍ－１～Ｔ－２１６；Ｍ－１～Ｒ－２１５；Ｍ－

１～Ｒ－２１４；Ｍ－１～Ｒ－２１３；Ｍ－１～Ｎ－２１２；Ｍ－１～Ｆ－２１

１；Ｍ－１～Ｄ－２１０；Ｍ－１～Ａ－２０９；Ｍ－１～Ｒ－２０８；Ｍ－１～

Ｐ－２０７；Ｍ－１～Ｈ－２０６；Ｍ－１～Ｔ－２０５；Ｍ－１～Ｑ－２０４；

Ｍ－１～Ａ－２０３；Ｍ－１～Ｃ－２０２；Ｍ－１～Ｈ－２０１；Ｍ－１～Ｄ－

２００；Ｍ－１～Ｔ－１９９；Ｍ－１～Ｑ－１９８；Ｍ－１～Ｌ－１９７；Ｍ－
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１～Ｉ－１９６；Ｍ－１～Ｈ－１９５；Ｍ－１～Ｆ－１９４；Ｍ－１～Ｌ－１９

３；Ｍ－１～Ｓ－１９２；Ｍ－１～Ａ－１９１；Ｍ－１～Ｍ－１９０；Ｍ－１～

Ｎ－１８９；Ｍ－１～Ｐ－１８８；Ｍ－１～Ｇ－１８７；Ｍ－１～Ｉ－１８６；

Ｍ－１～Ｋ－１８５；Ｍ－１～Ｅ－１８４；Ｍ－１～Ｍ－１８３；Ｍ－１～Ｌ－

１８２；Ｍ－１～Ｓ－１８１；Ｍ－１～Ｄ－１８０；Ｍ－１～Ｒ－１７９；Ｍ－

１～Ｉ－１７８；Ｍ－１～Ｔ－１７７；Ｍ－１～Ｓ－１７６；Ｍ－１～Ｖ－１７

５；Ｍ－１～Ｔ－１７４；Ｍ－１～Ｄ－１７３；Ｍ－１～Ｅ－１７２；Ｍ－１～

Ｄ－１７１；Ｍ－１～Ｃ－１７０；Ｍ－１～Ｅ－１６９；Ｍ－１～Ｌ－１６８；

Ｍ－１～Ｌ－１６７；Ｍ－１～Ｓ－１６６；Ｍ－１～Ｒ－１６５；Ｍ－１～Ｖ－

１６４；Ｍ－１～Ｌ－１６３；Ｍ－１～Ｒ－１６２；Ｍ－１～Ｎ－１６１；Ｍ－

１～Ｙ－１６０；Ｍ－１～Ｙ－１５９；Ｍ－１～Ｒ－１５８；Ｍ－１～Ｎ－１５

７；Ｍ－１～Ｓ－１５６；Ｍ－１～Ｆ－１５５；Ｍ－１～Ｈ－１５４；Ｍ－１～

Ｎ－１５３；Ｍ－１～Ｐ－１５２；Ｍ－１～Ｌ－１５１；Ｍ－１～Ｑ－１５０；

Ｍ－１～Ｖ－１４９；Ｍ－１～Ｖ－１４８；Ｍ－１～Ｅ－１４７；Ｍ－１～Ｔ－

１４６；Ｍ－１～Ｉ－１４５；Ｍ－１～Ａ－１４４；Ｍ－１～Ｅ－１４３；Ｍ－

１～Ｐ－１４２；Ｍ－１～Ｎ－１４１；Ｍ－１～Ｒ－１４０；Ｍ－１～Ｋ－１３

９；Ｍ－１～Ａ－１３８；Ｍ－１～Ｉ－１３７；Ｍ－１～Ｓ－１３６；Ｍ－１～

Ｃ－１３５；Ｍ－１～Ｖ－１３４；Ｍ－１～Ｎ－１３３；Ｍ－１～Ｌ－１３２；

Ｍ－１～Ｋ－１３１；Ｍ－１～Ｓ－１３０；Ｍ－１～Ｙ－１２９；Ｍ－１～Ｃ－

１２８；Ｍ－１～Ｅ－１２７；Ｍ－１～Ｅ－１２６；Ｍ－１～Ｑ－１２５；Ｍ－

１～Ｖ－１２４；Ｍ－１～Ｅ－１２３；Ｍ－１～Ａ－１２２；Ｍ－１～Ｉ－１２

１；Ｍ－１～Ｍ－１２０；Ｍ－１～Ｒ－１１９；Ｍ－１～Ｑ－１１８；Ｍ－１～

Ｆ－１１７；Ｍ－１～Ｔ－１１６；Ｍ－１～Ｓ－１１５；Ｍ－１～Ｃ－１１４；

Ｍ－１～Ｒ－１１３；Ｍ－１～Ｒ－１１２；Ｍ－１～Ｉ－１１１；Ｍ－１～Ａ－

１１０；Ｍ－１～Ｌ－１０９；Ｍ－１～Ｆ－１０８；Ｍ－１～Ｖ－１０７；Ｍ－

１～Ｋ－１０６；Ｍ－１～Ｓ－１０５；Ｍ－１～Ｔ－１０４；Ｍ－１～Ｖ－１０

３；Ｍ－１～Ｇ－１０２；Ｍ－１～Ｎ－１０１；Ｍ－１～Ａ－１００；Ｍ－１～

Ｉ－９９；Ｍ－１～Ｃ－９８；Ｍ－１～Ｋ－９７；Ｍ－１～Ｌ－９６；Ｍ－１～

Ｓ－９５；Ｍ－１～Ｅ－９４；Ｍ－１～Ｋ－９３；Ｍ－１～Ｖ－９２；Ｍ－１～
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Ｆ－９１；Ｍ－１～Ａ－９０；Ｍ－１～Ｋ－８９；Ｍ－１～Ｇ－８８；Ｍ－１～

Ｑ－８７；Ｍ－１～Ｔ－８６；Ｍ－１～Ｄ－８５；Ｍ－１～Ｆ－８４；Ｍ－１～

Ｋ－８３；Ｍ－１～Ａ－８２；Ｍ－１～Ａ－８１；Ｍ－１～Ｓ－８０；Ｍ－１～

Ｙ－７９；Ｍ－１～Ｌ－７８；Ｍ－１～Ｆ－７７；Ｍ－１～Ｓ－７６；Ｍ－１～

Ｋ－７５；Ｍ－１～Ｃ－７４；Ｍ－１～Ｉ－７３；Ｍ－１～Ｄ－７２；Ｍ－１～

Ｙ－７１；Ｍ－１～Ｍ－７０；Ｍ－１～Ｇ－６９；Ｍ－１～Ｄ－６８；Ｍ－１～

Ｔ－６７；Ｍ－１～Ｄ－６６；Ｍ－１～Ｃ－６５；Ｍ－１～Ｔ－６４；Ｍ－１～

Ｓ－６３；Ｍ－１～Ｎ－６２；Ｍ－１～Ｅ－６１；Ｍ－１～Ｌ－６０；Ｍ－１～

Ｃ－５９；Ｍ－１～Ａ－５８；Ｍ－１～Ｆ－５７；Ｍ－１～Ａ－５６；Ｍ－１～

Ｇ－５５；Ｍ－１～Ｃ－５４；Ｍ－１～Ｇ－５３；Ｍ－１～Ｖ－５２；Ｍ－１～

Ｑ－５１；Ｍ－１～Ｌ－５０；Ｍ－１～Ａ－４９；Ｍ－１～Ｓ－４８；Ｍ－１～

Ｎ－４７；Ｍ－１～Ｌ－４６；Ｍ－１～Ｃ－４５；Ｍ－１～Ｒ－４４；Ｍ－１～

Ｖ－４３；Ｍ－１～Ｖ－４２；Ｍ－１～Ｅ－４１；Ｍ－１～Ａ－４０；Ｍ－１～

Ｓ－３９；Ｍ－１～Ｎ－３８；Ｍ－１～Ｑ－３７；Ｍ－１～Ａ－３６；Ｍ－１～

Ａ－３５；Ｍ－１～Ｖ－３４；Ｍ－１～Ｒ－３３；Ｍ－１～Ｓ－３２；Ｍ－１～

Ｋ－３１；Ｍ－１～Ｒ－３０；Ｍ－１～Ｐ－２９；Ｍ－１～Ｓ－２８；Ｍ－１～

Ｖ－２７；Ｍ－１～Ｓ－２６；Ｍ－１～Ｄ－２５；Ｍ－１～Ｎ－２４；Ｍ－１～

Ｑ－２３；Ｍ－１～Ｅ－２２；Ｍ－１～Ａ－２１；Ｍ－１～Ｅ－２０；Ｍ－１～

Ｈ－１９；Ｍ－１～Ｔ－１８；Ｍ－１～Ａ－１７；Ｍ－１～Ｓ－１６；Ｍ－１～

Ａ－１５；Ｍ－１～Ｓ－１４；Ｍ－１～Ｉ－１３；Ｍ－１～Ｖ－１２；Ｍ－１～

Ｌ－１１；Ｍ－１～Ｖ－１０；Ｍ－１～Ｌ－９；Ｍ－１～Ｌ－８；Ｍ－１～Ｖ－

７。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本発明に含ま

れる。

      【００７７】

  さらに、シグナル配列は、これらのＣ末端構築物に付加され得る。例えば、配

列番号２のアミノ酸１～３０、配列番号２のアミノ酸２～３０、配列番号２のア

ミノ酸３～３０、配列番号２のアミノ酸４～３０、配列番号２のアミノ酸５～３

０、配列番号２のアミノ酸６～３０、配列番号２のアミノ酸７～３０、配列番号

２のアミノ酸８～３０、配列番号２のアミノ酸９～３０、配列番号２のアミノ酸
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１０～３０、配列番号２のアミノ酸１１～３０、配列番号２のアミノ酸１２～３

０、配列番号２のアミノ酸１３～３０、配列番号２のアミノ酸１４～３０、配列

番号２のアミノ酸１５～３０、配列番号２のアミノ酸１６～３０、配列番号２の

アミノ酸１７～３０、配列番号２のアミノ酸１８～３０、配列番号２のアミノ酸

１９～３０、配列番号２のアミノ酸２０～３０、配列番号２のアミノ酸２１～３

０、配列番号２のアミノ酸２２～３０、配列番号２のアミノ酸２３～３０、配列

番号２のアミノ酸２４～３０、配列番号２のアミノ酸２５～３０、配列番号２の

アミノ酸２６～３０、配列番号２のアミノ酸２７～３０、配列番号２のアミノ酸

２８～３０、または配列番号２のアミノ酸２９～３０は、上記に列挙されるＣ末

端構築物の各々のＮ末端に付加され得る。

      【００７８】

  さらに、上記のＮ末端またはＣ末端の欠失のいずれかを組み合わせて、Ｎ末端

およびＣ末端欠失型のスタニオカルシンポリペプチドを産生し得る。本発明はま

た、アミノ末端およびカルボキシ末端の両方から１つ以上の欠失したアミノ酸を

有するポリペプチドを提供する。このポリペプチドは、一般的に、配列番号２の

残基ｍ－ｎを有するものとして記載され得、ここでｎおよびｍは、上記のような

整数である。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、本発

明に含まれる。

      【００７９】

  また、ＡＴＣＣ寄託番号７５６５２に含まれるｃＤＮＡプラスミドによりコー

ドされる完全スタニオカルシンアミノ酸配列の部分からなるポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列が含まれる。ここでこの部分は、ＡＴＣＣ寄託番号７５

６５２に含まれるｃＤＮＡプラスミドによりコードされる完全アミノ酸配列のア

ミノ末端からの１～約２４６アミノ酸の任意の整数のアミノ酸残基、もしくはカ

ルボキシ末端からの１～２４６アミノ酸の任意の整数のアミノ酸残基、またはＡ

ＴＣＣ寄託番号７５６５２に含まれるｃＤＮＡプラスミドによりコードされる完

全アミノ酸配列の上記のアミノ末端欠失およびカルボキシ末端欠失の任意の組み

合わせを排除する。上記欠失変異体ポリペプチド形態の全てをコードするポリヌ

クレオチドもまた提供される。
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      【００８０】

  本願はまた、ｍ－ｎとして本明細書中に記載されるスタニオカルシンポリペプ

チド配列に対して少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９

９％同一であるポリペプチドを含むタンパク質に関する。好ましい実施形態では

、本願は、本明細書中に列挙される特定のスタニオカルシンのＮ末端欠失および

Ｃ末端欠失のアミノ酸配列を有するポリペプチドに対して少なくとも９０％、９

５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一であるポリペプチドを含むタン

パク質に関する。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた本

発明により含まれる。

      【００８１】

  本発明の特に好ましいフラグメントの中には、スタニオカルシンの構造的また

は機能的属性により特徴づけられるフラグメントがある。このようなフラグメン

トは、完全（すなわち、全長）スタニオカルシン（配列番号２）のαヘリックス

およびαヘリックス形成領域（「α領域」）、βシートおよびβシート形成領域

（「β領域」）、ターンおよびターン形成領域（「ターン領域」）、コイルおよ

びコイル形成領域（「コイル領域」）、親水性領域、疎水性領域、α両親媒性領

域、β両親媒性領域、表面形成領域、および高抗原性指数領域（すなわち、Ｊａ

ｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆプログラムのデフォルトパラメーターを用いて同定された

ように、１．５以上の抗原性指数を有する４つ以上の連続するアミノ酸を含む）

を含むアミノ酸残基を含む。特定の好ましい領域は、図３に示される領域であり

、そしてこれらの領域としては、図１に示されるアミノ酸配列（配列番号２）の

分析により同定された、前述の型の領域が挙げられるが、これらに限定されない

。このような好ましい領域としては、以下のコンピュータープログラムのデフォ

ルトパラメーターを使用して推定されるように、以下が挙げられる：Ｇａｒｎｉ

ｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ推定のα領域、β領域、ターン領域、およびコイル領域；Ｃ

ｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎ推定のα領域、β領域、ターン領域、およびコイル領域；

Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ推定の親水性領域および疎水性領域；Ｅｉｓｅｎ

ｂｅｒｇ  αおよびβ両親媒性領域；Ｅｍｉｎｉ表面形成領域；ならびにＪａｍ

ｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆの高い抗原性指数領域。これらのポリペプチドをコードする
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ポリヌクレオチドがまた、本発明によって含まれる。

      【００８２】

  さらなる実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、スタニオカルシン

の機能的属性をコードする。この点において、本発明の好ましい実施形態は、ス

タニオカルシンの、αヘリックスおよびαヘリックス形成領域（「α領域」）、

βシートおよびβシート形成領域（「β領域」）、ターンおよびターン形成領域

（「ターン領域」）、コイルおよびコイル形成領域（「コイル領域」）、親水性

領域、疎水性領域、α両親媒性領域、β両親媒性領域、可撓性領域、表面形成領

域、および高抗原性指数領域を含むフラグメントを含む。

      【００８３】

  上記のように、図１および／または表Ｉに示されるスタニオカルシンの構造的

属性または機能的属性を表すデータは、デフォルトパラメーターを設定したＤＮ

Ａ*ＳＴＡＲの種々のモジュールおよびアルゴリズムを用いて作製された。好ま

しい実施形態において、表ＩのＶＩＩＩ、ＩＸ、ＸＩＩＩ、およびＸＩＶ列にお

いて示されたデータを使用して、抗原性について高い程度の可能性を示すスタニ

オカルシンの領域を決定し得る。高い抗原性の領域は、免疫応答の開始プロセス

において抗原認識が生じ得る環境下でポリペプチドの表面が露出されている可能

性があるポリペプチドの領域を示す値を選択することにより、ＶＩＩＩ、ＩＸ、

ＸＩＩＩ、および／またはＸＩＶ列において示されたデータから決定される。

      【００８４】

  この点において特定のこの好ましい領域は図３に示されるが、表Ｉに示される

ように、図３に示されたデータの表形式の表現を用いることにより示されてもよ

いし、同定されてもよい。図３を作製するために使用したＤＮＡ*ＳＴＡＲコン

ピューターアルゴリズム（もともとのデフォルトパラメーターで設定）を、表形

式で図３におけるデータを示すために使用した（表１の参照のこと）。図３にお

けるデータの表形式を使用して、好ましい領域の特定の境界を容易に決定し得る

。

      【００８５】

  図３および表Ｉに示される上記の好ましい領域としては、図１に示されるアミ



(58) 特表２００３－５３１１０７

ノ酸配列の分析により同定される、上記の型の領域が挙げられるが、これに限定

されない。図３および表Ｉに示されるように、このような好ましい領域としては

、Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎのα領域、β領域、ターン領域、およびコイル

領域、Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎのα領域、β領域、およびターン領域、Ｋｙｔｅ

－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ親水性領域および疎水性領域、Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ  αお

よびβ両親媒性領域、Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ可撓性領域、Ｅｍｉｎｉ表

面形成領域、ならびにＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆの高い抗原性指数が挙げられる

。

      【００８６】

【表１】
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  この点で非常に好ましいフラグメントの中には、いくつかの構造特徴（例えば

、上記に示されるいくつかの特徴）と組合わせたスタニオカルシンの領域を含む

フラグメントがある。

      【００８７】

  他の好ましいフラグメントは、生物学的に活性なスタニオカルシンフラグメン

トである。生物学的に活性なフラグメントは、スタニオカルシンポリペプチドの

活性に類似した（必ずしも同一である必要はない）活性を示すフラグメントであ

る。このフラグメントの生物学的活性としては、改善された所望の活性、または

減少した所望されない活性が挙げられ得る。

      【００８８】

  （エピトープ保有部分）
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  別の局面において、本発明は、本発明のポリペプチドのエピトープ保有部分を

含むペプチドおよびポリペプチドを提供する。これらのエピトープは、本発明の

ポリペプチドの免疫原性エピトープまたは抗原性エピトープである。「免疫原性

エピトープ」は、本発明のポリペプチド全体またはそのフラグメントが免疫原で

ある場合、インビボで抗体応答を誘発するタンパク質の一部と定義される。他方

、抗体が結合し得るポリペプチドの領域は、「抗原決定基」または「抗原性エピ

トープ」と定義される。タンパク質のインビボ免疫原性エピトープの数は、一般

に、抗原性エピトープの数よりも少ない（例えば、Ｇｅｙｓｅｎら、Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８１：３９９８－４００２（１９８３）

を参照のこと）。しかし、抗体は、ファージディスプレイのような方法を用いる

ことによって、そのエピトープが免疫原性エピトープであるか否かに関わず、任

意の抗原性エピトープに対して作製され得る（例えば、Ｐｅｔｅｒｓｅｎら、Ｍ

ｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２４９：４２５－３１（１９９５）を参照のこと）

。従って、免疫原性エピトープおよび抗原性エピトープの両方が、本発明に含ま

れる。

      【００８９】

  免疫原性エピトープを含む例示されたアミノ酸配列のリストは、上記の表Ｉに

記載される。表１が、ＪａｍｅｓｏｎおよびＷｏｌｆ（１９８８）Ｃｏｍｐ．Ａ

ｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．４：１８１－１８６（この参考文献は、その全体が参考

として援用される）のアルゴリズムを使用して、最も高度な抗原性を有すると予

測されるエピトープを含むアミノ酸残基のみを列挙することに留意する。このＪ

ａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ抗原性分析は、デフォルトパラメーターを使用する、コ

ンピュータープログラムＰＲＯＴＥＡＮ（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．１１  ｆｏｒ  Ｐ

ｏｗｅｒ  ＭａｃＩｎｔｏｓｈ，ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、１２２８  Ｓｏｕ

ｔｈ  Ｐａｒｋ  Ｓｔｒｅｅｔ  Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を使用して実行された

。表１および表１に列挙されないポリペプチドの部分は、非免疫原性とはみなさ

れない。表１の免疫原性エピトープは、例示されたリストであり、排他的リスト

ではない。なぜなら、他の免疫原性エピトープは、使用された特定のアルゴリズ

ムによって、このように単に認識されないだけであるからである。他の免疫原性
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エピトープを含むアミノ酸残基は、Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ分析に類似のアル

ゴリズムを使用して、または当該分野で公知の方法を使用して抗原性応答につい

てインビボで試験することによって、慣用的に決定され得る。例えば、Ｇｅｙｓ

ｅｎら、前出；米国特許第４，７０８，７８１号；同第５，１９４，３９２号；

同第４，４３３，０９２号；および同第５，４８０，９７１号（これらの参考文

献は、それらの全体が参考として本明細書中に援用される）を参照のこと。

      【００９０】

  本発明の抗原性エピトープ保有ペプチドおよびポリペプチドは、本発明のポリ

ペプチドのアミノ酸配列内に含まれる、好ましくは少なくとも７個、より好まし

くは少なくとも９個、および最も好ましくは約１５～約３０個の間のアミノ酸の

配列を含む。スタニオカルシン特異的抗体に対して使用され得る非限定的な抗原

性ポリペプチドまたはペプチドの例としては、おおよそスタニオカルシン由来の

、配列番号２のアミノ酸残基を含むポリペプチドが挙げられる。これらのポリペ

プチドフラグメントは、図３に示されるように、上記のＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌ

ｆ抗原性指数の分析によって、スタニオカルシンタンパク質の抗原性エピトープ

を保有することが決定された。

      【００９１】

  表１のアミノ酸配列が、免疫原性エピトープを含むことを特に留意する。表１

は、Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ分析によって決定される免疫原性エピトープの重

要な残基のみを列挙する。従って、Ｎ末端、Ｃ末端、またはＮ末端およびＣ末端

の両方のいずれかの上のさらなる隣接残基は、表１の配列に付加され、本発明の

エピトープ保有ポリペプチドを生成し得る。従って、表１の免疫原性エピトープ

は、さらなるＮ末端アミノ酸残基またはＣ末端アミノ酸残基を含み得る。さらな

る隣接アミノ酸残基は、本発明のポリペプチド由来の連続する隣接Ｎ末端配列お

よび／またはＣ末端配列、異種ポリペプチド配列であり得るか、または本発明の

ポリペプチド由来の連続する隣接配列および異種ポリペプチド配列の両方を含み

得る。

      【００９２】

  免疫原性エピトープまたは抗原性エピトープを含む本発明のポリペプチドは、
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少なくとも７アミノ酸残基長である。「少なくとも」とは、免疫原性エピトープ

または抗原性エピトープを含む本発明のポリペプチドが、７アミノ酸残基長であ

り得るか、または７アミノ酸と本発明の全長ポリペプチドのアミノ酸残基数との

間の任意の整数であり得ることを意味する。免疫原性エピトープまたは抗原性エ

ピトープを含む好ましいポリペプチドは、少なくとも、１０、１５、２０、２５

、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５

、９０、９５または１００アミノ酸残基長である。しかし、７と全長ポリペプチ

ドのアミノ酸残基数との間の各整数および全ての整数が、本発明に含まれること

に留意する。

      【００９３】

  免疫エピトープ保有フラグメントおよび抗原性エピトープ保有フラグメントは

、上記に記載のように、連続するアミノ酸残基数に特定され得るか、または配列

番号２のアミノ酸配列上のこれらのフラグメントのＮ末端位置およびＣ末端位置

によってさらに特定されるかのいずれかであり得る。例えば、少なくとも７また

は少なくとも１５の連続するアミノ酸残基長のフラグメントが、配列番号２のア

ミノ酸配列を占有し得るＮ末端位置およびＣ末端位置の全ての組み合わせが、本

発明に含まれる。さらに、「少なくとも７つの連続するアミノ酸残基長」とは、

７アミノ酸残基長、または７アミノ酸と本発明の全長ポリペプチドのアミノ酸残

基数との間の任意の整数を意味する。詳細には、７と全長ポリペプチドのアミノ

酸残基数との間の各整数および全ての整数が、本発明に含まれる。

      【００９４】

  本発明の免疫原性エピトープ保有ポリペプチドおよび抗原性エピトープ保有ポ

リペプチドは、例えば、本発明のポリペプチドに特異的に結合する抗体を作製す

るため、およびイムノアッセイにおいて本発明のポリペプチドを検出するために

有用である。抗体は、例えば、本発明のポリペプチドのアフィニティー精製にお

いて有用である。抗体はまた、当該分野で公知の方法を使用する本発明のポリペ

プチドに特異的な、種々の定性的または定量的イムノアッセイにおいて慣用的に

使用され得る。例えば、Ｈａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａ
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ｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ；第２版、１９８８）を参照のこと。

      【００９５】

  本発明のエピトープ保有ポリペプチドは、当該分野で公知の合成方法および組

換え方法を含むポリペプチドを作製するための、任意の従来の手段によって生成

され得る。例えば、エピトープ保有ペプチドは、公知の化学合成方法を使用して

合成され得る。例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎは、多数のペプチド（例えば、ＨＡ１

ポリペプチドのセグメントの単一のアミノ酸改変体を提示する、１０～２０ｍｇ

の、２４８の別々の、そして１３残基の異なるペプチド）の合成のための単純な

方法を記載し、これらの全てのペプチドは、４週間未満で調製および特徴付けら

れる（ＥＬＩＳＡ型結合研究によって）（Ｈｏｕｇｈｔｅｎ，Ｒ．Ａ．Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１３１－５１３５（１９８５

））。この「Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ  Ｍｕｌｔｉｐｌｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（ＳＭＰＳ）」プロセスは、さらに、Ｈｏｕｇｈｔｅｎおよ

び共同研究者（１９８６）の米国特許第４，６３１，２１１号に記載されている

。この手順において、種々のペプチドの固相合成のための個々の樹脂は、別々の

溶媒透過性パケットに含まれ、固相法に関連する多くの同一の反復工程の最適な

使用を可能にする。完全な手動手順は、５００～１０００以上の合成が同時に実

行されるのを可能にする（ＨｏｕｇｈｔｅｎらＰｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．８２：５１３１－５１３５の５１３４（１９８５））。

      【００９６】

  本発明のエピトープ保有ポリペプチドを使用して、インビボ免疫、インビトロ

免疫、およびファージディスプレイ法を含むが、これらに限定されない当該分野

で周知の方法に従って、抗体を誘導する。例えば、Ｓｕｔｔｃｌｉｆｆｅら、前

出；Ｗｉｌｓｏｎら、前出；Ｂｉｔｔｌｅら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．６６：

２３４７－２３５４（１９８５）を参照のこと。インビボ免疫化を使用する場合

、動物を遊離のペプチドで免疫し得るが；しかし、抗ペプチド抗体力価は、高分

子キャリア（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）または破傷

風トキソイド）にこのペプチドを結合させることによってブーストされ得る。例

えば、システイン残基を含むペプチドは、－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロ
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キシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）のようなリンカーを使用してキャリアに

結合され得、一方、他のペプチドは、グルタルアルデヒドのようなより一般的な

連結剤を使用してキャリアに結合され得る。動物（例えば、ウサギ、ラットおよ

びマウス）は、遊離ペプチドまたはキャリア結合ペプチドのいずれかで、例えば

、約１００μｇのペプチドまたはキャリアタンパク質、およびＦｒｅｕｎｄ’ｓ

アジュバントを含むエマルジョンの腹腔内注射および／または皮内注射によって

免疫される。例えば、約２週間間隔での、数回の追加免疫注射が、例えば、固体

表面に吸着された遊離ペプチドを使用するＥＬＩＳＡアッセイによって検出され

得る、有用な力価の抗ペプチド抗体を提供するために必要とされ得る。免疫化さ

れた動物由来の血清中の抗ペプチド抗体の力価は、例えば、当該分野で周知の方

法に従う固体支持体上のペプチドへの吸着および選択された抗体の溶出による、

抗ペプチド抗体の選択によって増加され得る。

      【００９７】

  当業者は、免疫原性エピトープまたは抗原性エピトープを含む本発明のポリペ

プチドは、異種ポリペプチド配列に融合され得ることを理解し、そして上記され

る。例えば、本発明のポリペプチドは、免疫グロブリン（ＩｇＡ、ＩｇＥ、Ｉｇ

Ｇ、ＩｇＭ）の定常ドメインまたはその部分（ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ドメイ

ン全体およびその部分の両方を含むこれらの任意の組み合わせ）と融合され得、

キメラポリペプチドを生じる。非限定の別の例として、本発明のポリペプチドお

よび／または抗体（これらのフラグメントまたは改変体を含む）は、アルブミン

（組換えヒト血清アルブミンまたはそのフラグメントもしくは改変体を含むが、

これらに限定されない（例えば、米国特許第５，８７６，９６９号（１９９９年

３月２日発行）、ＥＰ特許０  ４１３  ６２２号、および米国特許第５，７６６

，８８３号（１９９８年６月１６日発行）（これらは、その全体が参考として本

明細書中に援用される）を参照のこと））に融合され得る。好ましい実施形態に

おいて、本発明のポリペプチドおよび／または抗体（これらのフラグメントまた

は改変体を含む）は、ヒト血清アルブミンの成熟形態（すなわち、ＥＰ特許０  

３２２  ０９４（これは、その全体が参考として本明細書中に援用される）の図

１および２に示されるように、ヒト血清アルブミンのアミノ酸１～５８５）と融
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合される。別の好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドおよび／また

は抗体（これらのフラグメントまたは改変体を含む）は、米国特許第５，７６６

，８８３号（本明細書中にその全体が参考として援用される）に記載されるよう

に、ヒト血清アルブミンのアミノ酸残基１－ｚ（ここで、ｚは、３６９～４１９

の整数である）を含むか、あるいはこれからなるポリペプチドフラグメントと融

合される。本発明のポリペプチドおよび／または抗体（これらのフラグメントま

たは改変体を含む）は、異種タンパク質（例えば、免疫グロブリンＦｃポリペプ

チドまたはヒト血清アルブミンポリペプチド）のＮ末端またはＣ末端のいずれか

に、融合され得る。本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドがま

た、本発明によって含まれる。

      【００９８】

  上記のような融合タンパク質は、精製を容易にし得、そしてインビボでの半減

期を増加し得る。これは、例えば、ヒトＣＤ４ポリペプチドの第１の２つのドメ

インおよび哺乳動物の免疫グロブリンの重鎖または軽鎖の定常領域の種々のドメ

インからなるキメラタンパク質について示されている。例えば、ＥＰＡ０，３９

４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３１：８４

－８６を参照のこと。ＩｇＧ部分に起因するジスルフィド連結二量体構造を有す

る融合タンパク質はまた、単量体ポリペプチドまたはそのフラグメント単独より

も、他の分子を結合および中和する際により効率的であり得る。例えば、Ｆｏｕ

ｎｔｏｕｌａｋｉｓら（１９９５）Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７０：３９５８－３

９６４を参照のこと。上記エピトープをコードする核酸はまた、発現されたポリ

ペプチドの検出および精製を補助するために、エピトープタグとして目的の遺伝

子と組換えられ得る。

      【００９９】

  （抗体）

  さらに、本発明のポリペプチドは、特異的抗体－抗原結合をアッセイするため

の当該分野で周知の免疫アッセイによって決定されるように、本発明のスタニオ

カルシン（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｌｃｉｎ）ポリペプチド、ポリペプチドフラ

グメントまたは改変体（例えば、配列番号２のアミノ酸配列のポリペプチドまた
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はフラグメントまたは改変体、あるいは、本発明の寄託されたプラスミドに含ま

れるｃＤＮＡによってコードされるポリペプチドおよび／またはエピトープ）に

免疫特異的に結合する抗体およびＴ細胞抗原レセプター（ＴＣＲ）に関する。本

発明の抗体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、多重特異的抗

体、ヒト抗体、ヒト化抗体もしくはキメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂフラグメント

、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによって産生されたフラ

グメント、抗イデオタイプ（抗Ｉｄ）抗体（例えば、本発明の抗体に対する抗Ｉ

ｄ抗体を含む）、細胞内作製された抗体（すなわち、イントラボディー）、およ

び上記のいずれかのエピトープ結合フラグメントが挙げられるが、これらに限定

されない。本明細書中で使用される場合、用語「抗体」とは、免疫グロブリン分

子および免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分（すなわち、抗原に免疫特

異的に結合する抗原結合部位を含む分子）をいう。本発明の免疫グロブリン分子

は、免疫グロブリン分子の任意の型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ

、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉ

ｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）、またはサブクラスであり得る。好ましい実

施形態において、本発明の免疫グロブリン分子は、ＩｇＧ１である。他の好まし

い実施形態において、本発明の免疫グロブリン分子は、ＩｇＧ４である。

      【０１００】

  最も好ましくは、この抗体は、本発明のヒト抗原結合抗体フラグメントであり

、これには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖｓ（ｓｃ

Ｆｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）、ならびにＶＬドメイ

ンまたはＶＨドメインのいずれかを含むフラグメントが挙げられるが、これらに

限定されない。単鎖抗体を含む抗原結合抗体フラグメントは、可変領域を単独で

、または以下の全体もしくは部分と組み合わせて含み得る：ヒンジ領域、ＣＨ１

ドメイン、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン。また、可変領域とヒンジ領域

、ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメインとの任意の組み合わせ

もまた含む抗原結合フラグメントがまた、本発明に含まれる。本発明の抗体は、

鳥類および哺乳動物を含む任意の動物起源由来であり得る。好ましくは、この抗

体は、ヒト、ネズミ（例えば、マウスおよびラット）、ロバ、シップウサギ（ｓ
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ｈｉｐ  ｒａｂｂｉｔ）、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、またはニワトリで

ある。本明細書中で使用される場合、「ヒト」抗体は、ヒト免疫グロブリンのア

ミノ酸配列を有する抗体を含み、そしてヒト免疫グロブリンライブラリーから単

離された抗体、または１つ以上のヒト免疫グロブリンについてトランスジェニッ

クでありそして内因性免疫グロブリンを発現しない動物から単離された抗体（下

に記載のように、そして例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉらによる米国特許第

５，９３９，５９８号において記載のような）を含む。

      【０１０１】

  本発明の抗体は、一重特異的、二重特異的、三重特異的またはより多くの多重

特異性の抗体であり得る。多重特異的な抗体は、本発明のポリペプチドの異なる

エピトープに対して特異的であり得るか、または本発明のポリペプチドおよび異

種のエピトープ（例えば、異種ポリペプチドもしくは固体支持体物質）の両方に

特異的であり得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ  ９３／１７７１５；ＷＯ  ９２／

０８８０２；ＷＯ  ９１／００３６０；ＷＯ  ９２／０５７９３；Ｔｕｔｔら、

Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９（１９９１）；米国特許第４，４７４

，８９３号；同第４，７１４，６８１号；同第４，９２５，６４８号；同第５，

５７３，９２０号；同第５，６０１，８１９号；Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．１４８：１５４７－１５５３（１９９２）を参照のこと。

      【０１０２】

  本発明の抗体は、これらが認識または特異的結合する、本発明のポリペプチド

のエピトープまたは部分に関して、記載または特定化され得る。このエピトープ

またはポリペプチドの部分は、例えば、Ｎ末端およびＣ末端位置によって、連続

するアミノ酸残基におけるサイズによって、本明細書中に記載されるように特定

化され得る。本発明の任意のエピトープまたはポリペプチドに特異的に結合する

抗体はまた、排除され得る。従って、本発明は、本発明のポリペプチドを特異的

に結合する抗体を含み、そして本発明のポリペプチドの排除を可能にする。

      【０１０３】

  本発明の抗体はまた、その交差反応性について記載または特定化され得る。本

発明のポリペプチドの任意の他のアナログ、オルソログまたはホモログを結合し
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ない抗体が、含まれる。本発明のポリペプチドに対して少なくとも９５％、少な

くとも９０％、少なくとも８５％、少なくとも８０％、少なくとも７５％、少な

くとも７０％、少なくとも６５％、少なくとも６０％、少なくとも５５％および

少なくとも５０％の同一性（当該分野で公知の方法および本明細書中に記載され

る方法を用いて計算される場合）を有するポリペプチドを結合する抗体もまた、

本発明に含まれる。特定の実施形態において、本発明の抗体は、ヒトタンパク質

のマウス、ラットおよび／またはウサギホモログ、ならびに対応するこれらのフ

ラグメントと交差反応する。本発明のポリペプチドに対して９５％未満、９０％

未満、８５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６５％未満、６０％

未満、５５％未満および５０％未満の同一性（当該分野で公知の方法および本明

細書中に記載される方法を用いて計算される場合）を有するポリペプチドを結合

しない抗体もまた、本発明に含まれる。特定の実施形態において、上記の交差反

応性は、本明細書中に開示された、任意の単一特異的な抗原性または免疫原性ポ

リペプチド、あるいは２、３、４、５以上の特異的抗原性および／または免疫原

生ポリペプチドの組み合わせに関する。さらに本発明には、（本明細書中に記載

されるような）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で本発明のポ

リヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリ

ペプチドを結合する抗体が含まれる。本発明の抗体はまた、本発明のポリペプチ

ドに対するその結合親和性によって記載または特定され得る。好ましい結合親和

性としては、５×１０-2Ｍ未満、１０-2Ｍ未満、５×１０-3Ｍ未満、１０-3Ｍ未

満、５×１０-4Ｍ未満、１０-4Ｍ未満、５×１０-5Ｍ未満、１０-5Ｍ未満、５×

１０-6Ｍ未満、１０-6Ｍ未満、５×１０-7Ｍ未満、１０-7Ｍ未満、５×１０-8Ｍ

未満、１０-8Ｍ未満、５×１０-9Ｍ未満、１０-9Ｍ未満、５×１０-10Ｍ未満、

１０-10Ｍ未満、５×１０-11Ｍ未満、１０-11Ｍ未満、５×１０-12Ｍ未満、１０

-12Ｍ未満、５×１０-13Ｍ未満、１０-13Ｍ未満、５×１０-14Ｍ未満、１０-14

Ｍ未満、５×１０-15Ｍ未満および１０-15Ｍ未満の解離定数すなわちＫｄを有す

る親和性が挙げられる。

      【０１０４】

  本発明はまた、競合性結合を決定するための当該分野で公知の任意の方法（例
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えば、本明細書中で記載されるイムノアッセイ）によって決定されるような、本

発明のエピトープに対する抗体の結合を競合的に阻害する抗体を提供する。好ま

しい実施形態において、この抗体は、少なくとも９５％、少なくとも９０％、少

なくとも８５％、少なくとも８０％、少なくとも７５％、少なくとも７０％、少

なくとも６０％、または少なくとも５０％、エピトープへの結合を競合的に阻害

する。

      【０１０５】

  本発明の抗体は、本発明のポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストと

して作用し得る。例えば、本発明は、本発明のポリペプチドとのレセプター／リ

ガンド相互作用を部分的または完全にのいずれかで破壊する抗体を含む。好まし

くは、本発明の抗体は、本明細書中に開示される抗原性エピトープまたはその部

分に結合する。本発明は、レセプター特異的抗体およびリガンド特異的抗体の両

方の特徴を有する。本発明はまた、リガンド結合を妨害しないがレセプター活性

化を妨害する、レセプター特異的抗体の特徴を有する。レセプター活性化（すな

わち、シグナル伝達）は、本明細書中に記載の技術、そうでなければ、当該分野

で公知の技術により決定され得る。例えば、レセプター活性化は、免疫沈降それ

に続くウェスタンブロット分析（例えば、上記のような）によってレセプターま

たはその基質のリン酸化（例えば、チロシンまたはセリン／トレオニン）を検出

することにより、決定され得る。特定の実施形態において、この抗体の非存在下

で、リガンド活性またはレセプター活性を、その活性の少なくとも９５％、少な

くとも９０％、少なくとも８５％、少なくとも８０％、少なくとも７５％、少な

くとも７０％、少なくとも６０％、または少なくとも５０％を阻害する抗体が提

供される。

      【０１０６】

  本発明はまた、リガンド結合およびレセプター活性化の両方を妨げるレセプタ

ー特異的抗体、ならびにレセプター－リガンド複合体を認識しそして好ましくは

、結合していないレセプターまたは結合していないリガンドを特異的に認識はし

ない抗体の特徴を有する。同様に、本発明は、リガンドと結合しそしてレセプタ

ーへのリガンドの結合を妨げる中和抗体、およびリガントと結合しそれによりレ
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セプター活性化を妨げるがリガンドがレセプターを結合することを妨げない抗体

を含む。さらに、本発明は、レセプターを活性化する抗体を含む。これらの抗体

は、レセプターアゴニストとして作用し得、すなわち、リガンド媒介レセプター

活性化の生物学的活性化の全てまたはサブセットのいずれかを、例えば、レセプ

ターの二量体化を誘導することによって増強するかまたは活性化し得る。この抗

体は、本明細書中に開示される本発明のペプチドの特定の生物学的活性を含む生

物学的活性についての、アゴニスト、アンタゴニストまたは逆アゴニストとして

特定化され得る。上記抗体アゴニストは、当該分野で公知の方法を用いて作製さ

れ得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９６／４０２８１；米国特許第５，８１１，０

９７号；Ｄｅｎｇら、Ｂｌｏｏｄ  ９２（６）：１９８１－１９８８（１９９８

）；Ｃｈｅｎら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５８（１６）：３６６８－３６７８（

１９９８）；Ｈａｒｒｏｐら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６１（４）：１７８６－

１７９４（１９９８）；Ｚｈｕら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ：５８（１５）：３２

０９－３２１４（１９９８）；Ｙｏｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０（７）

：３１７０－３１７９（１９９８）；Ｐｒａｔら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｓｃｉ．１１

１（Ｐｔ２）：２３７－２４７（１９９８）；Ｐｉｔａｒｄら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  ２０５（２）：１７７－１９０（１９９７）；Ｌｉａｕ

ｔａｒｄら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  ９（４）：２３３－２４１（１９９７）；Ｃａ

ｒｌｓｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２（１７）：１１２９５－１１３

０１（１９９７）；Ｔａｒｙｍａｎら、Ｎｅｕｒｏｎ  １４（４）：７５５－７

６２（１９９５）；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ６（９）：１１５３

－１１６７（１９９８）；Ｂａｒｔｕｎｅｋら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  ８（１）：

１４－２０（１９９６）（これらは全て、その全体が参考として本明細書中に援

用される）を参照のこと。

      【０１０７】

  本発明の抗体は、例えば、本発明のポリペプチドを精製し、検出し、そして標

的化するために使用され得る（インビトロおよびインビボの両方での診断方法お

よび治療方法を含む）。例えば、この抗体は、生物学的サンプルにおける本発明

のポリペプチドのレベルを定性的におよび定量的に測定するためのイムノアッセ



(75) 特表２００３－５３１１０７

イにおける用途を有する。例えば、Ｈａｒｌｏｗら，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ

  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂ

ｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，第２版，１９８８）（本明細書中で

その全体が参照として援用される）を参照のこと。

      【０１０８】

  以下により詳細に議論するように、本発明の抗体は、単独でかまたは他の化合

物との組み合わせてのいずれかで使用され得る。この抗体はさらに、Ｎ末端でも

しくはＣ末端で異種ポリペプチドに組換え的に融合され得るか、またはポリペプ

チドもしくは他の化合物へ化学的に結合（共有結合および非共有結合を含む）さ

れ得る。例えば、本発明の抗体は、検出アッセイにおける標識として有用な分子

、および異種ポリペプチド、薬剤、放射性核種、または毒素のようなエフェクタ

ー分子に、組換え的に融合または結合され得る。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９２／

０８４９５；ＷＯ９１／１４４３８；ＷＯ８９／１２６２４；米国特許第５，３

１４，９９５号；および欧州特許第３９６，３８７号（これらの開示は、その全

体が参考として本明細書中に援用される）を参照のこと。

      【０１０９】

  本発明の抗体は、改変された（すなわち、抗体が抗イディオタイプ応答を生成

するのを妨げないような、抗体への任意の型の分子の共有結合による）誘導体を

含む。例えば、制限されないが、抗体誘導体には、例えば、グリコシル化、アセ

チル化、ぺグ化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）、リン酸化（ｐｈｏｓｐｈｙｌａｔｉ

ｏｎ）、アミド化、既知の保護基／ブロック基（ｂｌｏｃｋｉｎｇ  ｇｒｏｕｐ

）による誘導体化、タンパク質分解性切断、細胞性リガンドまたは他のタンパク

質への連結などによって改変された、抗体が挙げられる。多数の任意の化学的改

変が、特異的化学切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシンの代謝的合成

などを含むが、これらに制限されない公知の技術によって実行され得る。さらに

、この誘導体は、１つ以上の非古典的アミノ酸を含み得る。

      【０１１０】

  本発明の抗体は、当該分野で公知の任意の適切な方法によって産生され得る。

目的の抗原に対するポリクローナル抗体は、当該分野で周知の種々の手順によっ
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て産生され得る。例えば、本発明のポリペプチドは、種々の宿主動物（ウサギ、

マウス、ラットなどを含むがこれらに限定されない）に投与されて、抗原に対し

て特異的なポリクローナル抗体を含む血清の産生を誘導し得る。種々のアジュバ

ントが、宿主種に依存して、免疫学的応答を増加させるために使用され得、そし

てこれにはフロイント（完全および不完全）、水酸化アルミニウムのようなミネ

ラルゲル、リゾレシチンのような界面活性物質、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉ

ｃ）ポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油エマルジョン、キーホールリンペ

ットヘモシアニン、ジニトロフェノール、ならびにＢＣＧ（カルメット－ゲラン

杆菌）およびＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍのような潜在的に

有用なヒトアジュバントを含むが、これらに限定されない。このようなアジュバ

ントはまた、当該分野で周知である。

      【０１１１】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ、組換え、およびファージディスプレ

イ技術、またはそれらの組み合わせの使用を含む、当該分野で公知の広範な種々

の技術を用いて調製され得る。例えば、モノクローナル抗体は、当該分野で公知

の以下に挙げられるハイブリドーマ技術を使用して産生され得、例えば、Ｈａｒ

ｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，

（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ

，第２版、１９８８）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔ－Ｃｅｌｌ  Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ  ５６３－６

８１（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．１９８１）（上記の参考文献は、その全体が

参考として援用される）に教示される。本明細書中で使用される場合、用語「モ

ノクローナル抗体」とは、ハイブリドーマ技術を通して生成された抗体に限定さ

れない。用語「モノクローナル抗体」とは、任意の真核生物、原核生物、または

ファージクローンを含む単一のクローンに由来する抗体をいい、そしてモノクロ

ーナル抗体が生成される方法ではない。

      【０１１２】

  ハイブリドーマ技術を用いて特定の抗体を産生およびスクリーニングする方法

は、慣用的であり、そして当該分野に周知であり、そして実施例に詳細に議論さ
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れる。非限定の例として、マウスは、本発明のポリペプチドまたはそのようなペ

プチドを発現する細胞を用いて免疫され得る。一旦免疫応答が検出される（例え

ば、抗原に特異的な抗体がマウスの血清中に検出される）と、マウスの脾臓を収

集しそして脾細胞を単離する。次に、脾細胞を周知の技術によって任意の適切な

メラノーマ細胞（例えば、ＡＴＣＣから入手可能な細胞株ＳＰ２０由来の細胞）

に融合させる。ハイブリドーマを限定希釈によって選択およびクローン化する。

次に、ハイブリドーマクローンを、本発明のポリペプチドに結合し得る抗体を分

泌する細胞について当該分野で公知の方法によってアッセイする。一般的に高い

レベルの抗体を含む腹水が、陽性ハイブリドーマクローンを用いてマウスを免疫

させることによって、産生され得る。

      【０１１３】

  従って、本発明は、モノクローナル抗体および本発明の抗体を分泌するハイブ

リドーマ細胞を培養する工程を包含する方法によって産生される抗体を、産生す

る方法を提供し、ここで、好ましくは、このハイブリドーマは、骨髄腫細胞を用

いた本発明の抗原と免疫させたマウスから単離された脾細胞とを融合させること

によって、次いで本発明のポリペプチドと結合し得る抗体を分泌するハイブリド

ーマクローンについての融合物から生じるハイブリドーマをスクリーニングする

ことによって産生される。

      【０１１４】

  ポリクローナルおよびモノクローナルヒトＢ細胞株の両方を産生するための別

の周知の方法は、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）を用いたトランスフォ

ーメーションである。ＥＢＶトランスフォームされたＢ細胞株を作製するための

プロトコールは、当該分野で一般的に公知である（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐ

ｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｃｏｌｉｇａｎら、編、１９

９４、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹの第７．２２章に概略される

プロトコール（これは、本明細書中に参考としてその全体が本明細書によって援

用される）など）。トランスフォーメーションのためのＢ細胞の供給源は、通常

、ヒト末梢血であるが、トランスフォーメーションのためのＢ細胞はまた、リン

パ節、扁桃、脾臓、腫瘍組織および感染組織を含むがこれらに限定されない他の
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供給源から誘導され得る。組織は、一般的に、ＥＢＶトランスフォーメーション

の前に、単一細胞懸濁液にされる。さらに、Ｂ細胞含有サンプルにおいて、Ｔ細

胞を物理的に取り除くかまたはＴ細胞を不活性化する（例えば、シクロスポリン

Ａを用いた処理によって）かのいずれかのための工程がとられ得る。なぜなら、

抗ＥＢＶ抗体に対してセロポジティブな個体由来のＴ細胞は、ＥＢＶによるＢ細

胞不死化を抑制し得るからである。

      【０１１５】

  概して、ヒトＢ細胞を含むサンプルは、ＥＢＶで接種され、そして３～４週間

培養される。ＥＢＶの代表的な供給源は、Ｂ９５－８細胞株（ＡＴＣＣ番号ＶＲ

－１４９２）の培養上清である。ＥＢＶトランスフォーメーションの物理的なし

るしは、一般的に、３～４週間の培養期間の最後にむかって見出され得る。位相

差顕微鏡によると、トランスフォームされた細胞は、大きく、はっきりとし、毛

様であり、そして詰まった細胞のクラスターに凝集する傾向があるようである。

最初に、ＥＢＶ株は、一般的にポリクローン化される。しかし、延長された細胞

培養期間にわたって、ＥＢＶ株は、特定のＢ細胞クローンの選択的な副産物の結

果としてモノクローナルまたはポリクローナルになり得る。あるいは、ポリクロ

ーナルＥＢＶトランスフォーム株は、（例えば、限定希釈培養によって）サブク

ローン化され得るか、または適切な融合パートナーに融合されて限定希釈でプレ

ートに播かれ、モノクローナルＢ細胞株を生じる。ＥＢＶトランスフォーム細胞

株に適切な融合パートナーとしては、マウス骨髄腫細胞株（例えば、ＳＰ２／０

、Ｘ６３－Ａｇ８．６５３）、ヘテロ骨髄腫細胞株（ヒト×マウス；例えば、Ｓ

ＰＡＭ－８、ＳＢＣ－Ｈ２０、およびＣＢ－Ｆ７）、およびヒト細胞株（例えば

、ＧＭ  １５００、ＳＫＯ－００７、ＲＰＭＩ  ８２２６、およびＫＲ－４）が

挙げられる。従って、本発明はまた、ヒトＢ細胞のＥＢＶトランスフォーメーシ

ョンを含む、本発明のポリペプチドまたはそのフラグメントに対する、ポリクロ

ーナルヒト抗体またはモノクローナルヒト抗体を作製する方法を提供する。

      【０１１６】

  特定のエピトープを認識する抗体フラグメントは、公知の技術によって生成さ

れ得る。例えば、本発明のＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントは、（Ｆａ
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ｂフラグメントを生成するために）パパインまたは（Ｆ（ａｂ’）２フラグメン

トを産生するために）ペプシンのような酵素を使用して、免疫グロブリン分子の

タンパク質分解切断によって産生され得る。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、可

変領域、軽鎖定常領域および重鎖のＣＨ１ドメインを含む。

      【０１１７】

  例えば、本発明の抗体はまた、当該分野で公知の種々のファージディスプレイ

方法を用いて産生され得る。ファージディスプレイ法において、機能的抗体ドメ

インは、それらをコードするポリヌクレオチド配列を保有するファージ粒子の表

面に提示される。特定の実施形態において、そのようなファージは、レパートリ

ーまたはコンビナトリアル抗体ライブラリー（例えば、ヒトまたはマウス）から

発現される抗原結合ドメインを提示するために利用され得る。目的の抗原に結合

する抗原結合ドメインを発現するファージは、抗原を用いて選択または同定され

得る（例えば、標識した抗体あるいは固体表面またはビーズに結合または捕捉さ

れた抗原を使用する）。これらの方法において用いられるファージは、代表的に

は、ファージ遺伝子ＩＩＩタンパク質またはファージ遺伝子ＶＩＩＩタンパク質

のいずれかに組換え的に融合されたＦａｂ、Ｆｖまたはジスルフィド安定化され

たＦｖの抗体ドメインを有するファージから発現されたｆｄおよびＭ１３結合ド

メインを含む糸状ファージ（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ  ｐｈａｇｅ）である。本

発明の抗体を作製するために用いられ得るファージディスプレイ方法の例として

は、以下に開示される方法が挙げられる：Ｂｒｉｎｋｍａｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １８２：４１－５０（１９９５）；Ａｍｅｓら、Ｊ．Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １８４：１７７－１８６（１９９５）；Ｋｅｔ

ｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：９５２－９５８

（１９９４）；Ｐｅｒｓｉｃら、Ｇｅｎｅ  １８７  ９－１８（１９９７）；Ｂ

ｕｒｔｏｎら、Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ５７：１９１

－２８０（１９９４）；ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４；ＰＣＴ

公開ＷＯ  ９０／０２８０９；ＷＯ  ９１／１０７３７；ＷＯ  ９２／０１０４

７；ＷＯ  ９２／１８６１９；ＷＯ  ９３／１１２３６；ＷＯ  ９５／１５９８

２；ＷＯ  ９５／２０４０１；ならびに米国特許第５，６９８，４２６号；同第
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５，２２３，４０９号；同第５，４０３，４８４号；同第５，５８０，７１７号

；同第５，４２７，９０８号；同第５，７５０，７５３号；同第５，８２１，０

４７号；同第５，５７１，６９８号；同第５，４２７，９０８号；同第５，５１

６，６３７号；同第５，７８０，２２５号；同第５，６５８，７２７号；同第５

，７３３，７４３号および同第５，９６９，１０８号（これらの各々は、本明細

書中でその全体が参考として援用される）。

      【０１１８】

  上記参考文献に記載されるように、ファージ選択後、ファージ由来の抗体をコ

ードする領域は、ヒト抗体を含む抗体の全体または任意の他の所望の抗原結合フ

ラグメントを生成するために単離されかつ用いられ得、そして例えば、以下に詳

細が記載されるように、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母および細菌を

含む任意の所望の宿主において発現され得る。例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’および

Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを組換え的に産生するための技術はまた、当該分野

で公知の方法を用いて使用され得、このような方法は、以下に開示される：ＰＣ

Ｔ公開ＷＯ  ９２／２２３２４；Ｍｕｌｌｉｎａｘら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕ

ｅｓ  １２（６）：８６４－８６９（１９９２）；およびＳａｗａｉら、ＡＪＲ

Ｉ  ３４：２６－３４（１９９５）；およびＢｅｔｔｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２４０：１０４１－１０４３（１９９８）（これらの参考文献は、その全体が参

考として援用される）。

      【０１１９】

  単鎖のＦｖｓおよび抗体を産生するために用いられ得る技術の例としては、米

国特許第４，９４６，７７８号および同第５，２５８，４９８号；Ｈｕｓｔｏｎ

ら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  ２０３：４６－８８（１９

９１）；Ｓｈｕら、ＰＮＡＳ  ９０：７９９５－７９９９（１９９３）；および

Ｓｋｅｒｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０３８－１０４０（１９８８）に

記載される技術が挙げられる。ヒトにおける抗体のインビボにおける使用および

インビトロ検出アッセイを含むいくつかの用途のために、キメラ抗体、ヒト化抗

体またはヒト抗体の使用が好ましくあり得る。キメラ抗体とは、抗体の異なる部

分が、異なる動物種に由来する分子（例えば、マウスモノクローナル抗体由来の
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可変領域およびヒト免疫グロブリン定常領域を有する抗体）である。キメラ抗体

を産生するための方法は、当該分野において公知である。例えば、Ｍｏｒｒｉｓ

ｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０２（１９８５）；Ｏｉら、ＢｉｏＴｅｃ

ｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４（１９８６）；Ｇｉｌｌｉｅｓら、（１９８９）Ｊ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １２５：１９１－２０２；米国特許第５，

８０７，７１５号；同第４，８１６，５６７号；および同第４，８１６３９７号

を参照のこと（これらはそれらの全体が、参考として本明細書中に援用される）

。ヒト化抗体は、非ヒト種由来の１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒ

ト免疫グロブリン分子由来のフレームワーク領域を有する所望された抗原に結合

する非ヒト種抗体由来の抗体分子である。しばしば、ヒトフレームワーク領域内

のフレームワーク残基（ｆｒａｍｅｗｏｒｋ  ｒｅｓｉｄｕｅ）は、抗原結合を

変化させるため（好ましくは改善させるために）ＣＤＲドナー抗体由来の対応残

基と置換される。これらフレームワークの置換は、当該分野で周知の方法によっ

て同定され、例えば、抗原結合に重要なフレームワーク残基を同定するためのＣ

ＤＲおよびフレームワーク残基の相互作用のモデリング、ならびに特定の位置に

おける異常なフレームワーク残基を同定するための配列比較による。（例えば、

Ｑｕｅｅｎら、米国特許第５，５８５，０８９号；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａ

ｔｕｒｅ  ３３２：３２３（１９８８）を参照のこと（これらはそれらの全体が

参考として本明細書中に援用される））。抗体は、以下を含む当該分野で公知の

種々の技術を用いてヒト化され得る：例えば、ＣＤＲ－移植（欧州特許第２３９

，４００号；ＰＣＴ公開ＷＯ  ９１／０９９６７；米国特許第５，２２５，５３

９号；同第５，５３０，１０１号および同第５，５８５，０８９号）、ベニヤリ

ング（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）またはリサーフェイシング（ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎ

ｇ）（欧州特許第５９２，１０６号；同第５１９，５９６号；Ｐａｄｌａｎ、Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ２８（４／５）：４８９－４９８（

１９９１）；  Ｓｔｕｄｎｉｃｋａら、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ

ｇ  ７（６）：８０５－８１４（１９９４）；Ｒｏｇｕｓｋａら、ＰＮＡＳ  ９

１：９６９－９７３（１９９４））、およびチェーンシャッフリング（ｃｈａｉ

ｎ  ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）（米国特許第５，５６５，３３２号）。
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      【０１２０】

  完全なヒト抗体は、ヒト患者の治療的処置に対して特に所望される。ヒト抗体

は、ヒト免疫グロブリン配列に由来する抗体ライブラリーを用いた上記のファー

ジディスプレイ法を含む当該分野で公知の種々の方法により作製され得る。米国

特許第４，４４４，８８７号、同第４，７１６，１１１号；およびＰＣＴ公開Ｗ

Ｏ  ９８／４６６４５、ＷＯ  ９８／５０４３３、ＷＯ  ９８／２４８９３、Ｗ

Ｏ  ９８／１６６５４、ＷＯ  ９６／３４０９６、ＷＯ  ９６／３３７３５、お

よびＷＯ  ９１／１０７４１；（これらの各々はその全体が参考として本明細書

中に援用される）もまた参照のこと。

      【０１２１】

  ヒト抗体はまた、機能的内因性免疫グロブリンの発現は出来ないが、ヒト免疫

グロブリン遺伝子を発現し得るトランスジェニックマウスを用いて産生され得る

。例えば、ヒト重鎖免疫グロブリン遺伝子およびヒト軽鎖免疫グロブリン遺伝子

の複合体は、無作為にまたは相同組換えによってマウス胚性幹細胞に導入され得

る。あるいは、ヒト可変領域、定常領域および多様性領域（ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

  ｒｅｇｉｏｎ）は、ヒト重鎖遺伝子およびヒト軽鎖遺伝子に加えて、マウスの

胚性幹細胞に導入され得る。マウス重鎖免疫グロブリン遺伝子およびマウス軽鎖

免疫グロブリン遺伝子は、相同組換えによるヒト免疫グロブリン座の導入と別々

にまたは同時に非機能的にされ得る。特に、ＪＨ領域のホモ接合性の欠失は、内

因性抗体の産生を妨げる。改変された胚性幹細胞を増殖させ、そしてキメラマウ

スを産生するために胚盤胞中に微量注入する。次いで、キメラマウスを、ヒト抗

体を発現するホモ接合性の子孫を産生するために繁殖させる。トランスジェニッ

クマウスを、選択された抗原（例えば、本発明のポリペプチドの全体または部分

）を用いて通常の様式で免疫する。抗原に対するモノクローナル抗体は、従来の

ハイブリドーマ技術を用いて免疫したトランスジェニックマウスから得られ得る

。トランスジェニックマウスに保持されたヒト免疫グロブリン導入遺伝子は、Ｂ

細胞分化の間に再編成し、そしてその後、クラススイッチングおよび体細胞変異

を受ける。従って、そのような技術の使用によって、治療的に有用なＩｇＧ抗体

、ＩｇＡ抗体、ＩｇＭ抗体およびＩｇＥ抗体の産生が可能である。ヒト抗体を産
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生するためのこの技術の概要については、ＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ（

１９９５、Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：６５－９３）を参照のこと

。ヒト抗体およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのこの技術のならびに

そのような抗体を産生するためのプロトコールの詳細な議論については、例えば

、ＰＣＴ公開ＷＯ９８／２４８９３；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９６／３４０

９６；ＷＯ９６／３３７３５；欧州特許第０５９８０８７７号米国特許第５，４

１３，９２３号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第

５，５６９，８２５号；同第５，６６１，０１６号；同第５，５４５，８０６号

；同第５，８１４，３１８号；同第５，８８５，７９３号；同第５，９１１６，

７７１号；および同第５，９３９，５９８号；同第６，０７５，１８１号ならび

に同第６，１１４，５９８号を参照のこと（これらはその全体が本明細書中に参

考として援用される）。さらに、Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｅｍｏｎｔ

，ＣＡ）およびＧｅｎｐｈａｒｍ（Ｓａｎ  Ｊｏｓｅ，ＣＡ）のような企業は、

上記の技術に類似した技術を用いて選択された抗原に対するヒト抗体を提供する

ことに従事し得る。

      【０１２２】

  選択されたエピトープを完全に認識するヒト抗体を、「ガイドされた（ｇｕｉ

ｄｅｄ）選択」といわれる技術を用いて産生し得る。このアプローチにおいて、

選択された非ヒトモノクローナル抗体（例えば、マウス抗体）は、同じエピトー

プを完全に認識するヒト抗体の選択を導くために使用される。（Ｊｅｓｐｅｒｓ

ら、Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １２：８９９－９０３（１９８８））。

      【０１２３】

  さらに、本発明のポリペプチドに対する抗体は、当業者に周知の技術を用いて

本発明のポリペプチドを「模倣する」抗イディオタイプ抗体を産生するために順

々に利用され得る。（例えば、ＧｒｅｅｎｓｐａｎおよびＢｏｎａ、ＦＡＳＥＢ

  Ｊ．７（５）：４３７－４４４；（１９８９）およびＮｉｓｓｉｎｏｆｆ，Ｊ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７（８）：２４２９－２４３８（１９９１）を参照のこ

と。）例えば、本発明のポリペプチドに結合し、そして本発明のポリペプチドの

多量体化（ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ）および／またはリガンドに対する
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本発明のポリペプチドの結合を競合的に阻害する抗体が、ポリペプチドの多量体

化ドメインおよび／または結合ドメインを「模倣する」抗イディオタイプを産生

するために使用され得、そして結果としてポリペプチドおよび／またはそのリガ

ンドに結合し、そして中和する。このような抗イディオタイプまたはそのような

抗イディオタイプのＦａｂフラグメントの中和は、ポリペプチドリガンド／レセ

プターを中和するための治療的レジメンに使用され得る。例えば、そのような抗

イディオタイプ抗体は、本発明のポリペプチドに結合するためおよび／またはそ

のリガンド／レセプターに結合するために使用され得、そしてそれによってその

生物学的活性がブロックされる。あるいは、ポリペプチド多量体化および／もし

くは結合、ならびに／またはレセプター／リガンド多量体化、結合および／もし

くはシグナル伝達に結合してそして増強する抗体は、本発明のポリペプチドのア

ゴニスト、および／またはそのリガンド／レセプターとして機能する抗イディオ

タイプを生成するために使用され得る。このようなアゴニスト性抗イディオタイ

プまたはこのような抗イディオタイプのＦａｂフラグメントは、治療レジメンに

おいて、本発明のポリペプチドのアゴニストまたはそのリガンド／レセプターと

して使用され得る。例えば、このような抗イディオタイプ抗体は、本発明のポリ

ペプチドを結合するためおよび／またはこのリガンド／レセプターを結合するた

めに使用され得、そしてこれにより、その生物学的活性を促進または増強させる

。

      【０１２４】

  本発明のイントラボディー（ｉｎｔｒａｂｏｄｙ）は、例えば、Ｃｈｅｎら，

Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒ．５：５９５－６０１（１９９４）；Ｍａｒａｓｃ

ｏ，Ｗ．Ａ．，Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒ．４：１１－１５（１９９７）；Ｒｏｎｄｏ

ｎ  ａｎｄ  Ｍａｒａｓｃｏ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．５１：

２５７－２８３（１９９７）；Ｐｒｏｂａら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７５：

２４５－２５３（１９９８）；Ｃｏｈｅｎら，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １７：２４４

５－２４５６（１９９８）；ＯｈａｇｅおよびＳｔｅｉｐｅ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ

ｏｌ．２９１：１１１９－１１２８（１９９９）；Ｏｈａｇｅら，Ｊ．Ｍｏｌ．

Ｂｉｏｌ．２９１：１１２９－１１３４（１９９９）；ＷｉｒｔｚおよびＳｔｅ
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ｉｐｅ，  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｃｉ．８：２２４５－２２５０（１９９９）；Ｚ

ｈｕら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  ２３１：２０７－２２２（１９

９９）ならびにそこに引用される参考文献において開示されそして概説される、

当該分野で公知の方法を使用して生成され得る。

      【０１２５】

  （抗体をコードするポリヌクレオチド）

  本発明はさらに、本発明の抗体およびそのフラグメントをコードするヌクレオ

チド配列を含むポリヌクレオチドを提供する。本発明はまた、ストリンジェント

な、または低いストリジェンシーのハイブリダイゼーション条件下で（例えば、

本明細書中で定義されるような）抗体（好ましくは、本発明のポリペプチドと特

異的に結合する、好ましくは、配列番号２のアミノ酸配列を有するポリペプチド

および／または寄託されたプラスミドに含まれるｃＤＮＡによりコードされるポ

リペプチドに結合する抗体）をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズす

るポリヌクレオチドを含む。

      【０１２６】

  ポリヌクレオチドが、当該分野で公知の任意の方法によって得られ得、そして

ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が決定される。例えば、抗体のヌクレオチ

ド配列が知られている場合、抗体をコードするポリヌクレオチドは、化学的に合

成されたオリゴヌクレオチドから集められ得（例えば、Ｋｕｔｍｅｉｅｒら、Ｂ

ｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １７：２４２（１９９４）に記載されるような）、

これは、簡単にいうと、以下の工程を包含する：抗体をコードする配列の部分を

含むオーバーラップするオリゴヌクレオチドの合成、これらのオリゴヌクレオチ

ドのアニーリングおよび連結、次いでＰＣＲによる連結されたオリゴヌクレオチ

ドの増幅。

      【０１２７】

  あるいは、抗体をコードするポリヌクレオチドは、適切な供給源からの核酸か

ら作製され得る。特定の抗体をコードする核酸を含むクローンは入手不可能だが

、その抗体分子の配列が既知である場合、免疫グロブリンをコードする核酸は、

化学的に合成されるかまたは適切な供給源（例えば、抗体ｃＤＮＡライブラリー
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、または抗体を発現する任意の組織もしくは細胞（例えば、本発明の抗体の発現

のために選択されたハイブリドーマ細胞）から作製されたｃＤＮＡライブラリー

、またはそれから単離された核酸（好ましくはポリＡ＋ＲＮＡ））を、例えば、

抗体をコードするｃＤＮＡライブラリーからのｃＤＮＡクローンを同定するため

に、配列の３’末端もしくは５’末端にハイブリダイズ可能な合成プライマーを

使用するＰＣＲ増幅によって、または特定の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレ

オチドプローブを使用するクローニングによって得られ得る。ＰＣＲによって作

製された増幅された核酸は、次いで、当該分野で周知の任意の方法を用いて、複

製可能なクローニングベクターにクローニングされ得る。

      【０１２８】

  一旦、抗体のヌクレオチド配列および対応するアミノ酸配列が決定されると、

抗体のヌクレオチド配列は、ヌクレオチド配列の操作について当該分野で周知の

方法（例えば、組換えＤＮＡ技術、部位指向性変異誘発、ＰＣＲなど（例えば、

Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９９０，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ

およびＡｕｓｕｂｅｌら編、１９９８，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ

，ＮＹに記載の技術を参照のこと。これらは両方がその全体において本明細書に

参考として援用される））を用いて操作され、例えば、アミノ酸の置換、欠失、

および／または挿入を生成するように異なるアミノ酸配列を有する抗体を作製し

得る。

      【０１２９】

  特定の実施形態において、重鎖および／または軽鎖の可変ドメインのアミノ酸

配列は、相補性決定領域（ＣＤＲ）の配列の同定のために、当該分野において周

知の方法によって（例えば、配列超可変性の領域を決定するために、他の重鎖、

および軽鎖の可変領域を既知のアミノ酸配列と比較することによって）調べられ

得る。慣用的な組換えＤＮＡ技術を用いて、１つ以上のＣＤＲが、前述のように

フレームワーク領域内に（例えば、非ヒト抗体をヒト化するために、ヒトフレー
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ムワーク領域中に）挿入され得る。このフレームワーク領域は天然に存在する領

域、またはコンセンサスフレームワーク領域、および好ましくはヒトフレームワ

ーク領域であり得る（例えば、列挙したヒトフレームワーク領域については、Ｃ

ｈｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７８：４５７－４７９（１９９８）

を参照のこと）。好ましくは、フレームワーク領域およびＣＤＲの組み合わせに

よって作製されたポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドに特異的に結合す

る抗体をコードする。好ましくは、上記に議論されるように、１つ以上のアミノ

酸置換は、フレームワーク領域内で作製され得、そして好ましくは、そのアミノ

酸置換は、抗体のその抗原への結合を改善する。さらに、このような方法は、１

つ以上の鎖内のジスルフィド結合が欠如した抗体分子を作製するように、鎖内ジ

スルフィド結合に関与する１つ以上の可変領域のシステイン残基のアミノ酸置換

または欠失を作製するために使用され得る。ポリヌクレオチドへの他の変更は、

本発明によって、および当該分野の技術において包含される。

      【０１３０】

  さらに、適切な抗原特異性のマウス抗体分子由来の遺伝子を、適切な生物学的

活性のヒト抗体分子由来の遺伝子と共にスプライシングさせることによる、「キ

メラ抗体」を生産するために発達した技術（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：８５１－８５５（１９８４）；Ｎｅｕｂｅｒ

ｇｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１２：６０４－６０８（１９８４）；Ｔａｋｅｄａ

ら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４５２－４５４（１９８５））が使用され得る。上

記のように、キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物種から誘導される分子であ

り、このような分子は、マウスｍＡｂおよびヒト免疫グロブリンの定常領域から

由来の可変領域を有する（例えば、ヒト化抗体）。

      【０１３１】

  あるいは、単鎖抗体の産生のために記載された技術（米国特許第４，９４６，

７７８号；Ｂｉｒｄ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：４２３－４２（１９８８）；Ｈ

ｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５：５８７

９－５８８３（１９８８）；およびＷａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５４４

－５４（１９８９））が、単鎖抗体の産生に適応され得る。単鎖抗体は、Ｆｖ領
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域の重鎖フラグメントおよび軽鎖フラグメントがアミノ酸架橋を介して連結され

れることによって形成され、単鎖ポリペプチドを生じる。Ｅ．ｃｏｌｉにおける

機能性Ｆｖフラグメントのアセンブリのための技術もまた、使用され得る（Ｓｋ

ｅｒｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：１０３８－１０４１（１９８８））。

      【０１３２】

  （抗体を産生する方法）

  本発明の抗体は、抗体を合成するための当該分野で公知の任意の方法によって

、特に、化学合成によって、または、好ましくは、組換え体発現技術によって産

生され得る。抗体を生成するための方法は、ハイブリドーマ技術、ＥＢＶ形質転

換および本明細書中に開示される他の方法、ならびに以下に記載されるような組

換えＤＮＡ技術の使用を介する方法が挙げらえるが、これらに限定されない。

      【０１３３】

  本発明の抗体、またはそのフラグメント、誘導体もしくはアナログ（例えば、

本発明の抗体の重鎖もしくは軽鎖または本発明の単鎖抗体）の組換え体発現は、

抗体をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターの構築を必要とする

。一旦、本発明の抗体分子または抗体の重鎖もしくは軽鎖、あるいはそれらの部

分（好ましくは、重鎖または軽鎖の可変ドメインを含有する）をコードするポリ

ヌクレオチドが得られると、抗体分子の産生のためのベクターは、当該分野で周

知の技術を用いる組換えＤＮＡ技術によって産生され得る。従って、ヌクレオチ

ド配列をコードする抗体を含有するポリヌクレオチドの発現によってタンパク質

を調製するための方法は、本明細書に記載される。当業者に周知の方法は、抗体

をコードする配列ならびに適切な転写制御シグナルおよび翻訳制御シグナルを含

有する発現ベクターの構築のために使用され得る。これらの方法には、例えば、

インビトロの組換えＤＮＡ技術、合成技術、およびインビボの遺伝子組換えが挙

げられる。従って、本発明は、プロモーターに作動可能に連結した、本発明の抗

体分子、あるいはその重鎖もしくは軽鎖、または重鎖もしくは軽鎖の可変ドメイ

ンをコードするヌクレオチド配列を含む複製可能なベクターを提供する。このよ

うなベクターは、抗体分子の定常領域（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ８６／０５８０

７；ＰＣＴ公開ＷＯ８９／０１０３６；および米国特許第５，１２２，４６４号



(89) 特表２００３－５３１１０７

を参照のこと）をコードするヌクレオチド配列ならびに重鎖または軽鎖の全体の

発現のためにこのようなベクターにクローニングされ得る抗体の可変ドメインを

含み得る。

      【０１３４】

  この発現ベクターは、従来技術によって宿主細胞へと移入され、そしてこのト

ランスフェクトされた細胞は、次いで、本発明の抗体を産生するために、従来技

術によって培養される。従って、本発明は、異種プロモーターに作動可能に連結

した、本発明の抗体、あるいはその重鎖もしくは軽鎖または本発明の単鎖抗体を

コードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞を含む。二重鎖抗体の発現について

の好ましい実施形態において、重鎖および軽鎖の両方をコードするベクターは、

以下に詳述されるように、免疫グロブリン分子の全体の発現のために宿主細胞に

おいて同時発現され得る。

      【０１３５】

  種々の宿主発現ベクター系は、本発明の抗体分子を発現させるために利用され

得る。このような宿主発現系は、目的のコード配列が産生され、かつ続いて精製

され得るビヒクルを表わすが、また、適切なヌクレオチドをコードする配列で形

質転換またはトランスフェクトされる場合に、インサイチュで本発明の抗体分子

を発現し得る細胞を表わす。これらには、抗体をコードする配列を含む組換えバ

クテリオファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮＡの発現ベクタ

ーを用いて形質転換された細菌（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．サブチリス（ｓｕ

ｂｔｉｌｉｓ））のような微生物；抗体をコードする配列を含む組換え酵母発現

ベクターで形質転換された酵母（例えば、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、Ｐｉｃ

ｈｉａ）；抗体をコードする配列を含む組換えウイルス発現ベクター（例えば、

バキュロウイルス）に感染した昆虫細胞系；組換えウイルス発現ベクター（例え

ば、カリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭ

Ｖ）に感染した植物細胞系または抗体をコードする配列を含む組換えプラスミド

発現ベクター（例えば、Ｔｉプラスミド）で形質転換された植物細胞系；あるい

は哺乳動物細胞のゲノム由来のプロモーター（例えば、メタロチオネインプロモ

ーター）または哺乳動物のウイルス由来のプロモーター（例えば、アデノウイル
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ス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター）を含む組換え

発現構築物を保有する哺乳動物細胞系（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９

３、３Ｔ３細胞）が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、Ｅｓｃ

ｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉのような細菌細胞、そしてより好ましくは、特に、

組換え抗体分子全体の発現のために真核生物細胞が、組換え抗体分子の発現のた

めに使用される。例えば、ヒトサイトメガロウイルス由来の主要最初期遺伝子プ

ロモーターエレメントのようなベクターと組み合わされた、チャイニーズハムス

ターの卵巣細胞（ＣＨＯ）のような哺乳動物細胞が、抗体のための効果的な発現

系である（Ｆｏｅｃｋｉｎｇら、Ｇｅｎｅ  ４５：１０１（１９８６）；Ｃｏｃ

ｋｅｔｔら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ８：２（１９９０））。

      【０１３６】

  細菌系において、多くの発現ベクターが、抗体分子の発現を意図する使用に依

存して有利に選択され得る。例えば、多量のこのようなタンパク質が産生される

べき場合、抗体分子の薬学組成物の作製のために、容易に精製される融合タンパ

ク質産物の高レベルの発現を指向するベクターが所望され得る。このようなベク

ターには、抗体をコードする配列がｌａｃＺをコードする領域と共にベクターに

インフレームで個別に連結され得、その結果、融合タンパク質が産生されるＥ．

ｃｏｌｉ発現ベクターｐＵＲ２７８（Ｒｕｔｈｅｒら、ＥＭＢＯ  Ｊ．２：１７

９１（１９８３））；ｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅ＆Ｉｎｏｕｙｅ、Ｎｕｃｌ

ｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１３：３１０１－３１０９（１９８５）；Ｖａｎ

  Ｈｅｅｋｅ＆Ｓｃｈｕｓｔｅｒ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２４：５５０３－

５５０９（１９８９））などが挙げられるが、これらに限定されない。ｐＧＥＸ

ベクターもまた、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タン

パク質として、外因性ポリペプチドを発現させるために使用され得る。一般に、

このような融合タンパク質は可溶性であり、そして溶解した細胞から、マトリッ

クスグルタチオン－アガロースビーズへの吸着および結合、それに続く遊離グル

タチオン存在化での溶出によって容易に精製され得る。このｐＧＥＸベクターは

、トロンビンまたはＸａ因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計され、その

結果、このクローニングされた標的遺伝子産物は、ＧＳＴ部分から放出され得る
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。

      【０１３７】

  昆虫系において、オートグラファカリフォルニカ核多核体病ウイルス（Ａｕｔ

ｏｇｒａｐｈａ  Ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ  ｎｕｃｌｅａｒ  ｐｏｌｙｈｅｄｒ

ｏｓｉｓ  ｖｉｒｕｓ）（ＡｃＮＰＶ）は、外因性遺伝子を発現させるためのベ

クターとして使用される。このウイルスは、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ  ｆｒｕｇｉ

ｐｅｒｄａ細胞中で増殖する。この抗体をコードする配列は、ウイルスの非必須

領域（例えば、ポリヘドリン（ｐｏｌｙｈｅｄｒｉｎ）遺伝子）に個々にクロー

ニングされ得、そしてＡｃＮＰＶプロモーター（例えば、ポリヘドリンプロモー

ター）の制御下に配置され得る。

      【０１３８】

  哺乳動物の宿主細胞において、多くのウイルスに基づいた発現系が利用され得

る。アデノウイルスが発現ベクターとして使用される場合、抗体をコードする目

的の配列は、アデノウイルス転写／翻訳制御複合体（例えば、後期プロモーター

および３部からなるリーダー配列）に連結され得る。次いで、このキメラ遺伝子

は、インビトロまたはインビボの組換えによって、アデノウイルスゲノム中に挿

入され得る。ウイルスのゲノムの非必須領域（例えば、領域Ｅ１またはＥ３）へ

の挿入は、感染した宿主において生存し、かつ抗体分子を発現し得る組換えウイ

ルスを生じる。（例えば、Ｌｏｇａｎ＆Ｓｈｅｎｋ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８１：３５５－３５９（１９８４）を参照のこと）。特

定の開始シグナルもまた、挿入された抗体をコードする配列の効率的な翻訳のた

めに必要とされ得る。これらのシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび隣接する配

列を含む。さらに、この開始コドンは、挿入物全体の翻訳を保証するように、所

望のコード配列のリーディングフレームと同調でなければならない。これらの外

因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然および合成の両方の種々の起源

のであり得る。発現の効率は、適切な転写エンハンサーエレメント、転写ターミ

ネーターなどを含めることによって増大され得る（Ｂｉｔｔｎｅｒら、Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５３：５１－５４４（１９８７）を参照のこ

と）。
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      【０１３９】

  さらに、挿入された配列の発現を調節するか、または遺伝子産物を所望の特定

の様式に改変およびプロセスする宿主細胞株が、選択され得る。タンパク質産物

のこのような改変（例えば、グリコシル化）およびプロセシング（例えば、切断

）は、タンパク質の機能にとって重要であり得る。異なる宿主細胞は、タンパク

質産物および遺伝子産物の翻訳後プロセシングおよび改変について特徴的かつ特

有の機構を有する。適切な細胞株または宿主系は、発現した外因性タンパク質の

正確な改変およびプロセシングを保証するように選択され得る。この目的のため

に、一次転写物の適切なプロセシング、遺伝子産物のグリコシル化、およびリン

酸化のための細胞の機構を有する真核生物の宿主細胞が使用され得る。このよう

な哺乳動物の宿主細胞には、ＣＨＯ、ＶＥＲＹ、ＢＨＫ、Ｈｅｌａ、ＣＯＳ、Ｍ

ＤＣＫ、２９３、３Ｔ３、ＷＩ３８、および、特に、乳癌細胞株（例えば、ＢＴ

４８３、Ｈｓ５７８Ｔ、ＨＴＢ２、ＢＴ２０およびＴ４７Ｄなど）、ならびに正

常な乳腺細胞株（例えば、ＣＲＬ７０３０およびＨｓ５７８Ｂｓｔなど）が挙げ

られるが、これらに限定されない。

      【０１４０】

  組換えタンパク質の長期の高収率の産生のために、安定した発現が好ましい。

例えば、抗体分子を安定して発現する細胞株が操作され得る。ウイルスの複製起

点を含む発現ベクターの使用よりも、むしろ宿主細胞は、適切な発現制御エレメ

ント（例えば、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリ

アデニル化部位など）、および選択マーカーによって制御されるＤＮＡで形質転

換され得る。外因性ＤＮＡの導入に続いて、操作された細胞は、濃縮された培地

中で１～２日間増殖され得、次いで選択培地に切り換えられる。組換えプラスミ

ド中の選択マーカーは、選択への耐性を与え、そして細胞がプラスミドをそれら

の染色体に安定に組み込むことを可能とし、そして増殖し、次いで細胞株にクロ

ーニングおよび増殖され得る病巣を形成する。この方法は、抗体分子を発現する

細胞株を操作するために有利に使用され得る。このような操作された細胞株は、

抗体分子と直接的または間接的に相互作用する化合物のスクリーニングおよび評

価において特に有用であり得る。
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      【０１４１】

  多くの選択系が使用され得、それらには、それぞれｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－、ま

たはａｐｒｔ－の細胞において使用され得る、単純ヘルペスウイルスチミジンキ

ナーゼ（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｃｅｌｌ  １１：２２３（１９７７））、ヒポキサン

チン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｓｚｙｂａｌｓｋａおよび

Ｓｚｙｂａｌｓｋｉ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ４８：

２０２（１９９２））、およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌ

ｏｗｙら、Ｃｅｌｌ  ２２：８１７（１９８０））遺伝子が挙げられるが、これ

らに限定されない。また、代謝拮抗物質耐性は、以下の遺伝子の選択の基礎とし

て使用され得る：メトトレキサートへの耐性を与えるｄｈｆｒ（Ｗｉｇｌｅｒら

、Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７７：３５７（１９８０）；Ｏ’Ｈａ

ｒｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：１５２７（１

９８１））；ミコフェノール酸への耐性を与えるｇｐｔ（Ｍｕｌｌｉｇａｎおよ

びＢｅｒｇ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：２０７２

（１９８１））；アミノグリコシドＧ－４１８への耐性を与えるｎｅｏ（Ｃｌｉ

ｎｉｃａｌ  Ｐｈａｒｍａｃｙ  １２：４８８－５０５；ＷｕおよびＷｕ、Ｂｉ

ｏｔｈｅｒａｐｙ  ３：８７－９５（１９９１）；Ｔｏｌｓｔｏｓｈｅｖ、Ａｎ

ｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２：５７３－５９６（１

９９３）；Ｍｕｌｌｉｇａｎ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６０：９２６－９３２（１９

９３）；ならびにＭｏｒｇａｎおよびＡｎｄｅｒｓｏｎ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉ

ｏｃｈｅｍ．６２：１９１－２１７（１９９３）；１９９３年５月，ＴＩＢ  Ｔ

ＥＣＨ  １１（５）：１５５－２１５）；ならびにハイグロマイシンへの耐性を

与えるｈｙｇｒｏ（Ｓａｎｔｅｒｒｅら、Ｇｅｎｅ  ３０：１４７（１９８４）

）。当該分野で一般に公知である組換えＤＮＡ技術の方法は、Ａｕｓｕｂｅｌら

（編）、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂ

ｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９３）；Ｋｒｉｅ

ｇｌｅｒ、Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  ａｎｄ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（

１９９０）；ならびにＤｒａｃｏｐｏｌｉら（編）、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔ
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ｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓ

ｏｎｓ，ＮＹ（１９９４）の１２および１３章；Ｃｏｌｂｅｒｒｅ－Ｇａｒａｐ

ｉｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５０：１（１９８１）に記載され、これらは

その全体が本明細書において参考として援用される。

      【０１４２】

  抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅によって増加され得る（総説について

は、ＢｅｂｂｉｎｇｔｏｎおよびＨｅｎｔｓｃｈｅｌ、Ｔｈｅ  ｕｓｅ  ｏｆ  

ｖｅｃｔｏｒｓ  ｂａｓｅｄ  ｏｎ  ｇｅｎｅ  ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  

ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏｆ  ｃｌｏｎｅｄ  ｇｅｎｅｓ  ｉ

ｎ  ｍａｍｍａｌｉａｎ  ｃｅｌｌｓ  ｉｎ  ＤＮＡ  ｃｌｏｎｉｎｇ，第３巻

（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８７を参照のこと）

）。抗体を発現するベクター系においてマーカーが増幅できる場合、宿主細胞の

培養液中に存在するインヒビターのレベルの増加は、マーカー遺伝子のコピーの

数を増加する。この増幅された領域が抗体遺伝子と結合しているために、この抗

体の産生もまた、増加する（Ｃｒｏｕｓｅら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３

：２５７（１９８３））。

      【０１４３】

  選択マーカーとしてグルタミンシンターゼ（ＧＳ）またはＤＨＦＲを使用する

ベクターは、各々、薬物メチオニンスルホキシミン（ｓｕｌｐｈｏｘｉｍｉｎｅ

）またはメトトレキセートの存在下で増幅され得る。グルタミンシンターゼベー

スのベクターの利点は、細胞株（例えば、マウス骨髄腫細胞株（ＮＳ０））のア

ベイラビリティーであり、これは、グルタミンシンターゼネガティブである。グ

ルタミンシンターゼ発現系はまた、内因性遺伝子の官能化を促進するためのさら

なるインヒビターを提供することにより、グルタミンシンターゼ発現細胞（例え

ば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞）において機能し得る。グルタ

ミンシンターゼ発現系およびその成分は、ＰＣＴ公報：ＷＯ８７／０４４６２；

ＷＯ８６／０５８０７；ＷＯ８９／０１０３６；ＷＯ８９／１０４０４；および

ＷＯ９１／０６６５７に詳細され、これらは、本明細書中で参考としてその全体

が援用さえる。さらに、本発明に従って使用され得るグルタミンシンターゼ発現
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ベクターは、供給者（ｓｕｐｌｌｉｅｒ）（例えば、Ｌｏｎｚａ  Ｂｉｏｌｏｇ

ｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＮＨ）が挙げられる）から市販され

ている。マウス骨髄腫細胞におけるＧＳ発現系を使用するモノクローナル抗体の

発現および産生は、Ｂｅｂｂｉｎｇｔｏｎら，Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  

１０：１６９（１９９２）ならびにＢｉｂｌｉａおよびＲｏｂｉｎｓｏｎ  Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．１１：１（１９９５）に記載され、これらは、本

明細書中で参考としてその全体が援用される。

      【０１４４】

  その宿主細胞は、本発明の２つの発現ベクター（重鎖由来のポリペプチドをコ

ードする第１のベクターおよび軽鎖由来のポリペプチドをコードする第２のベク

ター）で同時トランスフェクトされ得る。この２つのベクターは、重鎖および軽

鎖のポリペプチドの等しい発現を可能とする同一の選択マーカーを含み得る。あ

るいは、重鎖および軽鎖のポリペプチドの両方をコードする単一のベクターが使

用され得る。このような状況において、この軽鎖は、過剰の有毒な遊離重鎖を避

けるために、重鎖の前に配置されるべきである（Ｐｒｏｕｄｆｏｏｔ、Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３２２：５２（１９８６）；Ｋｏｈｌｅｒ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７７：２１９７（１９８０））。重鎖および軽鎖のコード

配列は、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡを含み得る。

      【０１４５】

  一旦、本発明の抗体分子が、組換え発現によって産生されると、この抗体分子

は、免疫グロブリン分子の精製についての当該分野で公知の任意の方法によって

（例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換クロマトグラフィー、アフ

ィニティー（特にタンパク質Ａの後の特異的抗原へのアフィニティーによる）ク

ロマトグラフィー、およびサイジングカラムクロマトグラフィー）、遠心分離、

差示的溶解度によって、またはタンパク質の精製についての他の任意の標準的な

技術によって）精製され得る。

      【０１４６】

  本発明は、融合タンパク質を作製するために、本発明のポリペプチド（または

それらの一部、好ましくは、ポリペプチドの少なくとも１０、２０、３０、４０
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、５０、６０、７０、８０、９０または１００個のアミノ酸）と組換え的に融合

したか、あるいは化学的に結合（共有結合および非共有結合の両方を含む）した

抗体を含む。この融合は、必ずしも直接的である必要はないが、リンカー配列を

介して起こり得る。この抗体は、本発明のポリペプチド（またはそれらの一部、

好ましくは、ポリペプチドの少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、

７０、８０、９０または１００個のアミノ酸）以外の抗原に特異的であり得る。

例えば、抗体は、本発明のポリペプチドを、インビトロまたはインビボのいずれ

かで、特定の細胞表面レセプターに特異的な抗体に融合させるかまたは結合させ

ることによって、本発明のポリペプチドを特定の細胞型に標的化するために使用

され得る。本発明のポリペプチドに融合されたかまたは結合された抗体はまた、

当該分野で公知の方法を使用してインビトロイムノアッセイおよび精製方法にて

使用され得る。例えば、Ｈａｒｂｏｒら、前出およびＰＣＴ公開ＷＯ  ９３／２

１２３２；ＥＰ  ４３９，０９５；Ｎａｒａｍｕｒａら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｌｅ

ｔｔ．３９：９１－９９（１９９４）；米国特許第５，４７４，９８１号；Ｇｉ

ｌｌｉｅｓら、ＰＮＡＳ  ８９：１４２８－１４３２（１９９２）；Ｆｅｌｌら

、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４６：２４４６－２４５２（１９９１）（これらは、

それらの全体において参考として援用される）を参照のこと。

      【０１４７】

  本発明はさらに、可変領域以外の抗体のドメインに融合されたかまたは結合さ

れた本発明のポリペプチドを含む組成物を含む。例えば、本発明のポリペプチド

は、抗体のＦｃ領域、あるいはその一部に融合または結合され得る。本発明のポ

リペプチドに融合された抗体部分は、定常領域、ヒンジ領域、ＣＨ１ドメイン、

ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメイン、あるいはそれらのドメイン全体または

部分の任意の組合せを含み得る。このポリペプチドはまた、上記の抗体部分に融

合または結合し、マルチマーを形成し得る。例えば、本発明のポリペプチドと融

合したＦｃ部分は、Ｆｃ部分間のジスルフィド結合を介して二量体を形成し得る

。より高次なマルチマー形態は、このポリペプチドをＩｇＡおよびＩｇＭの部分

に融合することにより作製され得る。本発明のポリペプチドを抗体部分に融合ま

たは結合するための方法は、当該分野において公知である。例えば、米国特許第
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５，３３６，６０３号；同第５，６２２，９２９号；同第５，３５９，０４６号

；同第５，３４９，０５３号；同第５，４４７，８５１号；同第５，１１２，９

４６号；ＥＰ  ３０７，４３４；ＥＰ  ３６７，１６６；ＰＣＴ公開ＷＯ  ９６

／０４３８８；ＷＯ  ９１／０６５７０；Ａｓｈｋｅｎａｚｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１０５３５－１０５３９（１９９１

）；Ｚｈｅｎｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４：５５９０－５６００（１９９

５）；およびＶｉｌら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９

；１１３３７－１１３４１（１９９２）（上記の参考文献は、それらの全体が参

考として援用される）を参照のこと。

      【０１４８】

  上記で議論されたように、本発明のポリペプチドは、上記の抗体部分と融合ま

たは結合され得、このポリペプチドのインビボの半減期を増加するか、または当

該分野で公知の方法を使用するイムノアッセイにおいて使用される。さらに、配

列番号２に対応するポリペプチドは、精製を容易にするために、上記の抗体部分

に融合または結合され得る。１つの報告された実施例は、ヒトＣＤ４ポリペプチ

ドの第１の２つのドメインおよび哺乳動物免疫グロブリンの重鎖もしくは軽鎖の

定常領域の種々のドメインからなるキメラタンパク質を記載する。ＥＰ  ３９４

，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３１：８４－８６（１９

８８）を参照のこと。ジスルフィド連結した二量体構造（ＩｇＧに起因する）を

有する抗体に融合または結合した本発明のポリペプチドはまた、単量体分泌タン

パク質またはタンパク質フラグメント単独よりも、他の分子との結合および中和

においてより効率的であり得る。（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ．Ｂｉｏｃ

ｈｅｍ．２７０：３９５８－３９６４（１９９５））。多くの場合において、融

合タンパク質のＦｃ部分は、治療および診断において有利であり、従って、例え

ば、改良された薬物動態学的な特性を生じ得る。例えば、ＥＰ  Ａ  ２３２，２

６２。あるいは、融合タンパク質が発現、検出、および精製された後のＦｃ部分

の欠損は、好ましい。例えば、この融合タンパク質が免疫化のための抗原として

使用される場合、このＦｃ部分は、治療および診断を妨げ得る。薬物の開発にお

いて、例えば、ヒトタンパク質（例えばｈＩＬ－５）は、ｈＩＬ－５のアンタゴ
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ニストを同定するためのハイスループットスクリーニングアッセイの目的のため

に、Ｆｃタンパク質と融合された。（Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔら、Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ  ８：５２－５８（１９９５）；Ｊｏｈａｎｓ

ｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：９４５９－９４７１（１９９５）を

参照のこと）。

      【０１４９】

  さらに、本発明の抗体またはそれらのフラグメントは、精製を容易にするペプ

チドのような、マーカー配列と融合され得る。好ましい実施形態において、この

マーカーアミノ酸配列は、とりわけ、ｐＱＥベクター（ＱＩＡＧＥＮ、Ｉｎｃ．

，９２５９  Ｅｔｏｎ  Ａｖｅｎｕｅ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ，９１３１

１）において提供されるタグのようなヘキサ－ヒスチジンペプチドであり、それ

らの多くは市販されている。例えば、Ｇｅｎｔｚら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８２１－８２４（１９８９）に記載されるように

、ヘキサ－ヒスチジンは、融合タンパク質の簡便な精製を提供する。精製に有用

な他のペプチドタグとしては、インフルエンザ赤血球凝集素タンパク質由来のエ

ピトープに対応する「ＨＡ」タグ（Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７：７６７（

１９８４））および「ｆｌａｇ」タグが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０１５０】

  本発明はさらに、診断剤、または治療剤に結合する抗体またはそのフラグメン

トを含む。この抗体は、例えば、臨床試験の手順の一部（例えば、所定の治療レ

ジメの有効性を決定するための）として、腫瘍の発生または進行をモニターする

ために診断的に使用され得る。検出は、抗体を検出可能な物質にカップリングす

ることによって容易にされ得る。検出可能な物質の例としては、種々の酵素、補

欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射性物質、種々の陽電子射出

断層撮影法を使用する陽電子射出金属、および非放射性常磁性金属イオンが挙げ

られる。本発明に従う診断薬として使用するための抗体に結合され得る金属イオ

ンとしては、例えば、米国特許第４，７４１，９００号を参照のこと。

      【０１５１】

  さらに、抗体またはそのフラグメントは、治療用部分（例えば細胞毒（例えば
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細胞増殖抑制性もしくは細胞殺傷性の薬剤））、治療剤または放射性金属イオン

（例えば、α－エミッタ－（例えば２１３Ｂｉ）など）に結合され得る。細胞毒

または細胞毒性薬剤は、細胞に対して有害な任意の薬剤を含む。例としては、パ

クリタキセル（ｐａｃｌｉｔａｘｏｌ）、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、

臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テニポシド（ｔｅｎ

ｏｐｏｓｉｄｅ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン（ｃｏｌｃｈ

ｉｃｉｎ）、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオ

ン（ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ  ａｎｔｈｒａｃｉｎ  ｄｉｏｎｅ）、ミトキサントロ

ン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グル

ココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、

およびピューロマイシン、ならびにそのアナログまたはホモログ、が挙げられる

。治療剤は、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート、６－メルカプトプリン

、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシルデカルバジン（５－ｆ

ｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ  ｄｅｃａｒｂａｚｉｎｅ）、アルキル化剤（例えば、

メクロレタミン、チオエパ（ｔｈｉｏｅｐａ）クロラムブシル、メルファラン、

カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド

（ｃｙｃｌｏｔｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、ブスルファン、ジブロモマンニトール

、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣ、ならびにｃｉｓ－ジクロロジアミン

白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アンスラサイクリン（例えば、ダウノ

ルビシン（以前はダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えば

、ダクチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイ

シン、およびアンスラマイシン（ａｎｔｈｒａｍｙｃｉｎ）（ＡＭＣ））、なら

びに抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチンおよびビンブラスチン）、を含むが、

それらに限定されない。

      【０１５２】

  本発明の結合体は、所定の生物学的応答を改変するために使用され得、治療剤

または薬物部分は、古典的な化学的治療剤に限定されると解釈されない。例えば

、薬物部分は、所望の生物学的活性を有するタンパク質またはポリぺプチドであ

り得る。このようなタンパク質としては、例えば、毒素（例えばアブリン、リシ
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ンＡ、シュードモナス外毒素、またはジフテリア毒素）；タンパク質（例えば、

腫瘍壊死因子、ａ－インターフェロン、β－インターフェロン、神経発育因子、

血小板由来増殖因子、組織プラスミノゲンアクチベーター、アポトーシス薬（例

えば、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－β、ＡＩＭ  Ｉ（国際公開第ＷＯ９７／３３８９９

号を参照のこと）、ＡＩＭ  ＩＩ（国際公開第ＷＯ９７／３４９１１号を参照の

こと）、Ｆａｓリガンド（Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６

：１５６７－１５７４（１９９４））、ＶＥＧＩ（国際公開第ＷＯ９９／２３１

０５号を参照のこと））、血栓症薬もしくは抗脈管形成薬（例えば、アンジオス

タチンもしくはエンドスタチン）；または生物学的応答改変剤（例えばリンホカ

イン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ

－２」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロ

ニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」

）、または他の増殖因子など）、が挙げられ得る。

      【０１５３】

  抗体はまた、固体支持体に付着させられ得、この固体支持体は、標的抗原の免

疫アッセイまたは精製に特に有用である。このような固体支持体としては、ガラ

ス、セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニ

ルまたはポリプロピレン、が挙げられるがそれらに限定されない。

      【０１５４】

  このような治療部分を抗体に結合する技術は周知であり、例えば、Ａｒｎｏｎ

ら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆｏｒ  Ｉｍｍｕｎｏｔ

ａｒｇｅｔｉｎｇ  Ｏｆ  Ｄｒｕｇｓ  Ｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ」

Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅ

ｒａｐｙ、Ｒｅｉｓｆｅｌｄら（編）、２４３－５６頁（Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓ

ｓ，Ｉｎｃ．１９８５）；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆ

ｏｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｌ

ｉｖｅｒｙ（第２版）、Ｒｏｂｉｎｓｏｎら（編）、６２３－５３頁（Ｍａｒｃ

ｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）；Ｔｈｏｒｐｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄｙ

  Ｃａｒｒｉｅｒｓ  Ｏｆ  Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ  Ａｇｅｎｔｓ  Ｉｎ  Ｃａｎ
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ｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ  Ｒｅｖｉｅｗ」Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ’８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ａｐ

ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｐｉｎｃｈｅｒａら（編）、４７５－５０６頁（１９８

５）；「Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ  Ｆｕｔｕｒｅ  Ｐｒｏｓ

ｐｅｃｔｉｖｅ  Ｏｆ  Ｔｈｅ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ  Ｕｓｅ  Ｏｆ  Ｒａ

ｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐ

ｙ」Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｆｏｒ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｄ

ｅｔｅｃｔｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｂａｌｄｗｉｎら（編）、３０３

－１６頁（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９８５）、およびＴｈｏｒｐｅら

、「Ｔｈｅ  Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ  Ｐｒｏｐ

ｅｒｔｉｅｓ  Ｏｆ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ  Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ」

、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．６２：１１９－５８（１９８２）を参照のこと。

      【０１５５】

  あるいは、抗体は２次抗体に結合され、米国特許第４，６７６，９８０号（こ

れは、その全体が本明細書に参考として援用される）におけるＳｅｇａｌによる

記載のような抗体異種結合体（ｈｅｔｅｒｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）を形成し得る

。

      【０１５６】

  単独、あるいは細胞毒性因子および／またはサイトカインと組み合わせて投与

される、抗体に結合する治療部分を有するかまたは有さない抗体が、治療薬とし

て使用され得る。

      【０１５７】

  （免疫表現型分類（ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ））

  本発明の抗体は、細胞株および生物学的サンプルの免疫表現型分類のために利

用され得る。本発明の遺伝子の翻訳生成物は、細胞特異的マーカーとして、ある

いはより詳細には、特定の細胞型の分化および／または成熟の種々の段階で差示

的に発現される細胞マーカーとして有用であり得る。特異的エピトープ、または

エピトープの組み合わせに対して指向されるモノクロナール抗体は、マーカーを

発現する細胞集団のスクリーニングを可能とする。種々の技術が、マーカーを発
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現する細胞集団をスクリーニングするために、モノクロナール抗体を用いて利用

され得、そしてその技術には、抗体でコーティングされた磁気ビーズを用いる磁

気分離、固体マトリクス（すなわち、プレート）に付着した抗体を用いる「パン

ニング」、ならびにフローサイトメトリー（例えば、米国特許第５，９８５，６

６０号；およびＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｃｅｌｌ，９６：７３７－４９（１９９９

）を参照のこと）が挙げられる。

      【０１５８】

  これらの技術は、血液学的悪性腫瘍（すなわち、急性白血病患者における最少

残留疾患（ｍｉｎｉｍａｌ  ｒｅｓｉｄｕａｌ  ｄｉｓｅａｓｅ）（ＭＲＤ））

および対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）を予防するための移植術における「非自己

」細胞と共に見出され得るような、細胞の特定集団のスクリーニングを可能にす

る。あるいは、これらの技術は、ヒト臍帯血において見出され得るような増殖お

よび／または分化を受け得る、造血幹細胞および先祖細胞のスクリーニングを可

能にする。

      【０１５９】

  （抗体結合についてのアッセイ）

  本発明の抗体は、当該分野において公知の任意の方法により、免疫特異的結合

についてアッセイされ得る。用いられ得る免疫アッセイとしては、いくつかのも

のについてだけ名称を挙げると、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、

ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」免疫アッセイ、免

疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセ

イ、補体結合アッセイ、免疫放射定量アッセイ、蛍光免疫アッセイ、プロテイン

Ａ免疫アッセイのような技術を用いる競合アッセイ系および非競合アッセイ系が

挙げられるが、これらに限定されない。このようなアッセイは慣用的であり、そ

して当該分野において周知である（例えば、その全体が本明細書中に参考として

援用される、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏ

ｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌ

ｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋを参照のこと）。例示的な免疫ア

ッセイが、以下に簡潔に記載される（が、これらは限定を目的とすることが意図
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されない）。

      【０１６０】

  免疫沈降プロトコルは、一般に、タンパク質ホスファターゼインヒビターおよ

び／またはプロテアーゼインヒビター（例えば、ＥＤＴＡ、ＰＭＳＦ、アプロチ

ニン、バナジン酸ナトリウム）を補充したＲＩＰＡ緩衝液（１％  ＮＰ－４０ま

たはＴｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００、１％  デオキシコール酸ナトリウム、０．１％

  ＳＤＳ、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、０．０１Ｍ  リン酸ナトリウム（ｐＨ７．２

）、１％  Ｔｒａｓｙｌｏｌ）のような溶解緩衝液中で、細胞の集団を溶解する

工程、目的の抗体を細胞溶解物に添加する工程、一定時間（例えば、１～４時間

）４℃でインキュベートする工程、プロテインＡセファロースビーズおよび／ま

たはプロテインＧセファロースビーズを細胞溶解物に添加する工程、約１時間以

上４℃でインキュベートする工程、溶解緩衝液中でビーズを洗浄する工程、およ

びＳＤＳ／サンプル緩衝液中でビーズを再懸濁する工程を包含する。目的の抗体

の、特定の抗原を免疫沈降する能力は、例えば、ウエスタンブロット分析により

、アッセイされ得る。当業者は、抗体の抗原への結合を増加するように、そして

バックグラウンドを減少させるように改変され得るパラメータ（例えば、セファ

ロースビーズを用いて細胞溶解物を事前にきれいにする工程）に関して、認め得

る。免疫沈降プロトコルに関するさらなる考察については、例えば、Ａｕｓｕｂ

ｅｌら編，１９９４、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｉｎｃ

．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１０．１６．１を参照のこと。

      【０１６１】

  ウエスタンブロット分析は、一般に、タンパク質サンプルを調製する工程、ポ

リアクリルアミドゲル（例えば、抗原の分子量に応じた８％～２０％  ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ）中でのそのタンパク質サンプルの電気泳動、そのタンパク質サンプル

をそのポリアクリルアミドゲルからニトロセルロース、ＰＶＤＦまたはナイロン

のような膜に移す工程、ブロッキング溶液（例えば、３％  ＢＳＡまたは脱脂粉

乳を有するＰＢＳ）中でその膜をブロックする工程、洗浄緩衝液（例えば、ＰＢ

Ｓ－Ｔｗｅｅｎ  ２０）中でその膜を洗浄する工程、ブロッキング緩衝液中で希
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釈された一次抗体（目的の抗体）を用いてその膜をブロックする工程、洗浄緩衝

液中でその膜を洗浄する工程、ブロッキング緩衝液中で希釈された酵素基質（例

えば、西洋ワサビペルオキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）あるいは放

射性分子（例えば、３２Ｐまたは１２５Ｉ）に結合した二次抗体（一次抗体を認

識する、例えば、抗ヒト抗体）を用いて、その膜をブロックする工程、洗浄緩衝

液中でその膜を洗浄する工程、ならびにその抗原の存在を検出する工程を包含す

る。当業者は、検出されるシグナルを増加させるように、そしてバックグラウン

ドノイズを減少させるように改変され得るパラメータに関して、認め得る。ウエ

スタンブロットプロトコルに関するさらなる考察については、例えば、Ａｕｓｕ

ｂｅｌら編，１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎ

ｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１０．８．１を参照のこと。

      【０１６２】

  ＥＬＩＳＡは、抗原を調製する工程、９６ウェルマイクロタイタープレートの

ウェルをその抗原でコーティングする工程、酵素基質（例えば、西洋ワサビペル

オキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）のような検出可能な化合物に結合

した目的の抗体をそのウェルに添加し、そして一定時間インキュベートする工程

、およびその抗原の存在を検出する工程を包含する。ＥＬＩＳＡにおいて、目的

の抗体は、検出可能な化合物に結合している必要はない；その代わり、検出可能

な化合物に結合した第二の抗体（目的の抗体を認識する）が、ウェルに添加され

得る。さらに、ウェルを抗原でコーティングする代わりに、抗体がウェルにコー

ティングされ得る。この場合、検出可能な化合物に結合した第二の抗体が、コー

ティングされたウェルへの目的の抗原の添加に続いて、添加され得る。当業者は

、検出されるシグナルを増加させるように改変され得るパラメータ、および当該

分野において公知のＥＬＩＳＡの他のバリエーションに関して、認め得る。ＥＬ

ＩＳＡに関するさらなる考察については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９９

４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ，第１巻、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏ

ｒｋ，１１．２．１を参照のこと。
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      【０１６３】

  抗原に対する抗体の結合親和性および抗体－抗原相互作用のオフレート（ｏｆ

ｆ－ｒａｔｅ）が、競合結合アッセイにより決定され得る。競合結合アッセイの

一つの例は、ラジオイムノアッセイであり、ラジオイムノアッセイは、標識抗原

（例えば、３Ｈまたは１２５Ｉ）と、漸増量の非標識抗原の存在下での、目的の

抗体を用いるインキュベーション、および標識抗原に結合した抗体の検出を含む

。特定の抗原に対する目的の抗体の親和性、および結合オフレートは、スキャッ

チャードプロット分析によるデータから決定され得る。第二の抗体との競合はま

た、ラジオイムノアッセイを用いて決定され得る。この場合、抗原は、漸増量の

非標識の第二の抗体の存在下で、標識化合物（例えば、３Ｈまたは１２５Ｉ）に

結合した目的の抗体とともにインキュベートされる。

      【０１６４】

  （治療用途）

  本発明はさらに、抗体ベースの治療に関し、この治療は、１つ以上の開示され

た疾患、障害、または状態を処置するために、動物、好ましくは哺乳動物、そし

て最も好ましくはヒトの患者に、本発明の抗体を投与する工程を包含する。本発

明の治療化合物としては、本発明の抗体（本明細書中に記載されるような、それ

らのフラグメント、アナログおよび誘導体を含む）ならびに本発明の抗体をコー

ドする核酸（本明細書中に記載されるような、それらのフラグメント、アナログ

および誘導体ならびに抗イディオタイプ抗体を含む）が挙げられるが、これらに

限定されない。本発明の抗体は、本発明のポリペプチドの異常な発現および／ま

たは活性に関連した疾患、障害または状態（本明細書中に記載される任意の１つ

以上の疾患、障害、または状態を含むがこれらに限定されない）を処置、阻害ま

たは予防するために使用され得る。本発明のポリペプチドの異常な発現および／

または活性に関連した疾患、障害または状態の処置および／または予防は、それ

らの疾患、障害または状態に関連した症状を緩和する工程を含むが、これに限定

されない。本発明の抗体は、当該分野で公知であるか、または本明細書中に記載

されるように、薬学的に受容可能な組成物中に提供され得る。

      【０１６５】
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  本発明の抗体が治療的に使用され得る方法の要約は、身体内で局所的にまたは

全身的に、あるいは（例えば、補体（ＣＤＣ）により、またはエフェクター細胞

（ＡＤＣＣ）により媒介されるような）抗体の直接的細胞傷害性により、本発明

のポリヌクレオチドまたはポリペプチドを結合させることを含む。これらのアプ

ローチのいくつかは、より詳細に以下に記載される。本明細書中で提供される教

示を与えられれば、当業者は、過度の実験なしに、診断上の目的、モニタリング

の目的あるいは治療上の目的のために、本発明の抗体を使用する方法がわかる。

      【０１６６】

  本発明の抗体は、例えば、抗体と相互作用するエフェクター細胞の数または活

性を増加させるために役立つ、他のモノクローナル抗体またはキメラ抗体、ある

いはリンホカインまたは造血増殖因子（例えば、ＩＬ－２、ＩＬ－３およびＩＬ

－７のような）と組み合わせて有利に利用され得る。

      【０１６７】

  本発明の抗体は、単独で、または他の型の処置（例えば、放射線療法、化学療

法、ホルモン治療、免疫治療および抗腫瘍剤）との組み合わせで投与され得る。

一般的に、（抗体の場合には）患者の種と同じ種である種起源または種反応性の

生成物の投与が好ましい。従って、好ましい実施形態においては、ヒトの抗体、

フラグメント誘導体、アナログ、または核酸が、治療または予防のために、ヒト

の患者に投与される。

      【０１６８】

  本発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチド（そのフラグメントを含む）に

関する免疫アッセイ、およびそれらに関連した障害の治療の両方のために、本発

明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対する、高親和性および／または強

力な、インビボでの阻害抗体および／または中和抗体、それらのフラグメント、

またはそれらの領域を使用することが好ましい。このような抗体、フラグメント

、または領域は、好ましくは、本発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチド（

そのフラグメントを含む）に対して親和性を有する。好ましい結合親和性として

は、５×１０-2Ｍ、１０-2Ｍ、５×１０-3Ｍ、１０-3Ｍ、５×１０-4Ｍ、１０-4

Ｍ、５×１０-5Ｍ、１０-5Ｍ、５×１０-6Ｍ、１０-6Ｍ、５×１０-7Ｍ、１０-7
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Ｍ、５×１０-8Ｍ、１０-8Ｍ、５×１０-9Ｍ、１０-9Ｍ、５×１０-10Ｍ、１０-

10Ｍ、５×１０-11Ｍ、１０-11Ｍ、５×１０-12Ｍ、１０-12Ｍ、５×１０-13Ｍ

、１０-13Ｍ、５×１０-14Ｍ、１０-14Ｍ、５×１０-15Ｍ、および１０-15Ｍよ

り小さい解離定数すなわちＫｄを有する結合親和性が挙げられる。

      【０１６９】

  （遺伝子治療）

  特定の実施形態において、抗体またはその機能的誘導体をコードする配列を含

む核酸は、本発明のポリペプチドの異常な発現および／または活性に関連した疾

患または障害を処置、阻害または予防するために、遺伝子治療の目的で投与され

る。遺伝子治療とは、発現したか、または発現可能な核酸の、被験体への投与に

より行われる治療をいう。本発明のこの実施形態において、核酸は、それらのコ

ードされたタンパク質を産生し、そのタンパク質は治療効果を媒介する。

      【０１７０】

  当該分野で利用可能な遺伝子治療のための任意の方法は、本発明に従って使用

され得る。例示的な方法が以下に記載される。

      【０１７１】

  遺伝子治療の方法の一般的な概説については、Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌら，Ｃｌｉ

ｎｉｃａｌ  Ｐｈａｒｍａｃｙ  １２：４８８－５０５（１９９３）；Ｗｕおよ

びＷｕ，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ  ３：８７－９５（１９９１）；Ｔｏｌｓｔｏｓ

ｈｅｖ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２：５７３

－５９６（１９９３）；Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６０：９２６－

９３２（１９９３）；ならびにＭｏｒｇａｎおよびＡｎｄｅｒｓｏｎ，Ａｎｎ．

Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６２：１９１－２１７（１９９３）；Ｍａｙ，ＴＩＢ

ＴＥＣＨ  １１（５）：１５５－２１５（１９９３）を参照のこと。使用され得

る、組換えＤＮＡ技術分野において一般的に公知である方法は、Ａｕｓｕｂｅｌ

ら（編），Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  

Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９３）；および

Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  ａｎｄ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ

ｎ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ
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，ＮＹ（１９９０）に記載される。

      【０１７２】

  好ましい実施形態において、化合物は抗体をコードする核酸配列を含有し、上

記核酸配列は、適切な宿主において、抗体、またはそのフラグメントもしくはキ

メラタンパク質、あるいはその重鎖もしくは軽鎖を発現する発現ベクターの一部

である。特に、このような核酸配列は、抗体コード領域に作動可能に連結したプ

ロモーターを有し、上記プロモーターは誘導性であるかまたは構成性であり、そ

して必要に応じて組織特異的である。別の特定の実施形態においては、抗体をコ

ードする配列および任意の他の所望の配列がゲノム中の所望の部位での相同組換

えを促進する領域に隣接した核酸分子が使用され、従って抗体をコードする核酸

の染色体内の発現を提供する（ＫｏｌｌｅｒおよびＳｍｉｔｈｉｅｓ，Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８９３２－８９３５（１９８９

）；Ｚｉｊｌｓｔｒａら，Ｎａｔｕｒｅ  ３４２：４３５－４３８（１９８９）

）。特定の実施形態において、発現した抗体分子は単鎖抗体であるか；あるいは

この核酸配列は、この抗体の重鎖および軽鎖の両方をコードする配列またはその

フラグメントを含む。

      【０１７３】

  核酸の患者への送達は、直接的（この場合、患者は核酸または核酸保有ベクタ

ーに直接的に曝される）か、または間接的（この場合、細胞は最初にインビトロ

で核酸で形質転換され、次いで患者に移植される）のいずれかであり得る。これ

らの２つのアプローチは、インビボ遺伝子治療として、またはエキソビボ遺伝子

治療としてそれぞれ公知である。

      【０１７４】

  特定の実施形態において、核酸配列はインビボで直接的に投与され、そこで核

酸配列は発現されて、コードされた生成物を産生する。これは、当該分野で公知

の多数の方法（例えば、それらを適切な核酸発現ベクターの一部分として構築し

、そしてそれを（例えば、欠損性または弱毒化したレトロウイルスまたは他のウ

イルスベクター（米国特許第４，９８０，２８６号を参照のこと）を用いる感染

により）細胞内になるように投与することにより、あるいは、裸のＤＮＡの直接
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注射により、あるいは、微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃；Ｂｉｏｌ

ｉｓｔｉｃ、Ｄｕｐｏｎｔ）の使用により、あるいは脂質または細胞表面のレセ

プターでコーティングするか、もしくは薬剤をトランスフェクトすることにより

、あるいは、リポソーム、微粒子、またはマイクロカプセル中へのカプセル化に

より、あるいは、それらを核に入ることが公知であるペプチドと結合させて投与

することにより、レセプター媒介のエンドサイトーシスを受けるリガンドと結合

させて投与することにより（例えば、ＷｕおよびＷｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ

．２６２：４４２９－４４３２（１９８７）を参照のこと）（レセプターを特異

的に発現する細胞の型を標的にするために用いられ得る）などのいずれかにより

達成され得る。別の実施形態において、核酸－リガンド複合体が形成され得、こ

こで、このリガンドはエンドソームを破壊するフソジェニック（ｆｕｓｏｇｅｎ

ｉｃ）ウイルス性ペプチドを含み、この核酸がリソゾーム分解を回避することを

可能にする。さらに別の実施形態において、核酸は、特定のレセプターを標的化

することにより、細胞特異的な取り込みおよび発現についてインビボで標的化さ

れ得る（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ９２／０６１８０号；同第ＷＯ９２／２２６

３５号；同第ＷＯ９２／２０３１６号；同第ＷＯ９３／１４１８８号、同第ＷＯ

９３／２０２２１号を参照のこと）。あるいは、核酸は、細胞内部に導入され得

、そして相同組換えにより、発現のために宿主細胞ＤＮＡ中に組み込まれ得る（

ＫｏｌｌｅｒおよびＳｍｉｔｈｉｅｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ  ８６：８９３２－８９３５（１９８９）；Ｚｉｊｌｓｔｒａら，Ｎａ

ｔｕｒｅ  ３４２：４３５－４３８（１９８９））。

      【０１７５】

  特定の実施形態において、本発明の抗体をコードする核酸配列を含むウイルス

ベクターが使用される。例えば、レトロウイルスベクターが用いられ得る（Ｍｉ

ｌｌｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：５８１－５９９（１９９３）

を参照のこと）。これらのレトロウイルスベクターは、ウイルス性ゲノムの正確

なパッケージングおよび宿主細胞ＤＮＡへの正確な組込みのために必要な構成要

素を含む。遺伝子治療において使用される抗体をコードする核酸配列は、一つ以

上のベクター中にクローニングされ、これは、患者内への遺伝子の送達を容易に
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する。レトロウイルスベクターに関するさらなる詳細は、Ｂｏｅｓｅｎら，Ｂｉ

ｏｔｈｅｒａｐｙ  ６：２９１－３０２（１９９４）（これは、幹細胞を化学療

法に対してより耐性にするために、ｍｄｒ１遺伝子を造血性幹細胞に送達するた

めの、レトロウイルスベクターの使用を記載する）に見出され得る。遺伝子治療

におけるレトロウイルスベクターの使用を説明する他の参考文献は、以下である

：Ｃｌｏｗｅｓら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９３：６４４－６５１（１９

９４）；Ｋｉｅｍら，Ｂｌｏｏｄ  ８３：１４６７－１４７３（１９９４）；Ｓ

ａｌｍｏｎｓおよびＧｕｎｚｂｅｒｇ，Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ

  ４：１２９－１４１（１９９３）；ならびにＧｒｏｓｓｍａｎおよびＷｉｌｓ

ｏｎ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．３

：１１０－１１４（１９９３）。

      【０１７６】

  アデノウイルスは、遺伝子治療において使用され得る他のウイルスベクターで

ある。アデノウイルスは、特に、気道上皮へ遺伝子を送達するための魅力的なビ

ヒクルである。アデノウイルスは、自然に気道上皮に感染し、そこで軽い疾患を

起こす。アデノウイルスベースの送達システムの他の標的は、肝臓、中枢神経系

、内皮細胞、および筋肉である。アデノウイルスは、非分裂細胞を感染すること

ができるという利点を有する。ＫｏｚａｒｓｋｙおよびＷｉｌｓｏｎ，Ｃｕｒｒ

ｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍ

ｅｎｔ  ３：４９９－５０３（１９９３）は、アデノウイルスベースの遺伝子治

療の概説を示す。Ｂｏｕｔら，Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ５：３

－１０（１９９４）は、アカゲザルの気道上皮に遺伝子を移すためのアデノウイ

ルスベクターの使用を示した。遺伝子治療におけるアデノウイルスの使用の他の

例は、Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５２：４３１－４３４（１９

９１）；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら，Ｃｅｌｌ  ６８：１４３－１５５（１９９２）

；Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｉら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９１：２２５－２

３４（１９９３）；ＰＣＴ公開第ＷＯ９４／１２６４９号；およびＷａｎｇら，

Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ２：７７５－７８３（１９９５）に見出され得る。

好ましい実施形態において、アデノウイルスベクターが使用される。
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      【０１７７】

  アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）はまた、遺伝子治療における使用が提案されて

きた（Ｗａｌｓｈら，Ｐｒｏｃ．Ｓｏｃ．Ｅｘｐ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．２０４：

２８９－３００（１９９３）；米国特許第５，４３６，１４６号）。

      【０１７８】

  遺伝子治療への別のアプローチは、エレクトロポレーション、リポフェクショ

ン、リン酸カルシウム媒介トランスフェクション、またはウイルス感染のような

方法により、組織培養中の細胞へ遺伝子を移入する工程を包含する。通常、移入

の方法は、選択可能なマーカーの細胞への移入を含む。次いで、細胞は、移入さ

れた遺伝子を取り込みそして発現する細胞を単離するために選沢下に置かれる。

次いで、それらの細胞は患者に送達される。

      【０１７９】

  この実施形態においては、得られた組換え細胞のインビボ投与の前に、核酸が

細胞に導入される。このような導入は、当該分野において公知の任意の方法によ

り実施され得、それらの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：トランスフェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクショ

ン、核酸配列を含むウイルスベクターまたはバクテリオファージベクターでの感

染、細胞融合、染色体媒介の遺伝子移入、マイクロセル媒介の遺伝子移入、スフ

ェロプラスト融合など。外来遺伝子の細胞への導入については、当該分野におい

て多数の技術が公知であり（例えば、ＬｏｅｆｆｌｅｒおよびＢｅｈｒ，Ｍｅｔ

ｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：５９９－６１８（１９９３）；Ｃｏｈｅｎら，Ｍ

ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：６１８－６４４（１９９３）；Ｃｌｉｎｅ，

Ｐｈａｒｍａｃ．Ｔｈｅｒ．２９：６９－９２ｍ（１９８５）を参照のこと）、

そしてレシピエント細胞の必要な発生的および生理学的機能が破壊されないなら

ば、本発明に従って使用され得る。この技術は、細胞への核酸の安定した移入を

提供するべきであり、その結果、この核酸は、細胞により発現可能であり、好ま

しくは、その細胞の子孫により遺伝性でかつ発現可能である。

      【０１８０】

  得られた組換え細胞は、当該分野において公知の様々な方法により、患者へ送
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達され得る。組換え血球（例えば、造血幹細胞または造血前駆細胞）は、好まし

くは、静脈内に投与される。使用が考えられる細胞の量は、所望の効果、患者の

状態などに依存し、当業者により決定され得る。

      【０１８１】

  遺伝子治療の目的のために核酸が導入され得る細胞は、任意の所望の入手可能

な細胞型を包含し、以下を含むがそれらに限定されない：上皮細胞、内皮細胞、

ケラチノサイト、線維芽細胞、筋肉細胞、肝細胞；Ｔリンパ球、Ｂリンパ球、単

球、マクロファージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球のような血球；様々な幹

細胞または前駆細胞、特に、造血幹細胞または造血前駆細胞（例えば、骨髄、臍

帯血、末梢血、胎児の肝臓などから得られるような細胞）。

      【０１８２】

  好ましい実施形態において、遺伝子治療に使用される細胞は、患者に対して自

己である。

      【０１８３】

  遺伝子治療において組換え細胞が使用される実施形態において、抗体をコード

する核酸配列は、細胞またはそれらの子孫により核酸配列が発現可能であるよう

に細胞に導入され、そして次いで組み換え細胞は、治療的効果のためにインビボ

で投与される。具体的な実施形態において、幹細胞または前駆細胞が用いられる

。インビトロで単離され得、そしてインビトロで維持され得る任意の幹細胞およ

び／または前駆細胞は、本発明のこの実施形態に従って潜在的に使用され得る（

例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ９４／０８５９８号：ＳｔｅｍｐｌｅおよびＡｎｄｅ

ｒｓｏｎ，Ｃｅｌｌ  ７１：９７３－９８５（１９９２）；Ｒｈｅｉｎｗａｌｄ

，Ｍｅｔｈ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏ．２１Ａ：２２９（１９８０）；ならびにＰｉｔ

ｔｅｌｋｏｗおよびＳｃｏｔｔ，Ｍａｙｏ  Ｃｌｉｎｉｃ  Ｐｒｏｃ．６１：７

７１（１９８６）を参照のこと）。

      【０１８４】

  特定の実施形態において、遺伝子治療の目的で導入されるべき核酸は、コード

領域に作動可能に連結された誘導性プロモーターを含有し、その結果、核酸の発

現は、適切な転写誘導因子の存在または不在を制御することにより制御可能であ
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る。

      【０１８５】

  （治療活性または予防活性の証明）

  本発明の化合物または薬学的組成物は、好ましくは、ヒトでの使用の前にイン

ビトロで、そして次いでインビボで、所望の治療活性または予防活性について試

験される。例えば、化合物または薬学的組成物の、治療有用性または予防有用性

を証明するためのインビトロアッセイとしては、細胞株または患者組織サンプル

に対する化合物の効果が挙げられる。細胞株および／または組織サンプルに対す

る化合物または組成物の効果は、当業者に公知である技術（ロゼット形成アッセ

イおよび細胞溶解アッセイが挙げられるがこれらに限定されない）を利用して決

定され得る。本発明に従って、特定の化合物の投与が示されるか否かを決定する

ために用いられ得るインビトロアッセイとしては、インビトロ細胞培養アッセイ

が挙げられ、このアッセイでは、患者組織サンプルが培養物において増殖し、そ

して化合物に曝されるか、そうでなければ化合物が投与され、そして、組織サン

プルに対するそのような化合物の効果が観察される。

      【０１８６】

  （治療的／予防的な投与および組成物）

  本発明は、被験体への有効量の本発明の化合物または薬学的組成物、好ましく

は本発明のポリペプチドまたは抗体の投与による処置、阻害および予防の方法を

提供する。好ましい局面において、化合物は実質的に精製される（例えば、その

効果を制限するかまたは望ましくない副作用を生じる物質は実質的にない）。被

験体は好ましくは、ウシ、ブタ、ウマ、ニワトリ、ネコ、イヌなどの動物が挙げ

られるがそれらに限定されない動物であり、そして好ましくは哺乳動物であり、

そして最も好ましくはヒトである。

      【０１８７】

  化合物が核酸または免疫グロブリンを含む場合に使用され得る処方および投与

方法は、上記に記載され；さらなる適切な処方および投与経路は、本明細書中で

以下に記載されたものの中から選択され得る。

      【０１８８】



(114) 特表２００３－５３１１０７

  様々な送達システムが公知であり、そして本発明の化合物を投与するために用

いられ得る（例えば、リポソーム、微粒子、マイクロカプセル、この化合物の発

現が可能な組換え細胞中でのカプセル化、レセプター媒介エンドサイトーシス（

例えば、ＷｕおよびＷｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３

２（１９８７）を参照のこと）、レトロウイルスまたは他のベクターの一部とし

ての核酸の構築など）。導入方法としては、皮内、筋内、腹腔内、静脈内、皮下

、鼻腔内、硬膜外、および経口経路が挙げられるがそれらに限定されない。化合

物または組成物は、任意の好都合な経路により（例えば、注入またはボーラス注

射により、上皮または粘膜内層（例えば、口腔粘膜、直腸粘膜および腸粘膜など

）を通しての吸収により）投与され得、そして他の生物学的に活性な薬剤と一緒

に投与され得る。投与は、全身的または局所的であり得る。さらに、本発明の薬

学的化合物または組成物を、任意の適切な経路（脳室内注射および髄腔内注射を

包含し；脳室内注射は、例えば、Ｏｍｍａｙａリザーバのようなリザーバに取り

付けられた脳室内カテーテルにより容易にされ得る）により中枢神経系に導入す

ることが望まれ得る。例えば、吸入器または噴霧器の使用、およびエアゾール化

剤を用いた処方により、肺投与もまた使用され得る。

      【０１８９】

  特定の実施形態において、本発明の薬学的化合物または組成物を、処置の必要

な領域に局所的に投与することが望まれ得る；これは、制限する目的ではないが

、例えば、手術中の局部注入、局所適用（例えば、手術後の創傷包帯との組み合

わせて）により、注射により、カテーテルにより、坐剤により、またはインプラ

ント（このインプラントは、シアラスティック（ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜のよう

な膜または繊維を含む、多孔性、非多孔性、または膠様材料である）により達成

され得る。好ましくは、抗体を含む本発明のタンパク質を投与する際、タンパク

質が吸収されない材料を使用するために注意が払われなければならない。

      【０１９０】

  別の実施形態において、化合物または組成物は、小胞、特に、リポソーム中へ

送達され得る（Ｌａｎｇｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７－１５３３（

１９９０）；Ｔｒｅａｔら，Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  Ｔｈｅｒａｐ



(115) 特表２００３－５３１１０７

ｙ  ｏｆ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ，Ｌ

ｏｐｅｚ－ＢｅｒｅｓｔｅｉｎおよびＦｉｄｌｅｒ（編），Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ，３５３～３６５頁（１９８９）；Ｌｏｐｅｚ－Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎ，

同書３１７～３２７頁を参照のこと；広く同書を参照のこと）。

      【０１９１】

  さらに別の実施形態において、化合物または組成物は制御された放出システム

中で送達され得る。１つの実施形態において、ポンプが用いられ得る（Ｌａｎｇ

ｅｒ，（前出）；Ｓｅｆｔｏｎ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅ

ｎｇ．１４：２０１（１９８７）；Ｂｕｃｈｗａｌｄら，Ｓｕｒｇｅｒｙ  ８８

：５０７（１９８０）；Ｓａｕｄｅｋら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：

５７４（１９８９）を参照のこと）。別の実施形態において、高分子材料が用い

られ得る（Ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｌｅｄ  Ｒｅｌｅａｓｅ，ＬａｎｇｅｒおよびＷｉｓｅ（編），ＣＲＣ  Ｐｒｅ

ｓ．，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄａ（１９７４）；Ｃｏｎｔｒｏｌｌ

ｅｄ  Ｄｒｕｇ  Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ  Ｐｒｏｄｕｃｔ

  Ｄｅｓｉｇｎ  ａｎｄ  Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ＳｍｏｌｅｎおよびＢａｌ

ｌ（編），Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８４）；ＲａｎｇｅｒおよびＰ

ｅｐｐａｓ，Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｒｅｖ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｃｈ

ｅｍ．２３：６１（１９８３）を参照のこと；Ｌｅｖｙら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２

２８：１９０（１９８５）；Ｄｕｒｉｎｇら，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２５：３

５１（１９８９）；Ｈｏｗａｒｄら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７１：１０５（

１９８９）もまた参照のこと）。さらに別の実施形態において、制御された放出

システムは、治療標的、即ち、脳の近くに置かれ得、従って、全身用量の一部の

みを必要とする（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，Ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔ

ｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｒｅｌｅａｓｅ，（前出），第２巻，

１１５～１３８頁（１９８４）を参照のこと）。

      【０１９２】

  他の制御された放出システムは、Ｌａｎｇｅｒにより総説において議論される

（Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７－１５３３（１９９０））。
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      【０１９３】

  本発明の化合物がタンパク質をコードする核酸である、特定の実施形態におい

て、その核酸は、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構成し、そしてそ

れが細胞内になるように投与することにより（例えば、レトロウイルスベクター

の使用により（米国特許第４，９８０，２８６号を参照のこと）、または直接注

射により、または微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃；Ｂｉｏｌｉｓｔ

ｉｃ，Ｄｕｐｏｎｔ）の使用により、または脂質もしくは細胞表面レセプターも

しくはトランスフェクト剤でコーティングすることにより、または核に入ること

が公知であるホメオボックス様ペプチドと結合させて投与すること（例えば、Ｊ

ｏｌｉｏｔら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１８６

４－１８６８（１９９１）を参照のこと）などにより、そのコードされたタンパ

ク質の発現を促進するようにインビボで投与され得る。あるいは、核酸は、細胞

内に導入され得、そして、発現のために相同組換えにより宿主細胞ＤＮＡ内に組

み込まれ得る。

      【０１９４】

  本発明はまた、薬学的組成物を提供する。このような組成物は、治療有効量の

化合物、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。具体的な実施形態において

、用語「薬学的に受容可能な」とは、動物における、そしてさらに特にヒトにお

ける使用のために、連邦規制当局もしくは米国政府により認められたか、または

米国薬局方もしくは他の一般に認められた薬局方に列挙されたことを意味する。

用語「キャリア」とは、治療剤とともに投与される、希釈剤、アジュバンド、賦

形剤、またはビヒクルをいう。このような薬学的なキャリアは、水および油（石

油起源、動物起源、植物起源、または合成起源の油（例えば、ピーナッツ油、大

豆油、鉱油、ゴマ油など）を含む）のような滅菌した液体であり得る。水は、薬

学的組成物が静脈内に投与される場合に、好ましいキャリアである。生理食塩水

溶液、ならびにデキストロースおよびグリセロールの水溶液はまた、特に注射可

能な溶液のために、液体キャリアとして使用され得る。適切な薬学的賦形剤とし

ては、デンプン、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、イネ

、フラワー、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン
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酸グリセロール、滑石、塩化ナトリウム、脱脂粉乳、グリセロール、プロピレン

、グリコール、水、エタノールなどが挙げられる。組成物はまた、所望されるな

らば、少量の湿潤剤もしくは乳化剤、またはｐＨ緩衝剤を含み得る。これらの組

成物は、液剤、懸濁剤、乳剤、錠剤、丸剤、カプセル剤、散剤、持続放出処方物

などの形態を取り得る。この組成物は、従来の結合剤およびトリグリセリドのよ

うなキャリアとともに、坐剤として処方され得る。経口処方物は、薬学的等級の

マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリン

ナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどのような標準キャリアを含み得

る。適切な薬学的キャリアの例は、Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎによる「Ｒｅｍｉｎｇ

ｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」に記載される

。このような組成物は、治療有効量の化合物を、好ましくは精製された形態で、

適切な量のキャリアとともに含んで、患者への適切な投与のための形態を提供す

る。処方物は、投与形態に適するべきである。

      【０１９５】

  好ましい実施形態において、組成物は、慣用手順に従って、ヒトへの静脈内投

与のために採用された薬学的組成物として、処方される。代表的には、静脈内投

与のための組成物は、滅菌等張水性緩衝液の溶液である。必要な場合、組成物は

また、可溶化剤および注射の部位での痛みを緩和するリグノカインのような局部

麻酔を含み得る。一般的には、成分は、別々にかまたは単一投薬形態で一緒に混

合してのどちらかで、例えば、一定量の活性薬剤を示すアンプルまたは小袋（ｓ

ａｃｈｅｔｔｅ）のような密封された容器中の凍結乾燥粉末または水を含まない

濃縮物として供給される。組成物が注入により投与されるべき場合には、組成物

は、滅菌した薬学的等級の水または生理食塩水を含む注入ボトルに分配され得る

。組成物が注射により投与される場合、成分が投与の前に混合され得るように、

注射用滅菌水または生理食塩水のアンプルが提供され得る。

      【０１９６】

  本発明の化合物は、中性のまたは塩の形態として処方され得る。薬学的に受容

可能な塩としては、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するもの

のようなアニオンとともに形成される塩、およびナトリウム、カリウム、アンモ
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ニウム、カルシウム、水酸化第２鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、

２－エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来するもののよ

うなカチオンとともに形成される塩が挙げられる。

      【０１９７】

  この処置（本発明のポリペプチドの異常な発現および／または活性と関連する

疾患または障害の抑制および予防）において効果的である本発明の化合物の量は

、標準的な臨床技術により決定され得る。さらに、インビトロアッセイは、必要

に応じて、使用して最適な投薬量の範囲を同定するのを助け得る。処方において

使用されるべき正確な用量はまた、投与の経路、および疾患または障害の重篤さ

に依存し、そして開業医の判断および各患者の状況に従って決定されるべきであ

る。有効用量は、インビトロまたは動物モデル試験系から得られた用量反応曲線

から外插され得る。

      【０１９８】

  抗体に関して、患者に投与される投薬量は、代表的に、患者の体重１ｋｇあた

り０．１ｍｇ～１００ｍｇである。好ましくは、患者に投与される投薬量は、患

者の体重１ｋｇあたり０．１ｍｇと２０ｍｇとの間であり、より好ましくは、患

者の体重１ｋｇあたり１ｍｇ～１０ｍｇである。一般に、ヒト抗体は、外来ポリ

ペプチドへの免疫応答に起因して、他種由来の抗体よりもヒト体内で長い半減期

を有する。従って、ヒト抗体の低い投薬量および頻度の低い投与は、しばしば可

能である。さらに、本発明の抗体の投与の投薬量および頻度は、改変（例えば、

脂溶化（ｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ）のような）による抗体の取り込みおよび組織浸

透（例えば、脳への）を増強することにより減少され得る。

      【０１９９】

  本発明はまた、本発明の薬学的組成物の一つ以上の成分で満たされている一つ

以上の容器を備える薬学的パックまたはキットを提供する。薬学的製品または生

物学的製品の製造、使用または販売を規制している政府機関により規定される形

式における通告は、このような容器に、必要に応じて伴ない得る。この通告は、

ヒトの投与のための製造、使用または販売のこの機関による認可を反映する。

      【０２００】
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  （診断および画像化）

  目的のポリペプチドに特異的に結合する標識化抗体、ならびにその誘導体およ

びそのアナログは、診断目的のために使用されて、本発明のポリペプチドの異常

な発現および／または活性に関連する疾患、障害および／または状態を検出、診

断またはモニターし得る。本発明は、目的のポリペプチドの異常な発現の検出を

提供し、これは、（ａ）目的のポリペプチドに特異的な１つ以上の抗体を使用し

て、個体の細胞または体液中の目的のポリペプチドの発現をアッセイする工程、

および（ｂ）この遺伝子発現レベルと標準的な遺伝子発現のレベルを比較する工

程、を包含し、これによって、その標準的な発現レベルと比較されるアッセイさ

れたポリペプチド遺伝子発現レベルの増加または減少が、異常な発現を示す。

      【０２０１】

  本発明は、障害（例えば、神経障害）を診断するための診断アッセイを提供し

、このアッセイは、（ａ）目的のポリペプチドに特異的な１つ以上の抗体を使用

して、個体の細胞または体液中の目的のポリペプチドの発現をアッセイする工程

、および（ｂ）この遺伝子発現レベルと標準的な遺伝子発現のレベルを比較する

工程、を包含し、これによって、その標準的な発現レベルと比較されるアッセイ

されたポリペプチド遺伝子発現レベルの増加または減少が、特定の障害を示す。

癌に関して、個体由来の生検組織における比較的高い量の転写物の存在は、疾患

の発生についての素因を示し得るか、または実際の臨床症状の出現前に疾患を検

出するための手段を提供し得る。この型のより決定的な診断は、保健専門家に予

防手段を使用させること、またはより早期の積極的な処置を可能にし得、これに

より、癌の発生またはさらなる進行を予防する。

      【０２０２】

  本発明の抗体を使用して、当業者に公知の古典的な免疫組織学的方法を使用し

て生物学的サンプル中のタンパク質レベルをアッセイに使用し得る（例えば、Ｊ

ａｌｋａｎｅｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０１：９７６－９８５（１９８

５）；Ｊａｌｋａｎｅｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－３０

９６（１９８７）を参照のこと）。タンパク質遺伝子発現を検出するために有用

な、抗体に基づく他の方法としては、イムノアッセイ（例えば、酵素結合免疫吸
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着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）および放射免疫アッセイ（ＲＩＡ））が挙げられる。

適切な抗体アッセイ標識は、当該分野において公知であり、そして酵素標識（例

えば、グルコースオキシダーゼ）；放射性同位体（例えば、ヨウ素（１２５Ｉ、

１２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、インジウ

ム（１１２Ｉｎ）、およびテクネチウム（９９Ｔｃ））；発光標識（例えば、ル

ミノール）；ならびに蛍光標識（例えば、フルオレセインおよびローダミン）、

ならびにビオチンが挙げられる。

      【０２０３】

  本発明の１つの局面は、動物、好ましくは哺乳動物、そして最も好ましくはヒ

トにおける、目的のポリペプチドの異常な発現と関連する疾患または障害の検出

および診断である。本発明の好ましい実施形態は、動物（好ましくは、哺乳動物

、最も好ましくはヒト）における本発明のポリペプチドの異常な発現と関連する

疾患または障害の検出および診断である。１つの実施形態において、診断は、ａ

）目的のポリペプチドに特異的に結合する有効量の標識化分子を被験体に（例え

ば、非経口的に、皮下に、または腹腔内に）投与する工程；ｂ）このポリペプチ

ドが発現する被験体内の部位でこの標識化分子が優先的に濃縮することを可能に

するために（および結合していない標識化分子がバックグラウンドレベルまで除

去されるために）投与後、時間間隔を待つ工程；ｃ）バックグラウンドレベルを

決定する工程；およびｄ）この被験体中の標識化分子を検出する工程、を包含し

、その結果、このバックグラウンドレベルを越える標識化分子の検出は、この被

験体が目的のポリペプチドの異常な発現と関連する特定の疾患または障害を有す

ることを示す。バックグラウンドレベルは、特定の系について以前に決定された

標準的な値と、検出された標識化分子の量を比較する工程を包含する種々の方法

により決定され得る。

      【０２０４】

  被験体のサイズおよび用いられる画像化システムは、診断画像を生成するため

に必要な画像化部分の量を決定することが当該分野で理解される。放射性同位体

部分の場合には、ヒト被験体について、注射される放射能の量は、通常、約５～

２０ミリキュリーの９９ｍＴｃの範囲である。次いで、標識された抗体または抗
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体フラグメントは、特定のタンパク質を含む細胞の位置に優先的に蓄積される。

インビボ腫瘍画像化は、Ｓ．Ｗ．Ｂｕｒｃｈｉｅｌら、「Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒ

ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ  ｏｆ  Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ  Ａｎｔｉｂｏｄ

ｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔｈｅｉｒ  Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ」（Ｔｕｍｏｒ  Ｉｍａｇｉ

ｎｇ：Ｔｈｅ  Ｒａｄｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｃａ

ｎｃｅｒの第１３章、Ｓ．Ｗ．ＢｕｒｃｈｉｅｌおよびＢ．Ａ．Ｒｈｏｄｅｓ編

、Ｍａｓｓｏｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｉｎｃ．（１９８２））に記載される

。

      【０２０５】

  用いられる標識の型および投与の様式を含む、いくつかの可変要素に依存して

、標識された分子が被験体の部位に優先的に濃縮し、そして結合されていない標

識された分子がバックグラウンドレベルまで一掃されることを可能にする、投与

後の時間間隔は、６～４８時間または６～２４時間または６～１２時間である。

別の実施形態においては、投与後の時間間隔は、５～２０日間または５～１０日

間である。

      【０２０６】

  １つの実施形態においては、疾患または障害のモニタリングは、その疾患また

は障害を診断するための方法を繰り返すこと（例えば、最初の診断後１ヶ月、最

初の診断後６ヶ月、最初の診断後１年など）により行われる。

      【０２０７】

  標識された分子の存在は、インビボ走査について当該分野において公知の方法

を用いて、患者から検出され得る。これらの方法は、用いられる標識の型に依存

する。当業者は、特定の標識を検出するための適切な方法を決定し得る。本発明

の診断方法において用いられ得る方法およびデバイスとしては、限定はされない

が、コンピューター断層撮影（ＣＴ）、陽子（ｐｏｓｉｔｉｏｎ）射出断層撮影

法（ＰＥＴ）のような全身走査、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、および超音波検査

法が挙げられる。

      【０２０８】

  特定の実施形態においては、この分子は放射性同位体で標識され、そして放射



(122) 特表２００３－５３１１０７

線応答性の外科用機器を用いて患者から検出される（Ｔｈｕｒｓｔｏｎら、米国

特許第５，４４１，０５０号）。別の実施形態においては、この分子は蛍光化合

物で標識され、そして蛍光応答性の走査機器を用いて患者から検出される。別の

実施形態においては、この分子は陽電子射出金属で標識され、そして陽子射出断

層撮影法を用いて患者（ｐａｔｅｎｔ）から検出される。さらに別の実施形態に

おいては、この分子は常磁性標識で標識され、そして磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）

を用いて患者から検出される。

      【０２０９】

  （キット）

  本発明は、上記の方法において使用され得るキットを提供する。１つの実施形

態において、キットは、１つ以上の容器において、本発明の抗体、好ましくは精

製した抗体を備える。特定の実施形態において、本発明のキットは、エピトープ

を含む実質的に単離されたポリペプチドを備える。このエピトープは、キット中

に含まれる抗体と特異的に免疫反応する。好ましくは、本発明のキットは、目的

のポリペプチドと反応しないコントロール抗体をさらに備える。別の特定の実施

形態において、本発明のキットは、目的のポリペプチドへの抗体の結合を検出す

るための手段を備える（例えば、この抗体は、検出可能な基質（例えば、蛍光化

合物、酵素基質、放射性化合物もしくは発光化合物）に結合体化され得るか、ま

たは一次抗体を認識する二次抗体が、検出可能な基質と結合体化され得る）。

      【０２１０】

  本発明の別の特定の実施形態において、キットは、増殖性および／または癌性

のポリヌクレオチドおよびポリペプチドに対して特異的な抗体を含む血清のスク

リーニングに使用するための診断キットである。このようなキットは、目的のポ

リペプチドと反応しないコントロール抗体を備え得る。このようなキットは、エ

ピトープを含む実質的に単離されたポリペプチドを備え得る。このエピトープは

、少なくとも１つの抗ポリペプチド抗体と特異的に免疫反応する。さらに、この

ようなキットは、ポリペプチドに対する上記の抗体の結合を検出するための手段

を備える（例えば、抗体は、蛍光化合物（例えば、フローサイトメトリーにより

検出され得るフルオレセインまはたローダミン）と結合体化され得る）。特定の
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実施形態において、キットは、組換え的に産生されたポリペプチドまたは化学的

に合成されたポリペプチドを備え得る。キットのポリペプチドはまた、固体支持

体に付着され得る。

      【０２１１】

  より特定の実施形態において、上記のキットの検出手段は、上記のポリペプチ

ドが付着する固体支持体を備える。このようなキットはまた、非付着レポーター

標識化抗ヒト抗体を備え得る。この実施形態において、ポリペプチドへの抗体の

結合は、上記のレポーター標識化抗体の結合によって検出され得る。

      【０２１２】

  さらなる実施形態において、本発明は、本発明のポリペプチドの抗原を含む血

清のスクリーニングにおいて使用するための、診断キットを含む。この診断キッ

トは、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドと特異的に免疫反応する実

質的に単離された抗体、およびこの抗体へのこのポリヌクレオチドまたはポリペ

プチドの結合を検出するための手段を備える。１つの実施形態において、抗体は

、固体支持体に付着される。特定の実施形態において、抗体は、モノクロナール

抗体であり得る。キットのこの検出手段は、二次標識化モノクロナール抗体を含

み得る。あるいは、またはさらに、この検出手段は、標識化競合ポリペプチドを

含み得る。

      【０２１３】

  １つの診断構成において、試験血清を、本発明の方法により得られる表面結合

ポリペプチドを有する固相試薬と反応させる。ポリペプチド特異的抗体とこの試

薬との結合、および洗浄することによる結合していない血清成分の除去の後、こ

の試薬をレポーター標識化抗ヒト抗体と反応させて、固体支持体上に、結合した

抗ポリペプチド抗体の量に比例して、この試薬にレポーターを結合させる。この

試薬を再び洗浄して、結合していない標識化抗体を除去し、そしてこの試薬と会

合するレポーターの量を決定する。代表的に、レポーターは、酵素であり、この

酵素は、適切な蛍光性基質、発光性基質または比色用基質（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．

Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）の存在下で固相をインキュベートすることにより検出される

。
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      【０２１４】

  上記アッセイにおいて、固体表面試薬は、固体支持体物質（例えば、ポリマー

ビーズ、ディップスティック、９６ウェルプレートまたは濾過材料）へタンパク

質物質を付着することについての公知の技術によって調製される。これらの付着

法は、一般に、支持体へのタンパク質の非特異的吸着またはタンパク質の共有結

合性の付着（代表的に、固体支持体上の化学的反応基に対して遊離のアミン基（

例えば、活性化カルボキシル基、ヒドロキシル基、もしくはアルデヒド基）によ

る）を包含する。あるいは、ストレプトアビジンコートプレートが、ビオチン化

抗原と組み合わせて使用され得る。

      【０２１５】

  従って、本発明は、この診断方法を実施するためのアッセイ系またはキットを

提供する。このキットは、一般に、表面に結合した組換え抗原を有する支持体、

および表面に結合した抗抗原抗体を検出するためのレポーター標識化抗ヒト抗体

を含む。

      【０２１６】

  （融合タンパク質）

  任意のスタニオカルシンポリペプチドは、融合タンパク質を産生するために使

用され得る。例えば、スタニオカルシンポリペプチドは、第２のタンパク質と融

合される場合、抗原性タグとして使用され得る。スタニオカルシンポリペプチド

に対して惹起される抗体は、スタニオカルシンに結合することによって、第２の

タンパク質を間接的に検出するために使用され得る。さらに、分泌されるタンパ

ク質は、細胞位置を輸送シグナルに基づいて標的化するので、スタニオカルシン

ポリペプチドは、他のタンパク質に一旦融合されると標的化分子として使用され

得る。

      【０２１７】

  スタニオカルシンポリペプチドと融合され得るドメインの例は、異種シグナル

配列のみならず、他の異種機能性領域をも含む。融合は、必ずしも直接的である

必要はないが、リンカー配列を介して起こり得る。

      【０２１８】
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  特に好ましい実施形態において、本発明のスタニオカルシンタンパク質は、ス

タニオカルシンポリペプチドが、ｍ－ｎとして上記される融合タンパク質を含む

。好ましい実施形態において、適用は、本明細書中に記載される特定のＮ末端お

よびＣ末端欠失のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列に少

なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一である核酸

分子に向けられる。これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた

、本発明によって包含される。

      【０２１９】

  さらに、融合タンパク質はまた、スタニオカルシンポリペプチドの特徴を改良

するために操作され得る。例えば、さらなるアミノ酸、特に荷電アミノ酸の領域

が、宿主細胞からの精製または続く取り扱いおよび貯蔵の間の安定性および持続

性を改良するためにスタニオカルシンポリペプチドのＮ末端へ付加され得る。ま

た、ペプチド部分は精製を容易にするためにスタニオカルシンポリペプチドへ付

加され得る。このような領域は、スタニオカルシンポリペプチドの最終調製の前

に除去され得る。ポリペプチドの取り扱いを容易にするためのペプチド部分の付

加は、当該分野でよく知られる慣用の技術である。

      【０２２０】

  さらに、スタニオカルシンポリペプチド（フラグメント、そして特にエピトー

プを含む）は、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の定常ドメインの一部と組み合わせら

れ、キメラポリぺプチドを生じ得る。これらの融合タンパク質は精製を容易にし

、そしてインビボにおける増大した半減期を示す。１つの報告された例は、ヒト

ＣＤ４ポリペプチドの最初の２つのドメイン、および哺乳動物の免疫グロブリン

の重鎖または軽鎖の定常領域の種々のドメインからなるキメラタンパク質を記載

している（ＥＰ  Ａ  ３９４，８２７；  Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒ

ｅ、３３１：  ８４－８６（１９８８））。ジスルフィド連結二量体構造（Ｉｇ

Ｇに起因する）を有する融合タンパク質もまた、モノマー分泌タンパク質または

タンパク質フラグメント単独よりも、他の分子に結合しそして中和するのにさら

に効率的であり得る（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７

０：３９５８－６４（１９９５））。
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      【０２２１】

  同様に、ＥＰ－Ａ－Ｏ  ４６４  ５３３（カナダ国対応特許第２０４５８６９

号）は、別のヒトタンパク質またはその部分とともに免疫グロブリン分子の定常

領域の種々の部分を含む融合タンパク質を開示する。多くの場合、融合タンパク

質のＦｃ部分は、治療および診断において有益であり、従って、例えば、改良さ

れた薬物動態学的な特性を生じ得る（ＥＰ－Ａ  ０２３２  ２６２）。あるいは

、融合タンパク質が発現され、検出され、そして精製された後に、Ｆｃ部分を欠

失させることが望ましい。例えば、融合タンパク質が免疫化のための抗原として

使用される場合、Ｆｃ部分は、治療および診断を妨害し得る。例えば、薬物の発

見において、ｈＩＬ－５のようなヒトタンパク質は、ｈＩＬ－５のアンタゴニス

トを同定するための高処理能力スクリーニングアッセイの目的のためにＦｃ部分

と融合されてきた（Ｂｅｎｎｅｔｔら、Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｒｅｃｏｇｎ

ｉｔｉｏｎ、８：５２－５８（１９９５）；Ｊｏｈａｎｓｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ

．Ｃｈｅｍ．２７０：９４５９－７１（１９９５）を参照のこと）。

      【０２２２】

  さらに、本明細書中で議論されるように、本発明のポリペプチドおよび／また

は抗体（これらのフラグメントまたは改変体を含む）は、アルブミン（限定しな

いが、組換えヒト血清アルブミンまたはそのフラグメントまたは改変体（例えば

、１９９９年３月２日に発行された米国特許第５，８７６，９６９号、ＥＰ特許

第０  ４１３  ６２２号、および１９９８年６月１６日に発行された米国特許第

５，７６６，８８３号を参照のこと（これらは、本明細書中においてその全体で

参考として援用される）））と融合され得る。好ましい実施形態において、本発

明のポリペプチドおよび／または抗体（これらのフラグメントまたは改変体を含

む）は、ヒト血清アルブミンの成熟形態（すなわち、ＥＰ特許第０  ３２２  ０

９４号（これは、本明細書中においてその全体で参考として援用される）の図１

および２に示されるヒト血清アルブミンのアミノ酸１～５８５）と融合される。

別の好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドおよび／または抗体（こ

れらのフラグメントまたは改変体を含む）は、米国特許第５，７６６，８８３号

（これは、本明細書中においてその全体で参考として援用される）に記載される
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、ヒト血清アルブミンのアミノ酸残基１－ｚ（ここで、ｚは、３６９～４１９の

整数である）を含むか、あるいは、これらからなるポリペプチドフラグメントと

融合される。本発明のポリペプチドおよび／または抗体（これらのフラグメント

および改変体を含む）は、異種タンパク質（例えば、免疫グロブリンＦｃポリペ

プチドまたはヒト血清アルブミンポリペプチド）のＮ末端またはＣ末端のいずれ

かに融合され得る。本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドはま

た、本発明によって包含される。

      【０２２３】

  さらに、スタニオカルシンポリペプチドはマーカー配列（例えば、スタニオカ

ルシンの精製を容易にするペプチド）に融合され得る。好ましい実施形態におい

て、マーカーアミノ酸配列は、とりわけヘキサ－ヒスチジンペプチド（例えば、

ｐＱＥベクター（ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．，９２５９  Ｅｔｏｎ  Ａｖｅｎｕｅ

，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ，９１３１１）において提供されるタグ）であり

、これらの多くのマーカーアミノ酸配列が市販されている。例えば、Ｇｅｎｔｚ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：８２１－８２４（

１９８９）に記載されるように、ヘキサ－ヒスチジンは、融合タンパク質の都合

の良い精製を提供する。精製のために有用な別のペプチドタグである「ＨＡ」タ

グは、インフルエンザ赤血球凝集素タンパク質由来のエピトープに対応する（Ｗ

ｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  ３７：７６７（１９８４））。

      【０２２４】

  従って、任意のこれら上記の融合物は、スタニオカルシンポリヌクレオチドま

たはスタニオカルシンポリペプチドを使用して操作され得る。

      【０２２５】

  （ベクター、宿主細胞、およびタンパク質産生）

  本発明はまた、スタニオカルシンポリヌクレオチドを含むベクター、宿主細胞

、および組換え技術によるポリペプチドの産生に関連する。例えば、ベクターは

、ファージベクター、プラスミドベクター、ウイルスベクター、またはレトロウ

イルスベクターであり得る。レトロウイルスベクターは、複製コンピテント、ま

たは複製欠損であり得る。後者の場合、一般的にウイルス増殖は、補完性（ｃｏ
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ｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｇ）宿主細胞にのみ生じる。

      【０２２６】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドは、宿主における増殖のために選択マーカ

ーを含むベクターに連結され得る。一般に、プラスミドベクターは、リン酸カル

シウム沈澱物のような沈澱物、または荷電脂質との複合体において導入される。

ベクターがウイルスである場合、ウィルスベクターは、適切なパッケージング細

胞株を使用してインビトロでパッケージングされ、次いで宿主細胞に形質導入さ

れ得る。

      【０２２７】

  スタニオカルシンポリヌクレオチド挿入物は、適切なプロモーター（いくつか

挙げれば、例えば、ファージλＰＬプロモーター、Ｅ．ｃｏｌｉ  ｌａｃプロモ

ーター、ｔｒｐプロモーター、ｐｈｏＡプロモーターおよびｔａｃプロモーター

、ＳＶ４０初期プロモーターおよびＳＶ４０後期プロモーター、ならびにレトロ

ウイルスＬＴＲのプロモーター）に作動可能に連結されるべきである。他の適切

なプロモーターは当業者に公知である。発現構築物はさらに、転写開始、転写終

結のための部位、および転写領域において、翻訳のためのリボソーム結合部位を

含む。構築物によって発現される転写物のコード部分は、好ましくは、始めに翻

訳開始コドン、および翻訳されるためのポリペプチドの末端に適切に位置される

終結コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡまたはＵＡＧ）を含む。

      【０２２８】

  示されるように、発現ベクターは、好ましくは少なくとも１つの選択マーカー

を含む。このようなマーカーは、真核細胞培養のためのジヒドロ葉酸レダクター

ゼ、Ｇ４１８、またはネオマイシン耐性遺伝子、ならびにＥ．ｃｏｌｉおよび他

の細菌において培養するためのテトラサイクリン、カナマイシンまたはアンピシ

リン耐性遺伝子を含む。適切な宿主の代表的な例は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃ

ｏｌｉ、ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓおよびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉｍ

ｕｒｉｕｍ細胞）；酵母細胞のような真菌細胞；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌｉａ  Ｓ２

およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ  Ｓｆ９細胞のような昆虫細胞；ＣＨＯ細胞、ＣＯ

Ｓ細胞、２９３細胞、およびＢｏｗｅｓメラノーマ細胞のような動物細胞；なら
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びに植物細胞を含むが、これらに限定されない。上記の宿主細胞のための適切な

培養培地および条件は、当該分野で公知である。

      【０２２９】

  細菌における使用のために好ましいベクターの中には、ｐＱＥ７０、ｐＱＥ６

０およびｐＱＥ－９（ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．から入手可能）；ｐＢｌｕｅｓｃ

ｒｉｐｔベクター、Ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６

ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓ

ｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．から入手可能）；およびｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３

－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．から入手可能）を含む。好ましい真核生物ベクターの中

には、ｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１およびｐＳＧ（Ｓ

ｔｒａｔａｇｅｎｅから入手可能）；ならびにｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ

およびｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａから入手可能）がある。他の適切なベクタ

ーは当業者に容易に明らかである。

      【０２３０】

  選択マーカーとしてグルタミンシンターゼ（ＧＳ）またはＤＨＦＲを使用する

ベクターは、薬物メチオニンスルホキシイミンまたはメトトレキサートそれぞれ

の存在下で増幅され得る。ベクターに基づくグルタミンシンターゼの利点は、グ

ルタミンシンターゼ陰性である細胞株（例えば、マウス骨髄腫細胞株、ＮＳ０）

についての利用可能性である。グルタミンシンターゼ発現系はまた、内因性遺伝

子の機能化を妨げるためにさらなるインヒビターを提供することによって、グル

タミンシンターゼ発現細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細

胞）において機能し得る。グルタミンシンターゼ発現系およびその成分は、ＰＣ

Ｔ公報、ＷＯ８７／０４４６２；ＷＯ８６／０５８０７；ＷＯ８９／０１０３６

；ＷＯ８９／１０４０４；およびＷＯ９１／０６６５７（これらは、本明細書中

において、本明細書によってその全体で参考として援用される）に詳細に記載さ

れる。さらに、グルタミンシンターゼ発現ベクターは、Ｌｏｎｚａ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＮＨ）から得られ得る。マウス骨

髄腫細胞におけるＧＳ発現系を使用するモノクローナル抗体の発現および産生は
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、Ｂｅｂｂｉｎｇｔｏｎら、Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １０：１６９（１

９９２）およびＢｉｂｌｉａ  ａｎｄ  Ｒｏｂｉｎｓｏｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌ．Ｐｒｏｇ．１１：１（１９９５）（これらは、本明細書中で参考として援用

される）に記載される。

      【０２３１】

  本発明はまた、本明細書中に議論されるベクター構築物を含む宿主細胞に関し

、そしてさらに、当該分野で公知の技術を使用して、１以上の異種制御領域（例

えば、プロモーターおよび／またはエンハンサー）に作動可能に連結されている

、本発明のヌクレオチド配列を含む宿主細胞を包含する。宿主細胞は、哺乳動物

細胞（例えば、ヒト由来の細胞）のような高等真核生物細胞、または酵母細胞の

ような下等真核生物細胞であり得るか、あるいは宿主細胞は、細菌細胞のような

原核生物細胞であり得る。挿入された遺伝子配列の発現を調節するか、または所

望される特定の様式で遺伝子産物を改変および処理する宿主株が、選択され得る

。特定のプロモーターからの発現は、特定のインデューサーの存在下で増強され

得；従って、遺伝子操作されたポリペプチドの発現が、制御され得る。さらに、

異なる宿主細胞は、タンパク質の翻訳および翻訳後のプロセシングおよび改変（

例えば、リン酸化、切断）の特徴および特異的機構を有する。適切な細胞株は、

発現される外来タンパク質の所望の改変およびプロセシングを保障するように選

択され得る。

      【０２３２】

  宿主細胞への構築物の導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥ

ＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、カチオン性脂質媒介トランスフ

ェクション、エレクトロポレーション、形質導入、感染、または他の方法によっ

てもたらされ得る。このような方法は、Ｄａｖｉｓら、Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏ

ｄｓ  Ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  （１９８６）のような多く

の標準的研究室マニュアルに記載される。スタニオカルシンポリペプチドが、実

際に、組換えベクターを欠く宿主細胞によって発現され得ることが特に意図され

る。

      【０２３３】
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  スタニオカルシンポリペプチドは、硫酸アンモニウム沈澱またはエタノール沈

澱、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロー

スクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティーク

ロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチン

クロマトグラフィーを含む周知の方法によって組換え細胞培養物から回収され得

、そして精製され得る。最も好ましくは、高速液体クロマトグラフィー（「ＨＰ

ＬＣ」）が精製のために使用される。

      【０２３４】

  スタニオカルシンポリペプチド、および好ましくは分泌形態はまた、以下から

回収され得る：直接単離されるかまたは培養されるかにかかわらず、体液、組織

および細胞を含む天然の供給源から精製された産物；化学的合成手順の産物；な

らびに、例えば、細菌細胞、酵母細胞、高等植物細胞、昆虫細胞、および哺乳動

物細胞を含む、原核生物宿主または真核生物宿主から組換え技術によって産生さ

れた産物。組換え産生手順に使用される宿主に依存して、スタニオカルシンポリ

ペプチドは、グリコシル化されてもまたはグリコシル化されていなくてもよい。

さらに、スタニオカルシンポリペプチドもまた、宿主媒介プロセスの結果として

、いくつかの場合において、最初の改変されたメチオニン残基を含み得る。従っ

て、一般に、翻訳開始コドンによってコードされるＮ末端メチオニンが、すべて

の真核生物細胞における翻訳後の任意のタンパク質から高い効率で除去されるこ

とは当該分野において周知である。ほとんどのタンパク質においてＮ末端メチオ

ニンもまた、ほとんどの原核生物において効果的に除去されるが、いくつかのタ

ンパク質について、この原核生物除去プロセスは、Ｎ末端メチオニンが共有結合

するアミノ酸の性質に依存しており、非効率的である。

      【０２３５】

  本明細書において議論されるベクター構築物を含む宿主細胞を含むことに加え

て、本発明はまた、脊椎動物起源（特に、哺乳動物起源）の一次（ｐｒｉｍａｒ

ｙ）宿主細胞、二次（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ）宿主細胞、および不死化宿主細胞を

含む。これらの宿主細胞は、内因性の遺伝物質（例えば、スタニオカルシンコー

ド配列）を欠失または置換するように操作されており、そして／または本発明の
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スタニオカルシンポリヌクレオチドと作動可能に連結された遺伝物質（例えば、

異種ポリヌクレオチド配列）を含むように操作され、そして内因性のスタニオカ

ルシンポリヌクレオチドを活性化、変更、および／または増幅する。例えば、当

該分野で公知の技術は、相同組換えを介して、異種制御領域（例えば、プロモー

ターおよび／またはエンハンサー）および内因性スタニオカルシンポリヌクレオ

チド配列を作動可能に連結するために使用され得る（例えば、米国特許第５，６

４１，６７０号；国際公開第ＷＯ  ９６／２９４１１；国際公開第ＷＯ  ９４／

１２６５０；Ｋｏｌｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

、８６：８９３２－８９３５（１９８９）；およびＺｉｊｌｓｔｒａら、Ｎａｔ

ｕｒｅ、３４２：３５－４３８（１９８９）を参照のこと。これらの開示の各々

は、それら全体において参考として援用される）。

      【０２３６】

  さらに、本発明のポリペプチドは、当該分野で公知の技術を用いて化学合成さ

れ得る（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，１９８３，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕ

ｃｔｕｒｅｓ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｗ．Ｈ．

Ｆｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．，Ｎ．Ｙ．およびＨｕｎｋａｐｉｌｌｅｒら，Ｎａ

ｔｕｒｅ，３１０：１０５－１１１を参照のこと）。例えば、スタニオカルシン

ポリペプチドのフラグメントに対応するペプチドは、ペプチド合成機の使用によ

り合成され得る。さらに、所望の場合、非古典的アミノ酸または化学的アミノ酸

アナログが、置換または付加としてこのスタニオカルシンポリペプチド配列に導

入され得る。非古典的アミノ酸としては、以下が挙げられるがこれらに限定され

ない：通常のアミノ酸のＤ異性体、２，４－ジアミノ酪酸、ａ－アミノイソ酪酸

、４－アミノ酪酸、Ａｂｕ、２－アミノ酪酸、ｇ－Ａｂｕ、ｅ－Ａｈｘ、６－ア

ミノヘキサン酸、Ａｉｂ，２－アミノイソ酪酸、３－アミノプロピオン酸、オル

ニチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、シトル

リン、ホモシトルリン、システイン酸、ｔ－ブチルグリシン、ｔ－ブチルアラニ

ン、フェニルグリシン、シクロヘキシルアラニン、ｂ－アラニン、フルオロアミ

ノ酸、デザイナーアミノ酸（例えば、ｂ－メチルアミノ酸）、Ｃａ－メチルアミ

ノ酸、Ｎａ－メチルアミノ酸、および一般のアミノ酸アナログ。さらにアミノ酸
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はＤ（右旋性）またはＬ（左旋性）であり得る。

      【０２３７】

  本発明は、翻訳の間または翻訳後に、例えば、グリコシル化、アセチル化、リ

ン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロッキング基による誘導体化、タンパク質

分解切断、抗体分子または他の細胞性リガンドへの結合などによって示差的に改

変されるスタニオカルシンポリペプチドを含む。任意の多数の化学的改変は、以

下を含むがこれらに限定されない公知の技術によって実施され得る：臭化シアン

、トリプシン、キモトリプシン、パパイン、Ｖ８プロテアーゼ、ＮａＢＨ4によ

る特異的化学的切断；アセチル化、ホルミル化、酸化、還元；ツニカマイシンの

存在下での代謝合成；など。

      【０２３８】

  本発明によって含まれるさらなる翻訳後修飾としては、例えば、以下などが挙

げられる：Ｎ結合型もしくはＯ結合型の炭水化物鎖（Ｎ末端またはＣ末端のプロ

セシング）、アミノ酸バックボーンへの化学部分の結合、Ｎ結合型もしくはＯ結

合型の炭水化物鎖の化学修飾、および原核生物宿主細胞発現の結果としてのＮ末

端メチオニン残基の付加もしくは欠失。このポリペプチドはまた、検出可能な標

識（例えば、酵素標識、蛍光標識、同位体標識または親和性標識）を用いて改変

して、このタンパク質の検出および単離が可能にされ得る。

      【０２３９】

  適切な酵素の例としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ

ーゼ、β－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが挙げられ；

適切な補欠分子団複合体の例としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびア

ビジン／ビオチンが挙げられ；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン

、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロ

トリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリン

が挙げられ；発光物質の例としては、ルミノールが挙げられ；生物発光物質の例

としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンが挙げられ；ならび

に、適切な放射性物質の例としては、ヨウ素（121Ｉ、123Ｉ、125Ｉ、131Ｉ）、

炭素（14Ｃ）、硫黄（35Ｓ）、トリチウム（3Ｈ）、インジウム（111Ｉｎ、112
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Ｉｎ、113mＩｎ、115mＩｎ）、テクネチウム（99Ｔｃ、99mＴｃ）、タリウム（2

01Ｔｉ）、ガリウム（68Ｇａ、67Ｇａ）、パラジウム（103Ｐｄ）、モリブデン

（99Ｍｏ）、キセノン（133Ｘｅ）、フッ素（18Ｆ）、153Ｓｍ、177Ｌｕ、159Ｇ

ｄ、149Ｐｍ、140Ｌａ、175Ｙｂ、166Ｈｏ、90Ｙ、47Ｓｃ、186Ｒｅ、188Ｒｅ、

142Ｐｒ、105Ｒｈ、97Ｒｕ）が挙げられる。

      【０２４０】

  特定の実施形態において、本発明のポリペプチドまたはそのフラグメントまた

は改変体は、ポリペプチドに対して、放射性金属（限定しないが、177Ｌｕ、90

Ｙ、166Ｈｏ、および153Ｓｍを含む）と会合する大環状キレート剤に取り付けら

れる。好ましい実施形態において、大環状キレート剤と会合する放射性金属イオ

ンは、111Ｉｎである。別の好ましい実施形態において、大環状キレート剤と会

合する放射性金属イオンは、90Ｙである。特定の実施形態において、大環状キレ

ート剤は、１，４，７，１０－テトラアザシクロドデカン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’，

Ｎ’’’－四酢酸（ＤＯＴＡ）である。他の特定の実施形態において、ＤＯＴＡ

は、リンカー分子を介して本発明の抗体またはそのフラグメントに取り付けられ

る。ＤＯＴＡを結合するのに有用なリンカー分子の例は、当該分野において周知

である。例えば、ＤｅＮａｒｄｏら、Ｃｌｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．４（１

０）：２４８３－９０（１９９８）；Ｐｅｔｅｒｓｏｎら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ

．Ｃｈｅｍ．１０（４）：５５３－７（１９９９）；およびＺｉｍｍｅｒｍａｎ

ら、Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．２６（８）：９４３－５０（１９９９）（こ

れらは、本明細書によって、その全体において本明細書中で参考として援用され

る）を参照のこと。

      【０２４１】

  本発明によってまた、さらなる利点（例えば、このポリペプチドの溶解度、安

定性および循環時間の増加、または免疫原性の減少）を提供し得る、スタニオカ

ルシンの化学修飾誘導体が提供される（米国特許第４，１７９，３３７号を参照

のこと）。誘導体化のための化学部分は、水溶性ポリマー（例えば、ポリエチレ

ングリコール、エチレングリコール／プロピレングリコールコポリマー、カルボ

キシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコールなど）から選択さ
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れ得る。このポリペプチドは、この分子内のランダムな位置で、またはこの分子

内の所定の位置で改変され得、そして１、２、３以上の結合した化学部分を含み

得る。

      【０２４２】

  このポリマーは、任意の分子量のポリマーであり得、そして分枝状でまたは非

分枝状であり得る。ポリエチレングリコールに関しては、好ましい分子量は、取

り扱いおよび製造の容易さのために、約１ｋＤａと約１００ｋＤａとの間（用語

「約（およそ）」は、ポリエチレングリコールの調製物において、いくつかの分

子は示した分子量よりも重く、いくつかは示した分子量よりも軽いことを示す）

である。所望の治療プロフィール（例えば、所望される持続放出の持続時間、存

在する場合には生物学的活性に対する効果、取り扱いの容易さ、抗原性の程度ま

たは抗原性がないこと、および治療タンパク質またはアナログに対するポリエチ

レングリコールの他の公知の効果）に依存して、他のサイズが用いられ得る。例

えば、ポリエチレングリコールは、約２００、５００、１０００、１５００、２

０００、２５００、３０００、３５００、４０００、４５００、５０００、５５

００、６０００、６５００、７０００、７５００、８０００、８５００、９００

０、９５００、１０，０００、１０，５００、１１，０００、１１，５００、１

２，０００、１２，５００、１３，０００、１３，５００、１４，０００、１４

，５００、１５，０００、１５，５００、１６，０００、１６，５００、１７，

０００、１７，５００、１８，０００、１８，５００、１９，０００、１９，５

００、２０，０００、２５，０００、３０，０００、３５，０００、４０，００

０、５０，０００、５５，０００、６０，０００、６５，０００、７０，０００

、７５，０００、８０，０００、８５，０００、９０，０００、９５，０００、

または１００，０００ｋＤａの平均分子量を有し得る。

      【０２４３】

  上記のように、ポリエチレングリコールは、分枝構造を有していてもよい。分

枝ポリエチレングリコールは、例えば、以下に記載される：米国特許第５，６４

３，５７５号；Ｍｏｒｐｕｒｇｏら、Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃ

ｈｎｏｌ．５６：５９－７２（１９９６）；Ｖｏｒｏｂｊｅｖら、Ｎｕｃｌｅｏ
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ｓｉｄｅｓ  Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  １８：２７４５－２７５０（１９９９）

；およびＣａｌｉｃｅｔｉら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ．Ｃｈｅｍ．１０：６３８－

６４６（１９９９）（これらの各々の開示は、本明細書中において参考として援

用される）。

      【０２４４】

  ポリエチレングリコール分子（または他の化学的部分）は、このタンパク質の

機能的ドメインまたは抗原性ドメインに対する効果を考慮してこのタンパク質に

結合されるべきである。当業者に利用可能な多数の結合方法が存在する（例えば

、本明細書中に参考として援用される、ＥＰ  ０  ４０１  ３８４に開示される

方法（Ｇ－ＣＳＦにＰＥＧを結合する）、Ｍａｌｉｋら、Ｅｘｐ．Ｈｅｍａｔｏ

ｌ．２０：１０２８－１０３５（１９９２）（塩化トレシル（ｔｒｅｓｙｌ  ｃ

ｈｌｏｒｉｄｅ）を用いたＧＭ－ＣＳＦのペグ化を報告する）もまた参照のこと

）。例えば、ポリエチレングリコールは、反応性基（例えば、遊離のアミノ基ま

たはカルボキシル基）を介してアミノ酸残基により共有結合され得る。反応性基

は、活性化ポリエチレングリコール分子が結合し得る基である。遊離のアミノ基

を有するアミノ酸残基としては、リジン残基およびＮ末端アミノ酸残基が挙げら

れ得る；遊離のカルボキシル基を有するアミノ酸残基としては、アスパラギン酸

残基、グルタミン酸残基およびＣ末端アミノ酸残基が挙げられ得る。スルフヒド

リル残基もまた、ポリエチレングリコール分子を結合するための反応性基として

用いられ得る。治療目的のために好ましいのは、アミノ基での結合、例えば、Ｎ

末端またはリジン基での結合である。

      【０２４５】

  上記で示唆されるように、ポリエチレングリコールは、多くのアミノ酸残基の

いずれかへの結合を介してタンパク質に結合され得る。例えば、ポリエチレング

リコールは、リジン残基、ヒスチジン残基、アスパラギン酸残基、グルタミン酸

残基、またはシステイン残基への共有結合を介してタンパク質に連結され得る。

１つ以上の反応化学系を用いて、タンパク質の特定のアミノ酸残基（例えば、リ

ジン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸またはシステイン）またはタ

ンパク質の１つより多くの型のアミノ酸残基（例えば、リジン、ヒスチジン、ア
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スパラギン酸、グルタミン酸、システインおよびそれらの組み合わせ）にポリエ

チレングリコールを結合し得る。

      【０２４６】

  Ｎ末端で化学修飾されたタンパク質を具体的に所望し得る。ポリエチレングリ

コールを本発明の組成物の例示として用いて、種々のポリエチレングリコール分

子から（分子量、分枝などによって）、反応混合物中でのタンパク質（ポリペプ

チド）分子に対するポリエチレングリコール分子の比、行われるべきペグ化（ｐ

ｅｇｙｌａｔｉｏｎ）反応の型、および選択されたＮ末端ペグ化タンパク質の獲

得方法を選択し得る。Ｎ末端ペグ化調製物の獲得方法（すなわち、必要な場合、

この部分を他のモノペグ化部分から分離すること）は、ペグ化タンパク質分子の

集団からの、Ｎ末端ペグ化物質の精製により行われ得る。Ｎ末端修飾で化学修飾

された選択的タンパク質は、特定のタンパク質における誘導体化に利用可能な異

なる型の第１級アミノ基（リジン対Ｎ末端）の示差的反応性を利用する還元的ア

ルキル化によって達成され得る。適切な反応条件下では、カルボニル基含有ポリ

マーを用いた、Ｎ末端でのタンパク質の実質的に選択的な誘導体化が達成される

。

      【０２４７】

  上記で示されたように、本発明のタンパク質のペグ化は、かなり多数の手段に

よって達成され得る。例えば、ポリエチレングリコールは、直接的または介在リ

ンカーによってのいずれかで、タンパク質に結合され得る。タンパク質にポリエ

チレングリコールを結合させるためのリンカーレス（ｌｉｎｋｅｒｌｅｓｓ）系

は、Ｄｅｌｇａｄｏら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａ．Ｄｒｕｇ  Ｃａｒｒｉ

ｅｒ  Ｓｙｓ．９：２４９－３０４（１９９２）；Ｆｒａｎｃｉｓら、Ｉｎｔｅ

ｒｎ．Ｊ．ｏｆ  Ｈｅｍａｔｏｌ．６８：１－１８（１９９８）；米国特許第４

，００２，５３１号；米国特許第５，３４９，０５２号；ＷＯ９５／０６０５８

；およびＷＯ９８／３２４６６（これらの各々の開示は、本明細書中で参考とし

て援用される）に記載される。

      【０２４８】

  介在するリンカーを伴わずに、タンパク質のアミノ酸残基に直接的にポリエチ
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レングリコールを結合させる１つの系は、トレシル化（ｔｒｅｓｙｌａｔｅｄ）

ＭＰＥＧ（これは、塩化トレシル（ｔｒｅｓｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ）（ＣｌＳＯ

2ＣＨ2ＣＦ3）を使用して、モノメトキシ（ｍｏｎｍｅｔｈｏｘｙ）ポリエチレ

ングリコール（ＭＰＥＧ）を改変することによって生成される）を使用する。ト

レシル化ＭＰＥＧとのタンパク質の反応に際して、ポリエチレングリコールは、

タンパク質のアミン基に直接結合される。従って、本発明は、本発明のタンパク

質と２，２，２－トリフルオロエタン（ｔｒｉｆｌｕｏｒｅｏｔｈａｎｅ）スル

ホニル基を有するポリエチレングリコール分子とを反応させることによって生成

されるタンパク質－ポリエチレングリコール結合体を含む。

      【０２４９】

  ポリエチレングリコールはまた、多くの異なる介在リンカーを使用して、タン

パク質に結合され得る。例えば、米国特許第５，６１２，４６０号（この開示全

体が、本明細書中で参考として援用される）は、タンパク質にポリエチレングリ

コールを結合させるためのウレタンリンカーを開示する。ポリエチレングリコー

ルが、リンカーによってタンパク質に結合されるタンパク質－ポリエチレングリ

コール結合体はまた、ＭＰＥＧ－スクシンイミジルスクシネート（ｓｕｃｃｉｎ

ｉｍｉｄｙｌｓｕｃｃｉｎａｔｅ）、１，１'－カルボニルジイミダゾールで活

性化されたＭＰＥＧ、ＭＰＥＧ－２，４，５－トリクロロフェニルカルボネート

（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｅｎｙｌｃａｒｂｏｎａｔｅ）、ＭＰＥＧ－ｐ－ニトロ

フェノールカルボネート、および種々のＭＰＥＧ－スクシネート誘導体のような

化合物とのタンパク質の反応によって生成され得る。さらなる多くのポリエチレ

ングリコール誘導体、およびタンパク質にポリエチレングリコールを結合させる

ための反応化学が、国際公開番号ＷＯ９８／３２４６６（この開示全体が、本明

細書中で参考として援用される）に記載される。本明細書中に示される反応化学

を使用して生成されるペグ化タンパク質産物は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０２５０】

  本発明の各タンパク質に結合されたポリエチレングリコール部分の数（すなわ

ち、置換の程度）もまた、変動し得る。例えば、本発明のペグ化タンパク質は、

平均して、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１５、１７、２
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０個またはそれより多いポリエチレングリコール分子を連結し得る。同様に、平

均の置換の程度は、タンパク質１分子あたり１～３、２～４、３～５、４～６、

５～７、６～８、７～９、８～１０、９～１１、１０～１２、１１～１３、１２

～１４、１３～１５、１４～１６、１５～１７、１６～１８、１７～１９、また

は１８～２０個のポリエチレングリコール部分のような範囲内である。置換の程

度を決定する方法は、例えば、Ｄｅｌｇａｄｏら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ

ａ．Ｄｒｕｇ  Ｃａｒｒｉｅｒ  Ｓｙｓ．９：２４９－３０４（１９９２）にお

いて考察される。

      【０２５１】

  本発明のスタニオカルシンポリペプチドは、硫酸アンモニウム沈澱またはエタ

ノール沈澱、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホ

セルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニ

ティークロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、および

レクチンクロマトグラフィーを含むが、これらに限定されない周知の方法によっ

て化学合成および組換え細胞培養物から回収され、そして精製され得る。最も好

ましくは、高速液体クロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ」）が精製のために用いら

れる。ポリペプチドが単離および／または精製の間に変性する場合、タンパク質

をリホールディングするための周知の技術が、活性な高次構造を生成するために

利用され得る。

      【０２５２】

  本発明のスタニオカルシンポリペプチドは、モノマーまたはマルチマー（すな

わち、ダイマー、トリマー、テトラマーおよびより高度のマルチマー）であり得

る。従って、本発明は、モノマーおよびマルチマーの本発明のスタニオカルシン

ポリペプチド、それらの調製ならびにそれらを含む組成物（好ましくは薬学的組

成物）に関する。特定の実施形態では、本発明のポリペプチドは、モノマー、ダ

イマー、トリマーまたはテトラマーである。さらなる実施形態では、本発明のマ

ルチマーは、少なくともダイマー、少なくともトリマー、または少なくともテト

ラマーである。

      【０２５３】
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  本発明によって含まれるマルチマーは、ホモマーまたはヘテロマーであり得る

。本明細書中で用いられる場合、用語ホモマーは、（本明細書中に記載されるよ

うに、スタニオカルシンフラグメント、改変体、スプライス改変体および融合タ

ンパク質を含む）本発明のスタニオカルシンポリペプチドのみを含むマルチマー

をいう。これらのホモマーは、同一または異なるアミノ酸配列を有するスタニオ

カルシンポリペプチドを含み得る。特定の実施形態では、本発明のホモマーは、

同一のアミノ酸配列を有するスタニオカルシンポリペプチドのみを含むマルチマ

ーである。別の特定の実施形態では、本発明のホモマーは、異なるアミノ酸配列

を有するポリペプチドを含むマルチマーである。特定の実施形態では、本発明の

マルチマーは、ホモダイマー（例えば、同一および／または異なるアミノ酸配列

を有するスタニオカルシンポリペプチドを含む）あるいはホモトリマー（例えば

、同一または異なるアミノ酸配列を有するスタニオカルシンポリペプチドを含む

）である。さらなる実施形態では、本発明のホモマー性マルチマーは、少なくと

もホモダイマー、少なくともホモトリマーまたは少なくともホモテトラマーであ

る。

      【０２５４】

  本明細書中で用いられる場合、用語ヘテロマーとは、本発明のスタニオカルシ

ンポリペプチドに加えて１以上の異種ポリペプチド（すなわち、異なるタンパク

質のポリペプチド）を含むマルチマーをいう。特定の実施形態では、本発明のマ

ルチマーは、ヘテロダイマー、ヘテロトリマーまたはヘテロテトラマーである。

さらなる実施形態では、本発明のヘテロマー性マルチマーは、少なくともヘテロ

ダイマー、少なくともヘテロトリマーまたは少なくともヘテロテトラマーである

。

      【０２５５】

  本発明のマルチマーは、疎水性、親水性、イオン性および／もしくは共有結合

的な結合の結果であり得、そして／または例えば、リポソーム形成によって間接

連結され得る。従って、１つの実施形態では、本発明のマルチマー（例えば、ホ

モダイマーまたはホモトリマーなど）は、本発明のポリペプチドが溶液中で互い

に接触する場合に形成される。別の実施形態では、本発明のへテロマルチマー（
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例えば、ヘテロトリマーまたはヘテロテトラマーなど）は、本発明のポリペプチ

ドが、溶液中で本発明のポリペプチドに対する抗体（本発明の融合タンパク質に

おける異種ポリペプチド配列に対する抗体を含む）と接触した場合に形成される

。他の実施形態では、本発明のマルチマーは、本発明のポリペプチドとの、およ

び／または本発明のポリペプチド間での共有結合によって形成される。このよう

な共有結合は、ポリぺプチド配列（例えば、配列番号２に記載されるか、または

プラスミドスタニオカルシンによってコードされるポリペプチドに含まれる配列

）に含まれる１以上のアミノ酸残基を含み得る。１例では、この共有結合は、ネ

イティブ（すなわち、天然に存在する）ポリペプチドにおいて相互作用するポリ

ペプチド配列内に存在するシステイン残基間での架橋である。別の例では、この

共有結合は、化学的操作または組換え操作の結果である。あるいは、このような

共有結合は、融合タンパク質中の異種ポリペプチド配列において含まれる１以上

のアミノ酸残基を含み得る。１例では、共有結合は、本発明の融合タンパク質に

含まれる異種配列間にある（例えば、米国特許第５，４７８，９２５号を参照の

こと）。特定の例では、この共有結合は、（本明細書中に記載されるような）本

発明のスタニオカルシン－Ｆｃ融合タンパク質に含まれる異種配列間にある。別

の特定の例では、本発明の融合タンパク質の共有結合は、共有結合したマルチマ

ーを形成し得る別のタンパク質（例えば、オステオプロテゲリン（ｏｓｅｔｅｏ

ｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ）など）由来の異種ポリペプチド配列間にある（例えば、

国際公開番号ＷＯ  ９８／４９３０５号（この内容はその全体が本明細書中で参

考として援用される）を参照のこと）。

      【０２５６】

  本発明のマルチマーは、当該分野で公知の化学技術を使用して生成され得る。

例えば、本発明のマルチマーに含まれることが所望されるポリペプチドは、当該

分野で公知のリンカー分子およびリンカー分子長最適化技術を使用して、化学的

に架橋され得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５号（これは本明細書中

でその全体が参考として援用される）を参照のこと）。さらに、本発明のマルチ

マーは、当該分野で公知の技術を使用して生成されて、マルチマー中に含まれる

ことが所望されるポリペプチドの配列内に位置するシステイン残基間に、１つ以
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上の分子間架橋を形成し得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５号（これ

は、本明細書中にその全体が参考として援用される）を参照のこと）。さらに、

本発明のタンパク質は、このポリぺプチドのＣ末端またはＮ末端へのシステイン

またはビオチンの付加により慣用的に改変され得、当該分野で公知の技術が、１

つ以上のこれらの改変されたポリペプチドを含むマルチマーを生成するために適

用され得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２５号（これはその全体が本明

細書中で参考として援用される）を参照のこと）。さらに、当該分野で公知技術

は、本発明のマルチマーに含まれることを所望されるポリペプチド成分を含むリ

ポソームを生成するために適用され得る（例えば、米国特許第５，４７８，９２

５号（これはその全体が本明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。

      【０２５７】

  あるいは、本発明のマルチマーは、当該分野で公知の遺伝子操作技術を用いて

生成され得る。１つの実施形態では、本発明のマルチマーに含まれるポリペプチ

ドは、本明細書中に記載されるかさもなくば当該分野で公知の融合タンパク質技

術を用いて組換え生成される（例えば、本明細書中にその全体が参考として援用

される、米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。特定の実施形態では

、本発明のホモダイマーをコードするポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチ

ドをコードするポリヌクレオチド配列を、リンカーポリペプチドをコードする配

列に連結し、次いでさらに元々のＣ末端からＮ末端の方向とは逆方向でポリペプ

チドの翻訳産物をコードする合成ポリヌクレオチド（リーダー配列を欠く）に連

結することによって生成される（例えば、本明細書中にその全体が参考として援

用される、米国特許第５，４７８，９２５号を参照のこと）。別の実施形態では

、本明細書中に記載されるかさもなくば当該分野で公知の組換え技術を適用して

、膜貫通ドメイン（または疎水性もしくはシグナルペプチド）を含み、そして膜

再構成技術によってリポソームに取り込まれ得る、本発明の組換えポリペプチド

を生成する（例えば、本明細書中にその全体が参考として援用される、米国特許

第５，４７８，９２５号を参照のこと）。

（スタニオカルシンポリヌクレオチドの使用）

  本明細書中で同定されるスタニオカルシンポリヌクレオチドは、試薬として多
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くの方法において使用され得る。以下の説明は、例示とみなされるべきであり、

そして公知技術を利用する。スタニオカルシンポリヌクレオチドのさらなる使用

は、国際公開番号ＷＯ９５／２４４１１（これは、本明細書中でその全体が参考

として援用される）に開示される。

      【０２５８】

  新しい染色体マーカーを同定する必要性が、現在存在する。なぜなら、実際の

配列データ（反復多型性）に基づく染色体マーキング試薬は現在、ほとんど利用

可能ではないからである。開示されたｃＤＮＡをコードする遺伝子は、８番染色

体に存在すると考えられる。従って、本発明に関連するポリヌクレオチドは、８

番染色体についての結合分析におけるマーカーとして有用である。

      【０２５９】

  簡潔には、配列は、配列番号１において示される配列由来のＰＣＲプライマー

（好ましくは、１５～２５ｂｐ）を調製することにより、染色体にマッピングさ

れ得る。プライマーは、コンピュータ分析を使用して選択され得、その結果プラ

イマーは、ゲノムＤＮＡにおける１より多くの推定エキソンにまたがらない。次

いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色体を含む体細胞ハイブリッドのＰ

ＣＲスクリーニングのために使用される。配列番号１に対応するヒトスタニオカ

ルシン遺伝子を含むそれらのハイブリッドのみが、増幅したフラグメントを産生

する。

      【０２６０】

  同様に、体細胞ハイブリッドは、特定の染色体に対するポリヌクレオチドのＰ

ＣＲマッピングの迅速な方法を提供する。３つ以上のプラスミドが、一日あたり

、１つのサーマルサイクラーを用いて、割りあてられ得る。さらに、スタニオカ

ルシンポリヌクレオチドの下位局在化（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）は、

特定の染色体のフラグメントのパネルを用いて、達成され得る。用いられ得る他

の遺伝子マッピングストラテジーは、インサイチュハイブリダイゼーション、標

識フローソート（ｌａｂｅｌｅｄ  ｆｌｏｗ－ｓｏｒｔｅｄ）染色体でのプレス

クリーニング、および染色体特異的ｃＤＮＡライブラリーを構築するためのハイ

ブリダイゼーションによる前選択を含む。
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      【０２６１】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドの正確な染色体位置はまた、中期染色体ス

プレッド（ｓｐｒｅａｄ）の蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳ

Ｈ）を使用して、達成され得る。この技術は、５００塩基または６００塩基ほど

の短いポリヌクレオチドを使用する；しかし、２，０００～４，０００ｂｐのポ

リヌクレオチドが、好ましい。この技術の概説については、Ｖｅｒｍａら、「Ｈ

ｕｍａｎ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ：ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｂａｓｉｃ  Ｔ

ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９

８８）を参照のこと。

      【０２６２】

  染色体マッピングについて、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、個々に（

１つの染色体またはその染色体における１つの部位をマークするため）使用され

得るか、またはパネル（複数の部位および／または複数の染色体をマークするた

め）において使用され得る。好ましいポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡの非コード

領域に対応する。なぜなら、このコード配列は、遺伝子ファミリーにおいて、よ

り保存されている可能性があり、従って、染色体マッピングの間に交差ハイブリ

ダイゼーションの機会が増加するからである。

      【０２６３】

  一旦、ポリヌクレオチドが正確な染色体位置にマッピングされると、ポリヌク

レオチドの物理的な位置は、連鎖分析において使用され得る。連鎖分析は、染色

体位置と特定の疾患の提示との間の同時遺伝（ｃｏｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ）を

確立する（疾患マッピングデータは、例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋ，Ｍｅｎｄ

ｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ  Ｍａｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉ

ｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを

通じてオンラインで利用可能である）に見出される）。１メガベースのマッピン

グ分解能および２０ｋｂあたり１遺伝子と仮定すると、疾患と関連づけられた染

色体領域に正確に位置決めされたｃＤＮＡは、５０～５００の潜在的な原因遺伝

子のうちの１つであり得る。

      【０２６４】
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  従って、一旦同時遺伝が確立されると、スタニオカルシンポリヌクレオチド、

および罹患個体と非罹患個体との間の対応する遺伝子における差異が試験され得

る。第１に、染色体における目に見える構造変化（例えば、欠失または転座）が

染色体スプレッドにおいてまたはＰＣＲにより試験される。構造的変化が存在し

ない場合は、点変異の存在を確認する。いくらかまたは全ての罹患個体で観察さ

れたが、正常個体では観察されない変異は、この変異がこの疾患を引き起こし得

ることを示す。しかし、スタニオカルシンポリペプチドおよびいくらかの正常個

体由来の対応する遺伝子の完全な配列決定は、多型に由来する変異を区別するた

めに必要である。新たな多型が同定されると、この多型ポリペプチドは、さらな

る連鎖分析のために使用され得る。

      【０２６５】

  さらに、罹患していない個体と比較した場合に、罹患した個体における増加ま

たは減少した遺伝子の発現は、スタニオカルシンポリヌクレオドを用いて評価さ

れ得る。いずれかのこれらの改変（発現の改変、染色体の再構成、または変異）

が、診断マーカーまたは予後マーカーとして使用され得る。

      【０２６６】

  前述に加えて、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、三重らせん体形成また

はアンチセンスＤＮＡもしくはＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するために使用

され得る。両方の方法は、ＤＮＡまたはＲＮＡへのポリヌクレオドの結合に依存

する。これらの技術について、好ましいポリヌクレオドは、通常、２０～４０塩

基長であり、そして転写に関与する遺伝子の領域（三重らせん－Ｌｅｅら、Ｎｕ

ｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．６：３０７３（１９７９）；Ｃｏｏｎｅｙら、Ｓｃ

ｉｅｎｃｅ  ２４１：４５６（１９８８）；およびＤｅｒｖａｎら、Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２５１：１３６０（１９９１）を参照のこと）またはｍＲＮＡ自体（アン

チセンス－Ｏｋａｎｏ、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．５６：５６０（１９９１）；

Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  ａｓ  Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ、ＣＲＣ  Ｐｒ

ｅｓｓ、Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ、ＦＬ（１９８８））のいずれかに対して相補的

である。三重らせん体形成は、ＤＮＡからのＲＮＡ転写の遮断を最適に生じるが
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、一方アンチセンスＲＮＡのハイブリダイゼーションは、ポリペプチドへのｍＲ

ＮＡ分子の翻訳をブロックする。両方の技術は、モデル系において効果的であり

、そして本明細書中に開示された情報を使用して、疾患を処置するための試みに

おいて、アンチセンスのポリヌクレオチドまたは三重らせん体のポリヌクレオド

を設計し得る。

      【０２６７】

  スタニオカルシンポリヌクレオドはまた、遺伝子治療に有用である。遺伝子治

療の目的の１つは、遺伝的欠損を補正するための試みにおいて、欠損遺伝子を有

する生物に正常な遺伝子を挿入することである。スタニオカルシンは、非常に正

確な様式において、そのような遺伝的欠損を標的化する手段を提供する。別の目

的は、宿主のゲノムには存在しなかった新しい遺伝子を挿入し、それにより宿主

細胞において新しい形質を産生することである。

      【０２６８】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドはまた、微量の生物学的サンプルから個体

を同定するのに有用である。米国陸軍は、例えば、その個体の識別のために、制

限断片長多型（ＲＦＬＰ）の使用を考えている。この技術において、個体のゲノ

ムＤＮＡは、１つ以上の制限酵素で消化され、そしてサザンブロットで探索され

て個体を識別するための独特のバンドを生じる。この方法は、紛失、入れ替え、

または盗難され得、決定的な識別を困難にする「認識票」の現在の制限に煩わさ

れることがない。スタニオカルシンポリヌクレオチドは、ＲＦＬＰのさらなるＤ

ＮＡマーカーとして使用され得る。

      【０２６９】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドはまた、個体のゲノムの選択された部分の

塩基ごとの実際のＤＮＡ配列を決定することにより、ＲＦＬＰの代わりとして使

用され得る。これらの配列を使用して、そのような選択されたＤＮＡを、増幅お

よび単離するためのＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これは配列決定さ

れ得る。この技術を使用して、個体を識別し得る。なぜなら、各個体は独特なＤ

ＮＡ配列のセットを有するからである。一旦、独特なＩＤデータベースが、個体

に対して確立されると、その個体（生存または死亡している）の決定的な識別が



(147) 特表２００３－５３１１０７

、非常に小さな組織サンプルからなされ得る。

      【０２７０】

  法医学的生物学はまた、本明細書中に開示されるようにＤＮＡに基づく識別技

術を使用することから利益を得る。非常に小さな生物学的サンプル（例えば、組

織（例えば、髪または皮膚）あるいは体液（例えば、血液、唾液、精液など））

から得られたＤＮＡ配列を、ＰＣＲを使用して増幅し得る。１つの先行技術にお

いて、多型遺伝子座（例えば、ＤＱａクラスＩＩ  ＨＬＡ遺伝子）から増幅され

た遺伝子配列を法医学的生物学において使用して、個体を識別する（Ｅｒｌｉｃ

ｈ，Ｈ．、ＰＣＲ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏ．（

１９９２））。一旦、これらの特定の多型遺伝子座が増幅されれば、それらを１

つ以上の制限酵素で消化して、ＤＱａクラスＩＩ  ＨＬＡ遺伝子に対応するＤＮ

Ａでプローブされた、サザンブロットにおいて識別するバンドのセットを生じる

。同様に、スタニオカルシンポリヌクレオチドを、法医学的目的のための多型性

マーカーとして使用し得る。

      【０２７１】

  特定の組織の供給源を同定し得る試薬についての必要性がまた存在する。例え

ば、起源のわからない組織とともに提示される場合、法医学において、そのよう

な必要性が生じる。適切な試薬は、例えば、スタニオカルシン配列から調製され

る特定の組織に対して特異的なＤＮＡプローブまたはプライマーを含み得る。そ

のような試薬のパネルは、種および／または器官の型により組織を同定し得る。

同様の様式において、これらの試薬を使用して、汚染について組織培養物をスク

リーニングし得る。

      【０２７２】

  スタニオカルシンは、胸腺および骨髄の間質細胞において発現することが見出

されているので、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、生物学的サンプル中に

存在する組織または細胞型の差示的同定のためのハイブリダイゼーションプロー

ブとして有用である。同様に、スタニオカルシンポリペプチドに対するポリペプ

チドおよび抗体は、組織または細胞型の差示的同定のための免疫学的プローブの

提供に有用である。さらに、上記組織または細胞の多くの障害（特に、骨格およ



(148) 特表２００３－５３１１０７

び神経系）に関して、「標準の」スタニオカルシン遺伝子発現レベル（すなわち

、スタニオカルシン系障害を有さない個体由来の健常組織中のスタニオカルシン

発現レベル）に対して有意により高いかまたはより低いレベルのスタニオカルシ

ン遺伝子発現が、このような障害を有する個体から採取された特定の組織（例え

ば、神経組織、骨格組織、癌性組織および創傷組織）または体液（例えば、リン

パ、血清、血漿、尿、滑液または髄液）において検出され得る。

      【０２７３】

  従って、本発明は、以下の工程を包含する障害の診断方法を提供する：（ａ）

個体の細胞または体液中のスタニオカルシン遺伝子発現レベルをアッセイする工

程；（ｂ）標準的なスタニオカルシン遺伝子発現レベルと、このスタニオカルシ

ン遺伝子発現レベルを比較し、それにより、標準の発現レベルと比較して、アッ

セイされたスタニオカルシン遺伝子発現レベルの増加または減少が、スタニオカ

ルシン系における障害を示す、工程。

      【０２７４】

  少なくとも、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、サザンのゲル上の分子量

マーカーとして、特定の細胞型における特異的ｍＲＮＡの存在についての診断プ

ローブとして、新規のポリヌクレオドを発見するプロセスにおける「減算する（

ｓｕｂｔｒａｃｔ－ｏｕｔ）」既知の配列に対するプローブとして、「遺伝子チ

ップ」または他の支持体に付着するためのオリゴマーを選択および作製するため

に、ＤＮＡ免疫技術を用いて抗ＤＮＡ抗体を惹起するために、および免疫応答を

惹起する抗原として使用され得る。

      【０２７５】

  （スタニオカルシンポリペプチドの使用）

  スタニオカルシンポリペプチドは、多くの方法において使用され得る。以下の

記述は、例示としてみなされるべきであり、そして公知技術を利用する。スタニ

オカルシンポリペプチドのさらなる使用は、国際出願番号ＷＯ９５／２４４１１

（これは、本明細書中でその全体が参考として援用される）に開示される。

      【０２７６】

  平均の個体におけるレベルと比較した生物学的サンプルにおけるスタニオカル
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シンタンパク質の変化したレベルは、神経性傷害および／または神経性傷害の傾

向を示すようである。従って、本発明のスタニオカルシンポリペプチドおよび本

発明のスタニオカルシンポリペプチドに対して生成された抗体は、神経性傷害、

神経性疾患または障害を検出、予防、診断またはモニターするか、あるいはそれ

らの処置をモニターするための免疫アッセイのようなアッセイにおいて使用され

得る。

      【０２７７】

  本明細書中で論じられるように、本発明のスタニオカルシンポリペプチドは、

神経細胞の処置または保護を含むが、これらに限定されない使用を有している。

特定の実施形態において、本発明のスタニオカルシンポリペプチドは、低酸素症

または虚血によって誘発される神経性損傷を処置および／または防止するために

使用される（実施例１を参照）。

      【０２７８】

  従って、１つの実施形態において、スタニオカルシンポリペプチドが使用され

て、抗体に基づく技術を使用して、生物学的サンプルにおけるタンパク質レベル

をアッセイし得る抗体が作製される。例えば、組織におけるタンパク質の発現は

、古典的な免疫組織学的方法を用いて研究され得る。（Ｊａｌｋａｎｅｎら、Ｊ

．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０１：９７６－９８５（１９８５）；Ｊａｌｋａｎｅ

ｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－９６（１９８７））。タン

パク質の遺伝子発現を検出するのに有用な、他の抗体に基づく方法には、イムノ

アッセイ（例えば、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）およびラ

ジオイムノアッセイ（ＲＩＡ））が含まれる。適切な抗体アッセイの標識は、当

該分野で公知であり、そして酵素標識（例えば、グルコースオキシダーゼ）、お

よび放射性同位体（例えば、ヨウ素（125Ｉ、121Ｉ）、炭素（14Ｃ）、硫黄（35

Ｓ）、トリチウム（3Ｈ）、インジウム（112Ｉｎ）、およびテクネチウム（99m

Ｔｃ）、ならびに蛍光標識（例えば、フルオレセインおよびローダミン）ならび

にビオチンが挙げられる。

      【０２７９】

  生物学的サンプル中の分泌タンパク質のレベルをアッセイすることに加えて、
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タンパク質はまた、画像化によりインビボで検出され得る。タンパク質のインビ

ボ画像化のための抗体の標識またはマーカーは、Ｘ線撮影法、ＮＭＲ、またはＥ

ＳＲにより検出可能なものを含む。Ｘ線撮影法のために適切な標識は、放射性同

位体（例えば、バリウムまたはセシウム）を含み、これは検出可能な放射線を放

射するが、被験体に対して明らかに有害ではない。ＮＭＲおよびＥＳＲのための

適切なマーカーは、検出可能な特徴的なスピンを有するマーカー（例えば、重水

素）を含み、これは、関連するハイブリドーマのための栄養分を標識することに

より抗体中に取り込まれ得る。

      【０２８０】

  放射性同位体（例えば、131Ｉ、112Ｉｎ、99mＴｃ）、放射線不透過性物質、

または核磁気共鳴により検出可能な材料のような適切な検出可能な画像化部分で

標識された、タンパク質特異的抗体または抗体フラグメントは、哺乳動物に（例

えば、非経口的、皮下、または腹腔内に）導入される。被験体のサイズおよび用

いられる画像化システムは、診断画像を生成するために必要な画像化部分の量を

決定することが当該分野で理解される。放射性同位体部分の場合には、ヒト被験

体について、注射される放射能の量は、通常、99mＴｃの約５～２０ミリキュリ

ーの範囲である。次いで、標識された抗体または抗体フラグメントは、特定のタ

ンパク質を含む細胞の位置に優先的に蓄積される。インビボ腫瘍画像化は、Ｓ．

Ｗ．Ｂｕｒｃｈｉｅｌら、「Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ  

ｏｆ  Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔｈｅｉｒ

  Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ」（Ｔｕｍｏｒ  Ｉｍａｇｉｎｇ：Ｔｈｅ  Ｒａｄｉｏｃ

ｈｅｍｉｃａｌ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｃａｎｃｅｒ、第１３章、Ｓ．Ｗ

．ＢｕｒｃｈｉｅｌおよびＢ．Ａ．Ｒｈｏｄｅｓ編、Ｍａｓｓｏｎ  Ｐｕｂｌｉ

ｓｈｉｎｇ  Ｉｎｃ．（１９８２））に記載される。

      【０２８１】

  従って、本発明は、神経性傷害および／あるいは神経性疾患または障害の検出

、予防、診断およびモニタリングする方法を提供するか、もしくはそれらの処置

をモニタリングする方法を提供する。具体的には、このようなアッセイは以下を

包含する方法によって行われる：（ａ）個体の細胞または体液におけるスタニオ
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カルシンポリペプチドの発現をアッセイする工程；（ｂ）遺伝子の発現レベルを

標準の遺伝子発現レベルと比較し、それによって標準の発現レベルと比較してア

ッセイされたスタニオカルシンポリペプチドの遺伝子発現レベルにおける増加ま

たは減少が、神経性傷害および／あるいは神経性疾患または障害、および／また

は神経性傷害および／あるいは神経性疾患または障害の素因を示す工程。別の実

施形態において、このアッセイは以下を包含する方法によって行われる：（ａ）

免疫特異的結合が起こり得る条件下で、個体由来の生物学的サンプルを抗スタニ

オカルシン抗体と接触させる工程；および（ｂ）この抗体による免疫特異的結合

の量を検出または測定する工程。特定の実施形態において、スタニオカルシンに

対する抗体が使用され、生物学的サンプルにおいて、スタニオカルシンの減少し

たレベルの存在についてアッセイし得る。内因性スタニオカルシンの減少したレ

ベルは、神経細胞の傷害および／あるいは神経性疾患または障害、および／また

は神経性傷害および／あるいは神経性疾患または障害の素因を示し得る。特定の

実施形態において、スタニオカルシンに対する抗体が使用され、生物学的サンプ

ルにおいて、スタニオカルシンの増加したレベルの存在についてアッセイし得る

。内因性スタニオカルシンの増加したレベルは、神経細胞の傷害および／あるい

は神経性疾患または障害、および／または神経性傷害および／あるいは神経性疾

患または障害の素因を示し得る。

      【０２８２】

  さらに、スタニオカルシンポリペプチドを用いて疾患を処置し得る。例えば、

患者は、スタニオカルシンポリペプチドの非存在またはレベルの減少を元に戻す

こと、異なるポリペプチドの非存在またはレベルの減少を補充すること、ポリペ

プチドの活性を阻害すること、ポリペプチドの活性を活性化すること、遊離リガ

ンドについて膜結合レセプターと競合させることによって膜結合レセプターの活

性を減少させること、または所望の応答をもたらすことの試みにおいて、スタニ

オカルシンポリペプチドが投与され得る。

      【０２８３】

  同様に、スタニオカルシンポリペプチドに対する抗体もまた用いられ、疾患を

処置し得る。例えば、スタニオカルシンポリペプチドに対する抗体の投与は、ポ
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リペプチドを結合して、そしてポリペプチドの過剰産生を低減し得る。同様に、

抗体の投与は、例えば、膜に結合したポリペプチド（レセプター）へ結合するこ

とにより、ポリペプチドを活性化し得る。

      【０２８４】

  少なくとも、スタニオカルシンポリペプチドは、当業者に周知の方法を用いる

ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルまたは分子ふるいゲル濾過カラムの分子量マーカーとして

使用され得る。宿主細胞の形質転換を評価する方法として、スタニオカルシンポ

リペプチドがまた用いられて、抗体を惹起し得、次いで、この抗体が宿主細胞の

形質転換を評価する方法として使用されて、組換え細胞からのタンパク質発現を

測定する。さらに、スタニオカルシンポリペプチドが使用されて、以下の生物学

的活性を試験し得る。

      【０２８５】

  （遺伝子治療方法）

  本発明の別の局面は、障害、疾患、および状態を処置するための遺伝子治療方

法に関する。この遺伝子治療法は、本発明のスタニオカルシンポリペプチドの発

現を達成するために、核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ、およびアンチセンスＤＮＡまたは

ＲＮＡ）配列を動物へ導入することに関する。この方法は、プロモーター、およ

び標的組織によるこのポリペプチドの発現のために必要な任意の他の遺伝的エレ

メントに作動可能に連結された、スタニオカルシンポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチドを必要とする。このような遺伝子治療および送達の技術は、当該

分野で公知であり、例えば、本明細書中に参考として援用されるＷＯ９０／１１

０９２を参照のこと。

      【０２８６】

  従って、例えば、患者由来の細胞は、エキソビボでスタニオカルシンポリヌク

レオチドに作動可能に連結されたプロモーターを含むポリヌクレオチド（ＤＮＡ

またはＲＮＡ）を用いて操作され得、この操作された細胞は次いで、このポリペ

プチドで処置されるべき患者に提供される。このような方法は、当該分野で周知

である。例えば、Ｂｅｌｌｄｅｇｒｕｎら，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎ

ｓｔ．，８５：２０７－１６（１９９３）；Ｆｅｒｒａｎｔｉｎｉら，Ｃａｎｃ
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ｅｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５３：１１０７－１２（１９９３）；Ｆｅｒｒａｎｔ

ｉｎｉら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  １５３：４６０４－１５（１９９４）；

Ｋａｉｄｏら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ６０：２２１－２９（１９９５）；

Ｏｇｕｒａら，Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ５０：５１０２－０６（１９

９０）；Ｓａｎｔｏｄｏｎａｔｏら，Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  

７：１－１０（１９９６）；Ｓａｎｔｏｄｏｎａｔｏら，Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａ

ｐｙ  ４：１２４６－１２５５（１９９７）；およびＺｈａｎｇら，Ｃａｎｃｅ

ｒ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ  ３：３１－３８（１９９６）を参照のこと。こ

れらの文献は、本明細書中に参考として援用される。１つの実施形態では、操作

される細胞は、動脈細胞である。この動脈細胞は、動脈、動脈周囲の組織への直

接注射によって、またはカテーテル注射によって患者に再度導入され得る。

      【０２８７】

  以下でより詳細に考察するように、スタニオカルシンポリヌクレオチド構築物

は、注射可能な物質を動物の細胞へ送達する任意の方法（例えば、組織（心臓、

筋肉、皮膚、肺、肝臓など）の間隙空間への注射）によって送達され得る。スタ

ニオカルシンポリヌクレオチド構築物は、薬学的に受容可能な液体または水性キ

ャリアにて送達され得る。

      【０２８８】

  １つの実施形態では、スタニオカルシンポリヌクレオチドは、裸のポリヌクレ

オチドとして送達される。用語「裸の」ポリヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡ

は、細胞への侵入を補助、促進または容易にするように作用するいかなる送達ビ

ヒクル（ウイルス配列、ウイルス粒子、リポソーム処方物、リポフェクチン、ま

たは沈殿剤などを含む）も含まない配列をいう。しかし、スタニオカルシンポリ

ヌクレオチドはまた、リポソーム処方物中で送達され得、そしてリポフェクチン

処方物などは、当業者に周知の方法によって調製され得る。このような方法は、

例えば、本明細書中に参考として援用される、米国特許第５，５９３，９７２号

、同第５，５８９，４６６号および同第５，５８０，８５９号に記載される。

      【０２８９】

  遺伝子治療方法において使用されるスタニオカルシンポリヌクレオチドベクタ



(154) 特表２００３－５３１１０７

ー構築物は好ましくは、宿主ゲノムに組み込まれず、複製を可能にする配列を含

まない、構築物である。適切なベクターとしては、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅから入

手可能なｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１およびｐＳＧ；

Ｐｈａｒｍａｃｉａから入手可能なｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧおよびｐＳ

ＶＬ；ならびにＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎから入手可能なｐＥＦ１／Ｖ５、ｐｃＤＮ

Ａ３．１、およびｐＲｃ／ＣＭＶ２が挙げられる。他の適切なベクターは、当業

者に容易に明白である。

      【０２９０】

  当業者に公知の任意の強力なプロモーターは、スタニオカルシンＤＮＡの発現

を駆動するために用いられ得る。適切なプロモーターとしては、アデノウイルス

プロモーター（例えば、アデノウイルス主要後期プロモーター）；または異種プ

ロモーター（例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター）；ＲＳウ

イルス（ＲＳＶ）プロモーター；誘導性プロモーター（例えば、ＭＭＴプロモー

ター、メタロチオネインプロモーター）；熱ショックプロモーター；アルブミン

プロモーター；ＡｐｏＡＩプロモーター；ヒトグロビンプロモーター；ウイルス

チミジンキナーゼプロモーター（例えば、単純ヘルペスチミジンキナーゼプロモ

ーター）；レトロウイルスＬＴＲ；ｂ－アクチンプロモーター；およびヒト成長

ホルモンプロモーターが挙げられる。このプロモーターはまた、スタニオカルシ

ンについてネイティブなプロモーターであり得る。

      【０２９１】

  他の遺伝子治療技術とは異なり、裸の核酸配列を標的細胞に導入する１つの主

要な利点は、その細胞におけるポリヌクレオチド合成の一過性の性質である。研

究によって、非複製ＤＮＡ配列が細胞に導入されて、６ヶ月までの期間の間、所

望のポリペプチドの産生を提供し得ることが示された。

      【０２９２】

  スタニオカルシンポリヌクレオチド構築物は、動物内の組織（筋肉、皮膚、脳

、肺、肝臓、脾臓、骨髄、胸腺、心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、

胆嚢、胃、腸、精巣、卵巣、子宮、直腸、神経系、眼、腺、および結合組織を包

含する）の間隙空間に送達され得る。この組織の間隙空間は、器官組織の細網線
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維間の、細胞間の液体ムコ多糖類基質、血管または室の壁における弾性線維、線

維性組織のコラーゲン線維、あるいは結合組織鞘性筋肉細胞（ｃｏｎｎｅｃｔｉ

ｖｅ  ｔｉｓｓｕｅ  ｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇ  ｍｕｓｃｌｅ  ｃｅｌｌ）内ま

たは骨の裂孔中の同じ基質を包含する。これは、同様に、循環の血漿およびリン

パチャンネルのリンパ液により占められた空間である。筋肉組織の間隙空間への

送達は、以下で議論される理由のために好ましい。本発明のポリヌクレオチド構

築物は、これらの細胞を含む組織への注射によって、好都合に送達され得る。本

発明のポリヌクレオチド構築物は、好ましくは、分化した持続性の非分裂細胞に

送達され、そしてその細胞において発現されるが、送達および発現は、非分化細

胞または完全には分化していない細胞（例えば、血液の幹細胞または皮膚線維芽

細胞）において達成され得る。インビボでの筋肉細胞は、ポリヌクレオチドを取

り込み、そして発現する能力において、特に適格である。

      【０２９３】

  裸の核酸配列注射のために、ＤＮＡまたはＲＮＡの有効投薬量は、約０．０５

ｍｇ／ｋｇ体重から約５０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲にある。好ましくは、この投薬

量は、約０．００５ｍｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇであり、そしてより好まし

くは約０．０５ｍｇ／ｋｇから約５ｍｇ／ｋｇである。もちろん、当業者が認識

するように、この投薬量は、注射の組織部位に応じて変化する。核酸配列の適切

かつ有効な投薬量は、当業者によって容易に決定され得、そして処置される状態

および投与経路に依存し得る。

      【０２９４】

  好ましい投与経路は、組織の間隙空間への非経口注射経路による。しかし、他

の非経口経路もまた用いられ得、これには、例えば、特に、肺または気管支の組

織、咽喉または鼻の粘膜への送達のためのエアロゾル処方物の吸入が挙げられる

。さらに、裸のスタニオカルシンＤＮＡ構築物が、血管形成術の間にこの手順に

おいて用いられるカテーテルによって動脈に送達され得る。

      【０２９５】

  裸のポリヌクレオチドは、送達部位での直接の針注射、静脈内注射、局所投与

、カテーテル注入、およびいわゆる「遺伝子銃」を含むがこれらに限定されない
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、当該分野で公知の任意の方法によって送達される。これらの送達方法は、当該

分野で公知である。

      【０２９６】

  この構築物はまた、ウイルス配列、ウイルス粒子、リポソーム処方物、リポフ

ェクチン、沈殿剤などのような送達ビヒクルを用いて送達され得る。このような

送達方法は、当該分野で公知である。

      【０２９７】

  特定の実施形態において、スタニオカルシンポリヌクレオチド構築物は、リポ

ソーム調製物中で複合体化している。本発明にて使用するためのリポソーム調製

物は、カチオン性（正に荷電した）、アニオン性（負に荷電した）および中性の

調製物を包含する。しかしながら、カチオン性リポソームとポリアニオン性核酸

との間で強固な荷電複合体を形成し得るので、カチオン性リポソームが特に好ま

しい。カチオン性リポソームは、機能的形態において、プラスミドＤＮＡ（本明

細書中で参考として援用される、Ｆｅｌｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８４：７４１３～７４１６（１９８７））；ｍＲＮＡ（

本明細書中で参考として援用される、Ｍａｌｏｎｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８６：６０７７～６０８１（１９８９））；および精

製された転写因子（本明細書中で参考として援用される、Ｄｅｂｓら、Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６５：１０１８９～１０１９２（１９９０））の細胞内送

達を媒介することが示されている。

      【０２９８】

  カチオン性リポソームは容易に入手可能である。例えば、Ｎ［１－２，３－ジ

オレイルオキシ）プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリエチルアンモニウム（ＤＯＴＭ

Ａ）リポソームは特に有用であり、そして登録商標Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎのもと

にＧＩＢＣＯ  ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，Ｎ．Ｙ．（本明細書中で参

考として援用される、Ｆｅｌｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ、８４：７４１３～７４１６（１９８７）をもまた参照のこと、）よ

り入手可能である。他の市販のリポソームとしては、トランスフェクテース（ｔ

ｒａｎｓｆｅｃｔａｃｅ）（ＤＤＡＢ／ＤＯＰＥ）およびＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ
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（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ）が挙げられる。

      【０２９９】

  当該分野で周知の技術を使用して、他のカチオン性リポソームを、容易に入手

可能な物質より調製し得る。ＤＯＴＡＰ（１，２－ビス（オレオイルオキシ）－

３－（トリメチルアンモニオ）プロパン）リポソームの合成の記述に関して、例

えばＰＣＴ公開第ＷＯ  ９０／１１０９２号（本明細書中で参考として援用され

る）を参照のこと。ＤＯＴＭＡリポソームの調製は文献にて説明されている（例

えば、本明細書中で参考として援用される、Ｆｅｌｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８４：７４１３～７４１７を参照のこと）。

類似した方法を使用して、他のカチオン性脂質物質よりリポソームを調製し得る

。

      【０３００】

  同様に、アニオン性リポソームおよび中性リポソームは、例えば、Ａｖａｎｔ

ｉ  Ｐｏｌａｒ  Ｌｉｐｉｄｓ（Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，Ａｌａ．）から容易に

入手可能であり、または容易に入手可能な物質を使用して簡単に調製され得る。

そのような物質としてはとりわけ、ホスファチジルコリン、コレステロール、ホ

スファチジルエタノールアミン、ジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ

）、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、ジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）が挙げられる。これらの物質はまた、

ＤＯＴＭＡ出発物資およびＤＯＴＡＰ出発物質と適切な割合において混合され得

る。これらの物質を使用してリポソームを生成する方法は、当該分野で周知であ

る。

      【０３０１】

  例えば、商業的に、ジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）、ジオレ

オイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、およびジオレオイルホスファ

チジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）を種々の組み合わせにおいて使用し、コレ

ステロールを添加してもしなくても、従来のリポソームを生成し得る。従って、

例えば、超音波処理バイアル中への窒素ガス流下で、ＤＯＰＧおよびＤＯＰＣの

各５０ｍｇを乾燥することにより、ＤＯＰＧ／ＤＯＰＣ小胞を調製し得る。この
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サンプルを一晩真空ポンプ下に置き、そして次の日、脱イオン水で水和する。次

いで、浴が、１５ＥＣで循環している間、最大設定にて、逆位カップ（浴タイプ

）プローブを装備したＨｅａｔ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  モデル３５０超音波処理器を

使用して、このサンプルを栓をしたバイアル中にて２時間超音波処理する。ある

いは、負に荷電した小胞を、超音波処理なしで調製して多重膜小胞を生成し得る

か、または核孔膜（ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｅ  ｍｅｍｂｒａｎｅ）を通して押し出

すことにより別々の大きさの単膜小胞を生成し得る。他の方法は、当業者に公知

でありそして利用可能である。

      【０３０２】

  このリポソームとしては、多重膜リポソーム（ＭＬＶ）、小さな単膜リポソー

ム（ＳＵＶ）または大きな単膜リポソーム（ＬＵＶ）が挙げられ得、ＳＵＶが好

ましい。当該分野で周知の方法を使用して、種々のリポソーム－核酸複合体が調

製される。例えば、本明細書中で参考として援用される、Ｓｔｒａｕｂｉｎｇｅ

ｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｏｆ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１０１：５１２～５２７

（１９８３）を参照のこと。例えば、核酸を含有するＭＬＶは、ガラスチューブ

の壁面にリン脂質の薄膜を堆積させ、そしてその後、カプセル化されるべき物質

の溶液で水和することによって調製され得る。ＳＵＶはＭＬＶの長期超音波処理

により調製され、単膜リポソームの均質集団を生成する。封入されるべき物質を

、予め形成されたＭＬＶの懸濁液に添加し、次いで、超音波処理する。カチオン

性脂質を含むリポソームを使用する場合、乾燥した脂質膜を、滅菌水または１０

ｍＭ  Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌのような等張性緩衝溶液のような適切な溶液中に再懸

濁し、超音波処理し、次いで、予め形成されたリポソームをＤＮＡと直接混合す

る。正に荷電したリポソームのカチオン性ＤＮＡへの結合に起因して、リポソー

ムおよびＤＮＡは非常に安定な複合体を形成する。ＳＵＶは、小核酸フラグメン

トを用いての用途を見出す。ＬＵＶは、当該分野で周知の多くの方法により調製

される。一般に使用される方法としては、Ｃａ2+－ＥＤＴＡキレート化（Ｐａｐ

ａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ、３

９４：４８３（１９７５）；Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ、１７：７７（１９７９

））；エーテル注入（Ｄｅａｍｅｒ，Ｄ．およびＢａｎｇｈａｍ．Ａ、Ｂｉｏｃ
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ｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ、４４３：６２９（１９７６）；Ｏｓｔｒｏ

ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｍ．、７６：８３６

（１９７７）；Ｆｒａｌｅｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ、７６：３３４８（１９７９））；界面活性剤透析（Ｅｎｏｃｈ，ＨおよびＳ

ｔｒｉｔｔｍａｔｔｅｒ，Ｐ．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ、７６：１４５（１９７９））；および逆相エバポレーション（ＲＥＶ）（Ｆ

ｒａｌｅｙら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２５５：１０４３１（１９８０）；

Ｓｚｏｋａ，Ｆ．およびＰａｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓ，Ｄ．、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７５：１４５（１９７８）；Ｓｃｈａｅｆ

ｅｒ－Ｒｉｄｄｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２１５：１６６（１９８２））が挙げ

られ、これらの文献は本明細書中で参考として援用される。

      【０３０３】

  一般に、ＤＮＡのリポソームに対する割合は約１０：１から約１：１０までで

ある。好ましくは、その割合（ｒａｔｉｏｎ）は約５：１から約１：５までであ

る。より好ましくは、その割合は約３：１から約１：３までである。さらにより

好ましくは、その割合は約１：１である。

      【０３０４】

  米国特許第５，６７６，９５４号（本明細書中で参考として援用される）はカ

チオン性リポソームキャリアと複合体化された遺伝物質のマウスへの注入につい

て報告する。米国特許第４，８９７，３５５号、同第４，９４６，７８７号、同

第５，０４９，３８６号、同第５，４５９，１２７号、同第５，５８９，４６６

号、同第５，６９３，６２２号、同第５，５８０，８５９号、同第５，７０３，

０５５号および国際公開第ＷＯ９４／９４６９号（これらは本明細書中で参考と

して援用される）は、ＤＮＡを細胞および哺乳動物にトランスフェクトする際に

使用するためのカチオン性脂質を提供する。米国特許第５，５８９，４６６号、

同第５，６９３，６２２号、同第５，５８０，８５９号、同第５，７０３，０５

５号および国際公開第ＷＯ９４／９４６９号（これらは本明細書中で参考として

援用される）は、ＤＮＡ－カチオン性脂質複合体を哺乳動物に送達する方法を提

供する。
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      【０３０５】

  特定の実施形態において、スタニオカルシンをコードする配列を含むＲＮＡを

含むレトロウイルス粒子を使用して、エキソビボまたはインビボで細胞を操作す

る。レトロウイルスプラスミドベクターを誘導し得るレトロウイルスとしては、

モロニーマウス白血病ウイルス、脾臓壊死ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ハー

ベイ肉腫ウイルス、ニワトリ白血病ウイルス、テナガザル白血病ウイルス、ヒト

免疫不全ウイルス、骨髄増殖性肉腫ウイルス、および乳癌ウイルスが挙げられる

が、これらに限定されない。

      【０３０６】

  このレトロウイルスプラスミドベクターを使用して、パッケージング細胞株を

形質導入し、プロデューサー細胞株を形成する。トランスフェクトされ得るパッ

ケージング細胞株の例としては、その全体が本明細書中で参考として援用される

、Ｍｉｌｌｅｒ、Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅａｐｙ、１：５～１４（１９９

０）にて記載されるようなＰＥ５０１、ＰＡ３１７、Ｒ－２、Ｒ－ＡＭ、ＰＡ１

２、Ｔ１９－１４Ｘ、ＶＴ－１９－１７－Ｈ２、ＲＣＲＥ、ＲＣＲＩＰ、ＧＰ＋

Ｅ－８６、ＧＰ＋ｅｎｖＡｍ１２およびＤＡＮ細胞株が挙げられるが、これらに

限定されない。このベクターは、当該分野で公知の任意の手段により、パッケー

ジング細胞を形質導入し得る。そのような手段としては、エレクトロポレーショ

ン、リポソームの使用、およびＣａＰＯ4沈殿が挙げられるが、それらに限定さ

れない。１つの代替法において、このレトロウイルスプラスミドベクターをリポ

ソームにカプセル化するか、または脂質に結合して、次いで宿主に投与し得る。

      【０３０７】

  このプロデューサー細胞株は、スタニオカルシンをコードするポリヌクレオチ

ドを含む感染性レトロウイルスベクター粒子を産生する。次いで、そのようなレ

トロウイルスベクター粒子を使用して、インビトロまたはインビボのどちらかに

おいて、真核生物細胞を形質導入し得る。この形質導入された真核生物細胞は、

スタニオカルシンを発現する。

      【０３０８】

  特定の他の実施形態において、アデノウイルスベクター中に含まれるスタニオ
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カルシンポリヌクレオチドを用いて、エキソビボまたはインビボで細胞を操作す

る。アデノウイルスは、それがスタニオカルシンポリペプチドをコードし、そし

て発現し、それと同時に通常の溶解性ウイルス生活環にて複製するその能力に関

して不活性化されるように操作され得る。アデノウイルス発現は、そのウイルス

ＤＮＡの宿主細胞染色体への組み込み無しに達成され、それによって、挿入性変

異誘発についての心配が軽減される。さらに、アデノウイルスは、何年もの間、

腸の生ワクチンとして優れた安全側面を伴って使用されている（Ｓｃｈｗａｒｔ

ｚｅｔら、Ａｍ．Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｄｉｓ．、１０９：２３３－２３８（

１９７４））。最終的に、アデノウイルス媒介性遺伝子移入が、コトンラットの

肺へのα－１－アンチトリプシンおよびＣＦＴＲの移入を含む多くの例において

実証されている（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５２：４３１～４

３４（１９９１）；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、Ｃｅｌｌ、６８：１４３～１５５（

１９９２））。さらに、ヒト癌における原因物質としてアデノウイルスを確立し

ようとする広範な研究は、一様に否定的であった（Ｇｒｅｅｎら  Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７６：６６０６（１９７９））。

      【０３０９】

  本発明において有用である適切なアデノウイルスベクターが、例えば、Ｋｏｚ

ａｒｓｋｙおよびＷｉｌｓｏｎ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇｅｎｅｔ．Ｄｅｖｅｌ

．、３：４９９～５０３（１９９３）；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、Ｃｅｌｌ、６８

：１４３～１５５（１９９２）；Ｅｎｇｅｌｈａｒｄｔら、Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎ

ｅｔ．Ｔｈｅｒ．、４：７５９～７６９（１９９３）；Ｙａｎｇら、Ｎａｔｕｒ

ｅ  Ｇｅｎｅｔ、７：３６２～３６９（１９９４）；Ｗｉｌｓｏｎら、Ｎａｔｕ

ｒｅ、３６５:６９１～６９２（１９９３）；および米国特許第５，６５２，２

２４号に記載されており、これらは本明細書中で参考として援用される。例えば

、アデノウイルスベクターＡｄ２が有用であり、そしてヒト２９３細胞にて増殖

され得る。これらの細胞は、アデノウイルスのＥ１領域を含み、そして構成的に

ＥｌａおよびＥｌｂを発現し、このことは、このベクターから欠失している遺伝

子の産物を提供することによって欠損アデノウイルスを補完する。Ａｄ２に加え

て、他の多様なアデノウイルス（例えば、Ａｄ３、Ａｄ５、およびＡｄ７）もま



(162) 特表２００３－５３１１０７

た、本発明において有用である。

      【０３１０】

  好ましくは、本発明において使用されるアデノウイルスは、複製欠損性である

。複製欠損アデノウイルスは、感染性粒子を形成するために、ヘルパーウイルス

および／またはパッケージング細胞株の助けを必要とする。得られたウイルスは

、細胞に感染する能力があり、そしてプロモーターに作動可能に連結された目的

のポリヌクレオチドを発現し得るが、ほとんどの細胞にて複製し得ない。複製欠

損アデノウイルスは、次の遺伝子：Ｅ１ａ、Ｅ１ｂ、Ｅ３、Ｅ４、Ｅ２ａまたは

Ｌ１からＬ５までのすべてまたは一部のうちの１つ以上にて欠失され得る。

      【０３１１】

  特定の他の実施形態において、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）を使用して、エ

キソビボまたはインビボでこの細胞を操作する。ＡＡＶは、感染性粒子を生成す

るためにヘルパーウイルスを必要とする、天然に存在する欠損ウイルスである（

Ｍｕｚｙｃｚｋａ，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐｉｃｓ  ｉｎ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．，１５８：９７（１９９２））。ＡＡＶはまた、非分裂細胞の中に

そのＤＮＡを組み込み得る数少ないウイルスの中の１つである。３００塩基対程

度の小さいＡＡＶを含むベクターがパッケージされ得、そして組み込み得るが、

外来性ＤＮＡのためのスペースは約４．５ｋｂに限られる。そのようなＡＡＶの

生成および使用の方法は当該分野で公知である。例えば、米国特許第５，１３９

，９４１号、同第５，１７３，４１４号、同第５，３５４，６７８号、同第５，

４３６，１４６号、同第５，４７４，９３５号、同第５，４７８，７４５号およ

び同第５，５８９，３７７号を参照のこと。

      【０３１２】

  例えば、本発明において使用するために適切なＡＡＶベクターは、ＤＮＡ複製

、キャプシド形成、および宿主細胞組み込みに必要な配列すべてを含む。Ｓａｍ

ｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ（１９

８９）において見い出される方法のような、標準的クローニング方法を使用して

、スタニオカルシンを含むポリヌクレオチド構築物を、このＡＡＶベクターに挿
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入する。次いで、リポフェクション、エレクトロポレーション、リン酸カルシウ

ム沈殿などを含む、任意の標準的技術を使用して、この組換えＡＡＶベクターを

、ヘルパーウイルスに感染しているパッケージング細胞にトランスフェクトする

。適切なヘルパーウイルスとしては、アデノウイルス、サイトメガロウイルス、

ワクシニアウイルス、またはヘルペスウイルスが挙げられる。一旦パッケージン

グ細胞がトランスフェクトおよび感染されると、それらはスタニオカルシンポリ

ヌクレオチド構築物を含む感染性ＡＡＶウイルス粒子を生成する。次いで、エキ

ソビボまたはインビボのいずれかで、これらのウイルス粒子を使用して真核生物

細胞を形質導入する。この形質導入細胞は、そのゲノムに組み込まれたスタニオ

カルシンポリヌクレオチド構築物を含み、そしてスタニオカルシンを発現する。

      【０３１３】

  遺伝子治療の別の方法は、相同組換え（例えば、米国特許第５，６４１，６７

０号；国際公開第ＷＯ９６／２９４１１号；国際公開第ＷＯ９４／１２６５０号

；Ｋｏｌｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８６：８

９３２～８９３５（１９８９）；およびＺｉｊｌｓｔｒａら、Ｎａｔｕｒｅ、３

４２：４３５～４３８（１９８９）を参照のこと）を介して、異種制御領域およ

び内在性ポリヌクレオチド配列（例えば、スタニオカルシンをコードしている配

列）を作動可能に連結する工程を含む。この方法は、標的細胞中に存在している

が、通常はその細胞中で発現しないかまたは所望するよりも低いレベルで発現す

る、遺伝子の活性化を含む。

      【０３１４】

  当該分野で既知の標準的技術を使用して、ポリヌクレオチド構築物を作製する

。この構築物は、プロモーターを、そのプロモーターに隣接した標的化配列とと

もに含む。適切なプロモーターが、本明細書中に記載されている。標的化配列は

、内在性配列に対して十分に相補的であり、プロモーター－標的化配列と内在性

配列との相同組換えを可能にする。標的化配列は、所望されるスタニオカルシン

内在性ポリヌクレオチド配列の５’末端の十分近くに存在し、それゆえ、相同組

換えに際して、プロモーターは、内在性配列に作動可能に連結される。

      【０３１５】
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  このプロモーターおよび標的化配列は、ＰＣＲを使用して増幅され得る。好ま

しくは、この増幅されたプロモーターは、５’末端および３’末端に別の制限酵

素部位を含む。好ましくは、第１の標的化配列の３’末端は、増幅されたプロモ

ーターの５’末端と同じ制限酵素部位を含み、そして第２の標的化配列の５’末

端は、増幅されたプロモーターの３’末端と同じ制限部位を含む。増幅されたプ

ロモーターおよび標的化配列を消化し、そしてともに連結する。

      【０３１６】

  裸のポリヌクレオチドとしてか、もしくは上記により詳細に記載されるような

リポソーム、ウイルス配列、ウイルス粒子、ウイルス全体、リポフェクション、

沈殿剤などのようなトランスフェクション促進剤と一緒にかのいずれかで、この

プロモーター－標的化配列構築物を細胞に送達する。直接針注射、静脈内注射、

局所投与、カテーテル注入、粒子加速器などを含む任意の方法により、Ｐプロモ

ーター－標的化配列を送達し得る。この方法を、下記により詳細に記載する。

      【０３１７】

  プロモーター－標的化配列構築物は、細胞により取り込まれる。この構築物と

内在性配列との間に相同組換えが起こり、その結果、内在性スタニオカルシン配

列は、このプロモーターの制御下に配置される。次いで、このプロモーターは、

内在性スタニオカルシン配列の発現を駆動する。

      【０３１８】

  好ましくは、スタニオカルシンをコードするポリヌクレオチドは、そのタンパ

ク質の分泌を促進する分泌シグナル配列を含む。代表的に、このシグナル配列は

、コード領域の５’末端に向かってかまたは５’末端で発現される、そのポリヌ

クレオチドのコード領域に位置する。このシグナル配列は、目的のポリヌクレオ

チドに対して同種または異種であり得、そしてトランスフェクトされる細胞に対

して同種または異種であり得る。さらに、当該分野で公知の方法を使用して、こ

のシグナル配列は化学合成され得る。

      【０３１９】

  その投与形態によって、治療効果を提供するのに十分な量にて１つ以上の分子

が発現される限り、上記のポリヌクレオチド構築物のうちのいずれかの任意の投
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与形態が使用され得る。これは、直接針注射、全身注射、カテーテル注入、バイ

オリスティック（ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ）注射器、粒子加速器（すなわち、「遺伝

子銃」）、ゲルフォームスポンジデポー（ｄｅｐｏｔ）、他の市販デポー（ｄｅ

ｐｏｔ）物質、浸透圧ポンプ（例えば、Ａｌｚａミニポンプ）、経口用または坐

剤用の固形（錠剤または丸剤）薬学的処方物、および手術中のデカンティングま

たは局所適用を含む。例えば、ラット肝臓およびラット脾臓へのリン酸カルシウ

ム沈澱した裸のプラスミドの直接注射、または門脈へのタンパク質被覆プラスミ

ド直接注射は、ラット肝臓における外来遺伝子の遺伝子発現をもたらした（Ｋａ

ｎｅｄａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４３：３７５（１９８９））。

      【０３２０】

  局所投与の好ましい方法は、直接注射によるものである。好ましくは、送達ビ

ヒクルと複合体を形成した本発明の組換え分子は、動脈領域内部に直接注射によ

り投与されるか、または動脈領域内部に局所投与される。動脈領域内部での組成

物の局所投与とは、その組成物を動脈内に数センチメートル、好ましくは数ミリ

メートルで注射することを言う。

      【０３２１】

  局所投与の別の方法は、外科的創傷内またはその周辺に本発明のポリヌクレオ

チド構築物を接触させることである。例えば、患者は手術を経験し得、そしてこ

のポリヌクレオチド構築物を創傷内部の組織表面上に被覆され得るか、またはそ

の構築物を創傷内部の組織領域に注射され得る。

      【０３２２】

  全身投与に有用な治療組成物は、本発明の標的化された送達ビヒクルと複合体

を形成した本発明の組換え分子を含む。全身投与で使用するために適切な送達ビ

ヒクルは、特定部位に対してそのビヒクルを標的化するリガンドを含むリポソー

ムを含む。

      【０３２３】

  全身投与の好ましい方法としては、静脈内注射、エアロゾル、経口および経皮

（局所的）送達が挙げられる。当該分野で標準的な方法を使用して、静脈内注射

が実行され得る。当該分野で標準的な方法を使用して、エアロゾル送達もまた実
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行され得る（例えば、本明細書中で参考として援用される、Ｓｔｒｉｂｌｉｎｇ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、１８９：１１２７７～１

１２８１（１９９２）を参照のこと）。動物の腸内の消化酵素による分解に耐え

る能力をもつキャリアに対して本発明のポリヌクレオチド構築物が複合体を形成

することにより、経口送達は実行され得る。そのようなキャリアの例としては、

当該分野で公知であるもののような、プラスチックカプセルまたは錠剤が挙げら

れる。皮膚内へ通過可能な親油性試薬（例えば、ＤＭＳＯ）と本発明のポリヌク

レオチド構築物を混合することによって、局所的送達は実行され得る。

      【０３２４】

  送達される物質の有効量を決定することは、例えば、その物質の化学構造およ

び生物学的活性、動物の年齢および体重、処置を必要とする正確な状態およびそ

の重症度、ならびに投与経路を含む、多数の因子に依存し得る。処置の頻度は、

１用量あたりの投与されるポリヌクレオチド構築物の量ならびに被験体の健康お

よび病歴のような多くの因子に依存する。正確な量、投薬回数および投薬のタイ

ミングは、主治医または主治獣医により決定される。

      【０３２５】

  本発明の治療的組成物は、任意の動物に、好ましくは哺乳動物および鳥類に投

与され得る。好ましい哺乳動物としては、ヒト、イヌ、ネコ、マウス、ラット、

ウサギ、ヒツジ、ウシ、ウマおよびブタが挙げられ、特にヒトが好ましい。

      【０３２６】

  （スタニオカルシンの生物学的活性）

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはアゴニスト

もしくはアンタゴニストをアッセイに使用し、１つ以上の生物学的活性について

試験し得る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストが特定のアッセイにおい

て活性を示す場合、スタニオカルシンはその生物学的活性に関連した疾患に関与

し得るようである。従って、スタニオカルシンを使用し、関連した疾患を処置し

得る。

      【０３２７】
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  （神経活性）

  本明細書に開示されるように、本発明のスタニオカルシン（ｓｔａｎｎｉｏｃ

ａｌｃｉｎ）組成物は、損傷および傷害から神経細胞を保護する（実施例１を参

照のこと）。従って、本発明のスタニオカルシンポリヌクレオチド、ポリペプチ

ドおよびアゴニストまたはアンタゴニストは、脳および／または神経系の疾患、

障害、損傷または傷害の診断および／または処置のために用いられ得る。本発明

のスタニオカルシン組成物（例えば、スタニオカルシンポリペプチド、ポリヌク

レオチド、および／またはアゴニストもしくはアンタゴニスト）を用いて処置さ

れ得る神経系の障害としては、軸索の切断、ニューロンの減少もしくは変性、ま

たは脱髄のいずれかを引き起こす、神経系損傷および、疾患または障害が挙げら

れるが、これらに限定されない。本発明の方法に従って、患者（ヒト患者および

非ヒト哺乳動物患者を含む）において処置され得る神経系病変には、以下の中枢

神経系（脊髄、脳を含む）もしくは末梢神経系のいずれかの病変が挙げられるが

、これらに限定されない：（１）虚血病変（ここで、神経系の一部における酸素

不足により、ニューロンの損傷または死が生じ、これには大脳梗塞もしくは虚血

、または脊髄梗塞もしくは虚血が挙げられる）；（２）外傷病変（身体的損傷に

より生じるかまたは手術に関連する病変、例えば、神経系の一部分を切断する病

変、または圧縮損傷を含む）；（３）悪性病変（ここで、神経系の一部分は、神

経系関連悪性疾患もしくは非神経系組織由来の悪性疾患のいずれかである悪性組

織により破壊または損傷される）；（４）感染性病変（ここで、神経系の一部分

は、例えば、膿瘍による感染の結果として、破壊または損傷されるか、あるいは

ヒト免疫不全ウイルス、帯状ヘルペスもしくは単純ヘルペスウイルスによる感染

と関連するか、ライム病、結核、梅毒に関連する）；（５）変性病変（ここで、

神経系の一部分は、変性プロセスの結果として破壊または損傷され、これには、

パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンティングトン舞踏病または筋萎縮性側

索硬化症（ＡＬＳ）に関連する変性が挙げられるが、これらに限定されない）；

（６）栄養性の疾患または障害に関連する病変（ここで、神経系の一部分は、栄

養障害または代謝障害によって破壊または損傷され、これには、ビタミンＢ１２

欠乏症、葉酸欠乏症、ヴェルニッケ病、タバコ－アルコール弱視、マルキアファ
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ーヴァ－ビニャーミ病（脳梁の一次変性）およびアルコール小脳変性が挙げられ

るが、これらに限定されない）；（７）全身性疾患に関連する神経性病変（糖尿

病（糖尿病性ニューロパシー、ベル麻痺）、全身性エリテマトーデス、癌または

類肉腫症が挙げられるが、これらに限定されない）；（８）毒性物質（アルコー

ル、鉛または特定の神経毒を含む）により生じる病変；ならびに（９）脱髄性病

変（ここで、神経系の一部分は、脱髄性執権によって破壊または損傷され、これ

には、多発性硬化症、ヒト免疫不全ウイルス関連脊髄障害、横断脊髄障害または

種々の病因、進行性多病巣性白質脳障害、および橋中央ミエリン溶解が挙げられ

るが、これらに限定されない）。

      【０３２８】

  １つの実施形態において、本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポリヌク

レオチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストは、低酸素症の損傷効果か

ら神経細胞を保護するために用いられる。さらなる好ましい実施形態において、

本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポリヌクレオチド、またはアゴニスト

もしくはアンタゴニストは、大脳低酸素症の損傷効果から神経細胞を保護するた

めに用いられる。この実施形態によると、本発明のスタニオカルシン組成物は、

大脳低酸素症に関連する神経細胞損傷を処置または予防するために用いられる。

この実施形態の１つの非排他的な局面において、本発明のスタニオカルシンポリ

ペプチド、ポリヌクレオチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストは、大

脳虚血と関連する神経細胞損傷を処置または予防するために用いられる。この実

施形態の別の非排他的な局面において、本発明のスタニオカルシンポリペプチド

、ポリヌクレオチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストは、大脳梗塞に

関連する神経細胞損傷を処置または予防するために用いられる。

      【０３２９】

  別の好ましい実施形態において本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポリ

ヌクレオチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストは、発作に関連する神

経細胞損傷を処置または予防するために用いられる。特定の実施形態において、

本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポリヌクレオチド、またはアゴニスト

もしくはアンタゴニストは、発作に関連する大脳神経細胞損傷を処置または予防
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するために用いられる。

      【０３３０】

  別の好ましい実施形態において、本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポ

リヌクレオチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストは、心臓発作に関連

する神経細胞損傷を処置または予防するために用いられる。特定の実施形態にお

いて、本発明のスタニオカルシンポリペプチド、ポリヌクレオチド、またはアゴ

ニストもしくはアンタゴニストは、心臓発作に関連する大脳神経細胞損傷を処置

または予防するために用いられる。

      【０３３１】

  神経系障害を処置または予防するのに有用な本発明の組成物は、ニューロンの

生存または分化の促進における生物学的活性について試験することによって、選

択され得る。例えば、制限する目的ではないが、以下の効果のいずれかを誘発す

る本発明のスタニオカルシン組成物は、本発明によると有用であり得る：（１）

低酸素症または低酸素状態の存在下または非存在下での培地におけるニューロン

の増加した生存時間；（２）培地またはインビボにおけるニューロンの増加した

出芽；（３）培地またはインビボにおけるニューロン関連分子（例えば、運動ニ

ューロンに関して、コリンアセチルトランスフェラーゼまたはアセチルコリンス

テラーゼ）の増加した産生；あるいは（４）インビボにおけるニューロン機能障

害の軽減した症状。このような効果は、当該分野で公知の任意の方法によって測

定され得る。好ましくは、非制限的な実施形態において、ニューロンの増加した

生存時間は、本明細書中に記載される方法、またはそうでなければ当該分野で公

知の方法（例えば、実施例１に記載される方法、Ａｒａｋａｗａら（Ｊ．Ｎｅｕ

ｒｏｓｃｉ．１０：３５０７～３５１５（１９９０））に記載される方法）を使

用して慣用的に測定され得；ニューロンの増加した出芽は、当該分野で公知の方

法（例えば、Ｐｅｓｔｒｏｎｋら（Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．７０：６５～８２（

１９８０））またはＢｒｏｗｎら（Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．４：１

７～４２（１９８１））に記載される方法）によって検出され得；ニューロン関

連分子の増加した産生は、当該分野で公知の技術を使用し、測定されるべき分子

に依存して、バイオアッセイ、酵素アッセイ、抗体結合、ノザンブロットアッセ
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イなどによって、測定され得；そして運動ニューロンの機能障害は、運動ニュー

ロン障害の物理的発現（例えば、弱さ、運動ニューロンの伝導速度、または機能

障害）を評価することによって、測定され得る。

      【０３３２】

  特定の実施形態において、本発明に従って処置または予防され得る運動ニュー

ロンの障害には、運動ニューロンおよび神経系の他の成分に影響を与え得る障害

（例えば、梗塞、感染、毒素への暴露、外傷、外科的損傷、変性疾患、または悪

性疾患）、ならびにニューロンに選択的に影響する障害（例えば、筋萎縮性側索

硬化症）が挙げられるが、これらに限定されず、そしてこれには、進行性脊髄性

筋萎縮症、進行性球延髄麻痺、原発性側索硬化症、小児筋萎縮および若年性筋萎

縮、小児期の進行性球麻痺（ファチオ－ロンデ病）、ポリオおよびポリオ後症状

、ならびに遺伝性運動感覚性神経障害（シャルコー－マリー－トゥース病）が挙

げられるが、これらに限定されない。

      【０３３３】

  さらに、スタニオカルシンは、ニューロン生存；シナプス形成；伝達；神経分

化などにおいて役割を果たし得る。従って、本発明のスタニオカルシン組成物（

スタニオカルシンポリヌクレオチド、ポリペプチド、およびアゴニストまたはア

ンタゴニストを含む）は、学習および／または認識の障害を含むがこれに限定さ

れない、スタニオカルシンのこれらの役割に関連する疾患または障害を、診断、

および／または処置または予防するのに用いられ得る。本発明のスタニオカルシ

ン組成物はまた、神経変性性疾患状態および／または行動障害の処置または予防

において有用であり得る。このような神経変性性疾患状態および／または行動障

害としては以下が挙げられるがこれらに限定されない：アルツハイマー病、パー

キンソン病、ハンチントン病、ツレット症候群、精神分裂病、躁病、痴呆、偏執

症、強迫性障害、鬱病、恐慌性障害、学習障害、ＡＬＳ、精神病、自閉、および

行動変化（栄養補給、睡眠パターン、平衡、および知覚の障害を含む）。さらに

、本発明のスタニオカルシン組成物は、発生中の胚、または伴性障害に関連する

発生の障害の処置、予防および／または検出において役割を果たし得る。

      【０３３４】
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  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニスト（例えば、抗スタニオカル

シン抗体）は、特定の神経系疾患または障害のマーカーまたはディテクター（ｄ

ｅｔｅｃｔｏｒ）として使用され得る。本発明の組成物を用いて処置、予防、診

断および／または予後判定され得る神経系疾患および障害としては、例えば以下

が挙げられる：脳疾患のような中枢神経系疾患（例えば、無動無言症、脳幹神経

節疾患、脳膿瘍、中枢聴覚疾患（例えば、聴覚知覚障害または中枢聴覚障害）、

脳性小児麻痺、代謝性または慢性脳疾患、脳水腫、脳新生物、Ｃａｎａｖａｎ病

、小脳疾患、びまん性脳硬化、脳血管疾患、痴呆、脳炎、脳軟化症（例えば、白

化軟化症（ｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ））、てんかん、ハレルフォルデン‐シュ

パッツ症候群、水頭症（例えば、ダンディ‐ウォーカー症候群または正常圧水頭

症）、視床下部疾患（例えば、視床下部新生物）、大脳マラリア、ナルコレプシ

ー、脱力発作、延髄ポリオ（ｂｕｌｂａｒ  ｐｏｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ）、大脳

偽腫瘍、レット症候群、ライ症候群、視床疾患、大脳トキソプラスマ症、頭蓋内

結核腫およびツェルヴェーガー症候群。

      【０３３５】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはスタニオカ

ルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストにより処置され得る脳幹神経節の型

としては、以下が挙げられる：例えば、薬物誘導静座不能、アルツハイマー病、

舞踏病、ハンティングトン病、クロイツフェルト‐ヤーコプ症候群、薬物誘導ジ

スキネジー、変形性筋失調症、ハレルフォルデン‐シュパッツ症候群、肝レンズ

核変性症、メージュ症候群、神経弛緩薬性悪性症候群、パーキンソン病（例えば

、症候性または脳炎後）、進行性核上性麻痺、またはツレット症候群。

      【０３３６】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストにより処置され得る代謝性

脳疾患の型としては、例えば以下が挙げられる：無β‐リポ蛋白血症、ガングリ

オシドーシス（例えば、ＧＭ１ガングリオシドーシス、ザントホフ病、またはテ

イ‐サックス病）、ハートナップ病、肝性脳障害、肝レンズ核変性、ホモシスチ
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ン尿症、核黄疸、縮れ毛症候群、リー病、レッシュ‐ナイハン症候群、カエデシ

ロップ病、ミトコンドリア脳ミオパシー（例えば、ＭＥＬＡＳ症候群またはＭＥ

ＲＲＦ症候群）、橋中央ミエリン溶解、ニューロンセロイド脂褐素沈着症、ニー

マン‐ピック病、フェニルケトン尿症、ピルビン酸カルボキシラーゼ欠損、ピル

ビン酸デヒドロゲナーゼ欠損、またはヴェルニッケ脳障害。

      【０３３７】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストにより処置され得る脳新生

物の型としては、例えば、以下が挙げられる：小脳新生物、テント外（ｉｎｆｒ

ａｔｅｎｔｏｒｉａｌ）新生物、脳室新生物、脈絡叢新生物、視床下部新生物、

またはテント下新生物。

      【０３３８】

  さらなる実施形態において、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリ

ペプチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストにより

処置され得る小脳疾患の型としては、例えば、小脳性運動失調、脊髄小脳変性、

毛細血管拡張性運動失調、小脳性共同運動障害、フリートライヒ運動失調、マチ

ャド‐ジョセフ病、オリーブ橋小脳萎縮、または小脳新生物（例えは、テント外

新生物）。

      【０３３９】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストにより処置され得るびまん

性大脳硬化症の型としては、例えば、以下が挙げられる：軸周囲性脳炎、球様細

胞白質萎縮症、異染性白質萎縮症、または亜急性硬化性汎脳炎。

      【０３４０】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチド、ポリペプチド、アゴニストおよ

び／またはアンタゴニストは、以下を含むがこれらに限定されない脳血管障害に

関連する疾患、損傷、障害または傷害から神経細胞を保護する際に有用であり得

る：頸動脈疾患（例えば、頸動脈血栓症、頸動脈狭窄およびモヤモヤ病）、脳の

アミロイドアンギオパチー、大脳動脈瘤、脳無酸素症、大脳動脈硬化症、大脳動
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静脈奇形、大脳動脈疾患、脳塞栓症および血栓症（例えば、頸動脈血栓症、洞血

栓症およびヴァレンベルク症候群）、脳出血（例えば、硬膜上血腫、硬膜下血腫

およびクモ膜下出血）、脳亀裂骨折、脳虚血（例えば、一過性脳虚血、鎖骨下動

脈盗血症候群および椎骨脳底不全（ｖｅｒｔｅｂｒｏｂａｓｉｌａｒ  ｉｎｓｕ

ｆｆｉｃｉｅｎｃｙ））、血管性痴呆（例えば、多発脳梗塞性痴呆）、白質軟化

症、脳室周囲、血管性頭痛（例えば、群発性頭痛）。

      【０３４１】

  さらなる実施形態において、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリ

ペプチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用い

て処置され得る痴呆症の型としては例えば以下が挙げられる：エイズ痴呆複合症

、初老期痴呆（例えば、アルツハイマー病およびクロイツフェルト－ヤーコプ病

）、老年痴呆（例えば、アルツハイマー病および進行性核上性麻痺）または血管

性痴呆。

      【０３４２】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて処置され得る脳炎

の型としては、例えば、以下が挙げられる：軸周囲性脳炎、ウイルス性脳炎（例

えば、流行性脳炎、日本脳炎、セントルイス脳炎、マダニ媒介性脳炎および西ナ

イル熱）、脳脊髄炎、急性播種性脳脊髄炎（例えば、ブドウ膜髄膜炎症候群）、

脳炎後パーキンソン病および亜球性硬化性汎脳炎。

      【０３４３】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて処置され得るてん

かんの型としては、例えば、以下が挙げられる：全身てんかん、（例えば、アプ

サンスてんかん（ａｂｓｅｎｃｅ  ｅｐｉｌｅｐｓｙ）、ミオクローヌスてんか

ん（例えば、ＭＥＲＲＦ症候群）、強直・間代てんかん、点頭痙攣）および部分

てんかん（例えば、複雑部分てんかん、前頭葉てんかんおよび側頭葉てんかん）

、外傷後てんかん、てんかん重積持続状態（例えば、持続性部分てんかん）。

      【０３４４】
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  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはスタニオカ

ルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて処置され得る神経系疾患お

よび障害としてはまた、例えば、以下が挙げられる：中枢神経系感染、中枢神経

新生物、脱髄疾患、脳脊髄炎、高圧神経症候群、髄膜症、脊髄疾患、スティッフ

マン症候群、精神遅滞、神経系異常、神経系新生物、末梢神経新生物、神経学的

発現、または神経筋疾患。

      【０３４５】

  より詳細には、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、ま

たはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて処置され得

る中枢神経系感染の型としては、例えば以下が挙げられる：エイズ痴呆複合症、

脳膿瘍、硬膜下膿胸、脳炎（例えば、軸周囲脳炎、ウイルス性脳炎、流行性脳炎

、日本脳炎、セントルイス脳炎、マダニ媒介性脳炎および西ナイル熱）、急性播

種性脳脊髄炎、髄膜脳炎（例えば、ブドウ膜脳炎症候群）、脳炎後パーキンソン

病、亜急性硬化性汎脳炎、脳脊髄炎（例えば、ウマの脳脊髄炎またはベネズエラ

ウマ脳脊髄炎）、壊死性出血性脳脊髄炎、ビスナ、大脳マラリア、髄膜炎（例え

ば、クモ膜炎、無菌性髄膜炎、またはウイルス性髄膜炎（例えば、リンパ球性脈

絡髄膜炎）、細菌性髄膜炎（例えば、ヘモフィルス属、リステリア属、髄膜炎菌

（例えば、ウォーターハウス‐フリーデリックセン症候群）、肺炎球菌または髄

膜性結核）、真菌性髄膜炎（例えば、クリプトコックス属）、硬膜下滲出、髄膜

脳炎（例えば、ブドウ膜髄膜脳炎症候群）、脊髄炎（例えば、横断脊髄炎）、神

経梅毒（例えば、脊髄ろう）、ポリオ（例えば、球部（ｂｕｌｂａｒ）ポリオま

たはポリオ後症候群）、プリオン疾患（例えば、クロイツフェルト‐ヤーコプ病

、ウシの海綿状脳症、ゲルストマン‐シュトロイスラー症候群、クールー、また

はスクラピー）または大脳トキソプラスマ症。

      【０３４６】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはス

タニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストを用いて処置され得る中枢

神経系新生物の型としては、例えば以下が挙げられる：脳新生物（例えば、大脳

新生物、テント外新生物、脳室新生物、脈絡叢新生物、視床下部新生物、テント
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下新生物、脳脊髄膜新生物、または脊髄新生物（例えば、硬膜外新生物）。

      【０３４７】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る脱

髄疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：キャナヴァン病、びまん性脳

硬化症（ｄｉｆｆｕｓｅ  ｃｅｒｅｂｒａｌ  ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）、副腎脳白

質ジストロフィー、軸周囲性脳炎、球様細胞白質萎縮症、びまん性脳硬化症、異

染性白質萎縮症、アレルギー性脳脊髄炎、壊死性出血性脳脊髄炎、進行性多病巣

性白質脳障害、多発性硬化症、橋中央ミエリン溶解、横断脊髄炎、視神経脊髄炎

、スクラピー、または脊柱前弯症。

      【０３４８】

  さらなる実施形態では、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペ

プチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって

処置され得る脳脊髄炎の型としては、例えば、以下が挙げられる：アレルギー性

脳脊髄炎、ウマの脳脊髄炎、またはベネズエラウマ脳脊髄炎、壊死性出血性脳脊

髄炎、ビスナ、または慢性疲労症候群。

      【０３４９】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る脊

髄疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：先天性筋無緊張症、筋萎縮性

側索硬化症、棘筋萎縮、ヴェルドニッヒ－ホフマン病、脊髄炎（例えば、横断性

）、ポリオ（例えば、延髄性およびポリオ後症候群（Ｐｏｓｔｐｏｌｌｏｍｙｅ

ｌｉｔｉｓ  Ｓｙｎｄｒｏｍｅ））、脊髄圧迫、脊髄新生物、硬膜外新生物（ｅ

ｐｉｄｕｒａｌ  ｎｅｏｐｌａｓｍｓ）、脊髄空洞症、または脊髄ろう。

      【０３５０】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る精

神遅滞の型としては、例えば、以下が挙げられる：アンゲルマン症候群、ネコ鳴

き症候群、ド・ランゲ症候群、ダウン症候群、ガングリオシドーシス（例えば、
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ＧＭ１ガングリオシドーシス）、ザントホフ病、テイ－サックス病、ハートナッ

プ病、ホモシスチン尿症、ローレンス－ムーン－ビードル症候群、レッシュ－ナ

イハン症候群、カエデシロップ病、ムコリピドーシス、ニューロン性セロイド脂

褐素沈着症、眼脳腎症候群、フェニルケトン尿症、フェニルケトン尿症（例えば

、母体性）、プラーダー－ヴィリ症候群（Ｐｒａｄｅｒ&#8209;ＷｉｌＨ  Ｓｙ

ｎｄｒｏｍｅ）、レット症候群、ルービンスタイン－テービ症候群、結節硬化症

、またはＷＡＧＲ症候群。

      【０３５１】

  さらなる実施形態では、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペ

プチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって

処置され得る神経系異常の型としては、例えば、以下が挙げられる：全前脳症、

神経管欠損（例えば、無脳症、水無脳症、アモルド－チャイド奇形（ａｍｏｌｄ

&#8209;ｃｈｉａｄ  ｄｅｆｏｒｍｉｔｙ）、脳ヘルニア、髄膜瘤、髄膜脊髄瘤

、脊髄癒合不全（例えば、嚢胞性二分脊椎または潜在性二分脊椎））、遺伝性運

動および感覚神経障害（例えば、シャルコー－マリー病、遺伝性視神経萎縮（ｈ

ｅｒｅｄｉｔａｒｙ  ｏｐｔｉｃ  ａｔｒｏｐｈｙ）、レフサム病、遺伝性痙性

対麻痺、またはヴェルドニッヒ－ホフマン病）、遺伝性運動および感覚神経障害

（例えば、先天性痛覚脱失または家族性自律神経障害）。

      【０３５２】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る中

枢神経系新生物の型としては、例えば、以下が挙げられる：脳新生物（例えば、

小脳新生物、テント下（ｉｎｆｒａｔｅｎｔｏｒｉａｌ）新生物、脳室新生物、

脈絡叢新生物、視床下部新生物、またはテント上新生物）髄膜新生物、脊髄新生

物（例えば、硬膜外新生物）、末梢神経新生物（例えば、脳神経新生物、聴神経

腫、または神経線維腫症２）。

      【０３５３】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る神
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経学的症状発現の型としては、例えば、以下が挙げられる：認知不能症（例えば

、ゲルストマン症候群）、健忘症（例えば、逆向性）、失行症、神経因性膀胱障

害、脱力発作、伝達障害（ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｖｅ  ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）

（例えば、聴覚障害（例えば、難聴、部分的聴力損失、大音量レクルートメント

（ｌｏｕｄｎｅｓｓ  ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ）または耳鳴）、言語障害、失語

症（例えば、失書症、名称失語症、ブロカ失語症、ヴェルニッケ失語症）、失読

症、後天性失読症、言語発達障害、発語障害（ｓｐｅｅｃｈ  ｄｉｓｏｒｄｅｒ

ｓ）（例えば、失語症、失書症、名称失語症、ブロカ失語症、ヴェルニッケ失語

症、構音障害、構語障害、反響言語（ｅｃｈｏｌｉａ）、無言症、または、ども

り）、または声の障害（例えば、失声症、嗄声））、除脳硬直状態、せん妄、線

維束性攣縮、幻覚、髄膜症、運動障害（例えば、アンゲルマン症候群、運動失調

、アテトーシス、舞踏病、失調症、運動低下症、筋肉緊張低下、ミオクローヌス

、チック、斜頸、または振せん）、高張、筋肉硬直、スティッフマン症候群、筋

肉痙性、疼痛（例えば、関節痛、背部痛（ｂａｃｋ  ｐａｉｎ）、顔面痛（ｆａ

ｃｉａｌ  ｐａｉｎ）、頭痛、緊張性頭痛、神経痛、または難治性疼痛）、完全

麻痺、顔面神経麻痺、耳帯状疱疹、胃不全麻痺、片麻痺、眼筋麻痺（例えば、複

視、デュエーン症候群、ホルナー症候群、慢性進行性外眼筋麻痺症、またはキー

ンズ症候群）、完全麻痺（例えば、延髄性、局所性痙性不全対麻痺、対麻痺、ブ

ラウン－セカール症候群、四肢麻痺、呼吸性麻痺（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ  ｐ

ａｒａｌｙｓｉｓ）、または声帯麻痺（ｖｏｃａｌ  ｃｏｒｄ  ｐａｒａｌｙｓ

ｉｓ）、不全麻痺、幻影肢、異常反射、発作（ｓｅｉｚｕｒｅｓ）、痙攣、感覚

障害（例えば、無嗅覚症、めまい感、幻覚、知覚過敏、痛覚過敏、知覚減退、錯

覚、感覚異常症、不穏下肢症、幻影肢、味覚障害（例えば、無味覚症または味覚

不全）、視覚障害（例えば、弱視、失明、色覚異常、複視、半盲、暗点、正常以

下の視覚）、睡眠障害（例えば、睡眠過剰、クライネ－レヴィン症候群、ナルコ

レプシー、不眠症、または夢遊症）、痙縮、開口障害、意識消失（例えば、昏睡

、持続性植物状態（ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ  ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ  ｓｔａｔｅ

）、または失神）、または、めまい。

      【０３５４】
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  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る神

経筋疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：先天性筋無緊張症、筋萎縮

性側索硬化症、ランバート－イートン筋無力症症候群、運動ニューロン疾患、筋

萎縮（例えば、シャルコー－マリー病、棘筋萎縮、またはヴェルドニッヒ－ホフ

マン病）、ポリオ後症候群（Ｐｏｓｔｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ  Ｓｙｎｄｒ

ｏｍｅ）、筋ジストロフィー、重症筋無力症、萎縮性ミオトニー、先天性ミオト

ニー、ネマリンミオパシー、家族性周期性四肢麻痺、多発性パラミオクローヌス

、局所性痙性不全対麻痺、またはスティッフマン症候群。

      【０３５５】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る神

経系の疾患および障害としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：

末梢神経系の疾患（例えば、先端疼痛症）、アミロイドニューロパシー、自律神

経系疾患、脳神経系疾患、顔面神経疾患、眼球運動障害、視神経疾患、三叉神経

痛、声帯麻痺、脱髄疾患、糖尿病性ニューロパシー、神経圧挫症候群、神経痛、

神経炎、遺伝性運動および感覚神経障害、遺伝性感覚および自律神経障害、また

は末梢神経新生物。

      【０３５６】

  さらなる実施形態では、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペ

プチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって

処置され得る自律神経疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：アーディ

ー症候群、バレー－リュー症候群、家族性自律神経障害、ホルナー症候群、反射

性交感神経性ジストロフィー、またはシャイ－ドレーガー症候群。

      【０３５７】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る脳

神経筋疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：内耳神経疾患、聴神経腫

（ａｃｏｕｓｉｔｉｃ  ｎｅｕｒｏｍａ）、神経線維腫症２、脳神経新生物、聴
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神経腫（ａｃｏｕｓｔｉｃ  ｎｅｕｒｏｍａ）、または神経線維腫症２。

      【０３５８】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る顔

面神経疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：顔面神経痛、顔面神経麻

痺（例えば、耳帯状疱疹（ｈｅｒｐｅｓ  ｚｏｓｔｅｒ  ｏｌｔｉｃｕｓ）また

はメルカーソン－ローゼンタール症候群）、または眼球運動障害（例えば、弱視

、眼振、動眼神経麻痺、眼筋麻痺（例えば、デュエーン症候群、ホルナー症候群

、慢性進行性外眼筋麻痺症またはキーンズ症候群）、斜視、内斜視、または外斜

視。

      【０３５９】

  より詳細には、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、

またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され

得る視神経疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：視神経萎縮、遺伝性

視神経萎縮、視神経円板ドルーゼ、視神経炎、視神経脊髄炎、乳頭水腫。

      【０３６０】

  さらなる実施形態では、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペ

プチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって

処置され得る脱髄疾患の型としては、例えば、以下が挙げられる：視神経脊髄炎

または脊柱前弯症。

      【０３６１】

  より詳細には、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、

またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され

得る神経圧挫症候群の型としては、例えば、以下が挙げられる：手根管症候群、

足根管症候群、胸郭出口症候群、頸肋症候群、および尺骨神経圧挫症候群。

      【０３６２】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る神

経痛の型としては、例えば、以下が挙げられる：カウザルギー、頸腕神経痛、顔
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面神経痛、または三叉神経痛。

      【０３６３】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る神

経炎の型としては、例えば、以下が挙げられる：実験的アレルギー性神経炎、視

神経炎、多発性神経炎、多発神経根神経障害、神経根炎、多発性神経根炎。

      【０３６４】

  さらなる実施形態では、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペ

プチド、またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって

処置され得る遺伝性運動および感覚神経障害の型としては、例えば、以下が挙げ

られる：シャルコー－マリー病、遺伝性視神経萎縮、レフサム病、遺伝性痙性対

麻痺、またはヴェルドニッヒ－ホフマン病。

      【０３６５】

  より詳細には、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、

またはスタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され

得る遺伝性感覚および自律神経障害の型としては、例えば、以下が挙げられる：

痛覚脱失症、先天性痛覚脱失症、または家族性自律神経障害。

      【０３６６】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、または

スタニオカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置され得る末

梢神経新生物の型としては、例えば、以下が挙げられる：脳神経新生物（例えば

、聴神経腫または神経線維腫症２）、ＰＯＥＭＳ症候群、坐骨神経痛、味覚性発

汗症またはテタニー。

      【０３６７】

  （免疫活性）

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストは、免疫細胞の増殖、分化、もしく

は動員（走化性）を活性化または阻害することにより、免疫系の不全または疾患

の処置において有用であり得る。免疫細胞は、造血と呼ばれるプロセスを介して
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発達し、多能性幹細胞から骨髄性細胞（血小板、赤血球、好中球およびマクロフ

ァージ）およびリンパ系細胞（Ｂリンパ球およびＴリンパ球）を生成する。これ

ら免疫の不全または疾患の病因は、遺伝的、体細胞的（ｓｏｍａｔｉｃ）（例え

ば、癌およびいくつかの自己免疫性の疾患）、後天的（例えば、化学療法もしく

は毒素による）または感染的であり得る。さらに、スタニオカルシンのポリヌク

レオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはア

ンタゴニストは、特定の免疫系の疾患または障害のマーカーまたは検出物質（ｄ

ｅｔｅｃｔｏｒ）として使用され得る。

      【０３６８】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストは、造血細胞の不全または疾患の処

置または検出において有用であり得る。スタニオカルシンのポリヌクレオチドま

たはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニス

トは、特定の（または多くの）型の造血細胞の減少に関連した疾患を処置する試

みにおいて、多能性幹細胞を含む造血細胞の分化および増殖を増加させるために

用いられ得る。免疫不全症候群の例としては、血液タンパク質の疾患（例えば、

無ガンマグロブリン血症、低ガンマグロブリン血症）、毛細血管拡張性運動失調

、分類不能型免疫不全、ディ・ジョージ症候群、ＨＩＶ感染、ＨＴＬＶ－ＢＬＶ

感染、白血球接着不全症候群、リンパ球減少、食細胞殺細菌機能不全、重症複合

型免疫不全（ＳＣＩＤ）、ヴィスコット－オールドリッチ障害、貧血、血小板減

少、またはヘモグロビン尿症が挙げられるが、それらに限定されない。

      【０３６９】

  さらに、スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくは

スタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストをまた使用して、止血性活

性（出血を止めること）または血栓崩壊活性（血餅形成）を調節し得る。例えば

、止血活性または血栓崩壊活性を増大させることにより、スタニオカルシンのポ

リヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストま

たはアンタゴニストを使用し、血液凝固の疾患（例えば、無線維素原血症、因子

欠損症）、血液血小板の疾患（例えば、血小板減少症）、あるいは外傷、手術ま
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たは他の原因から生じる創傷を処置し得る。あるいは、止血活性または血栓崩壊

活性を減少させ得るスタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、

もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストを使用し、凝血を

阻害または溶解し得る。心臓発作（梗塞）、発作（ｓｔｒｏｋｅ）または瘢痕の

処置において、これらの分子は重要であり得る。

      【０３７０】

  自己免疫性の障害の処置または検出において、スタニオカルシンのポリヌクレ

オチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアン

タゴニストはまた、有用であり得る。多くの自己免疫性の障害は、免疫細胞によ

って外来性物質として不適切に自己を認識することから生じる。この不適切な認

識は、宿主組織の破壊をもたらす免疫応答を引き起こす。従って、免疫応答、特

にＴ細胞の増殖、分化または走化性を阻害し得るスタニオカルシンのポリヌクレ

オチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアン

タゴニストの投与は、自己免疫性の障害の予防において効果的な治療であり得る

。

      【０３７１】

  処置または検出され得る自己免疫障害の例としては、以下が挙げられるが、こ

れらに限定されない：アディソン病、溶血性貧血、抗リン脂質症候群（ａｎｔｉ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、慢性関節リウマチ、皮膚炎、

アレルギー性脳脊髄炎、糸球体腎炎、グッドパスチャー症候群、グレーヴズ病、

多発性硬化症、重症筋無力症、神経炎、眼炎、水疱性類天疱瘡、天疱瘡、多発性

内分泌腺症、紫斑、ライター病、スティッフマン症候群、自己免疫性甲状腺炎、

全身性エリテマトーデス、自己免疫性肺炎症、ギヤン－バレー症候群、インスリ

ン依存性糖尿病、および自己免疫性炎症性眼疾患。

      【０３７２】

  同様に、アレルギー性の反応および状態（例えば、喘息（特に、アレルギー性

喘息））または他の呼吸性の問題はまた、スタニオカルシンのポリヌクレオチド

またはポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニ

ストを使用して処置され得る。さらに、これらの分子は、アナフィラキシー、抗
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原性分子に対する過敏症、または血液型不適合を処置するために使用され得る。

      【０３７３】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、器官の拒絶または対宿主性

移植片病（ＧＶＨＤ）の処置および／または予防のために使用され得る。器官の

拒絶は、免疫応答を介して移植組織の宿主免疫細胞の破壊によって生じる。同様

に、免疫応答はまた、ＧＶＨＤに関与するが、しかしこの場合は、外来移植され

た免疫細胞は、宿主組織を破壊する。免疫応答（特に、Ｔ細胞の増殖、分化、ま

たは走化性）を阻害するスタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチ

ド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストの投与は、器

官拒絶またはＧＶＨＤの予防における有効な治療であり得る。

      【０３７４】

  同様に、スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくは

スタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、炎症を調節するた

めに使用され得る。スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、

もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストが、炎症性応答に

関与する細胞の増殖および／または分化を阻害し得る。これらの分子は、慢性状

態および急性状態の両方の炎症性状態（感染に関連する炎症（例えば、敗血症性

ショック、敗血症、または全身性炎症性応答症候群（ＳＩＲＳ））、虚血再灌流

障害、内毒素死亡率、関節炎、補体媒介超急性拒絶、腎炎、サイトカインまたは

ケモカインに誘導される肺傷害、炎症性腸疾患、クローン病、もしくはサイトカ

イン（例えば、ＴＮＦまたはＩＬ－１）の過剰産生によって生じる状態が挙げら

れる）を処置するために使用され得る。

      【０３７５】

  （過剰増殖障害）

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストを使用し、新生物を含む過剰増殖障

害を処置または検出し得る。スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペ

プチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストは、直接
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的または間接的な相互作用を介してこの障害の増殖を阻害し得る。あるいは、ス

タニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオカル

シンのアゴニストまたはアンタゴニストは、過剰増殖障害を阻害し得る他の細胞

を増殖し得る。

      【０３７６】

  例えば、免疫応答を増大させること、特に過剰増殖障害の抗原性の質を増大さ

せることによって、またはＴ細胞を増殖、分化、もしくは動員することによって

、過剰増殖障害を処置し得る。既存の免疫応答を増強するか、または新たな免疫

応答を開始するかのいずれかによって、この免疫応答を増大させ得る。あるいは

、免疫応答を減少させることもまた、化学療法剤のような、過剰増殖障害を処置

する方法であり得る。

      【０３７７】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストによって処置または検出され得る過

剰増殖障害の例としては、結腸、腹部、骨、乳房、消化器系、肝臓、膵臓、腹膜

、内分泌腺（副腎、上皮小体、下垂体、精巣、卵巣、胸腺、甲状腺）、眼、頭部

および頸部、神経（中枢および末梢）、リンパ系、骨盤、皮膚、軟組織、脾臓、

胸部、ならびに泌尿生殖器に位置する新生物が挙げられるが、これらに限定され

ない。

      【０３７８】

  同様に、他の過剰増殖障害もまた、スタニオカルシンのポリヌクレオチドまた

はポリペプチド、もしくはスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニスト

により処置または検出され得る。このような過剰増殖性障害の例としては、以下

が挙げられるがこれらに限定されない：高ガンマグロブリン血症、リンパ球増殖

性障害、パラプロテイン血症、紫斑、サルコイドーシス、セザリー症候群、ヴァ

ルデンストレームマクログロブリン血症、ゴシェ病、組織球増殖症、および任意

の他の過剰増殖性疾患、加えて上記に列挙した器官系に見出される新生物。

      【０３７９】

  （心臓血管障害）
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  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニスト、コードされたスタニオカルシンを

使用して、四肢虚血のような末梢動脈疾患を含む、心臓血管障害を処置し得る。

      【０３８０】

  心臓血管障害としては、動動脈瘻（ａｒｔｅｒｉｏ－ａｒｔｅｒｉａｌ  ｆｉ

ｓｔｕｌａ）、動静脈瘻、大脳動静脈先天異常、先天性心欠陥（ｃｏｎｇｅｎｉ

ｔａｌ  ｈｅａｒｔ  ｄｅｆｅｃｔｓ）、肺動脈弁閉鎖症、およびシミター症候

群のような心臓血管異常が挙げられる。先天性心欠陥としては、大動脈縮窄、三

房心、冠状脈管奇形（ｃｏｒｏｎａｒｙ  ｖｅｓｓｅｌ  ａｎｏｍａｌｉｅｓ）

、交差心、右胸心、開存性動脈管（ｐａｔｅｎｔ  ｄｕｃｔｕｓ  ａｒｔｅｒｉ

ｏｓｕｓ）、エブスタイン奇形、アイゼンメンガー複合体、左心室発育不全症候

群、左胸心、ファロー四徴症、大血管転位症、両大血管右室起始症、三尖弁閉鎖

症、動脈管遺残、および心中隔欠損症（ｈｅａｒｔ  ｓｅｐｔａｌ  ｄｅｆｅｃ

ｔｓ）（例えば、大動脈肺動脈中隔欠損症（ａｏｒｔｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ  ｓ

ｅｐｔａｌ  ｄｅｆｅｃｔ）、心内膜床欠損症、リュタンバッシェ症候群、ファ

ロー三徴症、心室心中隔欠損症（ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ  ｈｅａｒｔ  ｓｅｐ

ｔａｌ  ｄｅｆｅｃｔｓ））が挙げられる。

      【０３８１】

  心臓血管障害としてはまた、不整脈、カルチノイド心臓病、高心拍出量（ｈｉ

ｇｈ  ｃａｒｄｉａｃ  ｏｕｔｐｕｔ）、低心拍出量（ｌｏｗ  ｃａｒｄｉａｃ

  ｏｕｔｐｕｔ）、心タンポナーデ、心内膜炎（細菌性を含む）、心臓動脈瘤、

心停止、うっ血性心不全、うっ血性心筋症、発作性呼吸困難、心臓水腫、心肥大

、うっ血性心筋症、左心室肥大、右心室肥大、梗塞後心破裂（ｐｏｓｔ－ｉｎｆ

ａｒｃｔｉｏｎ  ｈｅａｒｔ  ｒｕｐｔｕｒｅ）、心室中隔破裂、心臓弁疾患、

心筋疾患、心筋虚血、心内膜液浸出、心外膜炎（梗塞性および結核性を含む）、

気心膜症、心膜切開後症候群、右心疾患、リウマチ性心疾患、心室機能不全、充

血、心臓血管妊娠合併症（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ  ｐｒｅｇｎａｎｃｙ

  ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、シミター症候群、心血管梅毒、および心血管

結核（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ  ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）のような心
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臓病が挙げられる。

      【０３８２】

  不整脈としては、洞性不整脈、心房性細動、心房粗動、徐脈、期外収縮、アダ

ムズ－ストークス症候群、脚ブロック、洞房ブロック、長ＱＴ症候群（ｌｏｎｇ

  ＱＴ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、副収縮、ローン－ギャノング－レヴァイン症候群

、マヘーム型早期興奮症候群（Ｍａｈａｉｍ－ｔｙｐｅ  ｐｒｅ－ｅｘｃｉｔａ

ｔｉｏｎ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、ウルフ－パーキンソン－ホワイト症候群、洞不

全症候群、頻拍、および心室性細動が挙げられる。頻拍としては、発作性頻拍、

上室性頻拍、心室固有調律促進、房室結節性再入頻拍（ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉ

ｃｕｌａｒ  ｎｏｄａｌ  ｒｅｅｎｔｒｙ  ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、異所心

房性頻拍、異所接合部頻拍、洞房結節性再入頻拍（ｓｉｎｏａｔｒｉａｌ  ｎｏ

ｄａｌ  ｒｅｅｎｔｒｙ  ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、洞性頻拍、トルサード・

ド・ポワント、および心室性頻拍が挙げられる。

      【０３８３】

  心臓弁疾患としては、大動脈弁機能不全症、大動脈弁狭窄症、心雑音（ｈｅａ

ｒ  ｍｕｒｍｕｒｓ）、大動脈弁逸脱症、僧帽弁逸脱症、三尖弁逸脱症、僧帽弁

機能不全、僧帽弁狭窄症、肺動脈弁閉鎖症、肺動脈弁機能不全、肺動脈弁狭窄症

、三尖閉鎖症、三尖弁機能不全、および三尖弁狭窄症が挙げられる。

      【０３８４】

  心筋疾患としては、アルコール性心筋症、うっ血性心筋症、肥大型心筋症、弁

下部性大動脈狭搾症、弁下部性肺動脈狭搾症、拘束型心筋症、シャーガス心筋症

、心内膜線維弾性症、心内膜心筋線維症、キーンズ症候群、心筋再灌流障害、お

よび心筋炎が挙げられる。

      【０３８５】

  心筋性虚血としては、狭心症、冠動脈瘤、冠動脈硬化、冠動脈血栓症、冠動脈

血管痙攣、心筋梗塞、および心筋気絶（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ  ｓｔｕｎｎｉｎ

ｇ）のような冠動脈疾患が挙げられる。

      【０３８６】

  心臓血管疾患としてはまた、動脈瘤、血管形成異常、血管腫症、細菌性血管腫
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症状、ヒッペル－リンダラ疾患（Ｈｉｐｐｅｌ－Ｌｉｎｄａｕ  Ｄｉｓｅａｓｅ

）、クリペル－トルノネー－ウェーバー症候群、スタージ－ウェーバー症候群、

血管運動神経性水腫、大動脈疾患、高安動脈炎、大動脈炎、ルリーシュ症候群、

動脈閉塞疾患、動脈炎、動脈内膜炎（ｅｎａｒｔｅｒｉｔｉｓ）、結節性多発性

動脈炎、脳血管障害、糖尿病性血管障害、糖尿病性網膜症、塞栓症、血栓症、先

端紅痛症、痔、肝静脈閉塞障害、高血圧、低血圧、虚血、末梢血管障害、静脈炎

、肺静脈閉塞疾患、高血圧、低血圧、虚血、末梢血管疾患、静脈炎、肺静脈閉塞

疾患、レーノー病、ＣＲＥＳＴ症候群、網膜静脈閉塞、シミター症候群、上大静

脈症候群、毛細血管拡張症、毛細血管拡張性運動失調（ａｔａｃｉａ  ｔｅｌａ

ｎｇｉｅｃｔａｓｉａ）、遺伝性出血性毛細管拡張症、精索静脈瘤、拡張蛇行静

脈、静脈瘤性潰瘍、脈管炎、および静脈機能不全のような血管疾患が挙げられる

。

      【０３８７】

  動脈瘤としては、解離性動脈瘤、偽動脈瘤、感染した動脈瘤、破裂した動脈瘤

、大動脈性動脈瘤、大脳性動脈瘤、冠動脈瘤、心動脈瘤、および腸骨性動脈瘤が

挙げられる。

      【０３８８】

  動脈閉塞疾患としては、動脈硬化症、間欠性跛行、頸動脈狭窄症、線維筋性形

成異常、腸間膜性血管閉塞、モヤモヤ病、腎動脈閉塞、網膜動脈閉塞、および閉

塞性血栓性血管炎が挙げられる。

      【０３８９】

  脳血管障害としては、頸動脈疾患、脳のアミロイドアンギオパチー、大脳動脈

瘤、大脳無酸素症、大脳動脈硬化、大脳動静脈先天異常、大脳動脈疾患、大脳の

塞栓症および血栓症、頸動脈血栓症、洞血栓症、ヴァレンベルク症候群、大脳出

血、硬膜上血腫、硬膜下血腫、クモ膜下出血（ｓｕｂａｒａｘｈｎｏｉｄ  ｈｅ

ｍｏｒｒｈａｇｅ）、大脳梗塞、大脳虚血（一過性を含む）、鎖骨下動脈盗血症

候群、室周白軟化症（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ  ｌｅｕｋｏｍａｌａｃ

ｉａ）、血管性頭痛、群発性頭痛、片頭痛、および椎骨基部（ｖｅｒｔｅｂｒｏ

ｂａｓｉｌａｒ）機能不全が挙げられる。
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      【０３９０】

  塞栓症としては、空気塞栓症、羊水塞栓症、コレステロール塞栓症、爪先チア

ノーゼ症候群、脂肪塞栓症、肺動脈塞栓症、および血栓塞栓症が挙げられる。血

栓症としては、冠状動脈血栓症、肝静脈血栓症、網膜静脈閉塞、頸動脈血栓症、

洞血栓症、ヴァレンベルク症候群、および血栓性静脈炎が挙げられる。

      【０３９１】

  虚血としては、大脳虚血、虚血性大腸炎、仕切り症候群（ｃｏｍｐａｒｔｍｅ

ｎｔ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、前仕切り症候群（ａｎｔｅｒｉｏｒ  ｃｏｍｐａｒ

ｔｍｅｎｔ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心筋虚血、再灌流傷害、および末梢四肢虚血

が挙げられる。脈管炎としては、大動脈炎、動脈炎、ベーチェット（Ｂｅｈｃｅ

ｔ）症候群、チャーグ－ストラウス症候群、粘膜皮膚リンパ節症候群、閉塞性血

栓性血管炎、過敏性血管炎、シェーンライン－ヘーノホ紫斑病（Ｓｃｈｏｅｎｌ

ｅｉｎ－Ｈｅｎｏｃｈ  ｐｕｒｐｕｒａ）、アレルギー性皮膚血管炎およびヴェ

ーゲナー肉芽腫症が挙げられる。

      【０３９２】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドまたはポリペプチド、もしくはスタニオ

カルシンのアゴニストまたはアンタゴニストは、危険な四肢虚血および冠状動脈

疾患の処置に対して特に有効である。実施例において示されるように、実験的に

誘導された虚血性ウサギ後肢へのスタニオカルシンポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドの投与は、血圧比、血流、血管造影的スコア、および毛細管密度を回復

し得る。

      【０３９３】

  スタニオカルシンのポリペプチドは、当該分野で公知である任意の方法を使用

して投与され得、これらの方法としては、送達部位における直接的針注射、静脈

内注射、局所投与、カテーテル注入、微粒子銃（ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ）注射、粒

子加速器、ゲルフォームスポンジデポー、他の市販デポー物質、浸透圧ポンプ、

経口または坐剤の固形薬学的処方物、手術中のデカンティングまたは局所適用、

エアロゾル送達が挙げられるが、これらに限定されない。そのような方法は当該

分野で公知である。スタニオカルシンのポリペプチドは、下記でより詳細に記載
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される、薬学的組成物の一部として投与され得る。スタニオカルシンのポリヌク

レオチドを送達する方法は本明細書中でより詳細に記載される。

      【０３９４】

  （抗新脈管形成活性）

  新脈管形成の内因性の、刺激因子とインヒビターとの間の天然に存在する平衡

は、阻害影響が優勢である平衡である。Ｒａｓｔｉｎｅｊａｄら、Ｃｅｌｌ  ５

６：３４５～３５５（１９８９）。新生血管形成が正常な生理学的条件下におい

て生じるまれな場合（例えば、創傷治癒、器官再生、胚発生、および雌性生殖プ

ロセス）において、新脈管形成は、厳密に調節され、そして空間的および時間的

に定められる。病的な新脈管形成の条件（例えば、固形腫瘍増殖を特徴付ける）

の下において、これらの調節の制御はできない。調節されていない新脈管形成は

病的になり、そして多くの新生物性疾患および非新生物性疾患の進行を維持する

。多くの重篤な疾患は、固形腫瘍の増殖および転移、関節炎、いくつかの型の眼

の障害および乾癬を含む、異常な新生血管形成により支配される。例えば、Ｍｏ

ｓｅｓら、Ｂｉｏｔｅｃｈ．９：６３０～６３４（１９９１）；Ｆｏｌｋｍａｎ

ら、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３３３：１７５７～１７６３（１９９５）；

Ａｕｅｒｂａｃｈら、Ｊ．Ｍｉｃｒｏｖａｓｃ．Ｒｅｓ．２９：４０１～４１１

（１９８５）；Ｆｏｌｋｍａｎ、Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈ、ＫｌｅｉｎおよびＷｅｉｎｈｏｕｓｅ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１７５～２０３頁（１９８５）；Ｐａｔｚ、Ａｍ

．Ｊ．Ｏｐｔｈａｌｍｏｌ．９４：７１５～７４３（１９８２）；およびＦｏｌ

ｋｍａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２１：７１９～７２５（１９８３）による概説

を参照のこと。多くの病的状態において、新脈管形成のプロセスは、その疾患状

態に寄与する。例えば、固形腫瘍の増殖が新脈管形成に依存することを示唆する

有意なデータが蓄積されている。ＦｏｌｋｍａｎおよびＫｌａｇｓｂｒｕｎ、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２３５：４４２～４４７（１９８７）。

      【０３９５】

  本発明は、本発明のスタニオカルシンのポリヌクレオチドおよび／またはポリ

ペプチド、ならびにスタニオカルシンのアゴニストまたはアンタゴニストの投与
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による新生血管形成に関連する疾患または障害の処置を提供する。本発明のポリ

ヌクレオチドおよびポリペプチド、またはアゴニストもしくはアンタゴニストを

用いて処置し得る悪性状態および転移性状態には、本明細書に記載の悪性疾患、

固形腫瘍、および癌、ならびに当該分野で公知の他のもの（このような障害の総

説については、Ｆｉｓｈｍａｎら、Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第２版、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐ

ｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃｏ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ（１９８５）を参照のこと

）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０３９６】

  本発明のスタニオカルシンのポリヌクレオチドおよびポリペプチド（スタニオ

カルシンのアゴニストおよび／またはアンタゴニストを含む）を用いて処置され

得る新生血管形成に関連する眼の障害としては、以下が挙げられるが、これらに

限定されない：血管新生緑内障、糖尿病網膜症、網膜芽細胞腫、水晶体後線維増

殖症、ブドウ膜炎、未熟網膜症、黄斑変性、角膜移植新生血管形成、ならびに他

の眼の炎症性疾患、眼の腫瘍、および脈絡膜または虹彩の新生血管形成に関連す

る疾患。例えば、Ｗａｌｔｍａｎら、Ａｍ．Ｊ．Ｏｐｈｔｈａｌ．８５：７０４

～７１０（１９７８）およびＧａｒｔｎｅｒら、Ｓｕｒｖ．Ｏｐｈｔｈａｌ．２

２：２９１～３１２（１９７８）による総説を参照のこと。

      【０３９７】

  さらに、本発明のスタニオカルシンのポリヌクレオチドおよびポリペプチド（

スタニオカルシンのアゴニストおよび／またはアンタゴニストを含む）で処置さ

れ得る障害としては、以下が挙げられるが、それらに限定されない：血管腫、関

節炎、乾癬、血管線維腫、アテローム性プラーク、遅延型創傷治癒、顆粒化、血

友病性関節、過形成性瘢痕、偽関節骨折、オースラー－ウェーバー（Ｏｓｌｅｒ

－Ｗｅｂｅｒ）症候群、化膿性肉芽腫、強皮症、トラコーマ、および血管接着。

      【０３９８】

  さらに、本発明のスタニオカルシンのポリヌクレオチドおよびポリペプチド（

スタニオカルシンのアゴニストおよび／またはアンタゴニストを含む）で処置さ

れ得る障害および／または状態としては、以下が挙げられるが、それらに限定さ

れない：固形腫瘍、血液由来の（ｂｌｏｏｄ  ｂｏｒｎ）腫瘍（例えば、白血病
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）、腫瘍転移、カポージ肉腫、良性腫瘍（例えば、血管腫、聴神経腫、神経線維

腫、トラコーマ、および化膿性肉芽腫）、慢性関節リウマチ、乾癬、眼の脈管形

成疾患（例えば、糖尿病性網膜症、未熟網膜症、黄斑変性、角膜移植拒絶、血管

新生緑内障、水晶体後線維増殖症、ルベオーシス、網膜芽細胞腫、およびブドウ

膜炎）、遅延型創傷治癒、子宮内膜症、脈管形成、顆粒化、過形成性瘢痕（ケロ

イド）、偽関節骨折、強皮症、トラコーマ、血管接着、心筋の新脈管形成、冠状

側副枝（ｃｏｒｏｎａｒｙ  ｃｏｌｌａｔｅｒａｌｓ）、大脳側副枝、動静脈奇

形、虚血性四肢新脈管形成、オースラー－ウェーバー症候群、プラーク新生血管

形成、毛細血管拡張症、血友病性関節、血管線維腫、線維筋性形成異常、創傷顆

粒化、クローン病、アテローム性動脈硬化症、産児制限薬剤（月経を制御する、

胎芽着床のために必要な血管新生を予防することによる）、病原性の結果（例え

ば、ネコ引っかき病（Ｒｏｃｈｅｌｅ  ｍｉｎａｌｉａ  ｑｕｉｎｔｏｓａ）、

潰瘍（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ  ｐｙｌｏｒｉ）、バルトネラ症および細菌性

血管腫症状）のような新脈管形成を有する疾患。

      【０３９９】

  （細胞レベルでの疾患）

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、ならびにスタニ

オカルシンのアンタゴニストもしくはアゴニストによって処置または検出され得

る細胞生存の増大あるいはアポトーシスの阻害に関連する疾患には、癌（例えば

、濾胞性リンパ腫、ｐ５３変異を有する癌腫、およびホルモン依存性腫瘍、これ

らは以下：結腸癌、心臓腫瘍、膵臓癌、黒色腫、網膜芽細胞腫、神経膠芽細胞腫

、肺癌、腸癌、精巣癌、胃癌、神経芽細胞腫、粘液腫、筋腫、リンパ腫、内皮腫

、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、骨肉腫、軟骨肉腫、腺腫、乳癌、前立腺癌、カポー

ジ肉腫および卵巣癌を含むが、これらに限定されない）；自己免疫障害（例えば

、多発性硬化症、シェーグレン症候群、橋本甲状腺炎、胆汁性肝硬変、ベーチェ

ット病（Ｂｅｈｃｅｔ’ｓ  ｄｉｓｅａｓｅ）、クローン病、多発性筋炎、全身

性エリテマトーデスおよび免疫関連糸球体腎炎ならびに慢性関節リウマチ）およ

びウイルス感染（例えば、ヘルペスウイルス、ポックスウイルスおよびアデノウ

イルス）、炎症、対宿主性移植片病、急性移植片拒絶、ならびに慢性移植片拒絶
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、が挙げられる。好ましい実施形態において、本発明のスタニオカルシンのポリ

ヌクレオチド、ポリペプチド、および／またはアンタゴニストは、特に上記に列

挙される、癌の増殖、進行、および／または転移（ｍｅｔａｓｉｓ）を阻害する

ために使用される。

      【０４００】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはスタニオ

カルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置あるいは検出され得

る細胞生存の増大に関連するさらなる疾患または状態には、悪性疾患の進行およ

び／または転移ならびに以下のような関連する障害が挙げられるが、これらに限

定されない：白血病（急性白血病（例えば、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白

血病（骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性および赤白血病を含む）を

含む）ならびに慢性白血病（例えば、慢性骨髄性（顆粒球性）白血病および慢性

リンパ球性白血病））、真性赤血球増加症、リンパ腫（例えば、ホジキン病およ

び非ホジキン病）、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症

、Ｈ鎖病、ならびに固形腫瘍（肉腫および癌腫（例えば、線維肉腫、粘液肉腫、

脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫（ｅｎｄｏｔｈ

ｅｌｉｏｓａｒｃｏｍａ）、リンパ管肉腫、リンパ管内皮腫、骨膜腫、中皮腫、

ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、膵臓癌、乳癌、卵巣癌、

前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭状癌、乳頭

状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原生癌、腎細胞癌、肝細胞癌腫、胆管癌、絨

毛癌、セミノーマ、胎生期癌、ウィルムス腫瘍、頸部癌、精巣腫瘍、肺癌、小細

胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、神経膠星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭

腫、脳室上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起神経膠腫、髄

膜腫（ｍｅｎａｎｇｉｏｍａ）、黒色腫、神経芽細胞腫、および網膜芽細胞腫）

を含むが、これらに限定されない）。

      【０４０１】

  スタニオカルシンのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、ならびにスタニ

オカルシンのアゴニストもしくはアンタゴニストによって処置あるいは検出され

得るアポトーシスの増大に関連する疾患には、以下が挙げられる：ＡＩＤＳ；神
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経変性障害（例えば、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症

、色素性網膜炎、小脳変性および脳腫瘍または以前に関連した疾患）；自己免疫

障害（例えば、多発性硬化症、シェーグレン症候群、橋本甲状腺炎、胆汁性肝硬

変、ベーチェット病（Ｂｅｈｃｅｔ’ｓ  ｄｉｓｅａｓｅ）、クローン病、多発

性筋炎、全身性エリテマトーデスおよび免疫関連糸球体腎炎ならびに慢性関節リ

ウマチ）、脊髄形成異常症候群（例えば、再生不良性貧血）、対宿主性移植片病

、虚血性傷害（心筋梗塞、発作および再灌流傷害によって生じるようなもの）、

肝臓傷害（例えば、肝炎関連肝臓傷害、虚血／再灌流傷害、胆汁うっ滞（ｃｈｏ

ｌｅｓｔｏｓｉｓ）（胆管傷害）および肝臓癌）；毒物誘導性肝臓疾患（アルコ

ールによって引き起こされるようなもの）、敗血症性ショック、悪液質ならびに

食欲不振。

      【０４０２】

  （創傷治癒および上皮細胞増殖）

  本発明のなおさらなる局面に従って、スタニオカルシンポリヌクレオチドもし

くはスタニオカルシンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニストもしく

はスタニオカルシンアンタゴニストを、治療目的のため、例えば、創傷治癒の目

的のために上皮細胞増殖および基底ケラチノサイトを刺激するため、ならびに毛

包産生および皮膚創傷の治癒を刺激するために、利用するためのプロセスが提供

される。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプ

チド、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニ

ストは、以下を含む創傷治癒を刺激することにおいて臨床的に有用であり得る：

外科的創傷、切除の創傷、深い創傷（真皮および表皮の損傷を含む）、眼組織の

創傷、歯の組織の創傷、口腔の創傷、糖尿病性潰瘍、皮膚の潰瘍、肘の潰瘍、動

脈性の潰瘍、静脈うっ滞潰瘍、熱への曝露または化学物質による熱傷、および他

の異常な創傷治癒状態（例えば、尿毒症、栄養失調、ビタミン欠乏、ならびにス

テロイド、放射能療法および抗腫瘍性薬物および代謝拮抗物質を用いる全身性処

置に関連する合併症）。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカ

ルシンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカル

シンアンタゴニストは、皮膚の欠失後の皮膚の回復を促進するために使用され得
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る。

      【０４０３】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは

、創傷床（ｗｏｕｎｄ  ｂｅｄ）への皮膚移植片の付着を増大するため、および

創傷床からの再上皮形成を刺激するために使用され得る。以下は、スタニオカル

シンポリヌクレオチドまたはスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシン

アゴニストまたはスタニオカルシンアンタゴニストが創傷床への付着を増大する

ために使用され得る、移植片の型である：自家移植片、人工皮膚、同種移植片（

ａｌｌｏｇｒａｆｔ）、自己植皮片、自己表皮移植片（ａｕｔｏｅｐｄｅｒｍｉ

ｃ  ｇｒａｆｔ）、無血管性（ａｖａｃｕｌａｒ）移植片、ブレア－ブラウン移

植片、骨移植片、胚胎組織移植片、真皮移植片、遅延移植片、皮膚移植片、表皮

移植片、筋膜移植片、全層皮膚移植片、異種移植片（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ

  ｇｒａｆｔ）、異種移植片（ｘｅｎｏｇｒａｆｔ）、同種移植片（ｈｏｍｏｌ

ｏｇｏｕｓ  ｇｒａｆｔ）、増殖性移植片、層板状の移植片、網状移植片、粘膜

移植片、オリエ－ティールシュ移植片、大網移植片（ｏｍｅｎｐａｌ  ｇｒａｆ

ｔ）、パッチの移植片、茎状移植片、全層移植片（ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ  ｇ

ｒａｆｔ）、分層植皮片、分層皮膚移植片。スタニオカルシンポリヌクレオチド

もしくはスタニオカルシンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニストも

しくはスタニオカルシンアンタゴニストは、皮膚の強度を助長するため、および

高齢の皮膚の外見を改善するために使用され得る。

      【０４０４】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは

また、肝細胞増殖、および肺、乳房、膵臓、胃、小腸（ｓｍａｌｌ  ｉｎｔｅｓ

ｔｉｎｇ）、および大腸における上皮細胞増殖における変化を生じると考えられ

る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド

、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニスト

は、上皮細胞（例えば、皮脂細胞（ｓｅｂｏｃｙｔｅ）、毛包、肝実質細胞、肺
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胞上皮細胞ＩＩ型（ｔｙｐｅ  ＩＩ  ｐｎｅｕｍｏｃｙｔｅ）、ムチン産生杯細

胞、および他の上皮細胞、ならびに皮膚、肺、肝臓、および胃腸管内に含まれる

それらの先祖）の増殖を促進し得る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしく

はスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニ

オカルシンアンタゴニストは、内皮細胞、ケラチノサイト、および基底ケラチノ

サイトの増殖を促進し得る。

      【０４０５】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストはまた、

照射、化学療法処置またはウイルス感染から生じる腸の毒性の副作用を低減する

ために使用され得る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカル

シンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシ

ンアンタゴニストは、小腸粘膜上で細胞保護的な効果を有し得る。スタニオカル

シンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、およびスタニオ

カルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストはまた、化学療法

およびウイルス感染から生じる粘膜炎（ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ）（口粘膜）の治癒

を刺激し得る。

      【０４０６】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは

、熱傷を含む、完全なおよび部分的な厚さの皮膚欠損における皮膚の十分な再生

（すなわち、毛包、汗腺、および皮脂腺の再増殖）、乾癬のような他の皮膚欠損

の処置においてさらに使用され得る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしく

はスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニ

オカルシンアンタゴニストは、表皮水疱症、これらの損傷の再上皮形成を促進す

ることによる頻繁な開放性かつ疼痛性の水疱を生じる内在的な真皮への表皮の接

着における欠損を処置するために使用され得る。スタニオカルシンポリヌクレオ

チドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもし

くはスタニオカルシンアンタゴニストはまた、胃潰瘍および十二指腸潰瘍を処置
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し、そして粘膜の内層の瘢痕形成ならびにより迅速な腺の粘膜および十二指腸の

粘膜の内層の再生による治癒を助けるために使用され得る。炎症性腸疾患（例え

ば、クーロン病および潰瘍性大腸結腸炎）は、それぞれ、小腸または大腸の粘膜

表面の崩壊を生じる疾患である。従って、スタニオカルシンポリヌクレオチドも

しくはスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはス

タニオカルシンアンタゴニストは、粘膜表面の再表面化（ｒｅｓｕｌｆａｃｉｎ

ｇ）を促進して、より迅速な治癒を助けるため、および炎症性腸疾患の進行を予

防するために、使用され得る。スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタ

ニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカル

シンアンタゴニストを用いる処置は、胃腸管全体の粘膜の産生に対して有意な効

果を有することが予測され、そして腸粘膜を、摂取されたかまたは外科手術後の

有害な物質から保護するために使用され得る。スタニオカルシンポリヌクレオチ

ドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニスト

もしくはスタニオカルシンアンタゴニストは、本発明のポリヌクレオチドの発現

下に関連する疾患を処置するために使用され得る。

      【０４０７】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペ

プチド、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴ

ニストは、種々の病的状態に起因する肺への損傷を予防および治癒するために使

用され得る。増殖因子（例えば、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはス

タニオカルシンポリペプチド、およびスタニオカルシンアゴニストもしくはスタ

ニオカルシンアンタゴニスト）は、急性または慢性の肺損傷を予防または処置す

るために、増殖および分化を刺激し得、そして肺胞および気管支（ｂｒｏｃｈｉ

ｏｌａｒ）上皮の修復を促進し得る。例えば、気管支上皮および肺胞（ａｖｅｏ

ｌｉ）の壊死を生じる、気腫（これは、肺胞の進行性の損失を生じる）および吸

入損傷（すなわち、煙の吸入および熱傷から生じる）は、スタニオカルシンポリ

ヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、およびスタニオカルシン

アゴニストまたはスタニオカルシンアンタゴニストを使用して効果的に処置され

得る。また、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリ
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ペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニス

トは、肺胞上皮細胞ＩＩ型の増殖および分化を刺激するために使用され得、これ

は、未熟な乳児における硝子膜疾患（例えば、乳児呼吸窮迫症候群および気管支

肺異形成症）のような疾患を処置または予防することを助け得る。

      【０４０８】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは、肝実

質細胞の増殖および分化を刺激し得、そして従って、肝臓疾患および病状（例え

ば、肝硬変により生じる劇症肝不全、肝炎ウイルスおよび毒性物質（すなわち、

アセトアミノフェン、四塩化炭素（ｃａｒｂｏｎ  ｔｅｔｒａｈｏｌｏｒｉｄｅ

）、および他の当該分野で公知の肝臓毒素）により生じる肝臓損傷）を緩和また

は処置するために使用され得る。

      【０４０９】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペ

プチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニスト

は、真性糖尿病の発症を処置または予防するために使用され得る。新たにＩ型糖

尿病およびＩＩ型糖尿病と診断された患者において、いくつかの島細胞機能が残

っている場合、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポ

リペプチド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニ

ストは、その疾患の持続性の発現を緩和、遅延または予防するように、その島機

能を維持するために使用され得る。また、スタニオカルシンポリヌクレオチドも

しくスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストまたはスタニ

オカルシンアンタゴニストは、島細胞機能を改善または促進するための島細胞移

植における補助として使用され得る。

      【０４１０】

  （感染性疾患）

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは、感染

因子を処置、または検出するために用いられ得る。例えば、免疫応答を上昇させ
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ることによって、特にＢ細胞および／またはＴ細胞の増殖および分化を増加させ

ることによって、感染性疾患が処置され得る。免疫応答は、既存の免疫応答を上

昇させるか、または新たな免疫応答を開始させるかのいずれかにより上昇され得

る。あるいは、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポ

リペプチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアン

タゴニストはまた、必ずしも免疫応答を誘発することなく、感染因子を直接阻害

し得る。

      【０４１１】

  ウイルスは、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポ

リペプチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアン

タゴニストにより処置または検出され得る疾患または症状を引き起こし得る感染

因子の一例である。ウイルスの例としては、以下のＤＮＡおよびＲＮＡのウイル

スおよびウイルス科が挙げられるがこれらに限定されない：アルボウイルス、ア

デノウイルス科、アレナウイルス科、アルテリウイルス、ビルナウイルス科、ブ

ンヤウイルス科、カルシウイルス科、サルコウイルス科（Ｃｉｒｃｏｖｉｒｉｄ

ａｅ）、コロナウイルス科、フラビウイルス科、ヘパドナウイルス科（肝炎）、

ヘルペスウイルス科（例えば、サイトメガロウイルス、単純ヘルペス、ヘルペス

帯状疱疹）、モノネガウイルス（Ｍｏｎｏｎｅｇａｖｉｒｕｓ）（例えば、パラ

ミクソウイルス科、麻疹ウイルス、ラブドウイルス科）、オルソミクソウイルス

科（例えば、インフルエンザ）、パピローマウイルス、パポバウイルス科、パル

ボウイルス科、ピコルナウイルス科、ポックスウイルス科（例えば、痘瘡または

ワクシニア）、レオウイルス科（例えば、ロタウイルス）、レトロウイルス科（

ＨＴＬＶ－Ｉ、ＨＴＬＶ－ＩＩ、レンチウイルス）、およびトガウイルス科（例

えば、ルビウイルス属）。これらの科内に入るウイルスは、以下を含むがこれら

に限定されない種々の疾患または症状を引き起こし得る：関節炎、細気管支炎（

ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｌｉｔｉｓ）、脳炎、眼性感染症（例えば、結膜炎、角膜炎

）、慢性疲労症候群、肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｅ型、慢性活動性、デルタ）、

髄膜炎、日和見感染症（例えば、ＡＩＤＳ）、肺炎、バーキットリンパ腫、水痘

、出血熱、麻疹、流行性耳下腺炎、パラインフルエンザ、狂犬病、感冒、ポリオ
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、白血病、風疹、性感染症、皮膚病（例えば、カポージ、いぼ）、およびウイル

ス血症。スタニオカルシンポリペプチドもしくはスタニオカルシンポリヌクレオ

チド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニ

ストを用いて、任意のこれらの症状または疾患が処置または検出され得る。

      【０４１２】

  同様に、疾患または症状を引き起こし得、かつスタニオカルシンポリヌクレオ

チドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、スタニオカルシンアゴニストもし

くはスタニオカルシンアンタゴニストによって処置または検出され得る細菌性因

子あるいは真菌性因子は、以下のグラム陰性細菌科およびグラム陽性細菌科なら

びに真菌を含むがこれらに限定されない：Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ（例

えば、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｎｏｒ

ｃａｒｄｉａ）、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ、Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ、Ｂａ

ｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ、Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｏｓｉｓ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌ

ａ、Ｂｏｒｒｅｌｉａ（例えば、Ｂｏｒｒｅｌｉａ  ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）

、Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ、Ｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔ

ｅｒ、Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｏｍｙｃｏｓｉｓ、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ

、Ｄｅｒｍａｔｏｃｙｃｏｓｅｓ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ（Ｋ

ｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｓｅｒｒａｔｉａ、Ｙｅｒｓｉｎ

ｉａ）、Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ、Ｌｅｇｉ

ｏｎｅｌｌｏｓｉｓ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒｏｓｉｓ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ、Ｍｙｃ

ｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｃｅａｅ（例えば、Ａｃｉｎｅ

ｔｏｂａｃｔｅｒ、Ｇｏｎｏｒｒｈｅａ、Ｍｅｎｉｇｏｃｏｃｃａｌ）、Ｐａｓ

ｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａの感染症（例えば、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｈ

ｅａｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、

Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａｃｅａｅ、Ｓｙｐｈｉｌｉ

ｓ、ならびにＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌ。これらの細菌または真菌の科は、以

下を含むがこれらに限定されない疾患または症状を引き起こし得る：菌血症、心

内膜炎、眼感染症（結膜炎、結核、ブドウ膜炎）、歯肉炎、日和見感染症（例え

ば、ＡＩＤＳに関連した感染症）、爪周囲炎、プロテーゼ関連感染症、ライター
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病、気道感染症（例えば、百日咳または蓄膿症）、敗血症、ライム病、ネコ引っ

掻き病、赤痢、パラチフス熱、食中毒、腸チフス、肺炎、淋病、髄膜炎、クラミ

ジア、梅毒、ジフテリア、ライ病、パラ結核、結核、狼瘡、ボツリヌス中毒、壊

疽、破傷風、膿痂疹、リウマチ熱、猩紅熱、性感染病、皮膚病（例えば、蜂巣炎

、皮膚真菌症（ｄｅｒｍａｔｏｃｙｃｏｓｅｓ））、毒血症、尿路感染症、創傷

感染症。スタニオカルシンポリペプチドもしくはスタニオカルシンポリヌクレオ

チド、スタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストを

用いて、任意のこれらの症状もしくは疾患を処置または検出し得る。

      【０４１３】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペ

プチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴ

ニストにより処置または検出され得る、寄生生物性因子が引き起こす疾患または

症状としては以下のファミリーが挙げられるがこれらに限定されない：アメーバ

症、バベシア症、コクシジウム症、クリプトスポリジウム症、二核アメーバ症（

Ｄｉｅｎｔａｍｏｅｂｉａｓｉｓ）、交疫、外部寄生生物性、ジアルジア鞭毛虫

症、蠕虫症、リーシュマニア症、タイレリア症、トキソプラスマ症、トリパノソ

ーマ症、およびトリコモナス（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ）症。これらの寄生生物

は、以下を含むがこれらに限定されない種々の疾患または症状を引き起こし得る

：疥癬、ツツガムシ病、眼性感染症、腸疾患（例えば、赤痢、ジアルジア鞭毛虫

症）、肝臓疾患、肺疾患、日和見感染症（例えば、ＡＩＤＳ関連）、マラリア、

妊娠合併症、およびトキソプラスマ症。スタニオカルシンポリヌクレオチドもし

くはスタニオカルシンポリペプチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしく

はスタニオカルシンアンタゴニストを用いて、任意のこれらの症状または疾患を

処置または検出し得る

  好ましくは、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポ

リペプチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアン

タゴニストは、患者に有効量のポリペプチドを投与するか、または患者から細胞

を取り出して、スタニオカルシンポリヌクレオチドをこの細胞に供給し、そして

操作した細胞を患者に戻す（エキソビボ治療）かのいずれかによるものであり得
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る。さらに、スタニオカルシンポリペプチドまたはスタニオカルシンポリヌクレ

オチドはワクチン中の抗原として用いられて、感染性疾患に対する免疫応答を惹

起し得る。

      【０４１４】

  （再生）

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、

またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストを

用いて、細胞を分化させ、増殖させ、そして誘引して、組織の再生を導き得る（

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７６：５９－８７（１９９７）を参照のこと）。組織の再生

を用いて、先天性欠損、外傷（創傷、熱傷、切開、または潰瘍）、加齢、疾患（

例えば、骨粗鬆症、変形性関節炎（ｏｓｔｅｏｃａｒｔｈｒｉｔｉｓ）、歯周病

、肝不全）、美容形成手術を含む手術、線維症、再灌流傷害、もしくは全身性サ

イトカイン損傷により損傷を受けた組織を修復、置換、または保護し得る。

      【０４１５】

  本発明を用いて再生し得る組織としては、以下が挙げられる：器官（例えば、

膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚、内皮）、筋肉（平滑筋、骨格筋、または心筋）、

血管系（血管およびリンパ管を含む）、神経、造血、および骨格（骨、軟骨、腱

、および靭帯）の組織。好ましくは、再生は、瘢痕なく、または瘢痕が低減され

て生じる。再生はまた、新脈管形成を含み得る。

      【０４１６】

  さらに、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペ

プチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴ

ニストは、治癒するのが困難な組織の再生を増加させ得る。例えば、腱／靭帯の

再生を増大させることによって、損傷後の回復時間が早まる。本発明のスタニオ

カルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、またはスタ

ニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストはまた、損傷

を回避する試みにおいて予防的に使用され得る。処置され得る特定の疾患は、腱

炎、手根管症候群、および他の腱欠損または靭帯欠損を含む。非治癒創傷の組織

再生のさらなる例としては、褥瘡性潰瘍、脈管不全、外科的創傷、および外傷性
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創傷に関連する潰瘍が挙げられる。

      【０４１７】

  同様に、神経および脳組織はまた、神経細胞を増殖および分化させるためにス

タニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチド、また

はスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストを使用

することによって再生され得る。本方法を用いて処置または検出され得る疾患と

しては、中枢神経系疾患および末梢神経系疾患、神経障害、または機械的および

外傷性の疾患（例えば、脊髄障害、頭部外傷、脳血管疾患、および発作（ｓｔｏ

ｋｅ））が挙げられる。詳細には、末梢神経傷害と関連する疾患、末梢神経障害

（例えば、化学療法または他の医学的療法から生じる）、局在神経障害、および

中枢神経系疾患（例えば、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病

、筋萎縮性側索硬化症、およびシャイ－ドレーガー症候群）はすべて、スタニオ

カルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチドまたはスタニ

オカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストを用いて処置ま

たは検出され得る。

      【０４１８】

  （走化性）

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチドま

たはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは、

走化性活性を有し得る。走化性分子は、細胞（例えば、単球、線維芽細胞、好中

球、Ｔ細胞、肥満細胞、好酸球、上皮細胞および／または内皮細胞）を、身体中

の特定の部位（例えば、炎症、感染、または過剰増殖の部位）に誘引または動員

する。次いで、動員された細胞は、特定の外傷または異常性を撃退および／また

は治癒し得る。

      【０４１９】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチドま

たはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストは、

特定の細胞の走化性活性を増大し得る。次いで、これらの走化性分子を使用して

、身体中の特定の位置に標的化した細胞の数を増加させることによって、炎症、
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感染、過剰増殖性の疾患、または任意の免疫系障害を処置し得る。例えば、走化

性分子を使用して、傷害を受けた位置に免疫細胞を誘引することによって、組織

に対する創傷および他の外傷を処置し得る。走化性分子としてスタニオカルシン

はまた、線維芽細胞を誘引し得、これは創傷を処置するために使用され得る。

      【０４２０】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドもしくはスタニオカルシンポリペプチドま

たはスタニオカルシンアゴニストもしくはスタニオカルシンアンタゴニストが走

化性活性を阻害し得ることもまた意図される。これらの分子はまた、疾患を処置

、するために使用され得る。従って、スタニオカルシンポリヌクレオチドもしく

はスタニオカルシンポリペプチド、またはスタニオカルシンアゴニストもしくは

スタニオカルシンアンタゴニストは、走化性のインヒビターとして使用され得る

。

      【０４２１】

  （結合活性）

  スタニオカルシンポリペプチドは、このスタニオカルシンに結合する分子、ま

たはこのスタニオカルシンが結合する分子についてスクリーニングするために使

用され得る。このスタニオカルシンとこの分子との結合は、結合したスタニオカ

ルシンまたは分子の活性を活性化（アゴニスト）、増大、阻害（アンタゴニスト

）、または減少させ得る。そのような分子の例としては、抗体、オリゴヌクレオ

チド、タンパク質（例えば、レセプター）、または低分子が挙げられる。

      【０４２２】

  好ましくは、この分子は、スタニオカルシンの天然のリガンド（例えば、リガ

ンドのフラグメント）、または天然の基質、リガンド、構造的模倣物、もしくは

機能的模倣物に密接に関連する（Ｃｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔ

ｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  １（２）：第５章（１９９１）を参

照のこと）。同様に、この分子は、スタニオカルシンが結合する天然のレセプタ

ー、または少なくとも、スタニオカルシン（例えば、活性部位）によって結合さ

れ得るレセプターのフラグメントに密接に関連し得る。いずれの場合においても

、この分子は、公知の技術を用いて合理的に設計され得る。
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      【０４２３】

  好ましくは、これらの分子についてのスクリーニングは、分泌タンパク質とし

てかまたは細胞膜上のいずれかでスタニオカルシンを発現する適切な細胞を産生

する工程を包含する。好ましい細胞としては、哺乳動物、酵母、Ｄｒｏｓｏｐｈ

ｉｌａ、またはＥ．ｃｏｌｉ由来の細胞が挙げられる。次いで、このポリペプチ

ドを発現する細胞（または、発現されたポリペプチドを含む細胞膜）を、好まし

くは、スタニオカルシンまたはこの分子のいずれかの結合、活性の刺激、または

活性の阻害を観察するための分子を潜在的に含む試験化合物と接触させる。

      【０４２４】

  アッセイは、スタニオカルシンへの候補化合物の結合を単純に試験し得、ここ

で結合は、標識によって、または標識された競合物との競合に関するアッセイに

おいて検出される。さらに、アッセイは、候補化合物がスタニオカルシンへの結

合によって生成されるシグナルを生じるか否かを試験し得る。

      【０４２５】

  あるいは、アッセイは、無細胞調製物、固体支持体に接着されたポリペプチド

／分子、化学ライブラリー、または天然産物の混合物を用いて実施され得る。ア

ッセイはまた、候補化合物を、スタニオカルシンを含む溶液と混合する工程、ポ

リペプチド／分子の活性または結合を測定する工程、およびスタニオカルシン／

分子の活性または結合を、標準と比較する工程を単純に包含し得る。

      【０４２６】

  好ましくは、ＥＬＩＳＡアッセイは、モノクローナル抗体またはポリクローナ

ル抗体を用いて、サンプル（例えば、生物学的サンプル）におけるスタニオカル

シンのレベルまたは活性を測定し得る。抗体は、スタニオカルシンへの直接的も

しくは間接的のいずれかの結合、または基質についてのポリペプチドとの競合に

よって、スタニオカルシンのレベルまたは活性を測定し得る。

      【０４２７】

  さらに、本発明のスタニオカルシンが結合するレセプターは、当業者に公知の

多くの方法（例えば、リガンドパニングおよびＦＡＣＳソーティング（Ｃｏｌｉ

ｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎ．，１（２
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）、第５章（１９９１））によって同定され得る。例えば、発現クローニングは

、ポリアデニル化ＲＮＡがこのポリペプチドに応答する細胞から調製される場合

に用いられ、例えば、ＮＩＨ３Ｔ３細胞（これは、ＦＧＦファミリータンパク質

に対する複数のレセプターを含むことが公知である）、およびＳＣ－３細胞、お

よびこのＲＮＡから作製されたｃＤＮＡライブラリーは、プールに分けられ、そ

してこのポリペプチドに応答性でないＣＯＳ細胞または他の細胞をトランスフェ

クトするために使用される。ガラススライド上で増殖しているトランスフェクト

された細胞は、それらを標識化した後に、本発明のポリペプチドに曝露される。

このポリペプチドは、種々の手段（部位特異的プロテインキナーゼに対する認識

部位のヨウ素化または封入を含む）によって標識化され得る。

      【０４２８】

  固定化およびインキュベーション後、スライドは、オートラジオグラフィー分

析に供される。陽性プールを同定し、そしてサブプールを、反復性のサププール

化および再スクリーニングプロセスを使用して調製および再びトランスフェクト

して、最終的に推定レセプターをコードする単一のクローンを生じる。

      【０４２９】

  レセプター同定のための代替のアプローチとして、標識ポリペプチドは、レセ

プター分子を発現する調製物を、細胞膜と光親和性に連結し得るか、または抽出

し得る。架橋された材料は、ＰＡＧＥ分析によって分離され、そしてＸ線フィル

ムに曝露される。ポリペプチドのレセプターを含む標識複合体が切り出され得、

ペプチドフラグメントへと分離され得、そしてタンパク質微量配列決定に供され

得る。微量配列決定から得られるアミノ酸配列を使用して、１組の縮重オリゴヌ

クレオチドプローブを設計してｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングし、推定

レセプターをコードする遺伝子を同定する。

      【０４３０】

  さらに、遺伝子シャッフリング、モチーフシャッフリング、エキソンシャッフ

リング、および／またはコドンシャッフリングの技術（集合的に「ＤＮＡシャッ

フリング」という）を利用して、スタニオカルシンの活性を調節し得、それによ

ってスタニオカルシンのアゴニストおよびアンタゴニストを効果的に生成する。
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一般に、米国特許第５，６０５，７９３号、同第５，８１１，２３８号、同第５

，８３０，７２１号、同第５，８３４，２５２号、および同第５，８３７，４５

８号、ならびにＰａｔｔｅｎ，Ｐ．Ａ．ら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｂｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌ．８：７２４～３３（１９９７）；Ｈａｒａｙａｍａ，Ｓ．Ｔｒ

ｅｎｄｓ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６（２）：７６～８２（１９９８）；Ｈａ

ｎｓｓｏｎ，Ｌ．Ｏ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８７：２６５～７６（１９

９９）；ならびにＬｏｒｅｎｚｏ，Ｍ．Ｍ．およびＢｌａｓｃｏ，Ｒ．Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ２４（２）：３０８～１３（１９９８）（これらの特許お

よび刊行物の各々は、本明細書において参考として援用される）を参照のこと。

１つの実施態様において、スタニオカルシンポリヌクレオチドおよび対応するポ

リペプチドの変更は、ＤＮＡシャッフリングによって達成され得る。ＤＮＡシャ

ッフリングは、相同組換えまたは部位特異的な組換えによる、２つ以上のＤＮＡ

セグメントの、所望のスタニオカルシンの分子への構築を含む。別の実施態様に

おいて、本発明のポリヌクレオチドおよび対応するポリペプチドは、組換えの前

に、誤りがちな（ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ）ＰＣＲ、ランダムヌクレオチド挿入

または他の方法によるランダム変異誘発に供することによって、変更され得る。

別の実施態様において、スタニオカルシンの１つ以上の成分、モチーフ、切片、

部分、ドメイン、フラグメントなどは、１つ以上の異種分子の１つ以上の成分、

モチーフ、切片、部分、ドメイン、フラグメントなどと組換えられ得る。好まし

い実施態様において、この異種分子は、ファミリーのメンバーである。さらに好

ましい実施態様において、この異種分子は、例えば、血小板由来増殖因子（ＰＤ

ＧＦ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ－Ｉ）、トランスホーミング増殖因子（

ＴＧＦ）－α、表皮増殖因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、ＴＧ

Ｆ－β、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－

６、ＢＭＰ－７、アクチビンＡおよびアクチビンＢ、デカペンタプレジック（ｄ

ｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃ）（ｄｐｐ）、６０Ａ、ＯＰ－２、ドーサリン（

ｄｏｒｓａｌｉｎ）、増殖分化因子（ＧＤＦ）、結節（ｎｏｄａｌ）、ＭＩＳ、

インヒビン－α、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β３、ＴＧＦ－β５、

および神経膠由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）のような増殖因子である。
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      【０４３１】

  他の好ましいフラグメントは、スタニオカルシンの生物学的に活性なスタニオ

カルシンフラグメントである。生物学的に活性なフラグメントは、このポリぺプ

チドの活性に類似の活性を示すが、必ずしも同一ではないフラグメントである。

このフラグメントの生物学的活性は、改善された所望の活性、または減少した所

望されない活性を含み得る。

      【０４３２】

  さらに、本発明は、本発明のポリペプチドの作用を調節する化合物を同定する

ために化合物をスクリーニングする方法を提供する。このようなアッセイの例は

、哺乳動物線維芽細胞、本発明のポリペプチド、スクリーニングされるべき化合

物および3[Ｈ]チミジンを、線維芽細胞が通常増殖する細胞培養条件下で合わせ

る工程を包含する。コントロールアッセイは、スクリーニングされるべき化合物

の非存在下で実施され得、そしてこの化合物の存在下での線維芽細胞の増殖の量

と比較して、各々の場合における3[Ｈ]チミジンの取り込みの決定によって、こ

の化合物が増殖を刺激するか否かを決定し得る。線維芽細胞の増殖の量は、3[Ｈ

]チミジンの取り込みを測定する液体シンチレーションクロマトグラフィーによ

って測定される。アゴニスト化合物およびアンタゴニスト化合物の両方が、この

手順により同定され得る。

      【０４３３】

  別の方法において、本発明のポリペプチドに対するレセプターを発現する哺乳

動物細胞または膜調製物は、この化合物の存在下において標識化した本発明のポ

リペプチドとともにインキュベートされる。次いで、この化合物がこの相互作用

を増強またはブロックする能力が、測定され得る。あるいは、スクリーニングさ

れるべき化合物の相互作用に従う既知のセカンドメッセンジャー系の応答および

スタニオカルシンレセプターが測定され、そしてこの化合物がこのレセプターに

結合し、そしてセカンドメッセンジャー応答を誘発する能力を測定して、この化

合物が潜在的なアゴニストまたはアンタゴニストであるか否かを決定する。この

ようなセカンドメッセンジャー系には、ｃＡＭＰグアニル酸シクラーゼ、イオン

チャネルまたはホスホイノシチド加水分解が挙げられるが、これらに限定されな
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い。

      【０４３４】

  これらの上記のアッセイの全ては、診断マーカーまたは予後マーカーとして使

用され得る。これらのアッセイを用いて発見される分子は、スタニオカルシン／

分子を活性化または阻害することによって、疾患を処置または患者に特定の結果

（例えば、血管増殖）をもたらすために使用され得る。さらに、アッセイは、適

切に操作された細胞または組織からのスタニオカルシンの産生を阻害または増強

し得る因子を発見し得る。従って、本発明は、以下の工程を含むスタニオカルシ

ンに結合する化合物を同定する方法を包含する：（ａ）候補結合化合物をスタニ

オカルシンとともにインキュベートする工程；および（ｂ）結合が生じたか否か

を決定する工程。さらに、本発明は、以下の工程を含むアゴニスト／アンタゴニ

ストを同定する方法を包含する：（ａ）候補化合物をスタニオカルシンとともに

インキュベートする工程、（ｂ）生物学的活性をアッセイする工程、および（ｃ

）スタニオカルシンの生物学的活性が改変されているか否かを決定する工程。

      【０４３５】

  また、タンパク質のポリペプチド配列に含まれるβプリーツシート領域（図３

および表１に開示される）を使用することによって、実験的に本発明のポリペプ

チドを結合する分子を同定し得る。

従って、本発明の特定の実施形態は、図３／表１に開示された各々のβプリーツ

シート領域のアミノ酸配列を含むか、あるいはそのアミノ酸配列からなるポリペ

プチドをコードするポリヌクレオチドに関する。本発明のさらなる実施形態は、

図３／表１に開示されたβプリーツシート領域の任意の組み合わせもしくは全て

を含むか、あるいはそれらからなるスタニオカルシンをコードするポリヌクレオ

チドに関する。本発明のさらに好ましい実施形態は、図３／表１に開示された各

々のβプリーツシート領域のスタニオカルシンアミノ酸配列を含むか、あるいは

そのスタニオカルシンアミノ酸配列からなるポリペプチドに関する。本発明のさ

らなる実施形態は、図３／表１に開示されるβプリーツシート領域の任意の組み

合わせまたは全てを含むか、あるいはそれらからなるスタニオカルシンポリペプ

チドに関する。
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      【０４３６】

  （アンチセンスおよびリボザイム（アンタゴニスト））

  特定の実施形態において、本発明に従うアンタゴニストは、配列番号１に含ま

れる配列またはその相補鎖に対応する核酸および／開示されるクローンに含まれ

るヌクレオチド配列に対応する核酸である。１つの実施形態において、アンチセ

ンス配列は、生物体により内部で生成され、別の実施形態において、アンチセン

ス配列は別々に投与される（例えば、Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ，Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．

５６：５６０（１９９１）を参照のこと）。Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏ

ｔｉｄｅｓ  ａｓ  Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎ

ｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，ＦＬ

（１９８８）。アンチセンス技術を使用して、アンチセンスＤＮＡもしくはＲＮ

Ａを通してか、または３重らせんの形成を通して遺伝子発現を制御し得る。アン

チセンス技術は、例えば、Ｏｋａｎｏ，Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．５６：５６０（１

９９１）；Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  ａｓ  Ａｎｔｉｓｅ

ｎｓｅ  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＲ

Ｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，ＦＬ（１９８８）に考察される。３重

らせん形成は、例えば、Ｌｅｅら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅａｒ

ｃｈ  ６：３０７３（１９７９）；Ｃｏｏｎｅｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４１：

４５６（１９８８）；およびＤｅｒｖａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５１：１３０

０（１９９１）において考察される。これらの方法は、相補的なＤＮＡまたはＲ

ＮＡへのポリヌクレオチドの結合に基づく。

      【０４３７】

  例えば、本発明の成熟ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの５’コー

ド部分を使用して、約１０～４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオ

チドを設計し得る。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に関与する遺伝子の領域

に相補的であるように設計され、それにより転写およびレセプターの産生を阻害

する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドは、インビボでｍＲＮＡにハイブ

リダイズし、そしてｍＲＮＡ分子のレセプターポリペプチドへの翻訳をブロック

する。
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      【０４３８】

  １つの実施形態において、本発明のスタニオカルシンアンチセンス核酸は、外

来の配列からの転写により細胞内で産生される。例えば、ベクターまたはその一

部が転写され、本発明のアンチセンス核酸（ＲＮＡ）を産生する。このようなベ

クターは、スタニオカルシンアンチセンス核酸をコードする配列を含む。このよ

うなベクターは、それが転写されて所望のアンチセンスＲＮＡを産生し得る限り

、エピソームを保持し得るか、または染色体に組込まれ得る。このようなベクタ

ーは、当該分野において標準的な組換えＤＮＡ技術方法により構築され得る。ベ

クターは、脊椎動物細胞において複製および発現のために使用される、当該分野

で公知のプラスミド、ウイルスなどであり得る。スタニオカルシンをコードする

配列またはそのフラグメントの発現は、脊椎動物、好ましくはヒト細胞において

作用する、当該分野で公知の任意のプロモーターにより得る。そのようなプロモ

ーターは、誘導性または構成性であり得る。このようなプロモーターは、ＳＶ４

０初期プロモーター領域（ＢｅｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ、Ｎａｔｕｒ

ｅ、２９：３０４－３１０（１９８１））、ラウス肉腫ウイルスの３’長末端反

復に含まれるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏら、Ｃｅｌｌ、２２：７８７－７

９７（１９８０））、ヘルペスチミジンプロモーター（Ｗａｇｎｅｒら、Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４１－１４４５（１

９８１））、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら、Ｎａｔ

ｕｒｅ、２９６：３９－４２（１９８２））などが挙げられるが、これらに限定

されない。

      【０４３９】

  本発明のアンチセンス核酸は、少なくともスタニオカルシン遺伝子のＲＮＡ転

写物の一部に相補的な配列を含む。しかし、完全に相補的であることは好ましい

が、必要ではない。本明細書中で言及される「少なくともＲＮＡの一部に相補的

な」配列は、ＲＮＡとハイブリダイズし得るに十分な相補性を有し、安定な二重

鎖を形成する配列を意味し；従って、スタニオカルシンの二本鎖アンチセンス核

酸の場合において、二重鎖ＤＮＡの一本鎖が試験され得るか、または三重鎖形成

がアッセイされ得る。ハイブリダイズする能力は、相補性の程度およびアンチセ
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ンス核酸の長さの両方に依存する。一般的に、ハイブリダイズする核酸が長いほ

ど、スタニオカルシンのＲＮＡ配列とのより多くの塩基ミスマッチを含み得、こ

れは、安定な二重鎖（または三重鎖の場合もあり得る）を含み得、そしてなお形

成し得る。当業者は、ハイブリダイズ複合体の融点を決定するために標準的な手

順を使用することによりミスマッチの許容の程度を確認し得る。

      【０４４０】

  メッセージの５’末端に相補的であるオリゴヌクレオチド（例えば、ＡＵＧ開

始コドンまででかつＡＵＧ開始コドンを含む５’非翻訳配列）は、翻訳の阻害の

際に最も効率的に働くべきである。しかし、ｍＲＮＡの３’非翻訳配列に相補的

な配列は、同様にｍＲＮＡの翻訳を阻害する際に有効であることが示された。一

般的に、Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．、Ｎａｔｕｒｅ  ３７２：３３３－３５（１９９４

）を参照のこと。従って、図１Ａ－Ｂに示されるスタニオカルシンの５’－また

は３’－の非翻訳非コード領域のいずれかに相補的なオリゴヌクレオチドは、内

因性スタニオカルシンｍＲＮＡの翻訳を阻害するアンチセンスアプローチに使用

され得る。ｍＲＮＡの５’非翻訳領域に相補的なオリゴヌクレオチドは、ＡＵＧ

開始コドンの相補物を含むべきである。ｍＲＮＡコード領域に相補的なアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドは、翻訳のあまり効率的でないインヒビターであるが、

本発明に従って使用され得る。スタニオカルシンｍＲＮＡの５’領域、３’領域

またはコード領域にハイブリダイズするように設計されるか否かにかかわらず、

アンチセンス核酸は、少なくとも６ヌクレオチド長であるべきであり、そして好

ましくは６～約５０ヌクレオチド長にわたるオリゴヌクレオチドである。特定の

局面において、このオリゴヌクレオチドは、少なくとも１０ヌクレオチド、少な

くとも１７ヌクレオチド、少なくとも２５ヌクレオチドまたは少なくとも５０ヌ

クレオチドである。

      【０４４１】

  本発明のポリヌクレオチドは、ＤＮＡ、もしくはＲＮＡ、またはキメラ混合物

、あるいはそれらの誘導体もしくは改変バージョン、一本鎖、または二本鎖であ

り得る。このオリゴヌクレオチドは、塩基部分、糖部分、またはリン酸骨格で改

変されて、例えば、分子の安定性、ハイブリダーゼーションなどを改善し得る。
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このオリゴヌクレオチドは、ペプチドのような他の付加基（例えば、インビボに

おいて宿主細胞レセプターを標的化するために）、または細胞膜を通した輸送を

促進する因子（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－５６（１９８９）；Ｌｅｍａｉｔｒｅ

ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８－６５２（１９８７

）；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を参照のこと）、または血液脳関門（

例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３４を参照のこと）、ハイブリダイゼ

ーション誘引切断剤（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ－ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ  ｃｌ

ｅａｖａｇｅ  ａｇｅｎｔ）（例えば、Ｋｒｏｌら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｓ、６：９５８－９７６（１９８８）を参照のこと）、またはインターカレート

剤（例えば、Ｚｏｎ，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９－５４９（１９８８）を

参照のこと）を含み得る。この目的のために、オリゴヌクレオチドは、別の分子

（例えば、ペプチド、ハイブリダーゼーション誘引架橋剤、輸送剤、ハイブリダ

イゼーション誘引切断剤など）に結合体化され得る。

      【０４４２】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの改変された塩基部分を

含み得、この塩基部分は、以下を含むがそれらに限定されない群から選択される

：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨー

ドウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カル

ボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２

－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシ

ル、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデ

ニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、

２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシ

トシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシ

ル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルキュー

オシン、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２

－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ

）、ワイブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシル、キュ
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ーオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシ

ル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチル

エステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、

３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）

ｗ、および２，６－ジアミノプリン。

      【０４４３】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、以下を含むがそれらに限定されない

群から選択される少なくとも１つの改変された糖部分を含み得る：アラビノース

、２－フルオロアラビノース、キシルロース、およびヘキソース。

      【０４４４】

  さらなる別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、以下を

含むがそれらに限定されない群から選択される少なくとも１つの改変されたリン

酸骨格を含む：ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロアミドチ

オエート、ホスホロアミデート（ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄａｔｅ）、ホスホロ

ジアミデート、メチルホスホネート、アルキルホスホトリエステル、およびホル

ムアセタール（ｆｏｒｍａｃｅｔａｌ）またはそれらのアナログ。

      【０４４５】

  さらに別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ａ－アノ

マーオリゴヌクレオチドである。ａ－アノマーオリゴヌクレオチドは、相補的な

ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイブリッドを形成し、通常のｂ－ユニットとは反対に

、その鎖は互いに平行に延びる（Ｇａｕｔｉｅｒら、１９８７、Ｎｕｃｌ．Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ．、１５：６６２５－６６４１）。このオリゴヌクレオチドは、

２’－０－メチルリボヌクレオチドであるか（Ｉｎｏｕｅら、１９８７、Ｎｕｃ

ｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．、１５：６１３１－６１４８）、またはキメラＲＮＡ

－ＤＮＡアナログである（Ｉｎｏｕｅら、１９８７、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２１

５：３２７－３３０）。

      【０４４６】

  本発明のポリヌクレオチドは当該分野で公知の標準的な方法（例えば、自動Ｄ

ＮＡ合成機（このような装置はＢｉｏｓｅａｒｃｈ，Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓ
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ｙｓｔｅｍｓなどから市販されている）の使用により）により合成され得る。例

えば、ホスホロチオエートオリゴヌクレオチドは、Ｓｔｅｉｎらの方法（１９８

８、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１６：３２０９）により合成され得、メチ

ルホスホネートオリゴヌクレオチドは、コントロールドポアガラス（ｃｏｎｔｒ

ｏｌｌｅｄ  ｐｏｒｅ  ｇｌａｓｓ）ポリマー支持体（Ｓａｒｉｎら、１９８８

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：７４４８－７４

５１）などの使用により調製され得る。

      【０４４７】

  一方、スタニオカルシンをコードするコード領域配列に相補的なアンチセンス

ヌクレオチドが、使用され得、転写された非翻訳領域に相補的なアンチセンスヌ

クレオチドが最も好ましい。

      【０４４８】

  本発明に従う潜在的なアンタゴニストはまた、触媒ＲＮＡ、すなわちリボザイ

ムを含む（例えば、１９９０年１０月４日に公開された国際出願公開番号ＷＯ  

９０／１１３６４；Ｓａｒｖｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４７：１２２２－１２

２５（１９９０）を参照のこと）。部位特異的な認識配列でｍＲＮＡを切断する

リボザイムは、スタニオカルシンをコードするｍＲＮＡを破壊するために使用さ

れ得るが、ハンマーヘッド型リボザイムの使用が好ましい。ハンマーヘッド型リ

ボザイムは、標的ｍＲＮＡと相補的な塩基対を形成する隣接境域によって指示さ

れる位置においてｍＲＮＡを切断する。唯一の要件は、標的ｍＲＮＡが以下の２

つの塩基配列：５’－ＵＧ－３’を有することである。ハンマーヘッド型リボザ

イムの構築および作製は、当該分野において周知であり、そしてＨａｓｅｌｏｆ

ｆおよびＧｅｒｌａｃｈ、Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５－５９１（１９８８）

においてより十分に記載される。スタニオカルシン（図１Ａ～Ｂ）をコードする

ヌクレオチド配列中において、多数の潜在的なハンマーヘッド型リボザイム切断

部位が存在する。好ましくは、リボザイムは、切断認識部位が、スタニオカルシ

ンｍＲＮＡの５’末端の近傍に位置するように；すなわち、効率を増大させ、そ

して非機能的なｍＲＮＡ転写物の細胞内蓄積を最小化するように操作される。

      【０４４９】
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  アンチセンスアプローチにおけるのと同様に、本発明のリボザイムは、修飾さ

れたオリゴヌクレオチドから構成され得（例えば、安定性の改善、標的化などの

ために）、そしてインビボでスタニオカルシンを発現する細胞に送達されるべき

である。リボザイムをコードするＤＮＡ構築物は、アンチセンスをコードするＤ

ＮＡの導入についての上記と同様の様式で細胞に導入され得る。送達の好ましい

方法は、強力な構成的プロモーター（例えば、ｐｏｌＩＩＩプロモーターまたは

ｐｏｌＩＩプロモーター）の制御下でリボザイムを「コードする」ＤＮＡ構築物

を使用して、その結果、トランスフェクトされた細胞は、内因性スタニオカルシ

ンメッセージを破壊し、そしてこれらの翻訳を妨害するのに十分な量のリボザイ

ムを産生することを包含する。リボザイムは、アンチセンス分子とは違って触媒

性であるので、より低い細胞内濃度が効率のために必要である。

      【０４５０】

  アンタゴニスト／アゴニスト化合物を利用して、腫瘍性の細胞および組織上で

の本発明のポリペプチドの細胞増殖（ｇｒｏｗｔｈ）および増殖（ｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎ）効果を阻害し得る。すなわち、腫瘍の新脈管形成を刺激し、そ

れにより異常な細胞成長および増殖を（例えば、腫瘍の形成または増殖において

）遅延または防止する。

      【０４５１】

  アンタゴニスト／アゴニストをまた利用して、血管過多の疾患をも予防し得、

そして水晶体嚢外白内障（ｅｘｔｒａｃａｐｓｕｌａｒ  ｃａｔａｒａｃｔ）手

術後の上皮レンズ細胞の増殖をも予防する。本発明のポリペプチドのマイトジェ

ン活性の防止はまた、例えば、バルーン血管形成術後の再狭窄のような場合に要

求され得る。

      【０４５２】

  アンタゴニスト／アゴニストをまた利用して、創傷治癒の間の瘢痕組織の増殖

をも予防し得る。

      【０４５３】

  アンタゴニスト／アゴニストをまた利用して、本明細書中に記載される疾患を

も処置し得る。
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      【０４５４】

  （他の活性）

  本発明のポリペプチドは、血管内皮細胞増殖を刺激する能力の結果として、種

々の疾患状態（例えば、血栓症、動脈硬化、および他の心臓血管の状態）に起因

する虚血組織の血管再生を刺激するための処置において利用され得る。これらの

ポリペプチドをまた利用して、上記で議論されるように新脈管形成および肢の再

形成を刺激し得る。

      【０４５５】

  本発明のポリペプチドをまた、傷害、熱傷、手術後組織修復、および瘢痕に起

因する創傷の処置にも利用し得る。なぜなら、それらは異なる起源の種々の細胞

（例えば、線維芽細胞および骨格筋細胞）に対してマイトジェン性であり、それ

ゆえダメージを受けた組織または疾患組織の修復または置換を促進する能力を有

するからである。

      【０４５６】

  本発明のポリペプチドをまた使用して、ニューロンの成長を刺激し、そして特

定のニューロンの障害または神経変性状態（例えば、アルツハイマー病、パーキ

ンソン病、およびＡＩＤＳ関連複合体）において生じるニューロンのダメージを

処置および予防し得る。スタニオカルシンは、軟骨細胞増殖を刺激する能力を有

し得、それゆえ、骨および歯周の再形成を増強し、そして組織移植片または骨の

移植片における補助のために利用され得る。

      【０４５７】

  本発明のポリペプチドをまた利用して、ケラチノサイト増殖を刺激することに

より、日焼けに起因する皮膚の老化を予防し得る。

      【０４５８】

  スタニオカルシンポリペプチドはまた、毛の損失を予防するために使用され得

る。なぜなら、ＦＧＦファミリメンバーは、毛形成細胞を活性化し、そしてメラ

ノサイト増殖を促進する。同じ様式で、本発明のポリペプチドを使用して、他の

サイトカインと共に使用した場合に、造血細胞および骨髄細胞の増殖および分化

を刺激し得る。
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      【０４５９】

  スタニオカルシンポリペプチドをまた利用して、移植前の器官を維持し得るか

、または初代組織の細胞培養を支持するために使用し得る。

      【０４６０】

  スタニオカルシンポリペプチドはまた、初期胚における分化のための中胚葉起

源の組織を誘導するために利用され得る。

      【０４６１】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチド、ならびにスタニオカ

ルシンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、先に議論されるように、造血

系統に加えて胚性幹細胞の分化または増殖を増加または減少し得る。

      【０４６２】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチド、ならびにスタニオカ

ルシンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、哺乳動物の特徴（例えば、身

長、体重、毛の色、眼の色、皮膚、脂肪組織の割合、色素沈着、大きさ、および

形（例えば、美容外科））を調節するために使用され得る。同様に、スタニオカ

ルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチド、ならびにスタニオカルシンのアゴ

ニストまたはアンタゴニストは、異化作用、同化作用、プロセシング、利用、お

よびエネルギーの貯蔵に影響を及ぼす哺乳動物の代謝を調節するために使用され

得る。

      【０４６３】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチド、ならびにスタニオカ

ルシンのアゴニストまたはアンタゴニストは、バイオリズム、カリカディック（

ｃａｒｉｃａｄｉｃ）リズム、うつ病（抑うつ性障害を含む）、暴力の傾向、痛

みへの耐性、生殖能力（好ましくは、アクチビンまたはインヒビン様活性によっ

て）、ホルモンレベルもしくは内分泌レベル、食欲、性欲、記憶、ストレス、ま

たは他の認知の質に影響を及ぼすことによって、哺乳動物の精神状態または身体

状態を変更するために使用され得る。

      【０４６４】

  スタニオカルシンポリヌクレオチドまたはポリペプチド、ならびにスタニオカ
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ルシンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、例えば、貯蔵能力、脂肪含有

量、脂質、タンパク質、炭水化物、ビタミン、ミネラル、補因子、または他の栄

養成分を増加または減少させるような食品添加物または保存剤として使用され得

る。

      【０４６５】

  上記に列挙される用途は、広範な種々の宿主において使用される。このような

宿主としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ヒト、ネズミ、ウサ

ギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、マウス、ラット、ハムスター、ブタ、ミ

ニブタ（ｍｉｃｒｏ  ｐｉｇ）、ニワトリ、ヤギ、ウシ、ヒツジ、イヌ、ネコ、

非ヒト霊長類、およびヒト。特定の実施形態において、宿主は、マウス、ウサギ

、ヤギ、モルモット、ニワトリ、ラット、ハムスター、ブタ、ヒツジ、イヌまた

はネコである。好ましい実施形態において、宿主は哺乳動物である。最も好まし

い実施形態において、宿主は、ヒトである。

      【０４６６】

  本発明を一般的に記載してきたが、同じことが、以下の実施例を参照してより

容易に理解される。これらの実施例は、例示目的で提供され、限定するものとし

て意図されない。

      【０４６７】

  本発明を一般的に記載してきたが、同じことが、以下の実施例を参照してより

容易に理解される。これらの実施例は、例示目的で提供され、限定するものとし

て意図されない。

      【０４６８】

  （実施例）

  （実施例１：スタニオカルシン（ＳＴＣ）は低酸素状態の損傷効果から神経細

胞を保護する）

  本実施例は、組換えスタニオカルシンでの培養神経細胞の処理が、それらのリ

ン酸の取り込みを刺激したことを開示する。スタニオカルシンｃＤＮＡのトラン

スフェクションによるスタニオカルシンの発現は、低酸素ストレスに対する、お

よびタプシガルジンでの処理によって誘導される細胞内カルシウムの動員に対す
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る、増加された耐性を付与した。スタニオカルシン発現の上方制御された細胞内

再分配が、梗塞された領域における「半影」として、ヒトおよびラットの脳ニュ

ーロンに見られた。まとめて考えると、これらの知見は、スタニオカルシンが、

虚血およびカルシウム媒介細胞死によってチャレンジされた最終分化されたニュ

ーロン細胞の完全性の、維持および保護における重要な役割を果たすことを示す

。

      【０４６９】

  （方法）

  （細胞培養および試薬）

  Ｐａｊｕ細胞株（Ｐａｊｕ／ＷＴ）を、本発明者の実験室において、広範に拡

がった転移性神経堤由来腫瘍を有する１６歳の少女の胸膜液から確立した。この

細胞は、ＲＰＭＩ－１６４０培地（１０％ウシ胎仔血清、ペニシリンＧ（５０ｍ

ｇ／ｍｌ）、硫酸ストレプトマイシン（５０ｍｇ／ｍｌ）、および１ｍＭ  グル

タミンを補充した）において増殖し、表面に接着する。

      【０４７０】

  継代培養のために、細胞を、０．５Ｍ  ＥＤＴＡでの処理によって脱着させた

。ヒト組換えスタニオカルシン（ｈＳＴＣ）およびｈＳＴＣに対するウサギ抗血

清を、上記のように調製した。タプシガルジンを、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ（Ｃａ

ｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ  Ｃｏｒｐ．Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，Ｃ

Ａ，ＵＳＡ）から購入した。

      【０４７１】

  （細胞生存度アッセイおよびＡＴＰモニタリングのためのルシフェラーゼアッ

セイ）

  細胞生存度アッセイを、トリパンブルー排除によってアッセイした（ＢＤＨ  

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｅｎｇｌａｎｄ）。ＡＴＰを、ＡＴＰモニタリングキット

（ＢｉｏＯｒｂｉｔ，Ｔａｍｐｅｒｅ，Ｆｉｎｌａｎｄ）によって、製造業者の

指示書に従い、定量した。手短には、細胞を、１％  Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００

を含むルシフェラーゼ緩衝液中で溶解し、そしてＡＴＰ依存活性を、ルミノメー

ター（ＢｉｏＯｒｂｉｔ，Ｔａｍｐｅｒｅ，Ｆｉｎｌａｎｄ）によってモニター
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した。

      【０４７２】

  （ウエスタンブロッティング）

  細胞を、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、０．２ｍＭ  ＥＤＴＡ

、３％  ＮＰ４０、２ｍＭ  オルトバナジン酸、５０ｍＭ  ＮａＦ、１０ｍＭ  

ＮａＰＰｉ、１００ｍＭ  ＮａＣｌおよび各１０μｇ／ｍｌのアプロチニンおよ

びロイペプチンを含有する氷冷緩衝液中で、１０分間溶解させた。サンプルを、

１５分間、１４０００ｇで遠心分離し、そして上清を回収した。各サンプルの３

０μｇのタンパク質を、還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、ニトロ

セルロース膜に電気泳動的に転写した。この膜を、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ

（ｐＨ８．０）、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００中の３％Ｂ

ＳＡで、２時間処理した。免疫ブロッティングを、１：１０００希釈のヒトスタ

ニオカルシン抗体に対するウサギ抗体、それに続く、抗ウサギＩｇに対するペル

オキシダーゼ結合体化二次ヤギ抗体で行った。ブロットを、増強化学ルミネセン

ス（ＥＣＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ、ＵＫ）によって発色させた。

      【０４７３】

  （免疫組織化学）

  組織を、４％緩衝化ホルムアルデヒド中に固定し、従来的に処理し、そしてパ

ラフィン包理した。４μｍ厚の切片を、３－アミノプロピルトリエトキシ－シラ

ン（ＡＰＥＳ）（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）をコートした

スライド上にマウントし、１２時間、３７℃で乾燥させた。脱パラフィン化し、

そして再水和させた切片を、マイクロ波オーブン中で処理し、そしてメタノール

－ペルヒドロール溶液（無水メタノール中０．５％過酸化水素）で、室温にて３

０分間処理し、内因性ペルオキシダーゼ活性をブロックした。免疫組織化学的染

色を、記載のように行った。スタニオカルシン抗体での染色は、組換えスタニオ

カルシンタンパク質および正常ウサギ血清（コントロールとして機能する）に行

った（ｐｒｅａｂｓｏｒｂ）。

      【０４７４】

  （発現ベクター構築およびトランスフェクション）
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  全長オープンリーディングフレームを含むヒトスタニオカルシンｃＤＮＡを、

ｐｃＤＮＡ３発現ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のＢａｍＨＩ部位にクロー

ン化した。Ｐａｊｕ細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ  Ｒｅａｇｅｎｔを用

いて、製造業者（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ）の指示に従って、５μｇのベクター構築

物を用いてトランスフェクトした。トランスフェクトした細胞を、３週間Ｇ４１

８（７００μｇ／ｍｌ）に対する耐性について選択し、そして単一の細胞をクロ

ーン化した（Ｐａｊｕ／ＳＴＣ）。コントロール細胞を、空のベクターを用いて

トランスフェクトした（Ｐａｊｕ／Ｃ）。

      【０４７５】

  （ホスフェートの取込み）

  ホスフェート（32Ｐｉ）取込みを、記載されるように、３７℃にて、Ｌｏｃｋ

ｅ’ｓ緩衝液、ｐＨ７．２－７．４（５．５ｍＭ  ＫＣＬ、１．０ｍＭ  ＭｇＣ

ｌ2、２．５ｍＭ  ＣａＣｌ2、５．５ｍＭ  グルコース、８．５ｍＭ  ＨＥＰＥ

Ｓおよび１６０ｍＭ  ＮａＣｌからなる）中で測定した。１０分間のアッセイ培

地中でのプレインキュベートの後、取込みを、１２５μＭ  ＫＨ2
32ＰＯ4（２０

０μＣｉ／μＭ）を伴う２００ｎｇ／ｍｌの組換えスタニオカルシンの添加によ

り開始させた。示された時間点で、32Ｐｉ取込みを、冷停止溶液を用いる洗浄に

より停止させた。細胞を水中の０．１％ＳＤＳに溶解させ、そして32Ｐｉ活性を

、液体シンチレーションにより測定した。

      【０４７６】

  （梗塞したヒトの脳のサンプル）

  標本を、患者の梗塞した半球および対応する対側の脳領域から、剖検時に収集

した。この患者は、虚血性発作症状の発症後の様々な時間で死亡した。このサン

プルを、Ｈｅｌｓｉｎｋｉ  Ｓｔｒｏｋｅ  Ｓｔｕｄｙに記載されるように、切

片化し、プロセスし、そして組織学的に分析した。

      【０４７７】

  （実験動物および巣状脳虚血の誘導）

  ３７匹の雄性Ｗｉｓｔａｒラット（体重３１０～３８０ｇ）を用いた。

      【０４７８】
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  巣状大脳虚血を、麻酔した動物の内側大脳動脈の結紮により誘導した。再灌流

を結紮器を９０分後に取り除くことにより達成した。コントロール動物は、同じ

手順を受けたが、結紮器を、頸動脈分岐部のほんの１０ｍｍ上に挿入し、そして

１分後に取り除いた。虚血後の２ｈ、６ｈ、２４ｈ、７２ｈ、および７日後に、

実験動物を麻酔し、そして２００ｍｌの０．０９％生理食塩水を用いる、５分間

、または灌流液の全てが透明になるまで、経心臓還流（ｔｒａｎｓｃａｒｄｉａ

ｌ  ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）に供する。コントロールを、経心臓還流の２４時間後

偽閉塞（ｓｈａｍ  ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ）に供する。この脳を、速やかに取り出

し、２ｍｍ厚の冠状切片を、視交叉のレベルで切り出し、ホスフェート緩衝化（

ｐＨ７）４％ホルムアルデヒド中に固定し、そしてパラフィンに包埋した。

      【０４７９】

  （結果：）

  （上昇した細胞外Ｃａ2+は、培養した神経細胞におけるスタニオカルシン発現

を誘導する）

  環境中で上昇したカルシウムが、サカナにおけるスタニオカルシン合成の主な

原因である（Ｗａｎｇｅｒら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｃｒｉｎｏｌ．，６２

：３１－３９（１９８９））と考え、本発明者らは、Ｐａｊｕ細胞をＲＰＭＩ－

１６４０培地（５．４ｍＭのＣａＣｌ2またはＭｇＣｌ2を含む）中で培養した。

スタニオカルシンタンパク質の発現は、高カルシウム培地における培養の６時間

後に非常に増加し、そして１２時間目にプラトーレベルに達した（図４）。Ｐａ

ｊｕ細胞の培養物への等モル濃度のＭｇ2+の添加は、スタニオカルシン発現に何

ら効果も有さなかった（データ示さず）。

      【０４８０】

  （ＳＴＣは、培養した神経細胞におけるＰｉ取込みを刺激する）

  ヒトスタニオカルシンは、腎Ｎａホスフェート共輸送体に作用することにより

、ラット腎臓における細尿管ホスフェート再吸収を刺激することが報告されてい

る（Ｗａｎｇｅｒら、Ｊ．Ｂｏｎｅ  Ｍｉｎｅｒ  Ｒｅｓ．，１２：１６５－１

７１（１９９７））。Ｐａｊｕ／ＷＴ細胞への２００ｎｇ／ｍｌの組換えヒトス

タニオカルシンの添加は、それらのＰｉ取込みの速度を有意に増加した（図５）
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。

      【０４８１】

  （ＳＴＣは、低酸素症および高カルシウム血症に対する増加した耐性を与える

）

  ＣｏＣｌ2を用いる処置は、インビトロおよびインビボの両方での低酸素症発

作を模倣するために一般に用いられる。スタニオカルシンｃＤＮＡを用いるトラ

ンスフェクションの後にスタニオカルシンを過剰発現するＰａｊｕ細胞（Ｐａｊ

ｕ／ＳＴＣ）、および空のベクターを用いてトランスフェクトしたコントロール

細胞（Ｐａｊｕ／Ｃ）を、３００μＭ  ＣｏＣｌ2の存在下で１２時間および２

４時間、増殖させた。Ｐａｊｕ/ＳＴＣ細胞のみが高い生存度を保った。スタニ

オカルシンの予防的役割を、ＣｏＣｌ２の存在下で、Ｐａｊｕ／ＳＴＣ細胞が、

Ｐａｊｕ／Ｃ細胞と比較して有効なＡＴＰ合成を維持するという事実によりさら

に実証した（図６）。

      【０４８２】

  タプシガルジン（内質小網におけるＣａ2+ＡＴＰａｓｅのインヒビター）は、

細胞内のカルシウムを動員し、貯蔵し、そして細胞内の遊離のカルシウムのレベ

ルの増加を導く。Ｐａｊｕ／ＳＴＣ細胞は、Ｐａｊｕ／Ｃ細胞に対して有毒な濃

度での、タプシガルジンを用いる処置に対して明らかに上昇した耐性を示した（

図７）。

      【０４８３】

  （脳梗塞の周りのヒト頭頂皮質におけるスタニオカルシンの一過性アップレギ

ュレートおよび再分配した神経発現）

  本発明者らは、哺乳動物脳におけるスタニオカルシンの構成的発現が、ニュー

ロンに限られ、そして免疫組織化学は、スタニオカルシン発現を核小体以外の細

胞核において主に示したことを以前に報告した。本発明者らはまた、頭頂皮質の

錐体細胞に類似するより大きなニューロンの細胞質、脳の海馬およびＰｕｒｋｉ

ｎｊｅ細胞、ならびに基底核における大きなニューロンがまた、スタニオカルシ

ンについて染色されたことを報告した（Ｚｈａｎｇら、Ａｍ  Ｊ  Ｐａｔｈｏｌ

．，１５３：４３９－４５（１９９８））。
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      【０４８４】

  虚血性発作の発症後１５時間以内に死亡した患者の脳からの切片の免疫組織化

学染色は、梗塞した領域に近いニューロンにおけるスタニオカルシンの明かに変

化した分布を示した。対側の半球の対応する領域におけるニューロンと比較した

場合、より大きな皮質ニューロンの細胞質およびニューロンプロセスにおける、

突出した反応性を伴う、染色の全体の増大した強度が存在した（図８ＡおよびＢ

）。スタニオカルシンのこの増大および再分布した神経染色は、３日間の虚血性

梗塞を有する同側の半球の同じ位置から得られた脳切片においてはあまり明確で

はなかった（図８Ｃ）。正常なウサギ血清または組換えスタニオカルシンタンパ

ク質を用いて前吸収したスタニオカルシン抗体を用いるコントロール染色は、神

経染色を与えなかった（データ示さず）。

      【０４８５】

  （ラットにおける実験的虚血性脳発作における変化したスタニオカルシン発現

）

  虚血に応答する大脳ニューロンにおけるスタニオカルシン発現の変化をさらに

調査するために、本発明者らは、実験的一過性巣状虚血に供したラット由来の脳

を研究した。虚血中心からの切片において、ニューロンにおけるスタニオカルシ

ン染色のわずかな減少が、２時間後に既に見られ、そしてこれは、３日目に梗塞

の成熟と並行して減少した。ＳＴＣの再分布およびアップレギュレートした発現

（ヒト脳における梗塞の１５時間後に観察された発現に対応する）は、虚血中心

の周りの「半影」領域において見られた。ニューロンは、スタニオカルシン（こ

れはまた、ニューロンプロセスに転移された）についての強い、細胞質免疫反応

性を示した（図９）。「半影」領域のニューロンにおけるスタニオカルシンのこ

の目立ちかつ再分布したパターンは、２時間および６時間で最も目立った。これ

は徐々に減少し、そして７日までに偽手術した動物由来または非梗塞の対側半球

由来の脳の切片において観察されたパターンに戻った。このニューロンは、正常

なウサギ血清、または組換えスタニオカルシンを用いて前吸収した抗体で染色さ

れなかった（データ示さず）。

      【０４８６】
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  （考察）

  結果は、上昇されたスタニオカルシン発現が、低酸素症後の潜在的に有害なカ

ルシウムレベルに対してニューロンを保護することを示す。この概念は、トラン

スフェクトされたスタニオカルシンを構成的に過剰発現する神経細胞が、低酸素

ストレスを模倣しそしてカルシウムの流入を導くＣｏＣｌ2での処理に対する上

昇された耐性を示すという、本発明者らの知見によって支持される。ＳＴＣ発現

細胞はまた、タプシガルジンでの処理によって達成された細胞内カルシウムの動

員に対する上昇された耐性を提示した。

      【０４８７】

  Ｐａｊｕ細胞へのインビトロでのスタニオカルシンの添加は、Ｐｉの取り込み

を刺激した。さらに、スタニオカルシンを過剰発現するＰａｊｕ細胞が、Ｐｉの

取り込みのより高い定常状態速度を提示することが観察された（データは示さず

）。Ｐｉは、細胞内遊離Ｃａ2+を、オルガネラに対するその隔離を増加すること

によって干渉することが示された。これらの知見は、無機リン酸の添加が、酸化

的および興奮毒性的発作後の急性相の間の、インビトロでのニューロン生存を増

加することを実証する最近の報告（Ｇｌｉｎｎら、Ｊ  Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，

７０：１８５０－５８（１９９８））の観点から、興味深い。Ｇｌｉｎｎらは、

Ｐｉ流入が、ＡＴＰ合成を刺激し、そして胎児ラット脳由来の培養ニューロンの

エネルギーチャージを増強することを報告した。Ｇｌｉｎｎらはまた、Ｐｉに予

め曝露されたニューロンが、Ｐｉ飢餓細胞よりも、ＡＴＰのより高い定常状態レ

ベルを有することを見い出した。高いエネルギーのリン酸の上昇された貯蔵は、

興奮毒性状態下でのニューロン生存を改善することが見い出された。

      【０４８８】

  ｓｔｃトランスフェクトされた細胞またはＳＴＣ処理細胞における、測定可能

な上昇されたレベルのＡＴＰの欠失にも関わらず、Ｐａｊｕ／ＳＴＣ細胞は、低

酸素環境下でのＡＴＰ合成を維持する、有意に上昇された能力を示した。

      【０４８９】

  従って、本明細書中に開示された知見は、ＳＴＣ（魚類においてカルシウムお

よびリン酸の恒常性を調節することが公知）が、低酸素症または虚血によってチ
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ャレンジされたニューロンの保護に寄与する、以前に特徴付けられていない神経

化学的な制御機構を実証する。スタニオカルシン発現の類似のパターンは、ラッ

トおよびヒトの発作において見い出された。従って、本発明のスタニオカルシン

組成物（すなわち、スタニオカルシンポリヌクレオチド、ポリペプチド、および

／またはアゴニストもしくはアンタゴニスト）は、脳発作後の損傷の限定におい

て補助される治療的介入に対する新規アプローチを提供する。

      【０４９０】

  上記の本明細書中の参考文献の引用は、このような参考文献が、本発明に対す

る先行技術であることを認めるものとして解釈されるべきではない。

      【０４９１】

  （実施例２：寄託サンプルからのスタニオカルシンｃＤＮＡクローンの単離）

  ２つのアプローチを使用して、寄託されたサンプルから、スタニオカルシンを

単離し得る。第１に、寄託されたクローンを、当業者に公知の技術（例えば、ベ

クター供給者によって提供される技術または関連の刊行物もしくは特許において

提供される技術）を用いて、適切な宿主（例えば、ＸＬ－１  Ｂｌｕｅ（Ｓｔｒ

ａｔａｇｅｎｅ））に形質転換する。形質転換体を１．５％寒天プレート（適切

な選択薬剤、例えば、アンピシリンを含む）に、１プレートあたり約１５０の形

質転換体（コロニー）の密度でプレーティングする。次いで、単一のコロニーを

使用して、当業者に周知の核酸単離技術（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、第

２版、（１９８９）、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ）を用いて、ＤＮＡを生成する。

      【０４９２】

  あるいは、配列番号１の両端（すなわち、クローンの５’ＮＴおよび３’ＮＴ

によって囲まれる配列番号１の領域内）に由来する、１７～２０ヌクレオチドの

２つのプライマーを合成し、そしてこれらを使用して、寄託されたｃＤＮＡプラ

スミドをテンプレートとして使用して、スタニオカルシン  ｃＤＮＡを増幅する

。ポリメラーゼ連鎖反応を、慣用の条件下で、例えば、０．５μｇの上記ｃＤＮ

Ａテンプレートとの反応混合物の２５μｌ中で実施する。簡便な反応混合物は、
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１．５～５ｍＭ  ＭｇＣｌ2、０．０１％（ｗ／ｖ）ゼラチン、それぞれ２０μ

ＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ、２５ｐｍｏｌの各プライマーお

よび０．２５ユニットのＴａｑポリメラーゼである。３５サイクルのＰＣＲ（９

４℃での変性を１分間；５５℃でのアニールを１分間；７２℃での伸長を１分間

）を、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｃｅｔｕｓ自動化サーマルサイクラーを用い

て実施する。増幅産物をアガロースゲル電気泳動により分析し、そして予想され

る分子量のＤＮＡバンドを切り出し、そして精製する。ＰＣＲ産物を、ＤＮＡ産

物をサブクローニングおよび配列決定することによって選択された配列であるこ

とを確認する。

      【０４９３】

  寄託されたクローンに存在しないかもしれないスタニオカルシン遺伝子の５’

非コード部分または３’非コード部分の同定のために、いくつかの方法が利用可

能である。これらの方法は、以下を含むがこれらに限定されない：フィルタープ

ローブ探索、特異的プローブを使用するクローン富化、および当該分野で周知で

ある５’および３’「ＲＡＣＥ」プロトコルと類似するかまたは同一のプロトコ

ル。例えば、５’ＲＡＣＥに類似する方法は、所望の全長転写物の欠けている５

’末端を生成するために利用可能である（Ｆｒｏｍｏｎｔ－Ｒａｃｉｎｅら、Ｎ

ｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２１（７）：１６８３－１６８４（１９９

３））。

      【０４９４】

  簡潔には、特定のＲＮＡオリゴヌクレオチドを、全長遺伝子ＲＮＡ転写物をお

そらく含むＲＮＡの集団の５’末端に連結する。連結されたＲＮＡオリゴヌクレ

オチドに特異的なプライマーおよび目的のスタニオカルシン遺伝子の公知の配列

に特異的なプライマーを含むプライマーセットを使用して、スタニオカルシン全

長遺伝子の５’部分をＰＣＲ増幅する。次いで、この増幅した産物を配列決定し

得、そしてこれを使用して全長遺伝子を生成し得る。

      【０４９５】

  この上記の方法は、所望の供給源から単離された総ＲＮＡを用いて開始するが

、ポリＡ＋ＲＮＡを使用し得る。次いで、ＲＮＡ調製物を、必要ならばホスファ
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ターゼで処理して、後のＲＮＡリガーゼ工程を妨害し得る分解または損傷ＲＮＡ

の５’リン酸基を排除し得る。次いで、ホスファターゼを不活化するべきであり

、そしてＲＮＡをメッセンジャーＲＮＡの５’末端に存在するキャップ構造を除

去するために、タバコ酸性ピロホスファターゼを用いて処理するべきである。こ

の反応は、次いでＴ４  ＲＮＡリガーゼを用いてＲＮＡオリゴヌクレオチドに連

結され得る、キャップ切断ＲＮＡの５’末端に５’リン酸基を残す。

      【０４９６】

  この改変型ＲＮＡ調製物を、遺伝子特異的なオリゴヌクレオチドを用いる、第

一鎖ｃＤＮＡ合成のためのテンプレートとして使用する。第一鎖合成反応物を、

連結されたＲＮＡオリゴヌクレオチドに特異的なプライマーおよび目的の遺伝子

の公知の配列に特異的なプライマーを用いる、所望の５’末端のＰＣＲ増幅のた

めのテンプレートとして使用する。次いで、得られた生成物を配列決定し、そし

て分析して５’末端配列がスタニオカルシン遺伝子に属することを確認する。

      【０４９７】

  （実施例３：ヒトスタニオカルシンタンパク質の細菌発現および精製）

  スタニウス小体タンパク質をコードするＤＮＡ配列（ＡＴＣＣ＃７５６５２）

を、このスタニウス小体核酸配列の５’および３’末端に対応するＰＣＲオリゴ

ヌクレオチドプライマーを使用して最初に増幅する。ＳｐｈＩおよびＢｇｌＩＩ

制限酵素部位に対応するさらなるヌクレオチドを、それぞれ、５’および３’配

列に付加した。５’オリゴヌクレオチドプライマーは、５’ＧＡＣＴＧＣＡＴＧ

ＣＴＣＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＣＡＧＴＧ  ３’（配列番号５）を有し、ＳｐｈＩ

制限酵素部位および開始コドンから開始するスタニウス小体タンパク質コード配

列の２１ヌクレオチドを含み；３’配列、３’ＧＡＣＴＡＧＡＴＣＴＴＧＣＡＣ

ＴＣＴＣＡＴＧＧＧＡＴＧＴＧＣＧ  ５’（配列番号６）は、ＢｇｌＩＩ制限部

位（ＡＧＡＴＣＴ）に相補的な配列およびスタニウス小体タンパク質コード配列

の最後の２１ヌクレオチドを含む。これらの制限酵素部位は、細菌性発現ベクタ

ーｐＱＥ７０（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ）における

制限酵素部位に対応する。ｐＱＥ７０は、抗生物質耐性（Ａｍｐr）、複製の細

菌起源（ｏｒｉ）、ＩＰＴＧ調節可能プロモーター（Ｐ／Ｏ）、リボソーム結合
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部位（ＲＢＳ）、６－Ｈｉｓタグおよび制限酵素部位をコードする。次いで、ｐ

ＱＥ７０を、制限酵素ＳｐｈＩおよびＢｇｌＩＩで消化した。増幅した配列をｐ

ＱＥ７０中にライゲートし、そしてヒスチジンタグおよびＲＢＳをコードする配

列とインフレームに挿入した。次いで、このライゲーション混合物を使用して、

Ｅ．ｃｏｌｉ株Ｍ１５／ｒｅｐ４（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）を形質転換した。

Ｍ１５／ｒｅｐ４は、プラスミドｐＲＥＰ４の複数のコピーを含み、このプラス

ミドは、ｌａｃＩリプレッサーを発現し、かつまたカナマイシン耐性（Ｋａｎr

）を付与する。形質転換体を、それらがＬＢプレート上で増殖する能力によって

同定し、そしてアンピシリン／カナマイシン耐性コロニーを選択した。プラスミ

ドＤＮＡを単離し、そして制限分析により確認した。所望の構築物を含むクロー

ンを、Ａｍｐ（１００μｇ／ｍｌ）およびＫａｎ（２５μｇ／ｍｌ）の両方を補

充したＬＢ培地の液体培地で一晩（Ｏ／Ｎ）増殖させる。このＯ／Ｎ培養物を用

いて、１：１００から１：２５０の比で大きな培養物を接種した。この細胞を、

０．４と０．６との間の吸光度６００（Ｏ．Ｄ．600）まで増殖させた。次いで

、ＩＰＴＧ（イソプロピル－Ｂ－Ｄ－チオガラクトピラノシド）を最終濃度１ｍ

Ｍまで添加した。ＩＰＴＧは、ｌａｃＩリプレッサーを不活化することにより、

Ｐ／Ｏをクリアにし、遺伝子発現の増大をもたらすことを誘導する。細胞をもう

３～４時間増殖させる。次いで細胞を遠心分離（６０００×ｇで２０分）により

採集した。この細胞ペレットを、カオトロピズム剤６ＭグアニジンＨＣｌ中に溶

解する。明澄化の後、６－Ｈｉｓタグを含むタンパク質によってしっかりと結合

させる条件下でニッケルキレートカラム上でのクロマトグラフィーにより、この

溶液から可溶化スタニオカルシンを精製した（Ｈｏｃｈｕｌｉ，Ｅ．ら、Ｇｅｎ

ｅｔｉｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ＆  Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ，１２：８７－９８（１９９０））。ＧｎＨＣｌのタンパク質変性は、いくつ

かのプロトコル（Ｊａｅｎｉｃｋｅ，Ｒ．およびＲｕｄｏｌｐｈ，Ｒ．，Ｐｒｏ

ｔｅｉｎ  Ｓｔｒｕｃｕｒｅ－Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｉ

ＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９９０））によって達成され得る。最

初に、透析工程を使用して、ＧｎＨＣＬを除去する。あるいは、Ｎｉキレートカ

ラムから単離された精製タンパク質を、第２のカラムに結合させ得、このカラム
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上に、漸減直線勾配でＧｎＨＣＬを流す。このタンパク質は、カラムに結合され

ながら再生され、その後、２５０ｍＭイミダゾール、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、２

５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）および１０％グリセロールを含む緩衝

液で溶出される。最後に、可溶性タンパク質を、５ｍＭ  炭酸水素アンモニウム

を含有する貯蔵緩衝液に対して透析する。

      【０４９８】

  （実施例４：バキュロウイルス発現系を使用するヒトスタニオカルシンのクロ

ーニングおよび発現）

  全長ヒトスタニオカルシンタンパク質ＡＴＣＣ＃７５６５２をコードするＤＮ

Ａ配列を、実施例２に記載のように、この遺伝子の５’および３’配列に対応す

るＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーを使用して増幅した。

      【０４９９】

  ５’プライマープライマーは、配列５’ＣＡＧＴＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡ

ＴＧＣＴＣＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＣＡＧＴＧ  ３’（配列番号７）を有し、そし

てＢａｍＨＩ制限酵素部位、それに続く、真核細胞における効率的な翻訳開始シ

グナルに類似する６ヌクレオチド（Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．

，１９６：９４７－９５０（１９８７））、その直後の、ヒトスタニウス小体遺

伝子の最初の２１ヌクレオチドを含む（翻訳開始コドン「ＡＴＧ」に下線を付す

）。

      【０５００】

  ３’プライマーは、配列５’ＣＡＧＴＧＧＴＡＣＣＧＧＴＴＧＴＧＡＡＴＡＡ

ＣＣＴＣＴＣＣＣ  ３’（配列番号８）を有し、そして制限エンドヌクレアーゼ

Ａｓｐ７１８の切断部位およびスタニウス小体遺伝子の３’非翻訳化配列に相補

的な２０ヌクレオチドを含む。このフラグメントを、エンドヌクレアーゼＢａｍ

ＨＩおよびＡｓｐ７１８で消化し、次いで、１％アガロースゲルで再度精製した

。このフラグメントを、Ｆ２と名付ける。

      【０５０１】

  ベクターｐＲＧ１（以下に議論される、ｐＶＬ９４１の改変型）を、バキュロ

ウイルス発現系を使用するヒトスタニウス小体タンパク質の発現に使用する（概
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説については、Ｓｕｍｍｅｒｓ，Ｍ．Ｄ．およびＳｍｉｔｈ，Ｇ．Ｅ．１９８７

、Ａ  ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ

  ｖｅｃｔｏｒｓ  ａｎｄ  ｉｎｓｅｃｔ  ｃｅｌｌ  ｃｕｌｔｕｒｅ  ｐｒｏ

ｃｅｄｕｒｅｓ，Ｔｅｘａｓ  Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ

ｔａｌ  Ｓｔａｔｉｏｎ  Ｂｕｌｌｅｔｉｎ  Ｎｏ．１５５５を参照のこと）。

この発現ベクターは、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ  ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体

病ウイルス（ＡｃＭＮＰＶ）の強力なポリヘドリンプロモーター、それに続く、

制限エンドヌクレアーゼＢａｍＨＩおよびＡｓｐ７１８の認識部位を含む。シミ

アンウイルス４０（「ＳＶ４０」）のポリアデニル化部位を、効率的なポリアデ

ニル化のために使用する。組換えウイルスの容易な選択のために、Ｅ．ｃｏｌｉ

由来のβガラクトシダーゼ遺伝子を、ポリヘドリンプロモーター、それに続く、

ポリヘドリン遺伝子のポリアデニル化シグナルと同じ方向で挿入する。このポリ

ヘドリン配列は、同時トランスフェクトされた野生型ウイルスＤＮＡの細胞媒介

相同組換えのためのウイルス配列に、両側で隣接される。多くの他のバキュロウ

イルスベクター（例えば、ｐＡｃ３７３、ｐＶＬ９４１、およびｐＡｃＩＭ１）

がｐＲＧ１ベクターの代わりに使用され得る（Ｌｕｃｋｏｗら、Ｖｉｒｏｌｏｇ

ｙ  １７０：３１－３９）。

      【０５０２】

  このプラスミドを、当該分野で公知の手段によって、制限酵素ＢａｍＨＩおよ

びＡｓｐ７１８を用いて消化し、そして仔ウシ腸ホスファターゼを用いて脱リン

酸化し得る。次いで、ＤＮＡを、市販のキット（「Ｇｅｎｅｃｌｅａｎ」、ＢＩ

Ｏ  １０１  Ｉｎｃ．，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，Ｃａ．）を使用して１％アガロース

ゲルから単離する。このベクターＤＮＡを、Ｖ２と名付ける。

      【０５０３】

  フラグメントＦ２および脱リン酸化プラスミドＶ２を、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼ

で連結した。次いで、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０１細胞を形質転換し、酵素Ｂａｍ

ＨＩおよびＡｓｐ７１８を使用して、ヒトスタニウス小体遺伝子を有するプラス

ミド（ｐＢａｃ－ｈＳＴＣ）を含む細菌を同定した。このクローニングしたフラ

グメント配列を、ＤＮＡ配列によって確かめた。
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      【０５０４】

  ５μｇのプラスミドｐＢａｃ－ｈＳＴＣを、１．０μｇの市販の直線状バキュ

ロウイルス（「ＢａｃｕｌｏＧｏｌｄTMバキュロウイルスＤＮＡ」、Ｐｈａｒｍ

ｉｎｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）と共に、リポフェクション法（Ｆｅｌ

ｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、  ８４：７４１

３～７４１７（１９８７）を使用して、同時トランスフェクションした。

      【０５０５】

  １μｇのＢａｃｕｌｏＧｏｌｄTMウイルスＤＮＡおよび５μｇのプラスミドｐ

Ｂａｃ－ｈＳＴＣを、５０μｌの無血清グレース培地（Ｇｒａｃｅ’ｓ  ｍｅｄ

ｉｕｍ）（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．、Ｇａｉｔｈｅｒｓ

ｂｕｒｇ、ＭＤ）を含有する、滅菌したマイクロタイタープレートのウェル中で

混合した。その後、１０μｌのＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎおよび９０μｌのグレース

培地を添加し、混合し、そして室温で１５分間インキュベートした。次に、トラ

ンスフェクション混合物を、１ｍｌの無血清グレース培地を有する３５ｍｍ組織

培養プレート中に播種したＳｆ９昆虫細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １７１１）に、

滴下した。このプレートを前後に揺らし、新たに添加した溶液を混合した。次に

このプレートを２７℃で５時間インキュベートした。５時間後、トランスフェク

ション溶液をプレートから除去し、そして１０％ウシ胎仔血清を補充した１ｍｌ

のグレース昆虫培地を添加した。このプレートをインキュベーターに戻し、そし

て２７℃での培養を４日間続けた。

      【０５０６】

  ４日後、上清を回収し、そしてプラークアッセイを、ＳｕｍｍｅｒｓおよびＳ

ｍｉｔｈ（上記に引用）によって記載されるように行った。「Ｂｌｕｅ  Ｇａｌ

」（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒ

ｇ）を有するアガロースゲルを使用して、青く染まるプラークを産生するｇａｌ

発現クローンの容易な単離を可能とした。（「プラークアッセイ」の詳細な説明

はまた、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉｎｃ．、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂ

ｕｒｇによって頒布された昆虫細胞培養とバキュロウイルス学のための使用者の

ガイド（９～１０頁）において見出され得る）。
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      【０５０７】

  段階希釈の４日後、このウイルスをこの細胞に添加した。適切なインキュベー

ションの後に、青く染まるプラークをエッペンドルフピペットのチップを用いて

拾った。次に、組換えウイルスを含むアガーを、２００μｌのグレース培地を含

有するエッペンドルフチューブ中に再懸濁した。アガーを短時間の遠心分離によ

って除去し、そして組換えバキュロウイルスを含む上清を、３５ｍｍディッシュ

中に播種された昆虫Ｓｆ９細胞に対して使用した。４日後、これらの培養ディッ

シュの上清を回収し、次に上清を４℃で保存した。

      【０５０８】

  Ｓｆ９細胞を１０％の熱非働化ＦＢＳを補充したグレース培地中で増殖した。

この細胞を、２の感染多重度（「ＭＯＩ」）で、組換えバキュロウイルスＶ－ｈ

ＳＴＣを用いて感染した。６時間後、この培地を除去し、そしてメチオニンおよ

びシステインを含まないＳＦ９００ＩＩ培地（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ

ｅｓ  Ｉｎｃ．、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅより入手可能）で置き換えた。４２時間後

、５μＣｉの35Ｓメチオニンおよび５μＣｉの35Ｓシステイン（Ａｍｅｒｓｈａ

ｍより入手可能）を、添加した。この細胞をさらに１６時間インキュベートし、

次に遠心分離によって回収し、溶解し、そして標識したタンパク質をＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥおよびオートラジオグラフィーによって可視化した。

      【０５０９】

    （実施例５：ジヒドロ葉酸活性を欠くチャイニーズハムスター卵巣細胞を使

用するヒトスタニオカルシンタンパク質のクローニングおよび発現）

  ベクターｐＮ３４６を、ヒトのシュタンニウス小体タンパク質の発現のために

使用する。プラスミドｐＮ３４６は、プラスミドｐＳＶ２－ＤＨＦＲ［ＡＴＣＣ

受託番号３７１４６］の誘導体である。両方のプラスミドは、ＳＶ４０初期プロ

モーターの制御下にマウスジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）遺伝子を含む。こ

れらのプラスミドでトランスフェクトしたジヒドロ葉酸活性を欠くチャイニーズ

ハムスター卵巣細胞もしくは他の細胞を、化学療法剤メトトレキサート（ＭＴＸ

）を補充した選択培地（α－ＭＥＭ、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に

おいてその細胞を増殖させることにより、選択し得る。メトトレキサートに耐性
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の細胞におけるＤＨＦＲ遺伝子の増幅は、十分に記載されている（例えば、Ａｌ

ｔ，Ｆ．Ｗ．、Ｋｅｌｌｍｓ，Ｒ．Ｍ．、Ｂｅｒｔｉｎｏ，Ｊ．Ｒ．およびＳｃ

ｈｉｍｋｅ，Ｒ．Ｔ．、１９７８、Ｊ．ＢＩｏｌ．Ｃｈｅｍ，２５３：１３５７

～１３７０、Ｈａｍｌｉｎ，Ｊ．Ｌ．およびＭａ，Ｃ．１９９０、Ｂｉｏｃｈｅ

ｍ．ｅｔ  Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ、１０９７：１０７～１４３、Ｐａｇｅ，

Ｍ．Ｊ．およびＳｙｄｅｎｈａｍ，Ｍ．Ａ．１９９１、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ  第９巻：６４～６８を参照のこと）。漸増濃度のＭＴＸにおいて増殖した

細胞は、ＤＨＦＲ遺伝子の増幅の結果として、標的酵素ＤＨＦＲを過剰産生する

ことにより、この薬物に対する耐性を発生する。第２の遺伝子がＤＨＦＲ遺伝子

に連結されている場合、その遺伝子は、通常ともに増幅されそして過剰発現され

る。その遺伝子の１００コピーより多くを保有する細胞株を開発することは、当

該分野の到達水準である。続いて、メトトレキサートを取り除くと、細胞株は、

染色体に組み込まれた増幅遺伝子を含む。

      【０５１０】

  プラスミドｐＮ３４６は、目的の遺伝子の発現のための強力なプロモーター、

すなわち、ラウス肉腫ウイルスの長末端反復（ＬＴＲ）（Ｃｕｌｌｅｎら、Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｍａｒｃｈ  １

９８５、４３８～４４７）およびヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の極初期

遺伝子のエンハンサーから単離されたフラグメントを含む（Ｂｏｓｈａｒｔら、

Ｃｅｌｌ  ４１：５２１～５３０、１９８５）。このプロモーターの下流は、遺

伝子の組み込みを可能にする以下の単一の制限酵素切断部位である：ＢａｍＨＩ

、ＰｖｕＩＩおよびＮｒｕＩ。これらのクローニング部位の後に、このプラスミ

ドは、３つすべてのリーディングフレーム中に翻訳終始コドンを含み、その後３

’イントロンおよびラットプレプロインスリン遺伝子のポリアデニル化部位を含

む。他の高効率プロモーター（例えば、ヒトアクチンプロモーター、ＳＶ４０初

期プロモーターもしくはＳＶ４０後期プロモーター、あるいは他のレトロウイル

ス（例えば、ＨＩＶおよびＨＴＬＶＩ）由来の長末端反復）もまた、発現のため

に使用し得る。ｍＲＮＡのポリアデニル化のために、例えば、ヒト成長ホルモン

はまたはグロビン遺伝子由来の他のシグナルも同様に、使用し得る。
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      【０５１１】

  染色体中に組み込まれた目的の遺伝子を保有する安定な細胞株はまた、ｇｐｔ

、Ｇ４１８もしくはハイグロマシンのような、選択マーカーとともに同時トラン

スフェクションすることにより選択し得る。最初に、１つより多くの選択マーカ

ー（例えば、Ｇ４１８＋メトトレキサート）を使用することが有利である。

      【０５１２】

  プラスミドｐＮ３４６を、制限酵素ＢａｍＨＩで消化し、次いで、当該分野で

公知の手順により仔ウシ腸ホスファターゼを使用して脱リン酸化した。次いで、

そのベクターを１％アガロースゲルから単離した。

      【０５１３】

  ヒトシュタンニウス小体タンパク質をコードするＤＮＡ配列（ＡＴＣＣ番号７

５６５２）を、その遺伝子の５’配列および３’配列に対応するＰＣＲオリゴヌ

クレオチドプライマーを使用して増幅した。

      【０５１４】

  ５’プライマーは、配列

      【０５１５】

【化１】

（配列番号９）を有し、そしてＢａｍＨＩ制限酵素部位、続いて翻訳のための効

率的シグナルに似る６ヌクレオチド（Ｋｏｚａｋ，Ｍ．、前出）＋その遺伝子の

最初の２１ヌクレオチドを含む（翻訳開始コドン「ＡＴＧ」に下線を付す）。

      【０５１６】

  ３’プライマーは、配列

      【０５１７】

【化２】
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（配列番号１０）を有し、そして制限エンドヌクレアーゼＢａｍＨＩの切断部位

およびその遺伝子の３’非翻訳配列に相補的な２０ヌクレオチドを含む。

      【０５１８】

  増幅フラグメントをエンドヌクレアーゼＢａｍＨＩで消化し、次いで１％アガ

ロースゲル上で精製した。

      【０５１９】

  次いで、単離したベクターおよび脱リン酸化したベクターを、Ｔ４  ＤＮＡリ

ガーゼで連結した。次いで、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０１細胞を形質転換し、そし

て正確な方向で挿入されたプラスミドｐＮ３４６ｈＳＴＣを含む細菌を同定した

。挿入された遺伝子の配列を、ＤＮＡ配列決定法により確認した。

      【０５２０】

  （ＣＨＯ－ＤＨＦＲ細胞のトランスフェクション）

  活性ＤＨＦＲ酵素を欠くチャイニーズハムスター卵巣細胞を、トランスフェク

ションに使用した。発現プラスミドｐＮ３４６ｈＳＴＣ  ５μｇを、０．５μｇ

のプラスミドｐＳＶｎｅｏとともにリポフェクション法（Ｆｅｌｇｎｅｒら、前

出）を使用して同時トランスフェクトした。プラスミドｐＳＶ２－ｎｅｏは、ド

ミナント選択マーカーであるＴｎ５由来の遺伝子ｎｅｏを含み、この遺伝子は、

Ｇ４１８を含む一群の抗生物質に対する耐性を付与する酵素をコードする。この

細胞を、１ｍｇ／ｍｌのＧ４１８を補充したα－ＭＥＭに播種した。２日後、細

胞をトリプシン処理し、そしてハイブリドーマクローニングプレート（Ｇｒｅｉ

ｎｅｒ、Ｇｅｒｍａｎｙ）に播種し、そして１０～１４日間培養した。この期間

の後、単一コロニーをトリプシン処理し、次いで種々の濃度のメトトレキサート

（２５ｎｍ、５０ｎｍ、１００ｎｍ、２００ｎｍ、４００ｎｍ）を使用して、６

ウェルペトリ皿に播種した。次いで、最高濃度のメトトレキサートで増殖するク

ローンをなおより高濃度のメトトレキサート（５００ｎｍ、１μＭ、２μＭ、５

μＭ）を含む新しい６ウェルプレートに移した。同じ手順を、クローンが１００
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μＭの濃度で増殖するまで反復した。

      【０５２１】

  所望の遺伝子産物の発現を、ウェスタンブロット分析およびＳＤＳ－ＰＡＧＥ

により分析した。

      【０５２２】

  （実施例６：Ｎ末端および／またはＣ末端の欠失変異体の構築）

  以下の一般的アプローチを使用して、Ｎ末端もしくはＣ末端欠失スタニオカル

シン欠失変異体をクローニングし得る。一般的に、約１５～２５ヌクレオチドの

２つのオリゴヌクレオチドプライマーが、配列番号１のポリヌクレオチドの所望

の５’位および３’位に由来する。これらのプライマーの５’位および３’位は

、所望のスタニオカルシンポリヌクレオチドフラグメントに基づいて決定する。

開始コドンおよび終始コドンを、必要ならば、それぞれこの５’プライマーおよ

び３’プライマーに付加して、ポリヌクレオチドフラグメントによりコードされ

るスタニオカルシンポリペプチドフラグメントを発現させる。好ましいスタニオ

カルシンポリヌクレオチドフラグメントは、本明細書の上記「ポリヌクレオチド

フラグメントおよびポリペプチドフラグメント」の節において開示されるＮ末端

欠失変異体およびＣ末端欠失変異体をコードするフラグメントである。所望のベ

クターにおけるスタニオカルシンポリヌクレオチドフラグメントのクローニング

を容易にするための制限部位を含むさらなるヌクレオチドもまた、５’プライマ

ー配列および３’プライマー配列に付加し得る。このスタニオカルシンポリヌク

レオチドフラグメントを、本明細書中に考察されるかまたは当該分野で公知の適

切なＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーおよび条件を使用して、ゲノムＤＮＡ

または寄託されたｃＤＮＡから増幅する。本発明のスタニオカルシンポリヌクレ

オチドフラグメントによりコードされるスタニオカルシンポリペプチドフラグメ

ントを、全長ポリペプチドと同じ一般的様式で発現および精製し得るが、慣用的

改変が、特定のフラグメントと全長ポリペプチドとの間の化学的特性および物理

的特性における差異に起因して、必要であり得る。

      【０５２３】

  本発明を限定するためでなく例示するための手段として、スタニオカルシンポ
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リペプチドフラグメントＦ－５７～Ｆ－１０８をコードするポリヌクレオチドを

、以下のように増幅およびクローニングする。制限酵素部位を含み、続けて開始

コドンを、Ｆ－５７で始まるポリペプチドフラグメントのＮ末端部分をコードす

るポリヌクレオチド配列をインフレームで有する開始コドンを含む、５’プライ

マーを作製する。制限酵素部位を含み、続いてＦ－１０８で終わるスタニオカル

シンポリペプチドフラグメントのＣ末端部分をコードするポリヌクレオチド配列

をインフレームで有する終始コドンを含む、相補的３’プライマーを作製する。

      【０５２４】

  増幅したポリヌクレオチドフラグメントおよび発現ベクターを、このプライマ

ー中の部位を認識する制限酵素で消化する。次いで、消化したポリヌクレオチド

をともに連結する。スタニオカルシンポリヌクレオチドフラグメントを、制限し

た発現ベクター中に、好ましくは、そのスタニオカルシンポリペプチドフラグメ

ントコード領域をプロモーターから下流に配置する様式で、挿入する。その連結

混合物を、標準的手順を使用しそして本明細書中の実施例に記載されるように、

コンピテントＥ．ｃｏｌｉ細胞中に形質転換する。プラスミドＤＮＡを耐性コロ

ニーから単離し、そしてクローニングしたＤＮＡの身元を、制限分析、ＰＣＲお

よびＤＮＡ配列決定により確認する。

      【０５２５】

  （実施例７：スタニオカルシンのタンパク質融合物）

  スタニオカルシンポリぺプチドは、好ましくは、他のタンパク質に融合される

。これらの融合タンパク質は、種々の適用に使用され得る。例えば、Ｈｉｓタグ

、ＨＡタグ、プロテインＡ、ＩｇＧドメイン、およびマルトース結合タンパク質

へのスタニオカルシンポリぺプチドの融合は、精製を容易にする（実施例５を参

照のこと；ＥＰ  Ａ  ３９４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ

、３３１：８４－８６（１９８８）もまた参照のこと）。同様に、ＩｇＧ－１、

ＩｇＧ－３、およびアルブミンへの融合は、インビボでの半減期を増大させる。

スタニオカルシンポリぺプチドに融合した核局在化シグナルは、そのタンパク質

を特定の細胞内位置へと標的化し得る。一方、共有結合ヘテロ二量体またはホモ

二量体は、融合タンパク質の活性を増大または減少させ得る。融合タンパク質は
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また、１つより多い機能を有するキメラ分子を作製し得る。最後に、融合タンパ

ク質は、非融合タンパク質と比較して、融合タンパク質の可溶性および／または

安定性を増大させ得る。上記の融合タンパク質の全ての型は、ＩｇＧ分子へのポ

リぺプチドの融合を概説する以下のプロトコルを改変することによって作製し得

る。

      【０５２６】

  簡単には、ＩｇＧ分子のヒトＦｃ部分は、以下に記載の配列の５’末端および

３’末端に広がるプライマーを使用してＰＣＲ増幅し得る。これらのプライマー

はまた、発現ベクター（好ましくは、哺乳動物発現ベクター）へのクローニング

を容易にする都合の良い制限酵素部位を有するべきである。

      【０５２７】

  例えば、ｐＣ４（受託番号２０９６４６）を使用する場合、ヒトＦｃ部分は、

ＢａｍＨＩクローニング部位に連結し得る。３’ＢａｍＨＩ部位を破壊すべきで

あることに注意のこと。次に、ヒトＦｃ部分を含有するベクターを、ＢａｍＨＩ

を用いて再び制限処理し、ベクターを線状化し、そして実施例１において記載さ

れたＰＣＲプロトコルによって単離したスタニオカルシンポリヌクレオチドを、

このＢａｍＨＩ部位に連結する。ポリヌクレオチドは、終止コドンなしにクロー

ニングするが、そうしなければ、融合タンパク質は産生されないことに注意する

こと。

      【０５２８】

  天然に存在するシグナル配列を、分泌タンパク質を産生するために使用する場

合、ｐＣ４は、第２のシグナルペプチドを必要としない。あるいは、天然に存在

するシグナル配列が使用しない場合、ベクターは、異種シグナル配列を含むよう

に改変し得る（例えば、ＷＯ  ９６／３４８９１を参照のこと）。

ヒトＩｇＧ  Ｆｃ領域：

      【０５２９】

【化３】
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（配列番号４）。

      【０５３０】

  （実施例８：抗体の産生）

  （Ａ）ハイブリドーマ技術）

  本発明の抗体は、種々の方法によって調製し得る。（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ，第２章を参照のこと）。このような方法の１つの例として、スタ

ニオカルシンを発現する細胞を、ポリクローナル抗体を含む血清の産生を誘導す

るために動物に投与する。好ましい方法において、スタニオカルシンタンパク質

の調製物を調製し、そして精製して、天然の夾雑物を実質的に含まないようにす

る。次いで、より大きな比活性のポリクローナル抗血清を生成するために、この

ような調製物を、動物に導入する。

      【０５３１】

  最も好ましい方法において、本発明の抗体はモノクローナル抗体（またはその

タンパク質結合フラグメント）である。このようなモノクローナル抗体は、ハイ

ブリドーマ技術を使用して調製し得る（Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ２５

６：４９５（１９７５）；Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６

：５１１（１９７６）；Ｋｏｅｈｌｅｒら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：

２９２（１９７６）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔ
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ｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｔ－Ｃｅｌｌ  Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，Ｅｌｓｅｖｉ

ｅｒ，Ｎ．Ｙ．、５６３－６８１頁（１９８１））。一般に、このような手順は

、動物（好ましくはマウス）を、スタニオカルシンポリペプチドで、またはより

好ましくは分泌されるスタニオカルシンポリペプチドを発現する細胞で、免疫す

ることを包含する。このような細胞は、任意の適切な組織培養培地において培養

し得るが；１０％ウシ胎仔血清（約５６℃で非働化した）を補充し、そして約１

０ｇ／ｌの非必須アミノ酸、約１，０００Ｕ／ｍｌのペニシリン、および約１０

０μｇ／ｍｌのストレプトマイシンを補充したＥａｒｌｅ改変Ｅａｇｌｅ培地に

おいて細胞を培養することが好ましい。

      【０５３２】

  このようなマウスの脾細胞を抽出し、そして適切な骨髄腫細胞株と融合する。

任意の適切な骨髄腫細胞株を、本発明に従って用い得る；しかし、ＡＴＣＣから

入手可能な親骨髄腫細胞株（ＳＰ２Ｏ）を用いることが好ましい。融合後、得ら

れるハイブリドーマ細胞を、ＨＡＴ培地において選択的に維持し、次いでＷａｎ

ｄｓら（Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ  ８０：２２５－２３２（１９８１

））により記載されるように限界希釈によってクローニングする。次いで、この

ような選択を通して得られるハイブリドーマ細胞を、このスタニオカルシンポリ

ぺプチドに結合し得る抗体を分泌するプラスミドを同定するためにアッセイする

。

      【０５３３】

  あるいは、スタニオカルシンポリぺプチドに結合し得るさらなる抗体を、抗イ

ディオタイプ抗体を使用して２段階工程の手順にて生成し得る。このような方法

は、抗体それ自体が抗原であり、それゆえ第二の抗体に結合する抗体を得ること

が可能であるという事実を利用する。この方法に従って、タンパク質特異的抗体

を使用して、動物（好ましくは、マウス）を免疫する。次いで、このような動物

の脾細胞を使用して、ハイブリドーマ細胞を産生する。そして、このハイブリド

ーマ細胞を、スタニオカルシンタンパク質特異的抗体に結合する能力がスタニオ

カルシンによってブロックされ得る抗体を産生するプラスミドを同定するために

スクリーニングする。このような抗体は、スタニオカルシンタンパク質特異的抗
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体に対する抗イディオタイプ抗体を含み、そしてそれを使用して動物を免疫して

、さらなるスタニオカルシンタンパク質特異的抗体の形成を誘導し得る。

      【０５３４】

  本発明の抗体のＦａｂフラグメントおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントおよび

他のフラグメントを、本明細書中に開示される方法に従って使用し得ることが、

理解される。このようなフラグメントを、パパイン（Ｆａｂフラグメントを産生

するため）またはペプシン（Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを産生するため）のよ

うな酵素を使用して、タンパク質分解性切断により代表的には産生する。あるい

は、分泌スタニオカルシンタンパク質結合フラグメントを、組換えＤＮＡ技術の

適用または合成化学を介して生成し得る。

      【０５３５】

  ヒトにおける抗体のインビボ使用のために、「ヒト化」キメラモノクローナル

抗体を使用することが好ましくあり得る。このような抗体は、上記のモノクロー

ナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞に由来する遺伝的構築物を使用して産生

し得る。キメラ抗体を産生するための方法は、当該分野で公知である。（総説に

ついては、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０２（１９８５）

；Ｏｉら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４（１９８６）；Ｃａｂｉｌ

ｌｙら、米国特許第４，８１６，５６７号；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉら、ＥＰ  １７

１４９６；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、ＥＰ  １７３４９４；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、

ＷＯ  ８６０１５３３；Ｒｏｂｉｎｓｏｎら、ＷＯ  ８７０２６７１；Ｂｏｕｌ

ｉａｎｎｅら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１２：６４３（１９８４）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅ

ｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：２６８（１９８５）を参照のこと）。

      【０５３６】

  （ｂ）ｓｃＦｖのライブラリーからのスタニオカルシンに対する抗体フラグメ

ントの単離）

  ヒトＰＢＬから単離した天然に存在するＶ遺伝子を、スタニオカルシンに対す

る反応性を含む抗体フラグメントの大ライブラリーに構築し、このスタニオカル

シンは、ドナーが曝されていても曝されていなくてもよい（例えば、米国特許第

５，８８５，７９３号（その全体が参考として本明細書に援用される）を参照の
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こと）。

      【０５３７】

  （ライブラリーのレスキュー）

  ＷＯ  ９２／０１０４７に記載のように、ヒトＰＢＬのＲＮＡからｓｃＦｖの

ライブラリーを構築する。抗体フラグメントを提示するファージをレスキューす

るため、ファージミドを保有する約１０9個のＥ．ｃｏｌｉを用いて、５０ｍｌ

の２×ＴＹ（１％グルコースおよび１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有する

）（２×ＴＹ－ＡＭＰ－ＧＬＵ）に接種し、そして振盪しながらＯ．Ｄ．＝０．

８まで増殖させる。この培養物の５ｍｌを用いて５０ｍｌの２×ＴＹ－ＡＭＰ－

ＧＬＵに接種し、２×１０8ＴＵのΔ遺伝子３ヘルパー（Ｍ１３Δ遺伝子ＩＩＩ

、ＷＯ９２／０１０４７を参照のこと）を添加し、そして培養物を振盪なしで３

７℃で４５分間インキュベートし、次いで振盪しながら３７℃で４５分間インキ

ュベートする。この培養物を１０分間４０００ｒ．ｐ．ｍ．で遠心分離し、そし

てペレットを２リットルの２×ＴＹ（１００μｇ／ｍｌアンピシリンおよび５０

μｇ／ｍｌカナマイシンを含有する）中に再懸濁し、そして一晩増殖させる。フ

ァージをＷＯ９２／０１０４７に記載のように調製する。

      【０５３８】

  Ｍ１３Δ遺伝子ＩＩＩを以下のように調製する：Ｍ１３Δ遺伝子ＩＩＩヘルパ

ーファージは、遺伝子ＩＩＩタンパク質をコードしない。それゆえ、抗体フラグ

メントを提示するファージ（ファージミド）は、抗原に対するより大きい結合ア

ビディティーを有する。ファージ形態形成の間、野生型遺伝子ＩＩＩタンパク質

を供給するｐＵＣ１９誘導体を保有する細胞においてヘルパーファージを増殖さ

せることにより、感染性Ｍ１３Δ遺伝子ＩＩＩ粒子を作製する。培養物を振盪な

しで３７℃で１時間インキュベートし、次いで振盪しながら３７℃でさらに１時

間インキュベートする。細胞を遠心沈殿（ＩＥＣ－Ｃｅｎｔｒａ  ８，４００回

転／分で１０分間）し、１００μｇ／ｍｌのアンピシリンおよび２５μｇ／ｍｌ

のカナマイシンを含有する２×ＴＹブロス（２×ＴＹ－ＡＭＰ－ＫＡＮ）３００

ｍｌ中で再懸濁し、そして３７℃で振盪しながら一晩増殖させる。ファージ粒子

を、２回のＰＥＧ沈殿（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９９０）により培養培地から精
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製および濃縮し、２ｍｌ  ＰＢＳに再懸濁し、そして０．４５μｍのフィルター

（Ｍｉｎｉｓａｒｔ  ＮＭＬ；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）を通過させ、最終濃度約１

０13形質導入単位／ｍｌ（アンピシリン耐性クローン）を得る。

      【０５３９】

  （ライブラリーのパニング）

  Ｉｍｍｕｎｏｔｕｂｅ（Ｎｕｎｃ）を、１００μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍ

ｌのいずれかの本発明のポリペプチド４ｍｌを用いてＰＢＳ中で一晩被覆する。

チューブを２％Ｍａｒｖｅｌ－ＰＢＳを用いて３７℃で２時間ブロックし、次い

でＰＢＳ中で３回洗浄する。約１０13ＴＵのファージをチューブに適用し、そし

て、回転盤上で上下にタンブリングしながら室温で３０分間インキュベートし、

次いでさらに１．５時間静置しておく。チューブをＰＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ

－２０で１０回、そしてＰＢＳで１０回洗浄する。１ｍｌの１００ｍＭトリエチ

ルアミンを添加し、そして回転盤上で１５分間上下に回転させることによりファ

ージを溶出し、その後この溶液を０．５ｍｌの１．０Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐ

Ｈ７．４で直ちに中和する。次いで、溶出したファージを細菌とともに３７℃で

３０分間インキュベートすることにより、ファージを用いて、１０ｍｌの対数増

殖中期のＥ．ｃｏｌｉ  ＴＧ１に感染させる。次いで、Ｅ．ｃｏｌｉを１％グル

コースおよび１００μｇ／ｍｌアンピシリンを含有するＴＹＥプレート上にプレ

ートする。次いで、得られる細菌ライブラリーを、上記のようにΔ遺伝子３ヘル

パーファージでレスキューし、次の回の選択のためのファージを調製する。次い

で、このプロセスを、アフィニティー精製の全４回について反復し、３回目およ

び４回目については、チューブ洗浄をＰＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０で２０

回、およびＰＢＳで２０回に増加する。

      【０５４０】

  （結合剤の特徴付け）

  第３回目および４回目の選択から溶出したファージを用いて、Ｅ．ｃｏｌｉ  

ＨＢ  ２１５１を感染させ、そして可溶性ｓｃＦｖをアッセイのために単一コロ

ニーから生成する（Ｍａｒｋｓら、１９９１）。５０ｍＭ炭酸水素塩、ｐＨ９．

６中の本発明のポリペプチドの１０ｐｇ／ｍｌのいずれかで被覆したマイクロタ
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イタープレートを用いてＥＬＩＳＡを実行する。ＥＬＩＳＡ中の陽性クローンを

ＰＣＲフィンガープリンティング（例えば、ＷＯ９２／０１０４７を参照のこと

）、次に配列決定することによりさらに特徴付ける。

      【０５４１】

  （実施例９：ニューロン活性を同定するスクリーニングアッセイ）

  細胞が分化および増殖を経験する場合、一群の遺伝子が、多くの異なるシグナ

ル伝達経路を介して活性化される。これらの遺伝子のうちの１つであるＥＧＲ１

（初期増殖応答遺伝子１）は、種々の組織および細胞型において活性化の際に誘

導される。ＥＧＲ１のプロモーターは、このような誘導を担う。レポーター分子

に連結されたＥＧＲ１プロモーターを使用して、細胞の活性化をスタニオカルシ

ンにより評価し得る。

      【０５４２】

  特に、以下のプロトコルを使用して、ＰＣ１２細胞株におけるニューロン活性

を評価する。ＰＣ１２細胞（ラット褐色細胞腫（ｐｈｅｎｏｃｈｒｏｍｏｃｙｔ

ｏｍａ）細胞）は、多数のマイトジェン（例えば、ＴＰＡ（テトラデカノイルホ

ルボールアセテート）、ＮＧＦ（神経成長因子）、およびＥＧＦ（上皮増殖因子

）による活性化により増殖および／または分化することが公知である。ＥＧＲ１

遺伝子発現が、この処理の間に活性化される。従って、ＳＥＡＰレポーターに連

結したＥＧＲプロモーターを含む構築物でＰＣ１２細胞を安定にトランスフェク

トすることにより、スタニオカルシンによるＰＣ１２細胞の活性化を評価し得る

。

      【０５４３】

  ＥＧＲ／ＳＥＡＰレポーター構築物を、以下のプロトコルにより構築し得る。

ＥＧＲ－１プロモーター配列（－６３３～＋１）（Ｓａｋａｍｏｔｏ  Ｋら、Ｏ

ｎｃｏｇｅｎｅ  ６：８６７～８７１（１９９１））を、以下のプライマーを使

用して、ヒトゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅し得る：

      【０５４４】

【化４】
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（配列番号１２）。

      【０５４５】

  実施例１３にて作製したＧＡＳ：ＳＥＡＰ／Ｎｅｏベクターを使用して、その

後、ＥＧＲ１増幅産物をこのベクター中に挿入し得る。ＧＡＳ：ＳＥＡＰ／Ｎｅ

ｏベクターを制限酵素ＸｈｏＩ／ＨｉｎｄＩＩＩを使用して線状化し、ＧＡＳ／

ＳＶ４０スタッファーを除去する。これらの同じ酵素を用いてＥＧＲ１増幅産物

を制限処理する。ベクターとＥＧＲ１プロモーターとを連結する。

      【０５４６】

  細胞培養のための９６ウェルプレートを調製するために、２ｍｌのコーティン

グ溶液（３０％エタノール中のコラーゲンＩ型（Ｕｐｓｔａｔｅ  Ｂｉｏｔｅｃ

ｈ  Ｉｎｃ．カタログ番号０８－１１５）の１：３０希釈液（フィルター滅菌済

み））を１つの１０ｃｍプレートに添加するか、または９６ウェルプレートの１

ウェルあたり５０ｍｌを添加し、そして２時間風乾させる。

      【０５４７】

  ＰＣ１２細胞を、事前コーティングした１０ｃｍ組織培養皿上で１００単位／

ｍｌペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンを補充した、１０％

ウマ血清（ＪＲＨ  ＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥＳ、カタログ番号１２４４９－７８Ｐ

）、５％熱非働化ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｂｉ

ｏ  Ｗｈｉｔｔａｋｅｒ）にて慣用的に増殖させる。３～４日ごとに１つから４

つへの分割を行なう。細胞を、掻き取ることによりプレートから取り出し、そし

て１５回より多くピペッティングで上下することにより再懸濁する。

      【０５４８】

  実施例１２に記載されるリポフェクタミンプロトコルを使用してＰＣ１２にＥ

ＧＲ／ＳＥＡＰ／Ｎｅｏ構築物をトランスフェクトする。安定なＥＧＲ－ＳＥＡ
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Ｐ／ＰＣ１２細胞を、３００μｇ／ｍｌ  Ｇ４１８において細胞を増殖させるこ

とによって得る。Ｇ４１８を含まない培地を慣用的増殖に使用するが、１～２ヶ

月ごとに、細胞を、数回の継代の間、３００μｇ／ｍｌ  Ｇ４１８にて再増殖さ

せるべきである。

      【０５４９】

  ニューロン活性についてアッセイするために、約７０～８０％コンフルエント

の細胞を含む１０ｃｍプレートを、古い培地を除去することによりスクリーニン

グする。細胞をＰＢＳ（リン酸緩衝化生理食塩水）で一度洗浄する。次いで、低

血清培地（１％ウマ血清および０．５％ＦＢＳを抗生物質とともに含むＲＰＭＩ

－１６４０）中で細胞を一晩飢餓にする。

      【０５５０】

  翌朝、培地を除去し、そして細胞をＰＢＳで洗浄する。プレートから細胞を掻

き取り、細胞を２ｍｌ低血清培地中に十分懸濁する。細胞数を計数し、そしてよ

り低血清の培地を添加して、最終細胞密度を５×１０5細胞／ｍｌとして達成す

る。

      【０５５１】

  ９６ウェルプレートの各ウェルに細胞懸濁液２００μｌを添加する（１×１０

5細胞／ウェルと等価）。実施例１２により作製される上清を５０μｌ、３７℃

で４８～７２時間添加する。ポジティブコントロールとして、ＥＧＲを介してＰ

Ｃ１２細胞を活性化することが公知の増殖因子（例えば、神経成長因子（ＮＧＦ

）５０ｎｇ／μｌ）を使用し得る。ＳＥＡＰの５０倍を超える誘導が、代表的に

、ポジティブコントロールウェルにおいて観察される。実施例５に従う上清をＳ

ＥＡＰアッセイする。

      【０５５２】

  （実施例１０：低分子の濃度および膜透過性における変化を同定するスクリー

ニングアッセイ）

  レセプターへのリガンドの結合は、カルシウム、カリウム、ナトリウムのよう

な低分子およびｐＨの細胞内レベルを変化させ、ならびに膜電位を変化させるこ

とは公知である。これらの変化を、特定細胞のレセプターに結合する上清を同定
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するためのアッセイで測定し得る。以下のプロトコルは、カルシウムについての

アッセイを記載するが、このプロトコルは、カリウム、ナトリウム、ｐＨ、膜電

位、または蛍光プローブにより検出可能な任意の他の低分子における変化を検出

するように容易に改変し得る。

      【０５５３】

  以下のアッセイは、蛍光測定画像化プレートリーダー（「ＦＬＩＰＲ」）を使

用して低分子と結合する蛍光分子（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ）におけ

る変化を測定する。明らかに、低分子を検出する任意の蛍光分子を本明細書で用

いるカルシウム蛍光分子、ｆｌｕｏ－３の代わりに使用し得る。

      【０５５４】

  接着細胞については、細胞を１０，０００～２０，０００細胞／ウェルで、底

が透明なＣｏ－ｓｔａｒ黒色９６ウェルプレートに播種する。プレートをＣＯ2

インキュベーター内で２０時間インキュベートする。接着細胞をＢｉｏｔｅｋ洗

浄器内で２００μｌのＨＢＳＳ（ハンクス平衡化塩溶液）で二回洗浄し、最後の

洗浄後、緩衝液１００μｌを残す。

      【０５５５】

  １ｍｇ／ｍｌのｆｌｕｏ－３のストック溶液を１０％プルロン酸（ｐｌｕｒｏ

ｎｉｃ  ａｃｉｄ）ＤＭＳＯにて作製する。細胞にｆｌｕｏ－３を負荷するため

、１２μｇ／ｍｌのｆｌｕｏ－３（５０μｌ）を各ウェルに添加する。このプレ

ートをＣＯ2インキュベーター中、３７℃で６０分間インキュベートする。プレ

ートをＢｉｏｔｅｋ洗浄器において、ＨＢＳＳで４回洗浄し、緩衝液１００μｌ

を残す。

      【０５５６】

  非接着細胞については、細胞を培養培地からスピンダウンする。細胞を、５０

ｍｌのコニカルチューブ内でＨＢＳＳを用いて２～５×１０6細胞／ｍｌに再懸

濁する。細胞懸濁液１ｍｌあたり、１０％プルロン酸ＤＭＳＯ中１ｍｇ／ｍｌの

ｆｌｕｏ－３溶液４μｌを加える。次に、チューブを３７℃の水浴中に３０～６

０分間置く。細胞をＨＢＳＳで二回洗浄し、１×１０6細胞／ｍｌに再懸濁し、

そしてマイクロプレートに１００μｌ／ウェルずつ分配する。プレートを１００
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０ｒｐｍで５分間遠心分離する。次に、プレートをＤｅｎｌｅｙ  ＣｅｌｌＷａ

ｓｈ中で２００μｌで一回洗浄した後、吸引工程により最終容量を１００μｌに

する。

      【０５５７】

  非細胞ベースのアッセイについては、各ウェルは、ｆｌｕｏ－３のような蛍光

分子を含有する。上清をウェルに添加し、そして蛍光変化を検出する。

      【０５５８】

  細胞内カルシウムの蛍光を測定するため、ＦＬＩＰＲを以下のパラメーターに

ついて設定する：（１）システムゲインは、３００～８００ｍＷであり；（２）

露光時間は、０．４秒間であり；（３）カメラＦ／ストップは、Ｆ／２であり；

（４）励起は４８８ｎｍであり；（５）発光は５３０ｎｍであり；そして（６）

サンプル添加は５０μｌである。５３０ｎｍにおける発光の増加は、スタニオカ

ルシンまたはスタニオカルシンによって誘導される分子のいずれかである分子に

よって引き起こされる、細胞外シグナル伝達事象を示し、これは細胞内Ｃａ++濃

度の増加を生じた。

      【０５５９】

  （実施例１１：ＳＥＡＰ活性についてのアッセイ）

  実施例１４～１７に記載されるアッセイについてのレポーター分子として、Ｓ

ＥＡＰ活性を、Ｔｒｏｐｉｘ  Ｐｈｏｓｐｈｏ－ｌｉｇｈｔ  Ｋｉｔ（Ｃａｔ．

ＢＰ－４００）を使用してアッセイする。以下の一般的手順に従ってＴｒｏｐｉ

ｘ  Ｐｈｏｓｐｈｏ－ｌｉｇｈｔ  Ｋｉｔは、以下で使用する希釈緩衝液、アッ

セイ緩衝液および反応緩衝液を供給する。

      【０５６０】

  ２．５×希釈緩衝液をディスペンサーに詰め、そして２．５×希釈緩衝液１５

μｌを、３５μｌの上清を含むＯｐｔｉｐｌａｔｅに分配する。プレートをプラ

スチックシーラーでシールし、そして６５℃で３０分間インキュベートする。こ

れらのＯｐｔｉｐｌａｔｅを分離して、一様でない加熱を避ける。

      【０５６１】

  サンプルを室温まで１５分間冷ます。ディスペンサーを空にし、そしてアッセ
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イ緩衝液を詰める。５０ｍｌアッセイ緩衝液を添加し、そして室温で５分間イン

キュベートする。ディスペンサーを空にし、そして反応緩衝液（下記表を参照の

こと）を詰める。５０ｍｌ反応緩衝液を添加し、そして室温で２０分間インキュ

ベートする。化学発光シグナルの強度は時間依存性であり、そしてルミノメータ

ーで５つのプレートを読み取るのに約１０分間かかるので、各回で５つのプレー

トを処理しそして１０分後に第２のセットを開始すべきである。

      【０５６２】

  ルミノメーターにて相対光単位を読み取る。Ｈ１２をブランクとしてセットし

、そして結果をプリントする。化学発光の増加が、レポーター活性を示す。

      【０５６３】

  （反応緩衝液の処方）

      【０５６４】

【表２】
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  （実施例１２：生物学的サンプル中のスタニオカルシンの異常レベルを検出す

る方法）

  スタニオカルシンポリペプチドを生物学的サンプル中で検出し得、そしてスタ

ニオカルシンレベルの上昇または低下が検出される場合、このポリペプチドは、

特定表現型のマーカーである。検出方法は多数であり、そしてそれ故、当業者は

以下のアッセイをそれらの特定の必要性に適合するように改変し得ることが理解

される。

      【０５６５】

  例えば、抗体サンドイッチＥＬＩＳＡを使用し、サンプル中、好ましくは、生

物学的サンプル中の、スタニオカルシンを検出する。マイクロタイタープレート

のウェルを、スタニオカルシンに対する特異的抗体を最終濃度０．２～１０μｇ

／ｍｌで用いてコーティングする。この抗体は、モノクローナルまたはポリクロ

ーナルのいずれかであって、実施例１１に記載の方法により産生される。ウェル

に対するスタニオカルシンの非特異的結合が減少するように、このウェルをブロ

ックする。

      【０５６６】

  次に、コーティングしたウェルを、スタニオカルシン含有サンプルを用いて室

温で２時間を超えてインキュベートする。好ましくは、サンプルの系列希釈を使

用して結果を確認すべきである。次に、プレートを脱イオン水または蒸留水で三

回洗浄し、非結合スタニオカルシンを除去する。
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      【０５６７】

  次に、特異的抗体－アルカリホスファターゼ結合体５０μｌを２５～４００ｎ

ｇの濃度で加え、室温で２時間インキュベートする。プレートを再び脱イオン水

または蒸留水で三回洗浄し、未結合の結合体を除去する。

      【０５６８】

  ４－メチルウンベリフェリルリン酸（ＭＵＰ）またはｐ－ニトロフェニルリン

酸（ＮＰＰ）基質溶液７５μｌを各ウェルに添加し、そして室温で１時間インキ

ュベートする。反応物をマイクロタイタープレートリーダーにより測定する。コ

ントロールサンプルの系列希釈を使用して標準曲線を作成し、そしてＸ軸（対数

スケール）にスタニオカルシンポリペプチド濃度を、そしてＹ軸（線形スケール

）に蛍光または吸光度をプロットする。標準曲線を用いてサンプル中のスタニオ

カルシン濃度を補間する。

      【０５６９】

  （実施例１３：ポリペプチドの処方）

  スタニオカルシン組成物を、個々の患者の臨床状態（特に、スタニオカルシン

ポリペプチド単独処置の副作用）、送達部位、投与方法、投与計画および当業者

に公知の他の因子を考慮に入れ、医療実施基準（ｇｏｏｄ  ｍｅｄｉｃａｌ  ｐ

ｒａｃｔｉｃｅ）を遵守する方式で処方および投薬する。従って、本明細書にお

いて目的とする「有効量」は、このような考慮を行って決定される。

      【０５７０】

  一般的提案として、用量当り、非経口的に投与されるスタニオカルシンの合計

薬学的有効量は、患者体重の、約１μｇ／ｋｇ／日～１０ｍｇ／ｋｇ／日の範囲

にあるが、上記のようにこれは治療上の裁量に委ねられる。さらに好ましくは、

このホルモンについて、この用量は、少なくとも０．０１ｍｇ／ｋｇ／日、最も

好ましくはヒトに対して約０．０１ｍｇ／ｋｇ／日と約１ｍｇ／ｋｇ／日との間

である。連続投与する場合、代表的には、スタニオカルシンを約１μｇ／ｋｇ／

時間～約５０μｇ／ｋｇ／時間の投薬速度で１日に１～４回の注射かまたは連続

皮下注入（例えばミニポンプを用いる）のいずれかにより投与する。静脈内用バ

ッグ溶液もまた使用し得る。変化を観察するために必要な処置の長さおよび応答
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が生じる処置後の間隔は、所望の効果に応じて変化するようである。

      【０５７１】

  スタニオカルシンを含む薬学的組成物を、経口投与、直腸内投与、非経口投与

、槽内（ｉｎｔｒａｃｉｓｔｅｍａｌｌｙ）投与、膣内投与、腹腔内投与、局所

的投与（散剤、軟膏、ゲル、点滴剤、または経皮パッチによるなど）、頬内投与

し得るか、あるいは経口スプレーまたは鼻腔スプレーとして投与し得る。「薬学

的に受容可能なキャリア」とは、非毒性の固体、半固体または液体の充填剤、希

釈剤、被包材または任意の型の製剤補助剤をいう。本明細書で用いる用語「非経

口的」とは、静脈内、筋肉内、腹腔内、胸骨内、皮下および関節内の注射および

注入を含む投与の様式をいう。

      【０５７２】

  スタニオカルシンはまた、徐放性系により適切に投与される。徐放性組成物の

適切な例としては、成形品（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）の形態

の半透過性ポリマーマトリックス）が挙げられる。徐放性マトリックスとしては

、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号、ＥＰ５８，４８１）、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，

Ｕ．ら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ  ２２：５４７－５５６（１９８３））、ポリ

（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）（Ｒ．Ｌａｎｇｅｒら、Ｊ．Ｂｉｏｍ

ｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７（１９８１）、およびＲ．Ｌ

ａｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．１２：９８－１０５（１９８２））、エチレ

ンビニルアセテート（Ｒ．Ｌａｎｇｅｒら）またはポリ－Ｄ－（－）－３－ヒド

ロキシ酪酸（ＥＰ１３３，９８８）が挙げられる。徐放性組成物はまた、リポソ

ームに包括されたスタニオカルシンポリペプチドを包含する。スタニオカルシン

を含有するリポソームは、それ自体が公知である方法により調製され得る：ＤＥ

３，２１８，１２１；Ｅｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ  ８２：３６８８－３６９２（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７７：４０３０－４０３４（１９８０

）；ＥＰ５２，３２２；ＥＰ３６，６７６；ＥＰ８８，０４６；ＥＰ１４３，９

４９；ＥＰ１４２，６４１；日本国特許出願第８３－１１８００８号；米国特許
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第４，４８５，０４５号および同第４，５４４，５４５号ならびにＥＰ第１０２

，３２４号。通常、リポソームは、小さな（約２００～８００Å）単層型であり

、そこでは、脂質含有量は、約３０モル％コレステロールよりも多く、選択され

た割合が、最適な分泌ポリペプチド治療のために調整される。

      【０５７３】

  非経口投与のために、１つの実施形態において、一般には、スタニオカルシン

は、それを所望の程度の純度で、薬学的に受容可能なキャリア（すなわち、用い

る投薬量および濃度でレシピエントに対して毒性がなく、かつ処方物の他の成分

と適合するもの）と、単位投薬量の注射可能な形態（溶液、懸濁液または乳濁液

）でスタニオカルシンを混合することにより処方される。例えば、この処方物は

、好ましくは、酸化剤、およびポリペプチドに対して有害であることが知られて

いる他の化合物を含まない。

      【０５７４】

  一般に、スタニオカルシンを液体キャリアまたは微細分割固体キャリアあるい

はその両方と均一および緊密に接触させて、処方物を調製する。次に、必要であ

れば、生成物を所望の処方物に成形する。好ましくは、キャリアは、非経口的キ

ャリア、より好ましくはレシピエントの血液と等張である溶液である。このよう

なキャリアビヒクルの例としては、水、生理食塩水、リンゲル溶液およびデキス

トロース溶液が挙げられる。不揮発性油およびオレイン酸エチルのような非水性

ビヒクルもまた、リポソームと同様に本明細書において有用である。

      【０５７５】

  このキャリアは、等張性および化学安定性を高める物質のような微量の添加剤

を適切に含有する。このような物質は、用いる投薬量および濃度でレシピエント

に対して毒性がなく、このような物質としては、リン酸塩、クエン酸塩、コハク

酸塩、酢酸および他の有機酸またはその塩類のような、緩衝剤；アスコルビン酸

のような抗酸化剤；低分子量（約１０残基より少ない）ポリペプチド（例えば、

ポリアルギニンまたはトリペプチド）；血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グ

ロブリンのような、タンパク質；ポリビニルピロリドンのような親水性ポリマー

；グリシン、グルタミン酸、アスパラギン酸またはアルギニンのような、アミノ
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酸；セルロースまたはその誘導体、グルコース、マンノースまたはデキストリン

を含む、単糖類、二糖類、および他の糖質；ＥＤＴＡのようなキレート剤；マン

ニトールまたはソルビトールのような、糖アルコール；ナトリウムのような対イ

オン；および／またはポリソルベート、ポロキサマーもしくはＰＥＧのような、

非イオン性界面活性剤が挙げられる。

      【０５７６】

  スタニオカルシンは、代表的には約０．１ｍｇ／ｍｌ～１００ｍｇ／ｍｌ、好

ましくは１～１０ｍｇ／ｍｌの濃度で、約３～８のｐＨで、このようなビヒクル

中に処方される。上記の特定の賦形剤、キャリアまたは安定化剤を使用すること

により、ポリペプチド塩が形成されることが理解される。

      【０５７７】

  治療的投与に用いられる任意のスタニオカルシンは滅菌状態であり得る。滅菌

濾過膜（例えば０．２ミクロンメンブレン）を通す濾過により、滅菌状態を容易

に達成する。一般に、治療ポリペプチド組成物を、滅菌アクセスポートを有する

容器、例えば、皮下用注射針で穿刺可能なストッパー付の静脈内用溶液バッグま

たはバイアルに配置する。

      【０５７８】

  スタニオカルシンポリペプチドは、通常、単位用量容器または複数用量容器、

例えば、密封アンプルまたはバイアルに、水溶液または再構成するための凍結乾

燥処方物として貯蔵する。凍結乾燥処方物の例として、１０ｍｌのバイアルに、

滅菌濾過した１％（ｗ／ｖ）スタニオカルシンポリペプチド水溶液５ｍｌを充填

し、そして得られる混合物を凍結乾燥する。凍結乾燥したポリペプチドを、注射

用静菌水を用いて再構成して、注入溶液を調製する。

      【０５７９】

  本発明はまた、本発明の薬学的組成物の成分の１つ以上を充填した一つ以上の

容器を備える、薬学的パックまたはキットを提供する。医薬品または生物学的製

品の製造、使用または販売を規制する政府機関が定めた形式の通知が、このよう

な容器に付属し得、この通知は、ヒトへの投与に対する製造、使用または販売に

関する政府機関による承認を表す。さらに、スタニオカルシンを他の治療用化合
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物と組み合わせて使用し得る。

      【０５８０】

  本発明の組成物は、単独で、または他の治療剤と組み合わせて投与し得る。本

発明の組成物とともに投与し得る治療剤としては、以下が挙げられるが、それら

に限定されない：低酸素症、虚血、発作または心臓発作に付随する組織損傷を処

置もしくは予防する際に有用な他の組成物、および／またはＴＮＦファミリーの

メンバー、化学療法剤、抗生物質、ステロイド性および非ステロイド性の抗炎症

剤、従来の免疫療法剤、サイトカインならびに／または増殖因子。組み合わせは

、例えば、混合物として同時に、別々であるが同時にもしくは並行して；または

逐次的にかのいずれかで、投与し得る。これは、組み合わされた薬剤を治療混合

物としてともに投与される提示を含み、そして組み合わせた薬剤を別々であるが

同時に（例えば、同じ個体へ別々の静脈ラインを通じての場合）投与する手順も

また含む。「組み合わせ」投与は、第１に与えられ、続いて第２に与えられる化

合物または薬剤のうちの１つを別々に投与することをさらに含む。

      【０５８１】

  好ましい実施形態において、本発明の組成物は、低酸素症、虚血、梗塞形成、

発作および／または心臓発作に関連する、細胞または組織の損傷を処置または予

防する際に有用な他の化合物と組み合わせて投与される。本発明の組成物ととも

に投与され得る化合物としては、以下が挙げられるが、それらに限定されない：

ＴＰＡ（例えば、米国特許第５，７１４，１４５号を参照のこと（これは、本明

細書中に参考として援用される））；チクロピジン（例えば、米国特許第５，９

４５，４３２号を参照のこと（これは、本明細書中に参考として援用される））

；クロピドグレルビスルフェート（例えば、米国特許第５，５７６，３２８号を

参照のこと（これは、本明細書中に参考として援用される））；代謝生成物産生

性グルタミン酸レセプターアゴニスト（例えば、Ｌ（＋）－２－アミノ－４ホス

ホノ酪酸、トランス－アミノシクロペンタンジカルボン酸、（１Ｓ，３Ｒ）－ア

ミノシクロペンタンジカルボン酸、または例えばその四級酸）（米国特許第５，

５００，４２０号を参照のこと（これは、その全体が本明細書中に参考として援

用される））；米国特許第５，５１９，０３５号に開示される群より選択される
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プロテインキナーゼＣインヒビター（米国特許第５，５１９，０３５号を参照の

こと（これは、その全体が本明細書中に参考として援用される））；米国特許第

５，８８８，９９６に開示される群より選択されるＮＭＤＡグルタミン酸レセプ

ターインヒビター（米国特許第５，８８８，９９６号を参照のこと（これは、そ

の全体が本明細書中に参考として援用される））；米国特許第５，８４４，００

３に開示される群より選択されるデプレニール、またはその誘導体（米国特許第

５，８４４，００３号を参照のこと（これは、その全体が本明細書中に参考とし

て援用される））；バルビツール酸（米国特許第５，４７４，９９０号を参照の

こと（これは、その全体が本明細書中に参考として援用される））；およびＳ－

（－）－Ｎ－プロパルギル－１－アミノインダン（国際公開番号ＷＯ９８／０２

１５２号を参照のこと（これは、その全体が本明細書中に参考として援用される

））。

      【０５８２】

  １つの実施形態において、本発明の組成物は、ＴＮＦファミリーの他のメンバ

ーと組み合わせて投与される。本発明の組成物とともに投与され得るＴＮＦ分子

、ＴＮＦ関連分子、またはＴＮＦ様分子としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：可溶性形態のＴＮＦ－α、リンホトキシン－α、（ＬＴ－α、

ＴＮＦ－βとしても公知）、ＬＴ－β（複合ヘテロトリマーＬＴ－α２－βの状

態で見出された）、ＯＰＧＬ、ＦａｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ４０Ｌ

、４－１ＢＢＬ、ＤｃＲ３、ＯＸ４０Ｌ、ＴＮＦ－γ（国際公開番号ＷＯ９６／

１４３２８）、ＡＩＭ－Ｉ（国際公開番号ＷＯ９７／３３８９９）、エンドカイ

ン（ｅｎｄｏｋｉｎｅ）－α（国際公開番号ＷＯ９８／０７８８０）、ＴＲ６（

国際公開番号ＷＯ９８／３０６９４）、ＯＰＧ、およびニュートロカイン（ｎｅ

ｕｔｒｏｋｉｎｅ）－α（国際公開番号ＷＯ９８／１８９２１）、ＯＸ４０、お

よび神経成長因子（ＮＧＦ）、ならびに可溶性形態のＦａｓ、可溶性形態のＣＤ

３０、可溶性形態のＣＤ２７、可溶性形態のＣＤ４０および可溶性形態の４－Ｉ

ＢＢ、ＴＲ２（国際公開番号ＷＯ９６／３４０９５）、ＤＲ３（国際公開番号Ｗ

Ｏ９７／３３９０４）、ＤＲ４（国際公開番号ＷＯ９８／３２８５６）、ＴＲ５

（国際公開番号ＷＯ９８／３０６９３）、ＴＲ６（国際公開番号ＷＯ９８／３０
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６９４）、ＴＲ７（国際公開番号ＷＯ９８／４１６２９）、ＴＲＡＮＫ、ＴＲ９

（国際公開番号ＷＯ９８／５６８９２）、ＴＲ１０（国際公開番号ＷＯ９８／５

４２０２）、３１２Ｃ２（国際公開番号ＷＯ９８／０６８４２）、およびＴＲ１

２、ならびに可溶性形態のＣＤ１５４、可溶性形態のＣＤ７０、および可溶性形

態のＣＤ１５３。

      【０５８３】

  本発明の組成物とともに投与され得る従来の非特異的免疫抑制剤としては、ス

テロイド類、シクロスポリン、シクロスポリンアナログ、シクロホスファミドメ

チルプレドニゾン、プレドニゾン、アザチオプリン、ＦＫ－５０６、１５－デオ

キシスペルグアリン（１５－ｄｅｏｘｙｓｐｅｒｇｕａｌｉｎ）、および応答Ｔ

細胞の機能を抑制することによって作用する他の免疫抑制剤が挙げられるが、こ

れらに限定されない。

      【０５８４】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、抗生物質と組合せて投与され

る。本発明の組成物と共に投与され得る抗生物質としては、テトラサイクリン、

メトロニダゾール、アンモキシシリン、βラクタマーゼ、アミノグリコシド、マ

クロライド、キノロン、フルオロキノロン、セファロスポリン、エチロマイシン

、シプロフロキサシン、およびストレプトマイシンが挙げられるが、これらに限

定されない。

      【０５８５】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、単独でかまたは抗炎症剤と組

み合わせて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る抗炎症剤としては

、グルココルチコイドおよび非ステロイド抗炎症剤、アミノアリールカルボン酸

誘導体、アリール酢酸誘導体、アリール酪酸誘導体、アリールカルボン酸、アリ

ールプロピオン酸誘導体、ピラゾール類、ピラゾロン類、サリチル酸誘導体、チ

アジンカルボキサミド類、ｅ－アセトアミドカプロン酸、Ｓ－アデノシルメチオ

ニン、３－アミノ－４－ヒドロキシ酪酸、アミキセトリン（ａｍｉｘｅｔｒｉｎ

ｅ）、ベンダザック、ベンジダミン、ブコローム、ジフェンピラミド、ジタゾー

ル、エモルファゾン、グアイアズレン、ナブメトン、ニメスリド、オルゴテイン
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、オキサセプロール、パラニリン（ｐａｒａｎｙｌｉｎｅ）、ペリソキサール、

ピフオキシム、プロカゾン、プロキサゾール、およびテニダプが挙げられるが、

これらに限定されない。

      【０５８６】

  別の実施形態において、本発明の組成物は、化学療法剤と組み合わせて投与さ

れる。本発明の治療剤とともに投与され得る化学療法剤としては、抗生物質誘導

体（例えば、ドキソルビシン、ブレオマイシン、ダウノルビシン、およびダクチ

ノマイシン）；抗エストロゲン（例えば、タモキシフェン）；抗代謝物（例えば

、フルオロウラシル、５－ＦＵ、メトトレキサート、フロクスウリジン、インタ

ーフェロンα－２ｂ、グルタミン酸、プリカマイシン（ｐｌｉｃａｍｙｃｉｎ）

、メルカプトプリン、および６－チオグアニン）；細胞傷害剤（例えば、カルム

スチン、ＢＣＮＵ、ロムスチン、ＣＣＮＵ、シトシンアラビノシド、シクロホス

ファミド、エストラムスチン、ヒドロキシウレア、プロカルバジン、マイトマイ

シン、ブスルファン、シス－プラチン、および硫酸ビンクリスチン）；ホルモン

（例えば、メドロキシプロゲステロン、エストラムスチンリン酸ナトリウム、エ

チニルエストラジオール、エストラジオール、酢酸メゲストロール、メチルテス

トステロン、ジエチルスチルベストロールジホスフェート、クロロトリアニセン

、およびテストラクトン）；ナイトロジェンマスタード誘導体（例えば、メファ

レン（ｍｅｐｈａｌｅｎ）、クロランブシル（ｃｈｌｏｒａｍｂｕｃｉｌ）、メ

クロレタミン（ナイトロジェンマスタード）およびチオテパ）；ステロイド類お

よび組み合わせ（例えば、ベタメタゾンリン酸ナトリウム）；ならびにその他（

例えば、ジカルバジン（ｄｉｃａｒｂａｚｉｎｅ）、アスパラギナーゼ、ミトー

テン、硫酸ビンクリスチン、硫酸ビンブラスチン、およびエトポシド）が挙げら

れるが、これらに限定されない。

      【０５８７】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、サイトカインと組み合わせて

投与される。本発明の治療剤とともに投与され得るサイトカインとしては、ＩＬ

２、ＩＬ３、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ１０、ＩＬ１２、ＩＬ１３

、ＩＬ１５、抗ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－αが挙げられ
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るが、これらに限定されない。

      【０５８８】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、脈管形成タンパク質と組合わ

せて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る脈管形成タンパク質とし

ては、欧州特許ＥＰ－３９９８１６に開示されるようなグリオーム誘導増殖因子

（Ｇｉｌｉｏｍａ  Ｄｅｒｉｖｅｄ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒ）（ＧＤＧＦ

）；欧州特許ＥＰ－６８２１１０に開示されるような血小板誘導増殖因子－Ａ（

ＰＤＧＦ－Ａ）；欧州特許ＥＰ－２８２３１７に開示されるような血小板誘導増

殖因子－Ｂ（ＰＤＧＦ－Ｂ）；国際公開番号ＷＯ９２／０６１９４号に開示され

るような胎盤増殖因子（ＰＩＧＦ）；Ｈａｕｓｅｒら、Ｇｏｒｗｔｈ  Ｆａｃｔ

ｏｒｓ、４：２５９－２６８（１９９３）に開示されるような胎盤増殖因子－２

（ＰＩＧＦ－２）；国際公開番号ＷＯ９０／１３６４９号に開示されるような血

管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；欧州特許ＥＰ－５０６４７７に開示されるような

血管内皮増殖因子－Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）；国際公開番号ＷＯ９６／３９５１５号

に開示されるような血管内皮増殖因子－２（ＶＥＧＦ－２）；国際公開番号ＷＯ

９６／２６７３６号に開示されるような血管内皮増殖因子Ｂ－１８６（ＶＥＧＦ

－Ｂ１８６）；国際公開番号ＷＯ９８／０２５４３号に開示されるような血管内

皮増殖因子－Ｄ（ＶＥＧＦ－Ｄ）；国際公開番号ＷＯ９８／０７８３２号に開示

されるような血管内皮増殖因子－Ｄ（ＶＥＧＦ－Ｄ）；およびドイツ国特許ＤＥ

１９６３９６０１に開示されるような血管内皮増殖因子－Ｅ（ＶＥＧＦ－Ｅ）が

挙げられるが、これらに限定されない。上記の参考文献は、本明細書で参考とし

て援用される。

      【０５８９】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、線維芽細胞増殖因子と組合わ

せて投与される。本発明の組成物とともに投与され得る線維芽細胞増殖因子とし

ては、ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－２、ＦＧＦ－３、ＦＧＦ－４、ＦＧＦ－５、ＦＧＦ

－６、ＦＧＦ－７、ＦＧＦ－８、ＦＧＦ－９、ＦＧＦ－１０、ＦＧＦ－１１、Ｆ

ＧＦ－１２、ＦＧＦ－１３、ＦＧＦ－１４、およびＦＧＦ－１５が挙げられるが

、これらに限定されない。
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      【０５９０】

  さらなる実施形態において、本発明の組成物は、他の治療レジメまたは予防レ

ジメ（例えば、放射線治療）と組合わせて投与される。

      【０５９１】

  （実施例１４：スタニオカルシンのレベル低下を処置する方法）

  本発明は、体内におけるスタニオカルシンのレベルを低下させる必要のある個

体を処置するための方法に関し、その方法は、治療有効量のスタニオカルシンの

アンタゴニストを含む組成物をそのような個体に投与する工程を包含する。本発

明において使用するための好ましいアンタゴニストは、スタニオカルシン特異的

抗体である。

      【０５９２】

  さらに、個体におけるスタニオカルシンの標準または正常発現レベルの低下に

より引き起こされる状態は、スタニオカルシンを、好ましくは分泌形態で投与す

ることにより処置し得ることが理解される。従って、本発明はまた、スタニオカ

ルシンポリペプチドのレベルの増加が必要な個体の処置方法を提供する。この方

法は、このような個体に、このような個体でスタニオカルシンの活性レベルを増

加させる量のスタニオカルシンを含む薬学的組成物を投与する工程を包含する。

      【０５９３】

  例えば、スタニオカルシンポリペプチドのレベルが低下した患者は、ポリペプ

チドを、１日用量０．１～１００μｇ／ｋｇで６日続けて服用する。好ましくは

、ポリペプチドは分泌形態である。投与および処方物に基づく投薬計画の正確な

詳細は、実施例２４に提供されている。

      【０５９４】

  （実施例１５：スタニオカルシンのレベル上昇を処置する方法）

  本発明はまた、体内におけるスタニオカルシン活性のレベルを上昇させる必要

のある個体を処置するための方法に関し、その方法は、治療有効量のスタニオカ

ルシンまたはそのアゴニストを含む組成物をそのような個体に投与する工程を包

含する。

      【０５９５】
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  アンチセンス技術を使用してスタニオカルシンの産生を阻害する。この技術は

、癌のような様々な病因に起因するスタニオカルシンポリペプチド、好ましくは

分泌形態のスタニオカルシンのレべルを低下させる方法の１つの例である。

      【０５９６】

  例えば、スタニオカルシンのレベルが異常に上昇したと診断された患者に、ア

ンチセンスポリヌクレオチドを、０．５、１．０、１．５、２．０および３．０

ｍｇ／ｋｇ／日で静脈内に２１日間投与する。この処置に対して十分な耐性があ

れば、７日間の休薬期間後に、この処置を繰り返す。アンチセンスポリヌクレオ

チドの処方は、実施例２４に提供されている。

      【０５９７】

  （実施例１６：遺伝子治療を使用する処置方法－エキソビボ）

  遺伝子治療の１つの方法は、スタニオカルシンポリペプチドを発現し得る線維

芽細胞を患者に移植する方法である。一般に、線維芽細胞は、皮膚生検により被

験者から得られる。得られた組織を組織培養培地中に配置し、小片に分割する。

小塊の組織を組織培養フラスコの湿潤表面に置き、ほぼ１０片を各フラスコに置

く。このフラスコを倒置し、しっかりと閉めた後、室温で一晩放置する。室温で

２４時間後、フラスコを反転させ、組織塊をフラスコの底に固定させたままにし

、そして新鮮培地（例えば、１０％ＦＢＳ、ペニシリンおよびストレプトマイシ

ンを含有するＨａｍのＦ１２培地）を添加する。次に、フラスコを３７℃で約１

週間インキュベートする。

      【０５９８】

  この時点で、新鮮培地を添加し、次いで数日ごとに取り換える。さらに二週間

培養した後に単層の線維芽細胞が出現する。単層をトリプシン処理し、さらに大

きなフラスコにスケールアップする。

      【０５９９】

  Ｍｏｌｏｎｅｙマウス肉腫ウイルスの長末端反復が隣接するｐＭＶ－７（Ｋｉ

ｒｓｃｈｍｅｉｅｒ，Ｐ．Ｔ．ら、ＤＮＡ，７：２１９－２５（１９８８））を

ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで消化した後、仔ウシ腸ホスファターゼで処理

する。線状ベクターをアガロースゲルで分画し、そしてガラスビーズを使用して
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精製する。

      【０６００】

  スタニオカルシンをコードするｃＤＮＡを、実施例１に記載のそれぞれ５’お

よび３’末端配列に対応するＰＣＲプライマーを使用して増幅し得る。好ましく

は、５’プライマーはＥｃｏＲＩ部位を含み、そして３’プライマーはＨｉｎｄ

ＩＩＩ部位を含む。等量の、Ｍｏｌｏｎｅｙマウス肉腫ウイルス線状骨格および

増幅したＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩフラグメントを、Ｔ４  ＤＮＡリガー

ゼの存在下で一緒に加える。得られた混合物を二つのフラグメントを連結するの

に適した条件下で維持する。次に、連結混合物を使用し、細菌ＨＢ１０１を形質

転換する。次に、それを、カナマイシンを含む寒天上にプレーティングし、ベク

ターが正確に挿入された目的の遺伝子を有することを確認する。

      【０６０１】

  アンフォトロピックｐＡ３１７またはＧＰ＋ａｍ１２パッケージング細胞を、

１０％仔ウシ血清（ＣＳ）、ペニシリンおよびストレプトマイシンを含むＤｕｌ

ｂｅｃｃｏ改変Ｅａｇｌｅｓ培地（ＤＭＥＭ）中、組織培養でコンフルエントな

密度まで増殖させる。次に、スタニオカルシンをコードする遺伝子を含むＭＳＶ

ベクターを培地に加え、そしてパッケージング細胞にベクターを形質導入する。

このとき、パッケージング細胞はスタニオカルシン遺伝子を含む感染性ウイルス

粒子を産生する（ここで、パッケージング細胞をプロデューサー細胞という）。

      【０６０２】

  形質導入されたプロデューサー細胞に新鮮培地を添加し、次いで培地を１０ｃ

ｍプレートのコンフルエントなプロデューサー細胞から採取する。感染性ウイル

ス粒子を含む使用済み培地を、ミリポアーフィルターを通して濾過し、はがれた

プロデューサー細胞を除去した後、この培地を使用して、線維芽細胞を感染させ

る。線維芽細胞のサブコンフルエントなプレートから培地を除去し、そしてプロ

デューサー細胞からの培地で速やかに置き換える。この培地を除去し、そして新

鮮培地と置き換える。ウイルスの力価が高ければ、実質的にすべての線維芽細胞

が感染され、選択は必要ではない。力価が非常に低ければ、ｎｅｏまたはｈｉｓ

のような選択マーカーを有するレトロウイルスベクターを使用することが必要で
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ある。一旦、線維芽細胞が効率的に感染したなら、線維芽細胞を分析し、スタニ

オカルシンタンパク質が産生されているか否かを決定する。

      【０６０３】

  次に、操作された線維芽細胞を、単独で、またはサイトデックス３マイクロキ

ャリアビーズ上でコンフルエントに増殖させた後のいずれかで宿主に移植する。

      【０６０４】

  （実施例１７：内因性スタニオカルシン遺伝子を使用する遺伝子治療）

  本発明に従う遺伝子治療の別の方法は、内因性スタニオカルシン配列を、例え

ば、米国特許第５，６４１，６７０号（１９９７年６月２４日出願）；国際公開

第ＷＯ  ９６／２９４１１号（１９９６年９月２６日公開）；国際公開第ＷＯ  

９４／１２６５０号（１９９４年８月４日公開）；Ｋｏｌｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６：８９３２～８９３５（１９８９）

；およびＺｉｊｌｓｔｒａら、Ｎａｔｕｒｅ，３４２：４３５～４３８（１９８

９）に記載されるように、相同組換えを介してプロモーターに作動可能に結合す

る工程を包含する。この方法は、その標的細胞中に存在するが、その細胞中で発

現されないかまたは所望されるよりも低いレベルで発現される、遺伝子の活性化

を包含する。

      【０６０５】

  プロモーターおよび標的化配列を含むポリヌクレオチド構築物を作製する。こ

の標的配列は、プロモーターに隣接する、内因性スタニオカルシンの５’非コー

ド配列と相同である。この標的配列は、スタニオカルシンの５’末端に十分に近

く、その結果、このプロモーターは、相同組換えの際にこの内因性配列に作動可

能に連結される。このプロモーターおよび標的化配列を、ＰＣＲを使用して増幅

し得る。好ましくは、この増幅したプロモーターは、５’末端および３’末端上

に異なる制限酵素部位を含む。好ましくは、第１の標的化配列の３’末端は、増

幅したプロモーターの５’末端と同じ制限酵素部位を含み、そして第２の標的化

配列の５’末端は、増幅したプロモーターの３’末端と同じ制限酵素部位を含む

。

      【０６０６】
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  この増幅したプロモーターおよび増幅した標的化配列を、適切な制限酵素で消

化し、続いてウシ腸ホスファターゼで処理する。消化したプロモーターおよび消

化した標的化配列を、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼの存在下でともに加える。生じた混

合物を、これら２つのフラグメントの連結に適切な条件下で維持する。この構築

物をアガロースゲル上でサイズ分画し、次いでフェノール抽出およびエタノール

沈殿によって精製する。

      【０６０７】

  この実施例において、このポリヌクレオチド構築物を、エレクトロポレーショ

ンを介して裸のポリヌクレオチドとして投与する。しかし、このポリヌクレオチ

ド構築物はまた、トランスフェクション促進剤（例えば、リポソーム、ウイルス

配列、ウイルス粒子、沈殿剤など）とともにも投与し得る。送達のためのこのよ

うな方法は、当該分野で公知である。

      【０６０８】

  一旦、細胞をトランスフェクトすると、相同組換えが生じて、この内因性スタ

ニオカルシン配列に作動可能に連結されるプロモーターを生じる。これは、この

細胞中におけるスタニオカルシン発現を生じる。発現は、免疫学的染色または当

該分野で公知の他の任意の方法により、検出され得る。

      【０６０９】

  線維芽細胞を、皮膚生検により被験者から得る。得られた組織を、ＤＭＥＭ＋

１０％胎仔ウシ血清中に配置する。対数増殖期または定常期初期の線維芽細胞を

、トリプシン処理し、そしてプラスチックの表面から栄養培地でリンスする。細

胞懸濁液のアリコートを、計数のために取り出し、そして残りの細胞を遠心分離

に供する。上清を吸引し、そしてペレットを５ｍｌのエレクトロポレーション緩

衝液（２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ  ｐＨ７．３、１３７ｍＭ  ＮａＣｌ、５ｍＭ  Ｋ

Ｃｌ、０．７ｍＭ  Ｎａ2ＨＰＯ4、６ｍＭデキストロース）に再懸濁する。この

細胞を再遠心分離し、上清を吸引し、そして細胞をアセチル化ウシ血清アルブミ

ン１ｍｇ／ｍｌを含むエレクトロポレーション緩衝液に再懸濁する。この最終細

胞懸濁物は、約３×１０6細胞／ｍｌを含む。エレクトロポレーションを、再懸

濁直後に実施すべきである。
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      【０６１０】

  プラスミドＤＮＡを、標準的技術に従って調製する。例えば、スタニオカルシ

ン遺伝子座に標的化するためのプラスミドを構築するために、プラスミドｐＵＣ

１８（ＭＢＩ  Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、Ａｍｈｅｒｓｔ、ＮＹ）をＨｉｎｄＩＩＩ

で消化する。ＣＭＶプロモーターを、５’末端にＸｂａＩ部位および３’末端に

ＢａｍＨＩ部位を備えてＰＣＲにより増幅する。２つのスタニオカルシン非コー

ド配列をＰＣＲを介して増幅する：一方のスタニオカルシン非コード配列（スタ

ニオカルシンフラグメント１）を、５’末端にＨｉｎｄＩＩＩ部位および３’末

端にＸｂａＩ部位を備えて増幅する；他方のスタニオカルシン非コード配列（ス

タニオカルシンフラグメント２）を、５’末端にＢａｍＨＩ部位および３’末端

にＨｉｎｄＩＩＩ部位を備えて増幅する。このＣＭＶプロモーターおよびスタニ

オカルシンフラグメントを、適切な酵素（ＣＭＶプロモーター－ＸｂａＩおよび

ＢａｍＨＩ；スタニオカルシンフラグメント１－ＸｂａＩ；スタニオカルシンフ

ラグメント２－ＢａｍＨＩ）で消化し、そしてともに連結する。生じた連結生成

物をＨｉｎｄＩＩＩで消化し、そしてＨｉｎｄＩＩＩで消化したｐＵＣ１８プラ

スミドと連結する。

      【０６１１】

  プラスミドＤＮＡを、０．４ｃｍの電極ギャップを備える滅菌キュベット（Ｂ

ｉｏ－Ｒａｄ）に添加する。最終ＤＮＡ濃度は、一般的に、少なくとも１２０μ

ｇ／ｍｌである。次いで、この細胞懸濁液の０．５ｍｌ（約１．５×１０6細胞

を含む）をこのキュベットに添加し、そしてこの細胞懸濁液およびＤＮＡ溶液を

、穏やかに混合する。エレクトロポレーションを、Ｇｅｎｅ－Ｐｕｌｓｅｒ装置

（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて実施する。キャパシタンスおよび電圧を、それぞれ

、９６０μＦおよび２５０～３００Ｖに設定する。電圧が増加すると、細胞の生

存が減少するが、導入されたＤＮＡをそのゲノム中に安定に組込む生存細胞の割

合が劇的に増加する。これらのパラメーターを与えると、パルス時間約１４～２

０ｍＳｅｃが観察されるはずである。

      【０６１２】

  エレクトロポレーションした細胞を、室温で約５分間維持し、次いで、このキ
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ュベットの中身を、滅菌した移動ピペットを用いて穏やかに取り出す。この細胞

を、１０ｃｍのディッシュ中の、予め温めた栄養培地（１５％ウシ血清を含むＤ

ＭＥＭ）１０ｍｌに直接加え、そして３７℃でインキュベートする。翌日、この

培地を吸引し、そして１０ｍｌの新鮮な培地で置換し、そしてさらに１６～２４

時間インキュベートする。

      【０６１３】

  次いで、操作された線維芽細胞を、宿主中に、単独か、またはサイトデックス

（ｃｙｔｏｄｅｘ）３マイクロキャリア（ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ）ビーズ上

でコンフルエントになるまで増殖させた後かのいずれかで、注入する。ここで、

この線維芽細胞は、タンパク質産物を生成する。次いで、この線維芽細胞を、上

記のような患者に導入し得る。

      【０６１４】

  （実施例１８：遺伝子治療を使用する処置方法－インビボ）

  本発明の別の局面は、障害、疾患、および状態を処置するためにインビボ遺伝

子治療方法を使用することである。この遺伝子治療法は、スタニオカルシンポリ

ペプチドの発現を増大または減少させるための、動物への裸の核酸（ＤＮＡ、Ｒ

ＮＡ、およびアンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ）スタニオカルシン配列の導入に

関する。スタニオカルシンポリペプチドは、プロモーター、または標的組織によ

るスタニオカルシンポリペプチドの発現に必要な任意の他の遺伝子エレメントに

、作動可能に連結され得る。このような遺伝子治療および送達の技術および方法

は、当該分野で公知であり、例えば、ＷＯ９０／１１０９２、ＷＯ９８／１１７

７９；米国特許第５６９３６２２号、同第５７０５１５１号、同第５５８０８５

９号；Ｔａｂａｔａ  Ｈ．ら、Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ．Ｒｅｓ．３５（３）：４

７０－４７９（１９９７）；Ｃｈａｏ  Ｊら、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｒｅｓ．３

５（６）：５１７－５２２（１９９７）；Ｗｏｌｆｆ，Ｊ．Ａ．、Ｎｅｕｒｏｍ

ｕｓｃｕｌ．Ｄｉｓｏｒｄ．７（５）：３１４－３１８（１９９７）、Ｓｃｈｗ

ａｒｔｚ  Ｂら、Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒ．  ３（５）：４０５－４１１（１９９６

）；Ｔｓｕｒｕｍｉ  Ｙ．ら、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ  ９４（１２）：３２８

１－３２９０（１９９６）（本明細書中に参考として援用される）を参照のこと
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。

      【０６１５】

  スタニオカルシンポリヌクレオチド構築物は、注入可能な物質を動物の細胞に

送達する任意の方法（例えば、組織（心臓、筋肉、皮膚、肺、肝臓、腸など）の

間隙空間への注入）によって送達され得る。スタニオカルシンポリヌクレオチド

構築物は、薬学的に受容可能な液体または水性キャリア中で送達され得る。

      【０６１６】

  用語「裸の」ポリヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡは、細胞への侵入を補助

、促進、または容易にするように作用するいかなる送達ビヒクル（ウイルス配列

、ウイルス粒子、リポソーム処方物、リポフェクチン、または沈澱剤などを含む

）も含まない配列をいう。しかし、スタニオカルシンポリヌクレオチドはまた、

当業者に周知の方法によって調製され得るリポソーム処方物（例えば、Ｆｅｌｇ

ｎｅｒ  Ｐ．Ｌ．ら（１９９５）Ａｎｎ．ＮＹ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７７２：１

２６－１３９およびＡｂｄａｌｌａｈ  Ｂ．ら（１９９５）Ｂｉｏｌ．Ｃｅｌｌ

  ８５（１）：１－７で教示されたもの）中で送達され得る。

      【０６１７】

  この遺伝子治療方法において使用されるスタニオカルシンポリヌクレオチドベ

クター構築物は、好ましくは、宿主ゲノムに組み込まれず、複製を可能にする配

列も含まない構築物である。当業者に公知の任意の強力なプロモーターが、ＤＮ

Ａの発現を駆動するために用いられ得る。他の遺伝子治療技術とは異なり、裸の

核酸配列を標的細胞に導入する１つの主要な利点は、その細胞におけるポリヌク

レオチド合成の一過性の性質である。研究によって、非複製ＤＮＡ配列が細胞に

導入されて、６ヶ月までの間の期間、所望のポリペプチドの産生を提供し得るこ

とが示された。

      【０６１８】

  スタニオカルシンポリヌクレオチド構築物は、動物内の組織（筋肉、皮膚、脳

、肺、肝臓、脾臓、骨髄、胸腺、心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、

胆嚢、胃、腸、精巣、卵巣、子宮、直腸、神経系、眼、腺、および結合組織を包

含する）の間隙空間に送達され得る。この組織の間隙空間は、細胞間液、ムコ多
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糖基質（器官組織の細網線維、血管または室の壁における弾性線維、線維性組織

におけるコラーゲン線維に間にある）、あるいは結合組織鞘性筋肉細胞内または

骨の裂孔中の同じ基質を包含する。これは、同様に、循環の血漿およびリンパチ

ャンネルのリンパ液により占められた空間である。筋肉組織の間隙空間への送達

は、以下に考察する理由のために好ましい。それらは、これらの細胞を含む組織

への注入によって、好都合に送達され得る。それらは、好ましくは、分化した持

続性の非分裂細胞に送達され、そしてその細胞において発現されるが、送達およ

び発現は、非分化細胞または完全には分化していない細胞（例えば、血液の幹細

胞または皮膚線維芽細胞）において達成され得る。インビボで、筋肉細胞は、ポ

リヌクレオチドを取り込み、そして発現する能力において、特に適格である。

      【０６１９】

  裸のスタニオカルシンポリヌクレオチド注入のために、ＤＮＡまたはＲＮＡの

有効投薬量は、約０．０５ｇ／ｋｇ体重から約５０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲にある

。好ましくは、この投薬量は、約０．００５ｍｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇで

あり、そしてより好ましくは、約０．０５ｍｇ／ｋｇから約５ｍｇ／ｋｇである

。もちろん、当業者が認識するように、この投薬量は、注入の組織部位に従って

変化する。核酸配列の適切かつ有効な投薬量は、当業者によって容易に決定され

得、そして処置される状態および投与経路に依存し得る。好ましい投与経路は、

組織の間隙空間への非経口注入経路によってである。しかし、他の非経口経路も

また用いられ得、これには、例えば、特に肺または気管支組織、咽喉、または鼻

の粘膜への送達のためのエアロゾル処方物の吸入が挙げられる。さらに、裸のス

タニオカルシンポリヌクレオチド構築物が、血管形成術の間にこの手順において

用いられるカテーテルによって動脈に送達され得る。

      【０６２０】

  インビボでの筋肉におけるスタニオカルシン注入ポリヌクレオチドの用量応答

効果を、以下のようにして決定する。スタニオカルシンポリペプチドをコードす

るｍＲＮＡの生成のための適切なスタニオカルシン鋳型ＤＮＡを、標準的な組換

えＤＮＡ方法論に従って調製する。鋳型ＤＮＡ（これは環状または線状のいずれ

かであり得る）を裸のＤＮＡとして使用するか、またはリポソームと複合体化す
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るかのいずれかである。次いで、マウスの四頭筋に、種々の量の鋳型ＤＮＡを注

入する。

      【０６２１】

  ５～６週齢の雌性および雄性のＢａｌｂ／Ｃマウスに、０．３ｍｌの２．５％

Ａｖｅｒｔｉｎを腹腔内注射することにより麻酔する。１．５ｃｍの切開を大腿

前部で行い、そして四頭筋を直接可視化する。スタニオカルシン鋳型ＤＮＡを、

０．１ｍｌのキャリアに入れて、１ｃｃ注射器で２７ゲージ針を通して１分間に

わたって、筋肉の遠位挿入部位から約０．５ｃｍのところで膝に、約０．２ｃｍ

の深さで注入する。縫合を、将来の位置決定のために注入部位の上で行い、そし

てその皮膚をステンレス鋼クリップで閉じる。

      【０６２２】

  適切なインキュベーション時間（例えば、７日）後、筋肉抽出物を、四頭全体

を切り出すことによって調製する。個々の四頭筋の５枚毎の１５μｍ切片を、ス

タニオカルシンタンパク質発現について組織化学的に染色する。スタニオカルシ

ンタンパク質発現についてのタイムコースは、異なるマウスからの四頭を異なる

時間で採取すること以外は、同様な様式で行い得る。注入後の筋肉中のスタニオ

カルシンＤＮＡの持続性を、注入したマウスおよびコントロールマウスからの全

細胞性ＤＮＡおよびＨＩＲＴ上清を調製した後、サザンブロット分析によって決

定し得る。マウスにおける上記実験の結果は、裸のスタニオカルシンＤＮＡを用

いて、ヒトおよび他の動物において適切な投薬量および他の処置パラメーターを

推定するために使用し得る。

      【０６２３】

  （実施例１９：スタニオカルシンの生物学的効果）

  （星状細胞および神経アッセイ）

  上記のように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉで発現され、そして精製さ

れた組換えスタニオカルシンを、皮質ニューロン細胞の生存、神経突起成長また

は表現形分化を促進する活性について、およびグリア線維性酸性タンパク質免疫

陽性細胞、星状細胞の増殖の誘導について試験し得る。バイオアッセイのための

皮質細胞の選択は、皮質構造中のＦＧＦ－１およびＦＧＦ－２の広く行き渡って
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いる発現、ならびにＦＧＦ－２処理から生じる皮質ニューロン生存の以前に報告

された増強に基づく。例えば、チミジン取り込みアッセイを用いて、これらの細

胞に対するスタニオカルシンの活性を解明し得る。

      【０６２４】

  さらに、インビトロにおける皮質ニューロンまたは海馬ニューロンへのＦＧＦ

－２（塩基性ＦＧＦ）の生物学的効果を記載する以前のレポートは、ニューロン

生存および神経突起成長の両方における増大を実証している（Ｗａｌｉｃｋｅ  

Ｐ．ら、「Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ  ｇｒｏｗｔｈ  ｆａｃｔｏｒ  ｐｒｏｍｏｔ

ｅｓ  ｓｕｒｖｉｖａｌ  ｏｆ  ｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ  ｈｉｐｐｏｃａｍｐ

ａｌ  ｎｅｕｒｏｎｓ  ａｎｄ  ｅｎｈａｎｃｅｓ  ｎｅｕｒｉｔｅ  ｅｘｔｅ

ｎｓｉｏｎ」Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８３：３０１２

～３０１６（１９８６）、アッセイは、本明細書でその全体が参考として援用さ

れる）。しかし、ＰＣ－１２細胞で実行される実験からの報告は、これらの２つ

の応答が必ずしも同義でないこと、そしてどのＦＧＦを試験しているかだけでな

く、どのレセプターが標的細胞で発現されているかにも依存し得ることを示唆す

る。神経突起成長を誘導するスタニオカルシンの能力を、一次の皮質ニューロン

培養パラダイムを用いて、例えば、チミジン取り込みアッセイを用いてＦＧＦ－

２で得られた応答と比較し得る。

      【０６２５】

  （パーキンソンモデル）

  パーキンソン病における運動機能の喪失は、黒質線条体のドーパミン作動性投

射ニューロンの変性から生じる線条体ドーパミンの欠乏に起因する。広範に特徴

付けされたパーキンソン病の動物モデルは、１－メチル－４フェニル１，２，３

，６－テトラヒドロピリジン（ＭＰＴＰ）の全身投与を含む。ＣＮＳにおいて、

ＭＰＴＰは、星状細胞に取り込まれ、そしてモノアミンオキシダーゼＢにより１

－メチル－４－フェニルピリジン（ＭＰＰ+）に異化され、そして放出される。

引き続き、ＭＰＰ+は、ドーパミンの高親和性再取り込みトランスポーターによ

りドーパミン作動性ニューロンに能動的に蓄積する。次いで、ＭＰＰ+は、電気

化学勾配によりミトコンドリア中で濃縮され、そしてニコチン酸アミド二リン酸
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：ユビキノン酸化還元酵素（複合体Ｉ）を選択的に阻害し、これにより電子伝達

を妨害し、そして最終的に酸素ラジカルを生成する。

      【０６２６】

  ＦＧＦ－２（塩基性ＦＧＦ）が黒質のドーパミン作動性ニューロンへの栄養活

性を有することが組織培養パラダイムにおいて実証されている（Ｆｅｒｒａｒｉ

ら、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．１９８９）。近年、Ｕｎｓｉｃｋｅｒ博士のグループは

、線条体のゲル型インプラントでのＦＧＦ－２投与がＭＰＴＰ曝露と関連する毒

性から黒質のドーパミン作動性ニューロンのほぼ完全な防御を生じることを実証

している（ＯｔｔｏおよびＵｎｓｉｃｋｅｒ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，

１９９０）。

      【０６２７】

  ＦＧＦ－２を用いたデータに基づいて、スタニオカルシンは、インビトロにお

けるドーパミン作動性ニューロン生存を増強する際において、スタニオカルシン

がＦＧＦ－２の作用と類似の作用を有するか否かを決定するために評価され得、

そして、スタニオカルシンはまた、線条体におけるドーパミン作動性ニューロン

を、ＭＰＴＰ処理と関連する損傷からの防御についてインビボで試験され得る。

スタニオカルシンの潜在的効果を、まずドーパミン作動性ニューロン細胞培養パ

ラダイムにおいてインビトロで試験する。妊娠１４日のＷｉｓｔａｒラット胚由

来の中脳底板を解剖することにより、培養物を調製する。組織をトリプシンで分

離し、そしてポリオルチニン－ラミニンでコートしたカバーガラスに２００，０

００細胞／ｃｍ2の密度で播いた。この細胞をダルベッコ改変イーグル培地およ

びホルモン補充物（ＮＩ）を含有するＦ１２培地中で維持する。インビトロで８

日後、培養物をパラホルムアミドで固定し、そしてチロシンヒドロキシラーゼ（

ドーパミン作動性ニューロンについての特異的マーカー）での免疫組織化学染色

のために処理する。分離した細胞培養物を胚性ラットから調製する。培養培地を

３日ごとに交換し、そしてこの因子をまたその時点ごとに添加する。

      【０６２８】

  ドーパミン作動性ニューロンを妊娠１４日（この発生時間は、ドーパミン作動

性前駆細胞が増殖する段階を過ぎる）で動物から単離するので、チロシンヒドロ
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キシラーゼ免疫陽性ニューロンの数の増加は、インビトロで生存しているドーパ

ミン作動性ニューロンの数の増加を示す。従って、もしスタニオカルシンがドー

パミン作動性ニューロンの生存を延長するように作用するならば、スタニオカル

シンがパーキンソン病に関与し得ることを示唆する。

      【０６２９】

  本実施例において記載される研究は、スタニオカルシンタンパク質の活性を試

験した。しかし、当業者は、スタニオカルシンポリヌクレオチドの活性（例えば

、遺伝子治療）、スタニオカルシンのアゴニスト、および／またはアンタゴニス

トの活性を試験するために、例示する研究を容易に改変し得る。

      【０６３０】

  本発明を、前述の説明および実施例に詳細に記載された以外の方法で実施し得

ることは、明らかである。本発明の多数の改変およびバリエーションが、上記の

教示を考慮して可能であり、従って、それは、添付の特許請求の範囲の範囲内に

ある。

      【０６３１】

  発明の背景、詳細な説明および実施例において引用された各文書の全開示（特

許、特許出願、学術文献、要約、実験マニュアル、書籍または他の開示を含む）

は、本明細書中に参考として援用される。さらに、米国特許第５，８３７，４９

８号の明細書および配列表は、両方とも本明細書中にその全体が参考として援用

される。さらに、米国仮出願第６０／１６１，７４０号の明細書および配列表も

また、その全体が参考として本明細書に援用される。

      【０６３２】

【表３】
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ＡＴＣＣ寄託番号７５６５２

２頁

  （カナダ）

  出願人は、出願に基づきカナダ国特許が発行されるか、あるいは同出願が拒絶

または放棄されて回復され得なくなるかもしくは取り下げられるまでは、特許庁

長官（Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎｅｒ  ｏｆ  Ｐａｔｅｎｔｓ）が、長官により指名
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された独立の専門家に対してのみ出願中で言及された寄託済みの生物学的材料の

サンプルの供与を許可する旨を請求し、出願人は、国際出願の公表のための規則

上の準備が完了する前に、書面によりその旨を国際事務局に告知しなければなら

ない。

      【０６３３】

  （ノルウェー）

  出願人はここにおいて、出願が（ノルウェー特許庁により）公開に付されるか

あるいは公開を経ずにノルウェー特許庁による決定を受けるまでは、サンプルの

供与は当該技術の専門家に対してのみ行われる旨を、請求する。この旨の請求は

、ノルウェー特許法第２２条および第３３条（３）に基づき出願が公に利用可能

にされる時点以前に、出願人によりノルウェー特許庁に対してなされるものとす

る。そのような請求が出願人によりなされた場合は、第三者によるサンプルの供

与のいかなる請求においても、利用される専門家を表示するものとする。専門家

は、ノルウェー特許庁により作成された公認専門家のリスト（ｌｉｓｔ  ｏｆ  

ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ  ｅｘｐｅｒｔｓ）に記載された任意の者か、あるいは、

個々の場合において出願人により承認された任意の者であり得る。

      【０６３４】

  （オーストラリア）

  出願人はここにおいて、微生物のサンプルの供与は、特許の付与前において、

あるいは出願の放棄（ｌａｐｓｉｎｇ）、拒絶あるいは取り下げ前において、発

明に対し利害関係を有さない当業者である対象者（ｓｋｉｌｌｅｄ  ａｄｄｒｅ

ｓｓｅｅ）に対してのみ行われる旨を、告知するものである（オーストラリア国

特許法第３．２５（３）号規定）。

      【０６３５】

  （フィンランド）

  出願人はここにおいて、出願が（特許および統制委員会（Ｎａｔｉｏｎａｌ  

Ｂｏａｒｄ  ｏｆ  Ｐａｔｅｎｔｓ  ａｎｄ  Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ）により

）公開に付されるかあるいは公開を経ずに国立特許および法規委員会による決定

を受けるまでは、サンプルの供与は当該技術の専門家に対してのみ行われる旨を
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、請求する。

      【０６３６】

  （英国）

  出願人はここにおいて、微生物のサンプルは専門家に対してのみ利用可能にさ

れる旨を、請求する。この旨の請求は、出願の国際公表のための規則上の準備が

完了する前に、出願人により国際事務局に対してなされなければならない。

ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－８４５

３頁

  （デンマーク）

  出願人はここにおいて、出願が（デンマーク特許庁により）公開に付されるか

あるいは公開を経ずにデンマーク特許庁による決定を受けるまでは、サンプルの

供与は当該技術の専門家に対してのみ行われる旨を、請求する。この旨の請求は

、デンマーク特許法第２２条および第３３条（３）に基づき出願が公に利用可能

にされる時点以前に、出願人によりデンマーク特許庁に対してなされるものとす

る。そのような請求が出願人によりなされた場合は、第三者によるサンプルの供

与のいかなる請求においても、利用される専門家を表示するものとする。専門家

は、デンマーク特許庁により作成された公認専門家のリスト（ｌｉｓｔ  ｏｆ  

ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ  ｅｘｐｅｒｔｓ）に記載された任意の者か、あるいは、

個々の場合において出願人により承認された任意の者であり得る。

      【０６３７】

  （スウェーデン）

  出願人はここにおいて、出願が（スウェーデン特許庁により）公開に付される

かあるいは公開を経ずにスウェーデン特許庁による決定を受けるまでは、サンプ

ルの供与は当該技術の専門家に対してのみ行われる旨を、請求する。この旨の請

求は、優先日から１６ヶ月が経過するよりも前に、出願人により国際事務局に対

してなされるものとする（好ましくはＰＣＴ  Ａｐｐｌｉｃａｎｔ’ｓ  Ｇｕｉ

ｄｅのＶｏｌｕｍｅ  Ｉのａｎｎｅｘ  Ｚに記載された書式ＰＣＴ／ＲＯ／１３

４による）。そのような請求が出願人によりなされた場合は、第三者によるサン

プルの供与のいかなる請求においても、利用される専門家を表示するものとする
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。専門家は、スウェーデン特許庁により作成された公認専門家のリスト（ｌｉｓ

ｔ  ｏｆ  ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ  ｅｘｐｅｒｔｓ）に記載された任意の者か、

あるいは、個々の場合において出願人により承認された任意の者であり得る。

      【０６３８】

  （オランダ）

  出願人はここにおいて、オランダ特許の発行日まで、あるいは出願が拒絶、取

り下げあるいは放棄（ｌａｐｓｅｄ）される日までは、特許法３１Ｆ（１）の規

定に基づき、微生物は専門家へのサンプル供与の形でのみ行われる旨を、請求す

る。この旨の請求は、オランダ王国特許法の第２２Ｃ条または第２５条に基づき

出願が公に利用可能にされる日のうちいずれか早い方の日付よりも前に、出願人

によりオランダ工業所有権局に対して提出されるものとする。

【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】

  図１Ａ－Ｃは、ヒトスタニオカルシン核酸配列（配列番号１）および推定アミ

ノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図１Ｂ】

  図１Ａ－Ｃは、ヒトスタニオカルシン核酸配列（配列番号１）および推定アミ

ノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図１Ｃ】

  図１Ａ－Ｃは、ヒトスタニオカルシン核酸配列（配列番号１）および推定アミ

ノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図２】

  図２は、ＢＬＡＳＴ分析によって決定される、ヒトスタニオカルシンタンパク

質のアミノ酸配列とギンザケ（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ  ｋｉｓｕｔｃｈ）由

来のスタニオカルシンタンパク質の翻訳産物（配列番号３）との間の同一性の領

域を示す。２つのポリペプチド間の同一配列に影を付け、保存的なアミノ酸をボ

ックスとした。影付きおよび／またはボックスのアミノ酸領域を検査することに

よって、当業者は、２つのアミノ酸の間の保存的ドメインを容易に同定し得る。

これらの保存ドメインは、本発明の好ましい実施形態である。
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    【図３】

  図３は、ヒトスタニオカルシンアミノ酸配列の分析を示す。α領域、β領域、

ターン領域およびコイル領域；親水性および疎水性；両親媒性領域；可撓性領域

；抗原性指標および表面確率を示し、そして、記載されたコンピュータープログ

ラムのデフォールト設定を使用して、全てを作成した。この「抗原性指標または

Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ」グラフにおいて、正のピークは、ヒトスタニオカル

シンタンパク質の高度に抗原性領域の位置を示す（すなわち、本発明のエピトー

プ保有領域が獲得され得る領域）。これらのグラフによって定義されたドメイン

は、本発明によって意図される。

  図３に示されるデータはまた、表１の表形態で示される。この欄は、表題「Ｒ

ｅｓ」、「位置」およびローマ数字Ｉ～ＸＩＶを使用して標識される。この欄の

表題は、図３および表１に示されるアミノ酸配列の以下の特徴についていう；「

Ｒｅｓ」：配列番号２および図１Ａおよび１Ｂのアミノ酸残基；「位置」：配列

番号２および図１Ａおよび１Ｂ中の対応する残基の位置；Ｉ：α、領域－Ｇａｒ

ｍｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ；ＩＩ：α、領域－Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎ；ＩＩＩ：

β、領域－Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ；ＩＶ：β、領域－Ｃｈｏｕ－Ｆａｓ

ｍａｎ；Ｖ：ターン、領域－Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎ；ＶＩ：ターン、領

域－Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎ；ＶＩＩ：コイル、領域－Ｇａｒｍｉｅｒ－Ｒｏｂ

ｓｏｎ；ＶＩＩＩ：親水性プロット－Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ；ＩＸ：疎

水性プロット－Ｈｏｐｐ－Ｗｏｏｄｓ；Ｘ：α、両親媒性領域－Ｅｉｓｅｎｂｅ

ｒｇ；ＸＩ：β、両親媒性領域－Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ；ＸＩＩ：可撓性領域－Ｋ

ａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ；ＸＩＩＩ；抗原性指標－Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌ

ｆ；およびＸＩＶ：表面確率プロット－Ｅｍｉｎｉ。

    【図４】

  図４は、神経細胞株、Ｐａｊｕにおけるヒトスタニオカルシン発現を誘導する

上昇した細胞外カルシウム濃度を示す（実施例１を参照のこと）。細胞を５．４

ｍＭ  ＣａＣｌ2中で培養し、そして、示された時点（１～４８時間）で溶解し

た。ウサギ抗体を使用するウエスタンブロッティングは、ＳＴＣの蓄積を明らか

にした。時点０は、正染性（０．７ｍＭ）培地（コントロール）中で培養したＰ
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ａｊｕ細胞から溶解物のウエスタンブロッティングを示す。

    【図５】

  図５は、Ｐａｊｕ細胞におけるＰｉ取り込みに対する細胞外ヒトスタニオカル

シンの効果を示す。細胞を、１６０ｍＭ  ＮａＣｌを含むロック緩衝液中でイン

キュベートした。このリン酸塩取り込みを、１２５μＭ  ＫＨ2
32ＰＯ4と共に２

００ｎｇ／ｍｌ組換えスタニオカルシンの添加によって開始し、そして、放射能

を示される時点で測定した。コントロールサンプルは、ＳＴＣを添加しなかった

。データは、平均＋／－標準偏差として示す。アスタリスク*は、コントロール

サンプルと比較してｐ＜０．０５で有意性を示す（スチューデントｔ検定、ｎ＝

６）。

    【図６】

  図６は、スタニオカルシンの過剰発現が、低酸素性傷害に対する細胞耐性を増

加することを示す。

  Ａ：スタニオカルシンｃＤＮＡ（Ｐａｊｕ／ＳＴＣ）で形質転換したＰａｊｕ

細胞は、ウエスタンブロッティングによって示されるようにスタニオカルシンを

発現した。

  Ｂ：３００μＭ  ＣｏＣｌ2の存在下で２４時間後、コントロールＰａｊｕ／

Ｃ（空のベクターで形質転換したＰａｊｕ細胞）およびＰａｊｕ／ＳＴＣ細胞の

形態。

  Ｃ：示された期間中、ＣｏＣｌ2で処理したＰａｊｕ／ＣおよびＰａｊｕ／Ｓ

ＴＣ細胞の細胞生存度アッセイ。

  Ｄ：示された時間中、３００μＭ  ＣｏＣｌ2で処理したＰａｊｕ／Ｃおよび

Ｐａｊｕ／ＳＴＣ細胞のＡＴＰ含有量。データは、平均＋／－標準偏差として示

す。*は、コントロールサンプルと比較してｐ＜０．０５で有意性を示す（スチ

ューデントｔ検定、ｎ＝５～６）。

    【図７Ａ】

  図７Ａは、スタニオカルシンの過剰発現が、タプシガルジンでの処置によって

誘導される細胞内カルシウムの動員に対する細胞耐性を増加することを示す。

  Ａ：無血清培養培地中１０μＭタプシガルジンで、１２時間の処置後のＰａｊ
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ｕ／ＳＴＣおよびＰａｊｕ／Ｃの形態。

  Ｂ：示された期間、タプシガルジンで処理したＰａｊｕ／ＣおよびＰａｊｕ／

ＳＴＣ細胞の細胞生存度アッセイ。データは、平均＋／－標準偏差として示す。

*は、コントロールサンプルと比較してｐ＜０．０５で有意性を示す（スチュー

デントｔ検定、ｎ＝５）。

    【図７Ｂ】

  図７Ｂは、スタニオカルシンの過剰発現が、タプシガルジンでの処置によって

誘導される細胞内カルシウムの動員に対する細胞耐性を増加することを示す。

  Ａ：無血清培養培地中１０μＭタプシガルジンで、１２時間の処置後のＰａｊ

ｕ／ＳＴＣおよびＰａｊｕ／Ｃの形態。

  Ｂ：示された期間、タプシガルジンで処理したＰａｊｕ／ＣおよびＰａｊｕ／

ＳＴＣ細胞の細胞生存度アッセイ。データは、平均＋／－標準偏差として示す。

*は、コントロールサンプルと比較してｐ＜０．０５で有意性を示す（スチュー

デントｔ検定、ｎ＝５）。

    【図８】

  図８は、梗塞性ヒト頭頂脳皮質における免疫組織学的な実証を示す。

  Ａ：１５時間齢の梗塞（コントロール）を用いる脳の対側の半球由来の対応す

る領域の染色。

  Ｂ：同じ脳の梗塞性半球における損傷した領域の「境界域」の染色。

  Ｃ：３日齢の梗塞を使用する別の脳由来の「境界域」の染色。

  矢印は、神経プロセスの染色を示す。

    【図９】

  図９は、実験的な虚血に供されたラットの脳におけるスタニオカルシンの免疫

組織学的染色を示す。

  Ａ：梗塞コア、「境界域」および末梢領域をカバーする限局的な脳虚血の誘導

６時間後。

  Ｂ：、Ｃ：、Ｄ：Ａに示される対応する領域のより大きい拡大率。
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