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(54)【発明の名称】 シスチンノットポリペプチド：ＣＬＯＡＫＥＤ－２分子およびその使用

(57)【要約】
本発明において、シスチンノットモチーフ（ＣｘＧｘＣ
およびＣｘＣ）の両方を含み、そして本発明者らの高度
に特異的な「ＣｘＧｃｘＣシスチンノットパターン」の
基準に合う、ヒトの新規な分泌ポリペプチドを同定し、
このポリペプチドを「Ｃｌｏａｋｅｄ－２」と命名した
。本発明は、新規Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよ
び同一物をコードする核酸分子に関する。本発明はまた
、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを生成するためのベ
クター、宿主細胞、選択的結合因子、および方法を提供
する。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを用いて疾患を
処置、診断、改善、または予防するための方法もまた提
供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドをコードするヌク

レオチド配列；

  （ｃ）（ａ）または（ｂ）の相補体に、中程度または高度にストリンジェント

な条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、該コードさ

れるポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活

性を有する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに対して相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項２】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドに少なくとも約７

０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、ま

たは９９％同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、こ

こで、該ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチド

の活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１または配列番号３に示されるヌクレオチド配列の対立遺伝子

改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列であって、ここで

、コードされるポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペ

プチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１または配列番号３；（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列であ

って、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリ

ペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１もし

くは配列番号３、または（ａ）～（ｃ）のヌクレオチド配列；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｄ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、該ポ
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リペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有

する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｆ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに対して相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項３】  単離された核酸分子であって、以下；

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、

該ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性

を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号４に

示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、該ポリ

ペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有す

る、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号４に

示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、該ポリ

ペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有す

る、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、

該ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性

を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、

ここで、該ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチ

ドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

のヌクレオチド配列；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｆ）のい
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ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、該ポ

リペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有

する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

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

、ベクター。

    【請求項５】  請求項４に記載のベクターを含む、宿主細胞。

    【請求項６】  真核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項７】  原核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項８】  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを生成するためのプロセス

であって、該ポリペプチドを発現させるのに適切な条件下で請求項５に記載の宿

主細胞を培養する工程、および必要に応じて、該培養物から該ポリペプチドを単

離する工程、を包含する、プロセス。

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

ド。

    【請求項１０】  請求項８に記載のプロセスであって、ここで、前記核酸分

子が、前記Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連

結された、ネイティブのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのプロモーターＤＮＡ

以外のプロモーターＤＮＡを含む、プロセス。

    【請求項１１】  請求項２に記載の単離された核酸分子であって、ここで、

前記同一性パーセントが、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、

ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔ、およびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒ

ｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラムを用い

て決定される、単離された核酸分子。

    【請求項１２】  化合物がＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド活性またはＣｌ

ｏａｋｅｄ－２産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求

項５、請求項６、または請求項７に記載の細胞を該化合物に曝露する工程、およ

び該宿主細胞におけるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド活性またはＣｌｏａｋｅ
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ｄ－２産生を測定する工程、を包含する、プロセス。

    【請求項１３】  配列番号２または配列番号４に示されるアミノ酸配列を含

む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１４】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示される成熟アミノ酸配列であって、必

要に応じてアミノ末端メチオニンをさらに含む、成熟アミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のオルソログのアミノ酸配列であって、こ

こで該コードされるポリペプチドが、配列番号２または配列番号４に示されるポ

リペプチド活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列に少なくとも約７０％、７

５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９

％同一であるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２ま

たは配列番号４に示されるポリペプチド活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号２または配列番号４に示

されるアミノ酸配列のフラグメントであって、ここで、該ポリペプチドは、配列

番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、フラグメント

；ならびに

  （ｅ）配列番号２または配列番号４に示されるアミノ酸配列、または（ａ）～

（ｃ）の少なくとも１つに示されるアミノ酸配列のいずれかの対立遺伝子改変体

またはスプライス改変体のアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドが、

配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸

配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１５】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２

または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号４に

示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２または
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配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号４に

示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２または

配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号２

または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；なら

びに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配

列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配

列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の９位のアミノ酸が、アスパラギン酸またはグルタミン

酸である、ポリペプチド。

    【請求項１７】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の３９位のアミノ酸が、グリシン、プロリン、またはア

ラニンである、ポリペプチド。

    【請求項１８】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の５８位のアミノ酸が、アルギニン、リジン、グルタミ

ン、またはアスパラギンである、ポリペプチド。

    【請求項１９】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の８１位のアミノ酸が、バリン、イソロイシン、メチオ

ニン、ロイシン、フェニルアラニン、アラニン、またはノルロイシンである、ポ

リペプチド。

    【請求項２０】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の１０２位のアミノ酸が、トリプトファン、チロシン、
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またはフェニルアラニンである、ポリペプチド。

    【請求項２１】  請求項１４または請求項１５に記載のポリペプチドであっ

て、ここで、配列番号２の１５４位のアミノ酸が、セリン、スレオニン、または

アラニンである、ポリペプチド。

    【請求項２２】  請求項１、請求項２、または請求項３に記載の核酸分子に

よりコードされる、単離されたポリペプチド。

    【請求項２３】  請求項１４に記載の単離されたポリペプチドであって、こ

こで、前記同一性パーセントが、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳ

ＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔ、およびＳｍｉｔｈ－Ｗａ

ｔｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータープログラム

を用いて決定される、単離されたポリペプチド。

    【請求項２４】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドを用いて動物を免疫することによって産生される、抗体。

    【請求項２５】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５に記載のポリ

ペプチドに特異的に結合する、抗体またはそのフラグメント。

    【請求項２６】  モノクローナル抗体である、請求項２５に記載の抗体。

    【請求項２７】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチ

ドに結合するモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項２８】  請求項２４、請求項２５、または請求項２６に記載の抗Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２抗体またはフラグメントを用いて、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドの量を検出または定量する、方法。

    【請求項２９】  少なくとも１つのポリペプチドに特異的に結合する選択的

結合因子またはそのフラグメントであって、ここで、該ポリペプチドが、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示されるアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４の少なくとも１つに示されるアミノ酸配列

のフラグメント；ならびに

  （ｃ）（ａ）または（ｂ）の天然に存在する改変体、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、選択的結合因子またはそのフラ

グメント。
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    【請求項３０】  抗体またはそのフラグメントである、請求項２９に記載の

選択的結合因子。

    【請求項３１】  ヒト化抗体である、請求項２９に記載の選択的結合因子。

    【請求項３２】  ヒト抗体またはそのフラグメントである、請求項２９に記

載の選択的結合因子。

    【請求項３３】  ポリクローナル抗体またはそのフラグメントである、請求

項２９に記載の選択的結合因子。

    【請求項３４】  モノクローナル抗体またはそのフラグメントである、請求

項２９に記載の選択的結合因子。

    【請求項３５】  キメラ抗体またはそのフラグメントである、請求項２９に

記載の選択的結合因子。

    【請求項３６】  ＣＤＲ移植抗体またはそのフラグメントである、請求項２

９に記載の選択的結合因子。

    【請求項３７】  抗イディオタイプ抗体またはそのフラグメントである、請

求項２９に記載の選択的結合因子。

    【請求項３８】  可変領域フラグメントである、請求項２９に記載の選択的

結合因子。

    【請求項３９】  ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントである、

請求項３８に記載の可変領域フラグメント。

    【請求項４０】  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を有するポリ

ペプチドに対する特異性を有する少なくとも１つの相補性決定領域を含む、選択

的結合因子またはそのフラグメント。

    【請求項４１】  検出可能な標識に結合されている、請求項２９に記載の選

択的結合因子。

    【請求項４２】  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの生物学的活性に拮抗す

る、請求項２９に記載の選択的結合因子。

    【請求項４３】  疾患、状態、または障害を、処置、予防、または改善する

ための方法であって、有効量の請求項２９に記載の選択的結合因子を患者に投与

する工程を包含する、方法。
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    【請求項４４】  配列番号２または配列番号４からなる群より選択されるア

ミノ酸配列を含むポリペプチドを用いて動物を免疫することによって産生される

、選択的結合因子。

    【請求項４５】  請求項１、請求項２、または請求項３に記載のポリペプチ

ドに結合し得る選択的結合因子を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項４６】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５に記載のポリ

ペプチドおよび薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項４７】  前記薬学的に受容可能な処方剤が、キャリア、アジュバン

ト、溶解剤、安定剤、または抗酸化剤である、請求項４６に記載の組成物。

    【請求項４８】  前記ポリペプチドが、配列番号２または配列番号４に示さ

れる成熟アミノ酸配列を含む、請求項４６に記載の組成物。

    【請求項４９】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５に記載のポリ

ペプチドの誘導体を含む、ポリペプチド。

    【請求項５０】  水溶性ポリマーを用いて共有結合的に改変された、請求項

４９に記載のポリペプチド。

    【請求項５１】  請求項５０に記載のポリペプチドであって、ここで、前記

水溶性ポリマーが、ポリエチレングリコール、モノメトキシポリエチレングリコ

ール、デキストラン、セルロース、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレ

ングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、ポリプロピレンオキシド／

エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、およびポリビニ

ルアルコールからなる群より選択される、ポリペプチド。

    【請求項５２】  請求項１、請求項２または請求項３に記載の核酸分子およ

び薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項５３】  前記核酸分子が、ウイルスベクター中に含まれる、請求項

５２に記載の組成物。

    【請求項５４】  請求項１、請求項２または請求項３に記載の核酸分子を含

む、ウイルスベクター。

    【請求項５５】  異種アミノ酸配列に融合された、請求項１３、請求項１４

、または請求項１５に記載のポリペプチドを含む、融合ポリペプチド。
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    【請求項５６】  前記異種アミノ酸配列が、ＩｇＧ定常ドメインまたはその

フラグメントである、請求項５５に記載の融合ポリペプチド。

    【請求項５７】  医学的状態を処置、予防、または改善するための方法であ

って、請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５に記載のポリペプチド、ま

たは請求項１、請求項２、もしくは請求項３に記載の核酸によってコードされる

ポリペプチドを患者に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項５８】  被験体における病理的状態または病理的状態に対する感受

性を診断する方法であって、以下：

  （ａ）サンプル中の、請求項１３、請求項１４、もしくは請求項２５に記載の

ポリペプチド、または請求項１、請求項２、もしくは請求項３に記載の核酸分子

によってコードされるポリペプチドの、発現の存在または発現量を決定する工程

；および

  （ｂ）該ポリペプチドの発現の存在または発現量に基づき、病理的状態または

病理的状態に対する感受性を診断する工程、

を包含する、方法。

    【請求項５９】  デバイスであって、以下：

  （ａ）移植に適した膜；および

  （ｂ）該膜内にカプセル化された細胞、

を備え、ここで、該細胞は、請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５に記

載のタンパク質を分泌し、該膜は、該タンパク質に対して透過性であり、該細胞

に有害な物質に対して不透過性である、デバイス。

    【請求項６０】  ポリペプチドに結合する化合物を同定する方法であって、

以下：

  （ａ）請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５に記載のポリペプチドを

、化合物と接触させる工程；および

  （ｂ）該化合物に対する該ポリペプチドの結合の程度を決定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６１】  動物においてポリペプチドのレベルを調節する方法であっ

て、請求項１、請求項２、または請求項３に記載の核酸分子を該動物に投与する
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工程を包含する、方法。

    【請求項６２】  請求項１、請求項２、または請求項３に記載の核酸分子を

含む、トランスジェニック非ヒト哺乳動物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本願は、２０００年６月１日出願の米国仮特許出願第６０／２０８，５５０号

および２０００年８月４日出願の米国仮特許出願第６０／２２３，５４２号の優

先権を主張する。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、新規なＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよびこのポリペプチドを

コードする核酸分子に関する。本発明はまた、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

を産生するための、ベクター、宿主細胞、薬学的組成物、選択的結合因子および

方法に関する。本発明はまた、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと関連する疾患

の診断、処置、改善、および／または予防のための方法を提供する。

      【０００３】

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現、および操作における技術進歩ならびに

ヒトゲノムの解読は、新規治療剤の発見を大きく加速した。現在、高速核酸配列

決定技術は、前例のない速度で配列情報を作製し得、そしてコンピュータ分析と

合わされて、ゲノムの一部および全体へと重複配列を集合すること、ならびにポ

リペプチドコード領域の同定を可能にする。既知アミノ酸配列のデータベース編

集物に対する推定アミノ酸配列の比較は、以前に同定された配列および／または

構造の目印に対して相同性の程度を決定することを可能にする。核酸分子のポリ

ペプチドコード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のた

めのポリペプチド産物を提供する。核酸分子およびコードされるポリペプチドの

操作は、治療剤としての使用に関して生成物に対して有利な特性を与え得る。

      【０００４】

  過去１０年間にわたるゲノム研究における有意な技術進歩にも関わらず、ヒト

ゲノムに基づく新規治療剤の開発に関する可能性は、未だほとんど実現されてい

ない。潜在的に有利なポリペプチド治療剤をコードする多くの遺伝子またはこれ

らがコードするポリペプチド（これらは、治療分子に対して「標的」としてはた
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らき得る）は、未だ同定されていない。

      【０００５】

  従って、診断的な利点または治療的な利点を有する、新規ポリペプチドおよび

これらをコードする核酸分子を同定することが、本発明の目的である。

      【０００６】

  このシスチンノット（ｃｙｓｔｉｎｅ－ｋｎｏｔ）増殖因子構造スーパーファ

ミリーは、以下の４種のファミリーから構成される：ＴＧＦ－β（形質転換増殖

因子β）、ＰＤＧＦ（血小板誘導増殖因子）、ＮＧＦ（神経増殖因子）および糖

タンパク質ホルモン。これらのファミリー間に有意なアミノ酸相同性は存在しな

いが、これらのファミリーの種々のメンバーについて決定された結晶構造は、顕

著に類似しており、そしてこれらの分類を構造スーパーファミリーに導いた。Ｉ

ｓａａｃｓ、Ｃｕｒｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  ｉｎ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ、５：３９１－３９５（１９９５）を参照のこと。この３次元

的な類似性は、このタンパク質のクラスについての大部分の構造的な決定要因が

、「シスチンノット」と呼ばれる６個のシステイン（３個のジスルフィド）構造

であるという事実に起因し得る。ＴＧＦ－β、ＰＤＧＦ、および糖タンパク質ホ

ルモンのファミリーの全メンバーについて、システイン番号２および３が、モチ

ーフ「ＣｘＧｘＣ」において見出され、そしてシステイン番号５および６が、モ

チーフ「ＣｘＣ」で見出される（ここで、「ｘ」は、任意のアミノ酸をいう）。

このシスチンノット増殖因子構造スーパーファミリーの全メンバーは、分泌シグ

ナル伝達分子である。

      【０００７】

  発明者らは、未同定のシスチンノットファミリーが存在すると仮定し、もしそ

うであれば、このようなファミリーのメンバーは、公知のシスチンノット増殖因

子ファミリーメンバーと有意な相同性を有さず、従って、コンピューターアプロ

ーチ（例えば、Ｂｌａｓｔサーチ、プロフィールサーチなど）に基づく標準的な

相同性を使用して同定され得ない。しかし、このようなファミリーの任意のメン

バーは、シスチンノットモチーフを含む。

      【０００８】
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  （発明の要旨）

  新規な分泌シグナル伝達分子を同定する目的で、高度に特異的な「ＣｘＧｘＣ

クラスのシスチンノットパターン」を、データベースマイニング（ｍｉｎｉｎｇ

）のために開発した。このパターンは、公知のＣｘＧｘＣクラスのシスチンノッ

トタンパク質を同定するのに関して、かなり特異的である。シグナルペプチドの

存在、膜貫通ドメインの欠損、および５５０個未満の総ポリペプチドサイズを、

第二のスクリーニング基準として使用した。シスチンノットモチーフ（ＣｘＧｘ

ＣおよびＣｘＣ）の両方を含み、そして本発明者らの高度に特異的な「ＣｘＧｃ

ｘＣシスチンノットパターン」の基準に合う、ヒトの新規な分泌ポリペプチドを

、ここで同定し、そして本明細書中で「Ｃｌｏａｋｅｄ－２」と呼ぶ。このマウ

ス「Ｃｌｏａｋｅｄ－２」ポリペプチドもまた、同定した。ＧＡＰ分析は、全長

ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとマウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

との間で、８８％のアミノ酸同一性が存在することを明らかにする。マウスＣｌ

ｏａｋｅｄ－２は、シスチンノットモチーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣｘＣ）の両方

を含み、そして本発明者の高度に特異的な「ＣｘＧｘＣシスチンノットパターン

」の基準に合う。従って、Ｃｌｏａｋｅｄ－２は、シスチンノットタンパク質の

新しいファミリーのメンバーであり、これは、ヒトおよびマウスの両方のＣｌｏ

ａｋｅｄ－２が、２種類の従来のシスチンノットモチーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣ

ｘＣ）を含み、本発明者の高度に特異的な「ＣｘＧｘＣシスチンノットパターン

」の基準に合い、予想されるシグナルペプチドのＮ末端を有し、予想されない膜

貫通ドメインを有し、そしてそれぞれ５５０個の未満のアミノ酸サイズであると

いう事実に基づく。

      【０００９】

  ヒトゲノム中の公知の遺伝子の中で、Ｃｌｏａｋｅｄ－１は、Ｃｌｏａｋｅｄ

－２に最も関連し、そしてこれらの２種の遺伝子は、かなりより離れた関連性を

有する遺伝子と比較した場合に、不一致のサブグループを含む。各ポリペプチド

は、８種の保存的シスチンを含む。ＧＡＰ分析は、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－１の成

熟形態とヒトＣｌｏａｋｅｄ－２の成熟形態との間で、４３％のアミノ酸同一性

が存在することを明らかにする（図４）。さらに、この従来のシスチンノットモ
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チーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣｘＣ）は保存され、そして４種のさらに保存された

シスチンが、図４において同様に全て同定される。ＣｘＧｘＣおよびＣｘＣモチ

ーフ中のシスチンは、シスチンノットを形成する６個のシスチンのシスチン番号

２および３、そして５および６をそれぞれ表す。このシスチンノットのシスチン

番号１は、Ｃｌｏａｋｅｄ－１のシスチン５２または６６およびＣｌｏａｋｅｄ

－２のシスチン５７または７１のいずれかである。シスチンノットのシスチン番

号４は、Ｃｌｏａｋｅｄ－１のシスチン１１０または１２４およびＣｌｏａｋｅ

ｄ－２のシスチン１１１または１２５のいずれかである。全ての公知のシスチン

ノットポリペプチドに関して、６個のシスチンは、以下の組み合わせにおいて３

個のジスルフィド結合を形成する：シスチン番号１および４、シスチン番号２お

よび５、シスチン番号３および６。

      【００１０】

  従って、本発明は、新規なＣｌｏａｋｅｄ－２核酸分子およびコードされたポ

リペプチドに関する。

      【００１１】

  本発明は、以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、単離され

た核酸分子を提供する：

  （ａ）配列番号１または配列番号３に示されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドをコードするヌク

レオチド配列；

  （ｃ）（ａ）または（ｂ）の相補体に、中程度または高度にストリンジェント

な条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、コードされ

るポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性

を有する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに対して相補的なヌクレオチド配列。

      【００１２】

  本発明はまた、以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、単離

された核酸分子を提供する：

  （ａ）配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドに少なくとも約７
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０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、ま

たは９９％同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、こ

こで、このポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチ

ドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１または配列番号３に示されるヌクレオチド配列の対立遺伝子

改変体またはスプライス改変体をコードするヌクレオチド配列であって、ここで

、コードされるポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペ

プチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１または配列番号３；（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列であ

って、ここで、このポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポ

リペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１もし

くは配列番号３、または（ａ）～（ｄ）のヌクレオチド配列；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｄ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、この

ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を

有する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに対して相補的なヌクレオチド配列。

      【００１３】

  本発明は、以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、単離され

た核酸分子をさらに提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、

このポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活

性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号４に

示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポ

リペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有
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する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号４に

示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、このポ

リペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有

する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここで、

このポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活

性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号４に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、

ここで、このポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプ

チドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

のヌクレオチド配列；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｆ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ここで、この

ポリペプチドは、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を

有する、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【００１４】

  本発明はまた、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離され

たポリペプチドを提供する：

  （ａ）必要に応じて、アミノ末端メチオニンをさらに含む、配列番号２に示さ

れる成熟アミノ鎖配列；または必要に応じて、アミノ末端メチオニンをさらに含

む、配列番号４に示される、成熟アミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号４のオルソログのアミノ酸配列であって、こ

こで、このコードされるポリペプチドが、配列番号２または配列番号４に示され
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るポリペプチド活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列に少なくとも約７０％、７

５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９

％同一であるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番号２

または配列番号４に示されるポリペプチド活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号２または配列番号４に示

されるアミノ酸配列のフラグメントであって、ここで、このポリペプチドは、配

列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、フラグメン

ト；ならびに

  （ｅ）配列番号２または配列番号４に示されるアミノ酸配列または（ａ）～（

ｃ）の少なくとも１つに示されるアミノ酸配列のいずれかの対立遺伝子改変体ま

たはスプライス改変体のアミノ酸配列であって、ここでこのポリペプチドが、配

列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配

列。

      【００１５】

  本発明は、以下ならなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポ

リペプチドをさらに提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番号

２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号４に

示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番号２また

は配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号４に

示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番号２また

は配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番号

２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；な
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らびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号４に示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、

配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ酸

配列。

      【００１６】

  上記（ａ）～（ｅ）のアミノ酸配列を含む融合ポリペプチドもまた、提供され

る。

      【００１７】

  本発明はまた、本明細書中に示される単離された核酸分子を含む発現ベクター

、本明細書中に示される組換え核酸分子を含む組換え宿主細胞、ならびにＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生する方法であって、宿主細胞を培養する工程お

よびこの産生されたポリペプチドを必要に応じて単離する工程を包含する方法を

提供する。

      【００１８】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする核酸分子を含む、トランスジェ

ニック非ヒト動物はまた、本発明に含まれる。Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子は、

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現および増加したレベル（これは、増加し

た循環レベルを含む）を可能にする様式で、動物中に導入される。このトランス

ジェニック非ヒト動物は、好ましくは、哺乳動物である。

      【００１９】

  本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの誘導体もまた、提供される。

      【００２０】

  配列番号２のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの保存的および非保存的なアミ

ノ酸置換から得られる、Ｃｌｏａｋｅｄ－２のアナログが、本発明において提供

される。このようなアナログは、以下を含む：９位のアミノ酸が、アスパラギン

酸またはグルタミン酸からなる群から選択される、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チド；３９位のアミノ酸が、グリシン、プロリン、またはアラニンからなる群か
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ら選択される、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド；５８位のアミノ酸が、アルギ

ニン、リジン、グルタミンまたはアスパラギンからなる群から選択される、Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチド；８１位のアミノ酸が、バリン、イソロイシン、メ

チオニン、ロイシン、フェニルアラニン、アラニン、またはノルロイシンからな

る群から選択される、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド；１０２位のアミノ酸が

、トリプトファン、チロシン、またはフェニルアラニンからなる群から選択され

る、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド；１５４位のアミノ酸が、セリン、トレオ

ニン、またはアラニンからなる群から選択される、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チド。

      【００２１】

  さらに、本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに特異的に結合し得る抗体

およびペプチドのような選択的結合因子が、提供される。このような抗体および

ペプチドは、アゴニストまたはアンタゴニストであり得る。

      【００２２】

  本発明のヌクレオチド、ポリプチド、または選択的結合因子、および１以上の

薬学的に受容可能な処方剤を含む、薬学的組成物はまた、本発明に含まれる。こ

の薬学的組成物は、本発明の治療有効量のヌクレオチドまたはポリペプチドを提

供するために使用される。本発明はまた、ポリペプチド、核酸分子、および選択

的結合因子を使用する方法に関する。

      【００２３】

  本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよび核酸分子は、疾患および障害

（本明細書中で引用されるものを含む）を処置、予防、改善、および／または決

定するために使用され得る。

      【００２４】

  本発明はまた、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと結合する試験分子を同定す

るために、試験分子をアッセイする方法を提供する。この方法は、Ｃｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドを試験分子と接触させる工程、およびこの試験分子のこのポ

リペプチドに結合する範囲を決定する工程を包含する。この方法は、さらに、こ

のような試験分子が、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアゴニストまたはアン
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タゴニストであるかどうかを決定する工程を包含する。本発明は、さらに、Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの活

性に対する分子の影響を試験する方法を提供する。

      【００２５】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現を調節する方法およびレベルを調整（

すなわち、増加または減少）する方法もまた、本発明に含まれる。１つの方法は

、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする核酸分子を動物に投与する工程

を包含する。別の方法において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現を調節

または調整するエレメントを含む核酸分子が、投与され得る。これらの方法の例

としては、本明細書中でさらに記載されているような、遺伝子治療、細胞治療、

およびアンチセンス治療が挙げられる。

      【００２６】

  本発明の別の局面において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、それらのレ

セプター（「Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプター」）を同定するために使用され得る

。「発現クローニング」の種々の形態は、タンパク質リガンドに対するレセプタ

ーをクローニングするために広範に使用されている。例えば、Ｈ．Ｓｉｍｏｎｓ

ｅｎおよびＨ．Ｆ．Ｌｏｄｉｓｈ，Ｔｒｅｎｄ、Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａ

ｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１５巻、４３７～４４１（１９９４）、ならびにＴａ

ｒｔａｇｌｉａら、Ｃｅｌｌ、８３：１２６３～１２７１（１９９５）を参照の

こと。Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプターの単離は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドシグナル伝達経路の新規なアゴニストおよびアンタゴニストを同定または開発

するために有用である。このようなアゴニストおよびアンタゴニストとしては、

可溶性Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプター、抗Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプター選択的

結合因子（例えば、抗体およびそれらの誘導体）、小分子、およびアンチセンス

オリゴヌクレオチド（これらのいずれかは、１以上の疾患または障害（本明細書

中で引用されるものを含む）を処置するために使用され得る）が挙げられる。

      【００２７】

  （発明の詳細な説明）

  本明細書中で使用される節の表題は、組織的な目的のみのためであり、そして
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記載される内容を限定するようには解釈されるべきではない。本願において列挙

される全ての参考文献は、明確に本明細書中に参考として援用される。

      【００２８】

  （定義）

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子」または「Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子」あ

るいは「ポリヌクレオチド」とは、配列番号１または配列番号３に示されるヌク

レオチド配列、配列番号２または配列番号４に示されるポリペプチドをコードす

るヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１６１６またはＰＴＡ－１６１

５におけるＤＮＡインサートのヌクレオチド配列、および本明細書中で定義され

る核酸分子を含むか、またはこれらからなる核酸分子をいう。

      【００２９】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド」とは、配列番号２または配列番号４

のアミノ酸配列を含むポリペプチド、および関連するポリペプチドをいう。関連

ポリペプチドとしては、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド対立遺伝子改変体、Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドス

プライス改変体、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体およびＣｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチド誘導体が挙げられる。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、本

明細書中で定義されるような成熟ポリペプチドであり得、そしてこれらが調製さ

れる方法に依存して、アミノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

      【００３０】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド対立遺伝子改変体」とは、生物体また

は生物体の集団の染色体の所定の遺伝子座を占める遺伝子の、天然に存在する可

能ないくつかの代替的形態のうちの１つをいう。

      【００３１】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド誘導体」は、配列番号２または配列番

号４に示されるポリペプチド、本明細書中で定義されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチド対立遺伝子改変体、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ、Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドスプライス改変体、またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチド改変体をいい、これらは、化学的に改変されている。
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      【００３２】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドフラグメント」とは、配列番号２また

は配列番号４において示されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアミノ酸配列と

比較して、１つ以上のアミノ酸の付加または置換または内部欠失を有する（ここ

で、得られたポリペプチドは、少なくとも６アミノ酸長以上である）、配列番号

２または配列番号４に示されるポリペプチド、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

対立遺伝子改変体、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ、Ｃｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドスプライス改変体および／またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチド改変体の、アミノ末端（リーダー配列を有するかまたは有さない）での短

縮化（ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ）および／またはカルボキシル末端での短縮化を含

むポリペプチドをいう。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドフラグメントは、選択

的ＲＮＡスプライシング、またはインビボプロテアーゼの作用から生じ得る。好

ましい実施形態において、短縮化は、約１０アミノ酸、または約２０アミノ酸、

または約５０アミノ酸、または約７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、また

は約１００より多くのアミノ酸を含む。このように生成されるポリペプチドフラ

グメントは、約２５個連続したアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７５

アミノ酸、または約１００アミノ酸、または約１５０アミノ酸、または約２００

アミノ酸を含む。このようなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドフラグメントは、

必要に応じて、アミノ末端メチオニン残基を含み得る。このようなフラグメント

は、例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに対する抗体を生成するために使

用され得ることが理解される。

      【００３３】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２融合ポリペプチド」は、配列番号２または配列番号

４に示されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアミノ酸配列と比較して、１つ以

上のアミノ酸の欠失、置換または内部付加を有する、配列番号２または配列番号

４に示されるポリペプチド、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド対立遺伝子改変体

、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドスプライス改変体、またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体のアミノ末

端またはカルボキシル末端での、１つ以上のアミノ酸（例えば、異種ペプチドま



(24) 特表２００３－５３４８１３

たはポリペプチド）の融合をいう。

      【００３４】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ（ｏｒｔｈｏｌｏｇ）」は

、配列番号２または配列番号４に示されるようなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドアミノ酸配列に対応する、別の種由来のポリペプチドをいう。例えば、マウス

およびヒトのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、互いにオルソログであるとみ

なされる。

      【００３５】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドスプライス改変体」とは、配列番号２

または配列番号４に示されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアミノ酸配列のＲ

ＮＡ転写物中のイントロン配列の選択的プロセシングによって生成される、核酸

分子（通常はＲＮＡ）をいう。

      【００３６】

  用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体」は、配列番号２または配列番

号４（リーダー配列を有するかまたは有さない）に示されるＣｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドアミノ酸配列と比較して、１つ以上のアミノ酸配列の置換、欠失（

例えば、内部欠失および／またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドフラグメント

）、および／または付加（例えば、内部付加および／またはＣｌｏａｋｅｄ－２

融合ポリペプチド）を有するアミノ酸配列を含むＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドをいう。改変体は、天然に存在する（例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ド対立遺伝子改変体、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログ、およびＣｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドスプライス改変体）か、または、人工的に構築され

得る。このようなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体は、配列番号１または

配列番号３に示されるＤＮＡ配列から変化するＤＮＡ配列を有する、対応する核

酸分子から調製され得る。好ましい実施形態において、この改変体は、１～３、

または１～５、または１～１０、または１～１５、または１～２０、または１～

２５、または１～５０、または１～７５、または１～１００、または１００より

多くのアミノ酸の置換、挿入、付加、および／または欠失を有し、ここで、この

置換は、保存的、または非保存的、あるいはその任意の組み合わせであり得る。
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      【００３７】

  用語「抗原」とは、選択的結合因子（例えば、抗体）により結合され得、そし

てさらに動物において使用されて、その抗原のエピトープに結合し得る抗体を産

生じ得る分子または分子の一部をいう。抗原は、１つ以上のエピトープを有し得

る。

      【００３８】

  用語「生物学的に活性なＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド」とは、配列番号２

または配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドに特徴的な少なくとも１つ

の活性を有するＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをいう。

      【００３９】

  用語「有効量」および「治療有効量」は、各々、本明細書中に示されるＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドの１つ以上の生物学的活性の観察可能なレベルを支持

するために使用されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－

２核酸分子の量をいう。

      【００４０】

  用語「発現ベクター」は、宿主細胞における使用に適切であり、そして異種核

酸配列の発現を、指示および／または制御する核酸配列を含むベクターをいう。

発現としては、転写、翻訳、およびＲＮＡスプライシング（イントロンが存在す

る場合）のようなプロセスが挙げられるがこれらに限定されない。

      【００４１】

  用語「宿主細胞」は、核酸配列で形質転換されたか、または形質転換され得、

次いで目的の選択された遺伝子を発現し得る細胞をいうために使用される。この

用語には、選択された遺伝子が存在する限り、子孫が形態または遺伝子構造にお

いて本来の親と同一であろうとなかろうと、親細胞の子孫を含む。

      【００４２】

  用語「同一性」とは、当該分野で公知のように、配列の比較によって決定され

る、２つ以上のポリペプチド分子または２つ以上の核酸分子の配列間の関係をい

う。当該分野において、「同一性」はまた、場合に応じて、２つ以上のヌクレオ

チドまたは２つ以上のアミノ酸配列間の一致によって決定されるような、核酸分
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子またはポリペプチド間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」は、特定の

数理的モデルまたはコンピュータプログラム（すなわち、「アルゴリズム」）に

よって位置づけられた、ギャップアラインメントを有する（存在する場合）２つ

以上の配列のうち小さなもの間の同一の一致のパーセントを測定する。

      【００４３】

  用語「類似性」は、関連する概念であるが、「同一性」とは対照的に、同一の

一致および保存的置換の一致の両方を含む類似性の程度をいう。２つのポリペプ

チド配列が、例えば１０／２０の同一のアミノ酸を有し、そして残りが全て非保

存的置換である場合、パーセント同一性および類似性は、どちらも５０％である

。同じ例において、保存的置換であるさらに５つの位置が存在する場合、パーセ

ント同一性は５０％のままであるが、パーセント類似性は７５％（１５／２０）

である。したがって、保存的置換が存在する場合、２つのポリペプチド間のパー

セント類似性の程度は、これらの２つのポリペプチド間のパーセント同一性より

も高い。

      【００４４】

  用語「単離された核酸分子」とは、（１）総ＤＮＡが供給源細胞から単離され

る場合に、これが天然で一緒に見出されるタンパク質、脂質、炭水化物、または

他の物質のうち少なくとも約５０パーセントから分離された本発明の核酸分子、

（２）「単離された核酸分子」が天然で連結しているポリヌクレオチドの全てま

たは一部に連結していない本発明の核酸分子、（３）天然では連結しないポリヌ

クレオチドに作動可能に連結した本発明の核酸分子、または（４）より大きなポ

リヌクレオチド配列の一部として、天然には存在しない本発明の核酸分子をいう

。好ましくは、本発明の単離された核酸分子は、任意の他の混入核酸分子、また

はその天然の環境において見出される他の混入物（これらは、ポリペプチド産生

における使用、または治療的使用、診断的使用、予防的使用、または研究的使用

を妨げる）を実質的に含まない。

      【００４５】

  用語「単離されたポリペプチド」とは、（１）供給源細胞から単離される場合

に、天然で一緒に見出されるポリヌクレオチド、脂質、炭水化物、または他の物
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質の少なくとも約５０％から分離された本発明のポリペプチド、（２）「単離さ

れたポリペプチド」が天然で連結するポリペプチドの全てまたは一部に（共有結

合的または非共有結合的相互作用によって）連結していない、本発明のポリペプ

チド、（３）天然には連結しないポリペプチドに（共有結合的または非共有結合

的相互作用によって）作動可能に連結する、本発明のポリペプチド、または（４

）天然には存在しない本発明のポリペプチドをいう。好ましくは、この単離され

たポリペプチドは、任意の他の混入ポリペプチドまたはその天然の環境において

見出される他の混入物（これは、その治療的使用、診断的使用、予防的使用、ま

たは研究的使用を妨げる）を実質的に含まない。

      【００４６】

  用語「成熟Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド」は、リーダー配列を欠失したＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをいう。成熟Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは

また、他の改変（例えば、アミノ末端（リーダー配列を有するかまたは有さない

）および／またはカルボキシル末端のタンパク質分解性プロセシング、より大き

な前駆体からのより小さなポリペプチドの切断、Ｎ結合型および／またはＯ結合

型グリコシル化など）を含み得る。例示的な成熟ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドは、配列番号２によって示される。例示的なマウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドは、配列番号４によって示される。

      【００４７】

  用語「核酸配列」または「核酸分子」は、ＤＮＡまたはＲＮＡ配列をいう。こ

れらの用語は、ＤＮＡおよびＲＮＡの公知の塩基アナログのいずれかから形成さ

れる分子を含み、例えば、以下であるがこれらに限定されない：４－アセチルシ

トシン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリジニル－シトシン、

プソイドイソシトシン（ｐｓｅｕｄｏｉｓｏｃｙｔｏｓｉｎｅ）、５－（カルボ

キシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシ

ル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、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、イノシン、Ｎ６－イソ－ペン

テニルアデニン、１－メチルアデニン、１－メチルプソイドウラシル、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
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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

－メチルアデニン、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（β－Ｄ－ｍａｎｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボニル

－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－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキ

シ酢酸、オキシブトキソシン（ｏｘｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシ

ル、キューオシン、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、Ｎ－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、プソイドウラシル、キュー

オシン、２－チオシトシン、および２，６－ジアミノプリン。

      【００４８】

  用語「天然に存在する」または「ネイティブの」は、核酸分子、ポリペプチド

、宿主細胞などのような生物学的物質と関連して使用される場合、天然において

見出され、そしてヒトによって操作されていない物質をいう。同様に、「天然に

存在しない」または「ネイティブではない」は、本明細書中で使用される場合、

天然で見出されないか、またはヒトによって構造的に改変もしくは合成された物

質をいう。

      【００４９】

  用語「作動可能に連結された」は、本明細書中で、隣接配列の配置をいうため

に使用され、ここで、このように記載される隣接配列は、その通常の機能を発揮

するように構成または構築される。従って、コード配列に作動可能に連結した隣

接配列は、このコード配列の複製、転写および／または翻訳を行うことが可能で

あり得る。例えば、コード配列は、このプロモーターがコード配列の転写を指示

し得る場合に、プロモーターに作動可能に連結されている。隣接配列は、これが

正確に機能する限り、コード配列と連続する必要はない。したがって、例えば、

介在する非翻訳性であるが転写される配列が、プロモーター配列とコード配列と

の間に存在し得、そしてこのプロモーター配列は、なおこのコード配列に「作動

可能に連結」されているとみなされ得る。
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      【００５０】

  用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「生理学的に受容可能なキャリア

」は、本明細書中で使用される場合、薬学的組成物としてのＣｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチド、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子、またはＣｌｏａｋｅｄ－２選択的

結合因子の送達の達成または増強に適切な１つ以上の処方材料をいう。

      【００５１】

  用語「選択的結合因子」とは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに特異性を有

する分子（単数または複数）をいう。本明細書中で使用される場合、用語「特異

的」および「特異性」とは、選択的結合因子が、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドに結合し、かつヒト非Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに結合しない能力

をいう。しかし、選択的結合因子がまた、配列番号２または配列番号４に記載さ

れるようなポリペプチドのオルソログ（すなわち、その種間型（例えば、マウス

ポリペプチドおよびラットポリペプチド））に結合し得ることが、理解される。

      【００５２】

  用語「形質導入」とは、通常はファージによる１つの細菌から別の細菌への遺

伝子の移入をいうために使用される。「形質導入」はまた、レトロウイルスによ

る真核生物細胞配列の獲得および移入をいう。

      【００５３】

  用語「トランスフェクション」は、細胞による外因性または異種ＤＮＡの取り

込みをいうために使用され、そして細胞は、外因性ＤＮＡが細胞膜内に導入され

た場合に「トランスフェクト」されている。多数のトランスフェクション技術が

、当該分野で周知であり、そして本明細書中に開示される。例えば、Ｇｒａｈａ

ｍら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ５２：４５６（１９７３）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｎｅｗ

  Ｙｏｒｋ，１９８９）；Ｄａｖｉｓら、Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，１９８６）；および

Ｃｈｕら、Ｇｅｎｅ  １３：１９７（１９８１）を参照のこと。このような技術

を使用して、１つ以上の外因性ＤＮＡ部分を適切な宿主細胞に導入し得る。
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      【００５４】

  本明細書中で使用される場合、用語「形質転換」とは、細胞の遺伝的特徴にお

ける変化をいい、そして細胞は、新しいＤＮＡを含有するように改変された場合

に形質転換されている。例えば、細胞は、それがそのネイティブな状態から遺伝

的に改変される場合に形質転換されている。トランスフェクションまたは形質導

入に続いて、形質転換したＤＮＡは、細胞の染色体に物理的に組み込まれること

により細胞のＤＮＡと組換わり得るか、複製されることなしにエピソームエレメ

ントとして一過的に維持され得るか、またはプラスミドとして独立的に複製し得

る。ＤＮＡが細胞分裂と共に複製される場合に、細胞は、安定に形質転換された

とみなされる。

      【００５５】

  用語「ベクター」は、宿主細胞にコード情報を移すために使用される任意の分

子（例えば、核酸、プラスミド、またはウイルス）をいうために使用される。

      【００５６】

  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  関連した核酸分子が、配列番号１または配列番号３の核酸分子の対立遺伝子改

変体またはスプライス改変体を含むこと、および上記のヌクレオチド配列のいず

れかに相補的である配列を含むことが理解される。関連した核酸分子はまた、配

列番号２または配列番号４におけるポリペプチドと比較して１以上のアミノ酸残

基の置換、改変、付加および／または欠失を含むかまたは本質的にこれからなる

ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。

      【００５７】

  フラグメントは、配列番号２または配列番号４のポリペプチドの少なくとも約

２５アミノ酸残基、または約５０アミノ酸残基、または約７５アミノ酸残基、ま

たは約１００アミノ酸残基、または１００より多くのアミノ酸残基のポリペプチ

ドをコードする分子を含む。

      【００５８】

  さらに、関連したＣｌｏａｋｅｄ－２核酸分子としては、本明細書中で定義し

たような中程度または高度にストリンジェントな条件下で、配列番号１もしくは
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配列番号３の核酸分子、またはポリペプチド（このポリペプチドは、配列番号２

もしくは配列番号４に示されるアミノ酸配列を含む）をコードする分子、または

本明細書中に定義したような核酸フラグメント、または本明細書中に定義したよ

うなポリペプチドをコードする核酸フラグメントに対して十分に相補的な配列と

ハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む分子が挙げられる。ハイブリダイゼ

ーションプローブは、本明細書中に提供されるＣｌｏａｋｅｄ－２配列を用いて

ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリーまたは合成ＤＮＡライブラリーを、関連し

た配列についてスクリーニングして調製され得る。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドのＤＮＡ配列および／またはアミノ酸配列の、既知配列に対して顕著な同一

性を示す領域は、本明細書中に記載されるような配列アラインメントアルゴリズ

ムを用いて容易に決定され、そしてこれらの領域を用いて、スクリーニングのた

めのプローブを設計し得る。

      【００５９】

  用語「高度にストリンジェントな条件」とは、配列が高度に相補的であるＤＮ

Ａ鎖のハイブリダイゼーションを許容し、かつ著しく不一致なＤＮＡのハイブリ

ダイゼーションを排除するように設計された条件をいう。ハイブリダイゼーショ

ンのストリンジェンシーは、温度、イオン強度および変性剤（例えば、ホルムア

ミド）の濃度によって主に決定される。ハイブリダイゼーションおよび洗浄につ

いての「高度にストリンジェントな条件」の例は、６５～６８℃での０．０１５

Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムまたは４２℃での０．０

１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムおよび５０％ホルム

アミドである。Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ＆Ｍａｎｉａｔｉｓ、Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、第

２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、（Ｃｏ

ｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．１９８９）；Ａｎｄｅｒｓｏｎら

，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：ａ  ｐｒａｃｔｉ

ｃａｌ  ａｐｐｒｏａｃｈ、第４章、ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｏ

ｘｆｏｒｄ  Ｅｎｇｌａｎｄ）を参照のこと。

      【００６０】
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  よりストリンジェントな条件（例えば、より高い温度、より低いイオン強度、

より高いホルムアミドまたは他の変性剤）もまた用いられ得るが、ハイブリダイ

ゼーションの速度が影響を受ける。他の薬剤は、非特異的および／またはバック

グラウンドのハイブリダイゼーションを減少させる目的のために、ハイブリダイ

ゼーション緩衝液および洗浄緩衝液中に含まれ得る。例は、０．１％ウシ血清ア

ルブミン、０．１％ポリビニルピロリドン、０．１％ピロリン酸ナトリウム、０

．１％ドデシル硫酸ナトリウム（ＮａＤｏｄＳＯ４すなわちＳＤＳ）、フィコー

ル、デンハルト溶液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（または別の非相補的ＤＮＡ）

および硫酸デキストランであるが、他の適切な薬剤もまた用いられ得る。これら

の添加剤の濃度および型は、ハイブリダイゼーション条件のストリンジェンシー

に実質的に影響を与えることなく変更され得る。ハイブリダイゼーション実験は

通常、ｐＨ６．８～７．４で実施されるが、代表的なイオン強度の条件では、ハ

イブリダイゼーションの速度は、ｐＨにほとんど依存しない。Ａｎｄｅｒｓｏｎ

ら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：Ａ  Ｐｒａｃｔ

ｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、第４章、ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ（

Ｏｘｆｏｒｄ  Ｅｎｇｌａｎｄ）を参照のこと。

      【００６１】

  ＤＮＡ二重鎖の安定性に影響を与える因子としては、塩基組成、長さおよび塩

基対の不一致の程度が挙げられる。ハイブリダイゼーション条件は、これらの変

動要因を適応させ、そして異なる配列関連性のＤＮＡがハイブリッドを形成する

のを可能にするために当業者によって調整され得る。完全に一致したＤＮＡ二重

鎖の融解温度は、以下の方程式によって推定され得る：

  Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ

）－６００／Ｎ－０．７２（％ホルムアミド）

ここで、Ｎは、形成される二重鎖の長さであり、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイゼ

ーション溶液または洗浄溶液中のナトリウムイオンのモル濃度であり、％Ｇ＋Ｃ

は、ハイブリッド中の（グアニン＋シトシン）塩基の百分率である。不完全に一

致したハイブリッドについては、融解温度は、１％の不一致毎に約１℃下げられ

る。
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      【００６２】

  用語「中程度にストリンジェントな条件」とは、「高度にストリンジェントな

条件」下で生じ得るよりも程度が高い塩基対不一致を有するＤＮＡ二重鎖が形成

され得る条件をいう。代表的な「中程度にストリンジェントな条件」の例は、５

０～６５℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウ

ムまたは３７～５０℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン

酸ナトリウムおよび２０％ホルムアミドである。例として、０．０１５Ｍナトリ

ウムイオン中で５０℃の、「中程度にストリンジェントな」条件は、約２１％の

不一致を可能にする。

      【００６３】

  「高度に」ストリンジェントな条件と「中程度に」ストリンジェントな条件と

の間に絶対的な区別が存在しないことが当業者によって理解される。例えば、０

．０１５Ｍナトリウムイオン（ホルムアミドなし）では、完全に一致した長いＤ

ＮＡの融解温度は、約７１℃である。６５℃で（同じイオン強度で）の洗浄を用

いると、このことは、約６％の不一致を可能にする。より遠く関連した配列を捕

捉するために、当業者は、単純に、温度を低くし得るかまたはイオン強度を高く

し得る。

      【００６４】

  約２０ｎｔまでのオリゴヌクレオチドプローブについての１Ｍ  ＮａＣｌ＊中

での融解温度の良好な推定は、以下によって与えられる：

  Ｔｍ＝Ａ－Ｔ塩基対あたり２℃  ＋  Ｇ－Ｃ塩基対あたり４℃

＊６×塩クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中のナトリウムイオン濃度は、１Ｍであ

る。Ｓｕｇｇｓら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｕｓｉｎｇ

  Ｐｕｒｉｆｉｅｄ  Ｇｅｎｅｓ、６８３頁、ＢｒｏｗｎおよびＦｏｘ（編）（

１９８１）を参照のこと。

      【００６５】

  オリゴヌクレオチドについての高いストリンジェンシーの洗浄条件は、通常、

６×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中で、そのオリゴヌクレオチドのＴｍよりも０℃

～５℃低い温度においてである。
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      【００６６】

  別の実施形態において、関連した核酸分子は、配列番号１もしくは配列番号３

に示されるようなヌクレオチド配列に対して約７０パーセント同一であるヌクレ

オチド配列を含むかもしくはこれからなるか、または配列番号２もしくは配列番

号４に示されるようなポリペプチドに対して約７０パーセント同一であるポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列を含むかもしくは本質的にこれからなる。

好ましい実施形態において、ヌクレオチド配列は、配列番号１もしくは配列番号

３に示されるようなヌクレオチド配列に対して約７５パーセント、もしくは約８

０パーセント、もしくは約８５パーセント、もしくは約９０パーセント、もしく

は約９５、９６、９７、９８、もしくは９９パーセント同一であるか、またはヌ

クレオチド配列は、配列番号２もしくは配列番号４に示されるようなポリペプチ

ド配列に対して約７５パーセント、もしくは約８０パーセント、もしくは約８５

パーセント、もしくは約９０パーセント、もしくは約９５、９６、９７、９８、

もしくは９９パーセント同一であるポリペプチドをコードする。

      【００６７】

  核酸配列における差異は、配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列と比較

して、アミノ酸配列の保存的改変および／または非保存的改変を生じ得る。

      【００６８】

  配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列に対する保存的改変（およびコー

ドするヌクレオチドに対する対応する改変）は、天然に存在するＣｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドの機能的特徴および化学的特徴と類似の機能的特徴および化学

的特徴を有するＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを生成する。対照的に、Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドの機能的特徴および／または化学的特徴における実質

的な改変は、以下を維持することに対するその影響が顕著に異なる、配列番号２

または配列番号４のアミノ酸配列における置換を選択することによって達成され

得る：（ａ）例えば、シートもしくはヘリックスコンホメーションのような、置

換領域における分子骨格の構造、（ｂ）標的部位での分子の電荷もしくは疎水性

、または（ｃ）側鎖のかさ。

      【００６９】
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  例えば、「保存的アミノ酸置換」は、その位置でのアミノ酸残基の極性にも電

荷にもほとんどまたは全く影響がないような、非ネイティブな残基によるネイテ

ィブなアミノ酸残基の置換を含み得る。さらに、ポリペプチド中の任意のネイテ

ィブな残基はまた、「アラニンスキャニング変異誘発」について以前に記載され

たように、アラニンによって置換され得る。

      【００７０】

  保存的アミノ酸置換はまた、生物学的系における合成によるよりむしろ、化学

的なペプチド合成によって代表的に組み込まれる、天然には存在しないアミノ酸

残基を含む。これらとしては、ペプチド模倣物、およびアミノ酸部分の他の逆転

形態または反転形態が挙げられる。

      【００７１】

  天然に存在する残基は、共通の側鎖特性に基づいて、複数のクラスに分割され

得る：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；

  ４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の配向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

      【００７２】

  例えば、非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のク

ラス由来のメンバーとの交換を含み得る。このような置換された残基は、非ヒト

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドオルソログと相同なヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドの領域、またはこの分子の非相同領域に導入され得る。

      【００７３】

  このような変更を行う際に、アミノ酸のハイドロパシー指数（ｈｙｄｒｏｐａ

ｔｈｉｃ  ｉｎｄｅｘ）が考慮され得る。各アミノ酸は、その疎水性および電荷

特性に基づいて、ハイドロパシー指数を割り当てられている。ハイドロパシー指

数は、以下である：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン
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（＋３．８）；フェニルアラニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．

５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）

；スレオニン（－０．７）；セリン（－０．８）；トリプトファン（－０．９）

；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒスチジン（－３．２）；グ

ルタミン酸（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸（－３．５

）；アスパラギン（－３．５）；リジン（－３．９）；およびアルギニン（－４

．５）。

      【００７４】

  タンパク質に対する相互作用的な生物学的機能を確認する際の、ハイドロパシ

ーアミノ酸指数の重要性は、当該分野において理解されている（Ｋｙｔｅら、Ｊ

．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、１５７：１０５－１３１（１９８２））。特定のアミノ

酸が、類似のハイドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸の代わりに

使用され得、そして依然として類似の生物学的活性を維持し得ることが、公知で

ある。ハイドロパシー指数に基づいて変更を行う際に、ハイドロパシー指数が±

２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±１以内であるものが特に好ましく、

そして±０．５以内であるものが、なおより特に好ましい。

      【００７５】

  類似のアミノ酸の置換が、親水性に基づいて効果的になされ得る（特に、これ

によって作製された生物学的に機能的に等価なタンパク質またはペプチドは、こ

の場合と同様に、免疫学的実施形態における使用のために意図される）こともま

た、当該分野において理解されている。その隣接するアミノ酸の親水性によって

支配されるような、タンパク質の最も大きな局所的な平均親水性は、その免疫原

性および抗原性、すなわち、そのタンパク質の生物学的特性に相関する。

      【００７６】

  以下の親水性の値が、アミノ酸残基に割り当てられた：アルギニン（＋３．０

）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミン酸（＋

３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グルタミン（

＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン（－０．５±

１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（－１．０
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）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）；イ

ソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．５

）；およびトリプトファン（－３．４）。類似の親水性の値に基づいて変更を行

う際に、親水性値が±２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±ｌ以内である

ものが特に好ましく、そして±０．５以内であるものが、なおより特に好ましい

。エピトープをまた、一次アミノ酸配列から、親水性に基づいて同定し得る。こ

れらの領域はまた、「エピトープコア領域」と呼ばれる。

      【００７７】

  所望のアミノ酸置換（保存的であれ非保存的であれ）は、当業者によって、こ

のような置換が所望される時点で決定され得る。例えば、アミノ酸置換を使用し

て、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの重要な残基を同定し得るか、または本明

細書中に記載されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの親和性を増加もしくは減

少させ得る。

      【００７８】

  例示的なアミノ酸置換を、表Ｉに示す。

      【００７９】

【表１】
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  当業者は、配列番号２または配列番号４に示されるようなポリペプチドの適切

な改変体を、周知の技術を使用して、決定し得る。活性を破壊することなく変更

され得る分子の適切な領域を同定するために、当業者は、活性のために重要であ

るとは考えられない領域を標的化し得る。例えば、同じ種由来かまたは他の種由

来の、類似の活性を有する類似のポリペプチドが既知である場合、当業者は、Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列を、このような類似のポリペプチ

ドに対して比較し得る。このような比較を用いて、類似のポリペプチド間で保存
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される分子の残基および部分を同定し得る。このような類似のポリペプチドに対

して保存されていない、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの領域における変化が

、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの生物学的活性および／または構造にさほど

不利に影響を与えないようであることが、理解される。当業者にはまた、比較的

保存された領域においてさえ、化学的に類似のアミノ酸を、活性を維持しながら

天然に存在する残基で置換し得ることが公知である（保存的アミノ酸残基置換）

。従って、生物学的活性または構造のために重要であり得る領域でさえ、生物学

的活性を破壊することなく、またはポリペプチド構造に悪影響を与えることなく

、保存的アミノ酸置換に供され得る。

      【００８０】

  さらに、当業者は、活性または構造のために重要である、類似のポリペプチド

における残基を同定する、構造－機能研究を再検討し得る。このような比較の観

点において、類似のポリペプチドにおける活性または構造のために重要なアミノ

酸残基に対応する、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドにおけるアミノ酸残基の重

要性を予測し得る。当業者は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのこのような予

測された重要なアミノ酸残基について、化学的に類似のアミノ酸の置換を選択し

得る。

      【００８１】

  当業者はまた、類似のポリペプチドにおける三次元構造に関して、三次元構造

およびアミノ酸配列を分析し得る。このような情報の観点において、当業者は、

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸残基のアライメントを、その三次元

構造に関して予測し得る。当業者は、そのタンパク質の表面に存在すると予測さ

れるアミノ酸残基に急激な変化を起こさないように、選択し得る。なぜなら、こ

のような残基は、他の分子との重要な相互作用に関与し得るからである。さらに

、当業者は、単一のアミノ酸置換を各所望のアミノ酸残基に含む、試験改変体を

作製し得る。次いで、これらの改変体は、当業者に公知の活性アッセイを使用し

て、スクリーニングされ得る。このような改変体は、適切な改変体に関する情報

を集めるために使用され得る。例えば、特定のアミノ酸残基に対する変更が、破

壊された活性、所望でなく減少した活性、または所望でない活性を生じたことを
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発見した場合には、このような変化を有する改変体は、回避される。換言すれば

、このような慣用的な実験から集めた情報に基づいて、当業者は、さらなる置換

が単独でかまたは他の変異と組み合わせてかのいずれかで回避されるべきである

アミノ酸を、容易に決定し得る。

      【００８２】

  本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアナログは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドのアミノ酸配列を関連のファミリーメンバーと比較することによって

決定され得る。例示的なＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド関連のファミリーメン

バーとしては、Ｃｌｏａｋｅｄ－１が挙げられるが、これに限定されない。この

比較は、保存された領域および保存されていない領域内で、複数のファミリーメ

ンバーとのＰｉｌｅｕｐアラインメント（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  ＧＣＧ  Ｐｒｏ

ｇｒａｍ  Ｐａｃｋａｇｅ）比較または等価な（重複する）比較を使用すること

によって達成され得る。

      【００８３】

  図４に示すように、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの推定アミノ酸配列（配

列番号２）は、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－１ポリペプチド（配列番号２５）と整列さ

れる。他のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアナログは、これらの方法および当

業者に公知の他の方法を使用して決定され得る。これらの重複する配列は、さら

なるＣｌｏａｋｅｄ－２アナログを生じる保存的アミノ酸置換および非保存的ア

ミノ酸置換についてのガイダンスを提供する。これらのアミノ酸置換が天然に存

在するアミノ酸または天然に存在しないアミノ酸からなり得ることが、理解され

る。例えば、図４に示されるように、これらの関連のポリペプチドのアラインメ

ントは、潜在的なＣｌｏａｋｅｄ－２アナログが、配列番号２の９位でグルタミ

ン酸に置換されるアスパラギン酸残基；配列番号２の３９位でプロリンまたはア

ラニンに置換されるグリシン残基；配列番号２の５８位でリジン、グルタミンま

たはアスパラギンに置換されるアルギニン残基；配列番号２の８１位でイソロイ

シン、メチオニン、ロイシン、フェニルアラニン、アラニンまたはノルロイシン

に置換されるバリン残基；配列番号２の１０２位でチロシンまたはフェニルアラ

ニンに置換されるトリプトファン残基；および、配列番号２の１５４位でスレオ
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ニンまたはアラニンに置換されるセリン残基を有し得ることを示す。

      【００８４】

  多数の科学刊行物が、二次構造の推定に充てられてきた。Ｍｏｕｌｔ  Ｊ．、

Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈ．、７（４）：４２２－４２７（１９９

６）、Ｃｈｏｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１３（２）：２２２－２４５、

（１９７４）；Ｃｈｏｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１１３（２）：２１１

－２２２（１９７４）；Ｃｈｏｕら、Ａｄｖ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｒｅｌａｔ．Ａ

ｒｅａｓ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、４７：４５－１４８（１９７８）；Ｃｈｏｕら

、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、４７：２５１－２７６およびＣｈｏｕら

、Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．、２６：３６７－３８４（１９７９）を参照のこと）。

さらに、コンピュータプログラムが、二次構造の推定を補助するために、現在利

用可能である。二次構造を推定する１つの方法は、相同性モデリングに基づく。

例えば、３０％より大きな配列同一性または４０％より大きな類似性を有する２

つのポリペプチドまたはタンパク質は、しばしば、類似の構造トポロジーを有す

る。タンパク質構造データベース（ＰＤＢ）の近年の成長は、二次構造（ポリペ

プチドまたはタンパク質の構造における可能な折り畳みの数を含む）の増強され

た推定性を提供してきた。Ｈｏｌｍら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．２７（１

）：２４４－２４７（１９９９）を参照のこと。所定のポリペプチドまたはタン

パク質において制限された多数の折り畳みが存在すること、および一旦、重要な

数の構造が解析されると、構造推定は劇的により正確となることが、示唆されて

きた（Ｂｒｅｎｎｅｒら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．７（３）

：３６９－３７６（１９９７））。

      【００８５】

  二次構造を予測するさらなる方法としては、「スレッディング（ｔｈｒｅａｄ

ｉｎｇ）」（Ｊｏｎｅｓ，Ｄ．、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ

．、７（３）：３７７－８７（１９９７）；Ｓｉｐｐｌら、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

、４（１）：１５－９（１９９６））、「プロフィール分析」（Ｂｏｗｉｅら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ．２５３：１６４－１７０（１９９１）；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、

Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．、１８３：１４６－１５９（１９９０）；Ｇｒｉｂｓｋ
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ｏｖら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、８４（１３）４３５５－４３

５８（１９８７））、および「進化的連鎖（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ  ｌｉｎ

ｋａｇｅ）」（Ｈｏｍｅ、前出、およびＢｒｅｎｎｅｒ、前出を参照のこと）が

、挙げられる。

      【００８６】

  好ましいＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体としては、グリコシル化部位

の数および／または型が配列番号２または配列番号４に記載のアミノ酸配列と比

較して変化している、グリコシル化改変体が挙げられる。１つの実施形態におい

て、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体は、配列番号２または配列番号４に

記載のアミノ酸配列より多いかまたはより少ない数のＮ連結グリコシル化部位を

含む。Ｎ連結グリコシル化部位は、配列Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－

Ｔｈｒによって特徴付けられ、ここで、Ｘと印されるアミノ酸残基は、プロリン

以外の任意のアミノ酸残基であり得る。この配列を作製するためのアミノ酸残基

の置換は、Ｎ連結炭水化物鎖の付加のための潜在的な新たな部位を提供する。あ

るいは、この配列を排除する置換は、存在するＮ連結炭水化物鎖を除去する。１

つ以上のＮ連結グリコシル化部位（代表的に、天然に存在するグリコシル化部位

）が排除され、そして１つ以上の新たなＮ連結部位が作製される、Ｎ連結炭水化

物鎖の再配列もまた、提供される。さらなる好ましいＣｌｏａｋｅｄ－２改変体

としては、１つ以上のシステイン残基が、配列番号２または配列番号４に記載の

アミノ酸配列と比較して欠失しているか、または別のアミノ酸（例えば、セリン

）で置換されている、システイン改変体が挙げられる。システイン改変体は、Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが、例えば不溶性の封入体の単離の後に、生物学

的に活性な配置にリフォールディングされなければならない場合に、有用である

。システイン改変体は、一般に、ネイティブタンパク質より少ないシステイン残

基を有し、そして代表的には同数のシステイン残基を有し、対合していないシス

テインから生じる相互作用を最小にする。

      【００８７】

  さらに、配列番号２もしくは配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドま

たはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体は、相同なポリペプチドに融合され
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てホモダイマーを形成し得るか、または異種のポリペプチドに融合されてヘテロ

ダイマーを形成し得る。異種のペプチドおよびポリペプチドとしては、以下が挙

げられるが、これらに限定されない：Ｃｌｏａｋｅｄ－２融合タンパク質の検出

および／または単離を可能するためのエピトープ；膜貫通レセプタータンパク質

またはその一部分（例えば、細胞外ドメインまたは膜貫通ドメインおよび細胞内

ドメイン）；膜貫通レセプタータンパク質に結合するリガンドまたはその一部分

；触媒活性である酵素またはその一部分；オリゴマー化を促進するポリペプチド

またはペプチド（例えば、ロイシンジッパードメイン）；安定性を増加するポリ

ペプチドまたはペプチド（例えば、免疫グロブリン定常領域）；ならびに配列番

号２もしくは配列番号４に記載されるアミノ酸配列を含むポリペプチドまたはＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体とは異なる治療活性を有するポリペプチド

。

      【００８８】

  融合は、配列番号２もしくは配列番号４に記載されるアミノ酸配列を含むポリ

ペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体のアミノ末端またはカル

ボキシ末端のいずれかでなされ得る。融合は、リンカー分子またはアダプター分

子なしで直接的であり得るか、あるいはリンカー分子またはアダプター分子を使

用して間接的であり得る。リンカー分子またはアダプター分子は、１つ以上のア

ミノ酸残基、代表的には約２０～約５０個のアミノ酸残基であり得る。リンカー

分子またはアダプター分子はまた、ＤＮＡ制限エンドヌクレアーゼ、またはプロ

テアーゼの切断部位を有するように設計され得、融合部分の分離を可能にする。

一旦構築されると、融合ポリペプチドは、本明細書中に記載される方法に従って

誘導され得ることが理解される。

      【００８９】

  本発明のさらなる実施形態において、配列番号２もしくは配列番号４に記載さ

れるアミノ酸配列を含むポリペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改

変体は、ヒトＩｇＧのＦｃ領域の１つ以上のドメインに融合される。抗体は、２

つの機能的に独立した部分（「Ｆａｂ」として公知の可変ドメイン（抗原に結合

する）および「Ｆｃ」として公知の定常ドメイン（食細胞による攻撃および補体
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活性化のようなエフェクター機能に関係する）を含む。Ｆｃは、長い血清半減期

を有し、一方、Ｆａｂは短寿命である（Ｃａｐｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ、３３７：

５２５－３１（１９８９））。治療タンパク質と一緒に構築される場合、Ｆｃド

メインは、より長い半減期を提供し得るか、またはＦｃレセプター結合、プロテ

インＡ結合、補体固定およびおそらく胎盤輸送のような機能を組込み得る（同書

）。表ＩＩは、当該分野で公知の特定のＦｃ融合物の使用を要約する。

      【００９０】

【表２】

  一つの例において、ヒトＩｇＧヒンジ領域、ＣＨ２およびＣＨ３領域の全てま

たは一部は、当業者に公知の方法を使用してＣｌｏａｋｅｄ－２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。得られるＣｌｏａｋｅｄ－２融

合ポリペプチドは、プロテインＡアフィニティーカラムの使用によって精製され

得る。Ｆｃ領域に融合されたペプチドおよびタンパク質は、融合されていない対

応物よりもインビボで実質的に長い半減期を示すことが見出された。また、Ｆｃ
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領域への融合は、融合ポリペプチドの二量化／多量体化を可能にする。Ｆｃ領域

は、天然に存在するＦｃ領域であり得るか、または特定の質（例えば、治療的質

、循環時間、凝集の減少など）を改善するために変更され得る。

      【００９１】

  関連する核酸分子およびペプチドの同一性および類似性は、公知の方法によっ

て容易に計算され得る。このような方法としては、以下が挙げられるがこれらに

限定されない：Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ，Ｌｅｓｋ，Ａ．Ｍ．編，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓ

ｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８８；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｐｒｏｊｅｃｔｓ，Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．編

，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９３；Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｄａｔａ，Ｐａｒｔ  １，

Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．，およびＧｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．編，Ｈｕｍａｎａ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ，１９９４；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ

，Ｇ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，１９８７；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａ

ｌｙｓｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ，Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．およびＤｅｖｅｒｅｕｘ，

Ｊ．編，Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９１；な

らびにＣａｒｉｌｌｏ編，ＳＩＡＭ  Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ．，４８：

１０７３，（１９８８）に記載される方法。

      【００９２】

  同一性および／または類似性を決定するための好ましい方法は、試験される配

列間に最も大きな一致を与えるように設計される。同一性および類似性を決定す

るための方法は、公に利用可能なコンピュータプログラムに記載される。２つの

配列間の同一性および類似性を決定するための好ましいコンピュータプログラム

方法としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＧＣＧプログラムパ

ッケージ（ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．，１２

：３８７，（１９８４）；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を
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含む）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、およびＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら

，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５：４０３－４１０，（１９９０））。ＢＬＡ

ＳＴＸプログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃ

ｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（ＢＬ

ＡＳＴ  Ｍａｎｕａｌ，Ａｌｔｓｃｈｕｌら、ＮＣＢ／ＮＬＭ／ＮＩＨ  Ｂｅｔ

ｈｅｓｄａ，ＭＤ  ２０８９４；Ａｌｔｓｃｈｕｌら，上記）から公に入手可能

である。周知のＳｍｉｔｈ  Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムもまた同一性を決定

するために使用され得る。

      【００９３】

  ２つのアミノ酸配列を整列させるための特定の整列スキームは、２つの配列の

短い領域のみの一致を生じ得、この小さな整列された領域は、２つの全長配列間

に有意な関係がないとしても非常に高い配列同一性を有し得る。従って、好まし

い実施形態においては、選択された整列方法（ＧＡＰプログラム）は、標的ポリ

ペプチドの少なくとも５０個の連続するアミノ酸にわたる整列を生じる。

      【００９４】

  例えば、コンピュータアルゴリズムＧＡＰ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄ

ｉｓｏｎ，ＷＩ）を使用して、配列同一性の割合が決定される２つのポリペプチ

ドは、それらのそれぞれのアミノ酸の最適の一致（アルゴリズムによって決定さ

れる「一致したスパン（ｍａｔｃｈｅｄ  ｓｐａｎ）」）について整列される。

ギャップオープニングペナルティー（ｇａｐ  ｏｐｅｎｉｎｇ  ｐｅｎａｌｔｙ

）（これは、平均ダイアゴナルの３倍として計算され；「平均ダイアゴナル」は

、使用される比較マトリクスのダイアゴナルの平均であり；「ダイアゴナル」は

、特定の比較マトリクスによってそれぞれの完全なアミノ酸一致に割り当てられ

るスコアまたは数である）およびギャップエクステンションペナルティー（これ

は、通常ギャップオープニングペナルティーの１／１０である）、ならびにＰＡ

Ｍ２５０またはＢＬＯＳＵＭ６２のような比較マトリクスがアルゴリズムととも

に使用される。標準比較マトリクス（ＰＡＭ２５０比較マトリクスのついてＤａ

ｙｈｏｆｆら、Ａｔｌａｓ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ
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  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、第５巻、補遺３、（１９７８）；ＢＬＯＳＵＭ６２比較

マトリクスについてＨｅｎｉｋｏｆｆら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ  ＵＳＡ、８９：１０９１５－１０９１９（１９９２））もまたアルゴリズム

によって使用される。

      【００９５】

  ポリペプチド配列の比較に好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられる

：

  アルゴリズム（Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）：Ｎｅｅｄｌｅｍａら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ

ｉｏｌ．４８：４４３－４５３（１９７０）；

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

２、Ｈｅｎｉｋｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８

９：１０９１５－１０９１９（１９９２）より；

  ギャップペナルティー（Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：１２

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

４

  類似性の閾値：０。

      【００９６】

  ＧＡＰプログラムは、上記パラメーターを用いて有用である。上記パラメータ

ーは、ＧＡＰアルゴリズムを使用してポリペプチド比較についてのデフォルトパ

ラメーター（末端ギャップについてペナルティーなしで）である。

      【００９７】

  核酸分子配列比較についての好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられ

る：

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

－４，５．３（１９７０）；

  比較マトリクス：一致＝＋１０、不一致＝０

  ギャップペナルティー：５０

  ギャップレングスペナルティー：３。

      【００９８】
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  ＧＡＰプログラムはまた、上記パラメーターを用いて有用である。上記パラメ

ーターは、核酸分子比較についてのデフォルトパラメーターである。

      【００９９】

  他の例示的なアルゴリズム、ギャップオープニングペナルティー、ギャップエ

クステンションペナルティー、比較マトリクス、同一性の閾値などが当業者によ

って使用され得、これには、Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ，１９９７に記

載されるものを含む。なされる特定の選択は、当業者に明らかであり、なされる

特定の比較（例えば、ＤＮＡ－ＤＮＡ間、タンパク質－タンパク質間、タンパク

質－ＤＮＡ間）；さらに、比較が所定の配列の対間である（この場合、ＧＡＰま

たはＢｅｓｔＦｉｔが一般的に好ましい）か、一つの配列と配列の大きなデータ

ベースとの間（この場合、ＦＡＳＴＡまたはＢＬＡＳＴＡが好ましい）であるか

）に依存する。

      【０１００】

  （合成）

  本明細書中に記載される核酸およびポリペプチド分子が組換え手段および他の

手段によって作製され得ることが当業者に理解される。

      【０１０１】

  （核酸分子）

  核酸分子は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプ

チドをコードし、種々の方法（化学合成、ｃＤＮＡまたはゲノムライブラリース

クリーニング、発現ライブラリースクリーニングおよび／またはｃＤＮＡのＰＣ

Ｒ増幅を含むがこれらに限定されない）で容易に得られ得る。

      【０１０２】

  本明細書中で使用される組換えＤＮＡ方法は、一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅ

ｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９））および／ま

たはＡｕｓｕｂｅｌら編（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌ
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ｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．

  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９４））に記載される方

法である。本発明は、本明細書中に記載される核酸分子およびこのような分子を

得るための方法を提供する。

      【０１０３】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする遺伝子がこれら

の種から同定された場合、その遺伝子の全てまたは一部は、同じ種からのオルソ

ログ遺伝子または関連遺伝子を同定するためのプローブとして使用され得る。プ

ローブまたはプライマーは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを発現すると考え

られる種々の組織供給源由来のｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするため

に使用され得る。さらに、配列番号１または配列番号３に記載される配列を有す

る核酸分子の一部または全てを使用してゲノムライブラリーをスクリーニングし

、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする遺伝子を同定お

よび単離し得る。代表的には、中程度または高いストリンジェンシーの条件が、

スクリーニングのために使用されてスクリーニングから得られた偽陽性の数を最

小にする。

      【０１０４】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子はまた

、発現クローニング（これは、発現されたタンパク質の性質に基づく陽性クロー

ンの検出を使用する）によって同定され得る。代表的には、核酸ライブラリーは

、宿主細胞表面において発現されそして示されるクローン化タンパク質への抗体

または他の結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド）の結合によっ

てスクリーニングされる。抗体または結合パートナーは、検出可能な標識を用い

て修飾されて所望のクローンを発現するそれらの細胞を同定する。

      【０１０５】

  以下に記載される説明に従って行われる組換え発現技術は、これらのポリヌク

レオチドを生成し、そしてコードされるポリペプチドを発現するために、続いて

行なわれ得る。例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコー

ドする核酸配列を適切なベクターに挿入することによって、当業者は、大量の所
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望のヌクレオチド配列を容易に作製し得る。次いで、この配列を使用して検出プ

ローブまたは増幅プライマーを作製し得る。あるいは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドのアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドを発現ベクターに挿入し

得る。発現ベクターを適切な宿主に導入することによって、コードされるＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドは、大量に生成され得る。

      【０１０６】

  適切な核酸配列を得るための別の方法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で

ある。この方法において、ｃＤＮＡは、逆転写酵素を使用してポリ（Ａ）＋ＲＮ

Ａまたは全ＲＮＡから調製される。次いで、２つのプライマー（代表的には、Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするｃＤＮＡ（オリゴヌ

クレオチド）の２つの別の領域に相補的である）を、Ｔａｑポリメラーゼのよう

なポリメラーゼとともにｃＤＮＡに加え、そしてポリメラーゼは、２つのプライ

マー間のｃＤＮＡ領域を増幅する。

      【０１０７】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を調製

する別の手段は、Ｅｎｇｅｌｓら、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．２

８：７１６－７３４（１９８９）によって記載されるもののような、当業者に周

知の方法を使用する、化学合成である。これらの方法としては、とりわけ、核酸

合成のためのリン酸トリエステル、ホスホルアミダイト、およびＨ－ホスホネー

ト方法が挙げられる。このような化学合成のために好ましい方法は、標準的なホ

スホルアミダイト化学を使用する、ポリマーにより支持される合成である。代表

的に、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするＤＮＡは、

数百ヌクレオチド長である。約１００ヌクレオチドより長い核酸は、これらの方

法を使用して、いくつかのフラグメントとして合成され得る。次いで、これらの

フラグメントが一緒に連結されて、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの全長ヌク

レオチド配列を形成し得る。通常、このポリペプチドのアミノ末端をコードする

ＤＮＡフラグメントは、ＡＴＧを有し、これは、メチオニン残基をコードする。

このメチオニンは、宿主細胞において産生されたポリペプチドがその細胞から分

泌されるよう設計されるか否かに依存して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの
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成熟形態で存在してもよいし、そうでなくてもよい。当業者に公知の他の方法が

、同様に使用され得る。

      【０１０８】

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所定の宿主細胞におけるＣｌｏａｋ

ｅｄ－２ポリペプチドの最適な発現のために変更されたコドンを含む。特定のコ

ドン変更は、発現のために選択されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよび宿

主細胞に依存する。このような「コドン最適化」は、種々の方法によって（例え

ば、所定の宿主細胞において高度に発現される遺伝子における使用に好ましいコ

ドンを選択することによって）実施され得る。高度に発現された細菌遺伝子のコ

ドン優先性のための「Ｅｃｏｈｉｇｈ．Ｃｏｄ」のようなコドン度数表を組み込

んだコンピュータアルゴリズムが使用され得、そしてこれはＵｎｉｖｅｒｓｉｔ

ｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０（Ｇ

ｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）によ

って提供される。他の有用なコドン度数表としては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ＿ｈｉ

ｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ＿ｌｏｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉ

ｌａ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｈｕｍａｎ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ

＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、および「Ｙｅａｓｔ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ．」が挙げられ

る。

      【０１０９】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を、標

準的な連結技術を使用して適切な発現ベクターに挿入し得る。ベクターは、代表

的に、使用される特定の宿主細胞において機能的であるように選択される（すな

わち、ベクターは、遺伝子の増幅および／または遺伝子の発現が生じるように、

宿主細胞機構と適合性である）。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアミノ酸配

列をコードする核酸分子は、原核生物宿主細胞、酵母宿主細胞、昆虫（バキュロ

ウイルス系）宿主細胞および／または真核生物宿主細胞において増幅／発現され

得る。宿主細胞の選択は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが翻訳後修飾（例え

ば、グリコシル化および／またはホスホリル化）されるか否かに一部依存する。
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そうである場合、酵母宿主細胞、昆虫宿主細胞、または哺乳動物宿主細胞が好ま

しい。発現ベクターの総説について、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，ｖ．１８５、Ｄ．Ｖ

．Ｇｏｅｄｄｅｌ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  Ｉｎｃ．、Ｓａｎ  Ｄｉ

ｅｇｏ  ＣＡ（１９９０）を参照のこと。

      【０１１０】

  代表的に、任意の宿主細胞に使用される発現ベクターは、プラスミド維持のた

めならびに外来性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発現のための配列を含

む。特定の実施形態において、このような配列（集合的に、「隣接配列」と呼ば

れる）は、代表的に、以下のヌクレオチド配列の１つ以上を含む：プロモーター

、１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列、ドナーおよびアクセ

プタースプライス部位を含む完全なイントロン配列、ポリペプチド分泌のための

リーダー配列をコードする配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配列、発

現されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領域、な

らびに選択マーカーエレメント。これらの配列のそれぞれが、以下に議論される

。

      【０１１１】

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」コード配列（すなわち、Ｃｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドコード配列の５’末端または３’末端に配置されるオリゴヌク

レオチド分子）を含み得；オリゴヌクレオチド配列は、ｐｏｌｙＨｉｓ（例えば

、ｈｅｘａＨｉｓ）、または別の「タグ」（例えば、ＦＬＡＧ、ＨＡ（赤血球凝

集素インフルエンザウイルス）またはｍｙｃ（これらは、市販の抗体が存在する

））をコードする。このタグは、代表的には、ポリペプチドの発現の際にポリペ

プチドに融合され、宿主細胞からの、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのアフィ

ニティー精製のための手段として役立ち得る。アフィニティー精製は、例えば、

アフィニティーマトリクスとしてタグに対する抗体を使用するカラムクロマトグ

ラフィーによって達成され得る。必要に応じて、タグは、続いて、切断のために

特定のペプチダーゼを使用するような種々の手段によって、精製されたＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドから除去される。

      【０１１２】
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  隣接配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種および／または系統由来）で

あり得るか、異種（すなわち、宿主細胞種または系統以外の種由来）であり得る

か、ハイブリッド（すなわち、１つより多くの供給源由来の隣接配列の組み合わ

せ）であり得るか、または合成であり得るか、あるいは隣接配列は、Ｃｌｏａｋ

ｅｄ－２ポリペプチド発現を調節するために正常に機能するネイティブな配列で

あり得る。このように、隣接配列の供給源は、任意の原核生物または真核生物、

任意の脊椎生物または無脊椎生物、あるいは任意の植物であり得、但し、隣接配

列は、宿主細胞の機構において機能的であり、そして宿主細胞の機構によって活

性化され得る。

      【０１１３】

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野において周知である任意のい

くつかの方法によって得られ得る。代表的には、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子隣接

配列以外の、本明細書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エ

ンドヌクレアーゼ消化によって以前に同定されており、従って、適切な制限エン

ドヌクレアーゼを使用して、適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場

合において、隣接配列の全長ヌクレオチド配列は公知であり得る。ここで、隣接

配列は、核酸合成またはクローニングのために本明細書中で記載される方法を使

用して合成され得る。

      【０１１４】

  隣接配列の全てもしくは一部のみが既知である場合、ＰＣＲを使用して、そし

て／または適切なオリゴヌクレオチドおよび／もしくは同じもしくは別の種由来

の隣接配列フラグメントを用いてゲノムライブラリーをスクリーニングすること

によって得られ得る。隣接配列が既知でない場合、隣接配列を含むＤＮＡのフラ

グメントは、例えば、コード配列または別の遺伝子を含み得る大きな片のＤＮＡ

から単離され得る。単離は、適切なＤＮＡフラグメントを生成するための制限エ

ンドヌクレアーゼ消化、続くアガロースゲル精製を使用する単離、Ｑｉａｇｅｎ

（登録商標）カラムクロマトグラフィー（Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、ＣＡ）、また

は当業者に公知の他の方法によって達成され得る。この目的を達成するための適

切な酵素の選択は、当業者に容易に明らかである。
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      【０１１５】

  複製起点は、代表的に、市販の原核生物発現ベクターの一部であり、この起点

は、宿主細胞においてベクターの増幅に役立つ。特定のコピー数に対するベクタ

ーの増幅は、いくつかの場合において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの最適

な発現に重要であり得る。選択されたベクターが複製起点部位を含まない場合、

既知の配列に基づいて化学的に合成され得、そしてベクターに連結され得る。例

えば、プラスミドｐＢＲ３２２（製品番号３０３－３ｓ、Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎ

ｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ）からの複製起点は、大部分のグラ

ム陰性細菌に適切であり、そして種々の起点（例えば、ＳＶ４０、ポリオーマ、

アデノウイルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、またはＨＰＶもしくはＢＰ

Ｖのようなパピローマウイルス）は、哺乳動物細胞におけるクローニングベクタ

ーのために有用である。一般的に、複製起点の成分は、哺乳動物発現ベクターを

必要とされない（例えば、ＳＶ４０起点は、初期プロモーターを含むという理由

だけで、しばしば、使用される）。

      【０１１６】

  転写終結配列は、代表的にポリペプチドコード領域の末端の３’側に配置され

、そして転写を終結させる働きをする。通常、原核生物細胞における転写終結配

列は、Ｇ－Ｃリッチフラグメント、続いてポリＴ配列である。この配列はライブ

ラリーから容易にクローン化されるか、またはベクターの一部として市販される

が、これはまた、本明細書中上記のような核酸合成のための方法を使用して容易

に合成され得る。

      【０１１７】

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地において増殖される宿主細胞

の生存および増殖に必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝

子は、（ａ）原核生物宿主細胞に対して、抗生物質または他の毒素（例えば、ア

ンピシリン、テトラサイクリン、またはカナマイシン）に対する耐性を与えるか

、（ｃ）細胞の栄養要求性の欠損を補うか、あるいは（ｃ）複合培地から入手可

能でない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。好ましい選択マーカ

ーは、カナマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、およびテトラサイク
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リン耐性遺伝子である。ネオマイシン耐性遺伝子もまた、原核生物宿主細胞およ

び真核生物宿主細胞における選択のために使用され得る。

      【０１１８】

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の産生のために大きく要求される遺伝子が、組換え細

胞の連続的な世代の染色体においてタンデムに反復されるプロセスである。哺乳

動物細胞に対する適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ

（ＤＨＦＲ）およびチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体は

、選択圧下に置かれ、ここで、形質転換体のみが、ベクターに存在する選択遺伝

子によって生存するように独特に適合される。選択圧は、培地中の選択因子の濃

度が連続的に変化し、それによって選択遺伝子とＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドをコードするＤＮＡとの両方の増幅を導く条件下で、形質転換された細胞を培

養することによって課される。結果として、増加した量のＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドが、増幅されたＤＮＡから合成される。

      【０１１９】

  リボソーム結合部位は、通常、ｍＲＮＡの翻訳開始に必要であり、そしてＳｈ

ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核生物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）

によって特徴付けられる。このエレメントは、代表的に、発現されるべきＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドのプロモーターの３’側およびコード配列の５’側に

配置される。Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、可変であるが、代表的には

、ポリプリン（すなわち、高いＡ－Ｇ含有量）である。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａ

ｌｇａｒｎｏ配列は、同定されており、それぞれが、本明細書中に記載の方法を

使用して、原核生物ベクターを使用して容易に合成され得る。

      【０１２０】

  リーダー配列、またはシグナル配列は、宿主細胞からＣｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドを指向させるために使用され得る。代表的には、シグナル配列をコード

するヌクレオチド配列は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子のコード領域に位置する

か、または直接Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドコード領域の５’側に位置する

。多くのシグナル配列が同定されており、選択された宿主細胞において機能性で
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あるいずれかのシグナル配列が、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子と組み合わせて使

用され得る。従って、シグナル配列は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子またはｃＤＮ

Ａに対して同種（天然）または異種であり得る。さらに、シグナル配列は、本明

細書中に記載される方法を使用して化学的に合成され得る。多くの場合、シグナ

ルペプチドの存在による宿主細胞からのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの分泌

は、分泌されたＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドからのシグナルペプチドの除去

を生じる。シグナル配列は、ベクターの成分であり得るか、またはベクターに挿

入されたＣｌｏａｋｅｄ－２核酸分子の一部であり得る。

      【０１２１】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドコード領域に結合されたネイティブなＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドシグナル配列をコードするヌクレオチド配列またはＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドコード領域に結合された異種シグナル配列をコー

ドするヌクレオチド配列のいずれかの使用が本発明に含まれる。選択された異種

シグナル配列は、宿主細胞によって認識され、プロセスされる（すなわち、シグ

ナルペプチダーゼによって切断される）ものであるべきである。ネイティブなＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドシグナル配列を認識せず、プロセスしない原核生

物宿主細胞のために、シグナル配列は、例えば、アルカリホスファターゼ、ペニ

シリナーゼ、または熱安定エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原

核生物シグナル配列によって置換される。酵母分泌のために、ネイティブなＣｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドシグナル配列は、酵母インベルターゼ、α因子、ま

たは酸ホスファターゼリーダーによって置換され得る。哺乳動物細胞発現におい

て、ネイティブなシグナル配列が十分であるが、他の哺乳動物シグナル配列が適

切であり得る。

      【０１２２】

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において望ましいようないくつかの場

合において、グリコシル化または収量を改善するために種々のプレ配列（ｐｒｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ）が操作され得る。例えば、特定のシグナルペプチドのペプチ

ダーゼ切断部位を変更し得るかまたはプレ配列を加え得、これはまた、グリコシ

ル化に影響し得る。最終のタンパク質産物は、－１位に（成熟タンパク質の最初
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のアミノ酸に対して）、発現に付随して１つ以上のさらなるアミノ酸を有し得、

これは、完全に除去されないかもしれない。例えば、最終のタンパク質産物は、

Ｎ末端に結合される、ペプチダーゼ切断部位において見出される１つまたは２つ

のアミノ酸残基を有し得る。あるいは、いくつかの酵素切断部位は、酵素が成熟

ポリペプチド内のこのような領域を切断する場合、所望のＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドの少し短縮した形態を生じ得る。

      【０１２３】

  多くの場合において、核酸分子の転写は、ベクター内の１つ以上のイントロン

の存在によって増加する；これは、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺

乳動物宿主細胞）において産生される場合、特に当てはまる。使用されるイント

ロンは、特に使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメントである

場合、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子内に天然に存在し得る。イントロンが遺伝子内

に天然に存在しない（大部分のｃＤＮＡについて）場合、イントロンは、別の供

給源から得られ得る。隣接配列およびＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子に関してイント

ロンの位置は、イントロンが効果的に転写されなければならないので、一般的に

重要である。従って、Ｃｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡ分子が転写される場合、イ

ントロンの好ましい位置は、転写開始部位の３’側で、ポリＡ転写終止配列の５

’側である。好ましくは、イントロンは、コード配列を妨害しないように、ｃＤ

ＮＡの１つの側または他の側（すなわち、５’側または３’側）に配置される。

任意の供給源（任意のウイルス、原核生物および真核生物（植物または動物）を

含む）由来の任意のイントロンを使用して本発明を実行し得るが、但し、このイ

ントロンは、挿入される宿主細胞に適合性である。合成イントロンもまた本明細

書に含まれる。必要に応じて、１つより多くのイントロンがベクター内で使用さ

れ得る。

      【０１２４】

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、代表的には、宿主生物

によって認識され、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする分子に作動可

能に連結されたプロモーターをそれぞれ含む。プロモーターは、構造遺伝子の転

写を制御する構造遺伝子（一般的に、約１００～１０００ｂｐ内）の開始コドン
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に対して上流（すなわち、５’側）に配置される非転写配列である。プロモータ

ーは、通常、２つのクラス（誘導プロモーターおよび構成プロモーター）のうち

の１つにグループ分けされる。誘導プロモーターは、培養条件におけるいくらか

の変化（例えば、栄養の存在または非存在、あるいは温度の変化）に応答してそ

れらの制御下で、ＤＮＡからの増加したレベルの転写を開始する。他方、構成プ

ロモーターは、連続的な遺伝子産物の産生を開始する；すなわち、遺伝子発現に

対して遺伝子をほとんど制御しないかまたは制御しない。多数のプロモーター（

種々の潜在的な宿主細胞によって認識される）が周知である。適切なプロモータ

ーは、供給源のＤＮＡからプロモーターを制限酵素消化によって取り出し、そし

て所望のプロモーター配列をベクターに挿入することによって、Ｃｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連結される。ネイティブなＣ

ｌｏａｋｅｄ－２遺伝子プロモーター配列は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子の増

幅および／または発現に指向させるために使用され得る。しかし、ネイティブな

プロモーターと比較して大きい転写および発現タンパク質のより高い産生が可能

である場合、および使用のために選択された宿主細胞系と適合性である場合、異

種プロモーターが好ましい。

      【０１２５】

  原核生物宿主との使用に適切なプロモーターとしては、β－ラクタマーゼおよ

びラクトースプロモーター系；アルカリホスファターゼ；トリプトファン（ｔｒ

ｐ）プロモーター系；およびハイブリッドプロモーター（例えば、ｔａｃプロモ

ーター）が挙げられる。他の公知の細菌プロモーターもまた、適切である。これ

らの配列は、公開されており、その結果、当業者は、任意の有用な制限部位を供

給するのに必要とされるリンカーまたはアダプターを使用して、所望のＤＮＡに

それらの配列を連結し得る。

      【０１２６】

  酵母宿主との使用に適切なプロモーターはまた、当該分野において周知である

。酵母エンハンサーは、酵母プロモーターと共に有利に使用される。哺乳動物宿

主細胞との使用に適切なプロモーターは周知であり、限定しないが、ポリオーマ

ウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ２）
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、ウシパピローマウイルス、鳥類肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ

）、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよび最も好ましくはシミアンウイルス

４０（ＳＶ４０）のようなウイルスのゲノムから得られるプロモーターが挙げら

れる。他の適切な哺乳動物プロモーターとしては、異種哺乳動物プロモーター（

例えば、熱ショックプロモーターおよびアクチンプロモーター）が挙げられる。

      【０１２７】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子発現を制御する際に関心があり得るさらなるプロモ

ーターとしては、限定しないが、以下が挙げられる：ＳＶ４０初期プロモータ領

域（ＢｅｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ２９０：３０４－

１０，１９８１）；ＣＭＶプロモーター；ラウス肉腫ウイルスの３’側の長い末

端反復に含まれるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏら、Ｃｅｌｌ  ２２：７８７

－９７、１９８０）；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Ｗａｇｎｅｒら

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．７８：１４４４－１４４５

、１９８１）；メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら、Ｎａ

ｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２、１９８２）；β－ラクタマーゼプロモーターの

ような原核生物発現ベクター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａｒｏｆｆら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７５：３７２７－３７３１、１９７８）；

またはｔａｃプロモーター（ＤｅＢｏｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８０：２１－２５、１９８３）。組織特異性を示し、そしてト

ランスジェニック動物において利用されている以下の動物転写制御領域もまた関

心がある：膵臓腺房細胞において活性なエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉ

ｆｔら、Ｃｅｌｌ  ３８：６３９－６４６、１９８４；Ｏｒｎｉｔｚら、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０：３

９９－４０９（１９８６）；ＭａｃＤｏｎａｌｄ、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ  ７：

４２５－５１５、１９８７）；膵臓β細胞において活性なインシュリン遺伝子制

御領域（Ｈａｎａｈａｎ、Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：１１５－１２２、１９８５）

；リンパ球において活性な免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄ

ｌら、Ｃｅｌｌ  ３８：６４７－６５８（１９８４）；Ａｄａｍｅｓら、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ３１８：５３３－５３８（１９８５）；ＡｌｅｘａｎｄｅｒらＭｏｌ．
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Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、７：１４３６－１４４４、１９８７）；精巣、乳房、リ

ンパ球、および肥満細胞において活性なマウス乳腺腫瘍ウイルス制御領域（Ｌｅ

ｄｅｒら、Ｃｅｌｌ  ４５：４８５－４９５、１９８６）；肝臓において活性な

アルブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔら、Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅ

ｌ．１：２６８－２７６、１９８７）；肝臓において活性なα－フェトプロテイ

ン遺伝子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、５：

１６３９－１６４８、１９８５；Ｈａｍｍｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３５：５

３－５８、１９８７）；肝臓において活性なα１－抗トリプシン遺伝子制御領域

（Ｋｅｌｓｅｙら、Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．１：１６１－１７１、１

９８７）；骨髄性細胞において活性なβ－グロビン遺伝子制御領域（Ｍｏｇｒａ

ｍら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：３３８－３４０、１９８５；ＫｏｌｌｉａｓらＣ

ｅｌｌ  ４６：８９－９４、１９８６、）；脳の稀突起神経膠細胞において活性

なミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄｈｅａｄら、Ｃｅｌｌ  

４８：７０３－７１２、１９８７）；骨格筋において活性なミオシン軽鎖－２遺

伝子制御領域（Ｓａｎｉ、Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：２８３－２８６、１９８５）

；ならびに視床下部において活性なゴナドトロピン放出ホルモン遺伝子制御領域

（Ｍａｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３４：１３７２－１３７８、１９８６）。

      【０１２８】

  エンハンサー配列は、より高等な真核生物によって本発明のＣｌｏａｋｅｄ－

２ポリペプチドをコードするＤＮＡの転写を増加するように、ベクターに挿入さ

れ得る。エンハンサーは、転写を増加させるためにプロモーターに作用する、通

常約１０～３００ｂｐの長さのＤＮＡのシス作用エレメントである。エンハンサ

ーは、相対的な方向および位置に依存しない。これらは、転写単位に対して５’

側および３’側に見出された。哺乳動物遺伝子から入手可能ないくつかのエンハ

ンサー配列が公知である（例えば、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－

フェトプロテインおよびインシュリン）。しかし、代表的には、ウイルス由来の

エンハンサーが、使用される。ＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初

期プロモーターエンハンサー、ポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルス

エンハンサーは、真核生物プロモーターの活性化に対する例示的な増強エレメン
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トである。エンハンサーは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子に対して５’位または

３’位でベクターにスプライシングされ得るが、代表的には、プロモーターから

５’位側に配置される。

      【０１２９】

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような出発ベクターから構築され

得る。このようなベクターは、全ての所望の隣接配列を含んでも良いし、含まな

くても良い。１つ以上の所望の隣接配列がすでにベクター内にない場合、これら

は、個々に得られ得、ベクターに連結され得る。それぞれの隣接配列を得るため

に使用される方法は、当業者に周知である。

      【０１３０】

  本発明を実行するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞、

および哺乳動物宿主細胞と適合性のベクターである。このようなベクターとして

は、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３、およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａ

ｇｅｎｅ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｌａ  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａ

ｇｅｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅ

ｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、

Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）、ｐＥＴＬ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ；Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ）、ｐＤＳＲ－ａｌｐｈａ（ＰＣＴ公開番号ＷＯ  ９０／１４３６３）な

らびにｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａ

ｎｄ、ＮＹ）が挙げられる。

      【０１３１】

  さらなる適切なベクターとしては、限定しないが、コスミド、プラスミド、ま

たは改変ウイルスが挙げられるが、これらのベクター系は、選択された宿主細胞

と適合性でなければならないことが理解される。このようなベクターとしては、

限定しないが、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商標）プラスミド誘導体（高コピー

数ＣｏｌＥｌ－ベースのファージミド、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ

  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｉｎｃ．，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  ＣＡ）、Ｔａｑ増幅ＰＣＲ産

物をクローニングするために設計されたＰＣＲクローニングプラスミド（例えば
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、ＴＯＰＯＴＭ  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（登録商標）Ｋｉｔ、ＰＣＲ２．１（登

録商標）プラスミド誘導体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）

のようなプラスミド、ならびに哺乳動物ベクター、酵母ベクターまたはバキュロ

ウイルス発現系のようなウイルスベクター（ｐＢａｃＰＡＫプラスミド誘導体、

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）が挙げられる。

      【０１３２】

  ベクターが構築され、そしてＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする核

酸分子がベクターの適切な部位に挿入された後に、完全なベクターが増幅および

／またはポリペプチド発現に適切な宿主細胞に挿入され得る。Ｃｌｏａｋｅｄ－

２ポリペプチドついての発現ベクターを、選択された宿主細胞へ形質転換するこ

とは、以下を含む周知の方法によって達成され得る：例えば、トランスフェクシ

ョン法、感染法、塩化カルシウム法、エレクトロポレーション法、マイクロイン

ジェクション法、リポフェクション法、またはＤＥＡＥ－デキストラン法あるい

は他の公知の方法。選択された方法は、部分的に、使用される宿主細胞の型の相

関的要素である。これらの方法および他の適切な方法は、当業者に周知であり、

そしてこれらは、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に示されている。

      【０１３３】

  宿主細胞は、原核生物宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）であっても、真核生

物宿主細胞（例えば、酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であってもよ

い。宿主細胞は、適切な条件下で培養された場合、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドを合成し、これは、引き続き、培養培地から収集され得る（宿主細胞がこれ

を培地に分泌する場合）か、またはこれを産生する宿主細胞から直接収集され得

る（これが分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は、種々の因子（例えば

、所望の発現レベル、活性に望ましいかもしくは必要とされるポリペプチド修飾

（例えば、グリコシル化またはリン酸化）、および生物学的に活性な分子への折

り畳みの容易さ）に依存する。

      【０１３４】

  多くの適切な宿主細胞が当該分野において公知であり、多くが、Ａｍｅｒｉｃ

ａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），１０８
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０１  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ  Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ  

２０１１０－２２０９から入手可能である。例としては、以下が挙げられるが、

これらに限定されない：チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）（ＡＴＣＣ

番号ＣＣＬ６１）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ－細胞（Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ．Ａ．９７：４２１６－４２２０（１９８０））

、ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞または２９３Ｔ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ

１５７３）、あるいは３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ９２）のような哺乳動物

細胞。適切な哺乳動物宿主細胞の選択および形質転換、培養、増幅、スクリーニ

ング、産物生成、および精製のための方法が当該分野において公知である。他の

適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ１６５０）およ

びＣＯＳ－７細胞株（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ１６５１）、およびＣＶ－１細胞株（

ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ７０）である。さらなる例示的な哺乳動物宿主細胞としては

、霊長動物細胞株および齧歯類動物細胞株（形質転換細胞株を含む）が挙げられ

る。正常な二倍体細胞、初代組織のインビトロ培養物から誘導される細胞株、な

らびに初代外植片もまた適切である。候補細胞は、選択遺伝子を遺伝子型的に欠

き得るか、または優先的に作用する選択遺伝子を含み得る。他の適切な哺乳動物

細胞株としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：マウス神経芽細

胞腫Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ、マウスＬ－９２９細胞、Ｓｗｉｓｓ  Ｂａｌｂ－ｃ

またはＮＩＨマウスから誘導された３Ｔ３株、ＢＨＫまたはＨａｋハムスター細

胞株（これらは、ＡＴＣＣから入手可能である）。これらの細胞株の各々は、タ

ンパク質発現の当業者によって公知であり入手可能である。

      【０１３５】

  同様に、細菌細胞が、本発明に適切な宿主細胞として有用である。例えば、Ｅ

．ｃｏｌｉの種々の菌株（例えば、ＨＢ１０１（ＡＴＣＣ番号３３６９４）、Ｄ

Ｈ５α、ＤＨ１０、およびＭＣ１０６１（ＡＴＣＣ番号５３３３８））は、生物

工学の分野において宿主細胞として周知である。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．、他のＢａｃｉｌｌｕｓ  ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔ

ｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の菌株がまた本方法において使用され得る。

      【０１３６】
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  当業者に公知の酵母細胞の多くの菌株はまた、本発明のポリペプチドの発現の

ため宿主細胞として利用可能である。好ましい酵母細胞としては、例えば、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｉｖｉｓａｅおよびＰｉｃｈｉａ  ｐａｓｔｏ

ｒｉｓが挙げられる。

      【０１３７】

  さらに、所望される場合、昆虫細胞系が、本発明の方法において利用され得る

。このような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１４

：８１０－１７（１９９３）；Ｌｕｃｋｌｏｗ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｏｌ．４：５６４－５７２（１９９３）；およびＬｕｃｋｌｏｗら、Ｊ

．Ｖｉｒｏｌ．，６７：４５６６－４５７９（１９９３）に記載される。好まし

い昆虫細胞は、Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａ

ｄ、ＣＡ）である。

      【０１３８】

  グリコシル化Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを発現するためにトランスジェ

ニック動物もまた使用し得る。例えば、トランスジェニック乳産生動物（例えば

、雌ウシまたはヤギ）を使用し、本発明のグルコシル化ポリペプチドを動物の乳

に得ることができる。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生するために植物も

また使用し得るが、しかし、一般的に、植物において生じるグリコシル化は、哺

乳動物細胞において産生されるものとは異なり、ヒト治療用途に適切ではないグ

リコシル化産物を生じ得る。

      【０１３９】

  （ポリペプチド産生）

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド発現ベクターを含む宿主細胞は、当業者に周

知の標準的な培地を使用して培養され得る。この培地は、通常、細胞の増殖およ

び生存に必要な全ての栄養分を含む。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞を培養するための適切な

培地としては、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）および／またはＴｅｒ

ｒｉｆｉｃ  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）が挙げられる。真核生物細胞を培養するための

適切な培地としては、Ｒｏｓｗｅｌｌ  Ｐａｒｋ  Ｍｅｍｏｒｉａｌ  Ｉｎｓｔ

ｉｔｕｔｅ  ｍｅｄｉｕｍ  １６４０（ＲＰＭＩ  １６４０）、Ｍｉｎｉｍａｌ
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  Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）および／またはＤｕｌｂｅｃｃ

ｏ’ｓ  Ｍｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）が挙げられ

、これらの全ては、培養される特定の細胞株に必要な血清および／または増殖因

子を補充され得る。昆虫細胞培養物についての適切な培地は、必要に応じて、イ

ーストレート（ｙｅａｔｏｌａｔｅ）、ラクトアルブミン加水分解産物、および

／またはウシ胎仔血清を補充したグレース培地である。

      【０１４０】

  代表的に、形質転換された細胞の選択的な増殖に有用な抗生物質または他の化

合物が、培地に補充物質として加えられる。使用される化合物は、宿主細胞が形

質転換されるプラスミドに存在する選択マーカーエレメントによって検出可能で

ある。例えば、選択マーカーエレメントがカナマイシン耐性である場合、培養倍

地に加えられる化合物は、カナマイシンである。選択的増殖のための他の化合物

としては、アンピシリン、テトラサイクリン、およびネオマイシンが挙げられる

。

      【０１４１】

  宿主細胞によって産生されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの量は、当該分

野において公知の標準的な方法を使用して評価され得る。このような方法として

は、限定しないが、ウェスタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル

電気泳動、非変性ゲル電気泳動、ＨＰＬＣ分離、免疫沈降、および／またはＤＮ

Ａ結合ゲルシフトアッセイのような活性アッセイが挙げられる。

      【０１４２】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計される

場合、ポリペプチドの大部分は、細胞培養培地中で見出され得る。しかし、Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが宿主細胞から分泌されない場合、細胞質および／

または核（真核宿主細胞について）に、あるいは、細胞質ゾル（細菌宿主細胞に

ついて）に存在する。

      【０１４３】

  宿主細胞細胞質および／または核（真核生物宿主細胞について）に位置するか

あるいは細胞質ゾル（細菌宿主細胞について）に位置するＣｌｏａｋｅｄ－２ポ
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リペプチドについて、細胞内物質（グラム陰性細菌について封入体を含む）が、

当業者に公知の任意の標準的技術を使用して宿主細胞から抽出され得る。例えば

、宿主細胞は、フレンチプレス、ホモジナイゼーション、および／または超音波

処理、それらに続く遠心分離によって、ペリプラズム／細胞質の中身を放出する

ように溶解され得る。

      【０１４４】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが細胞質ゾル内に封入体を形成した場合、こ

の封入体は、しばしば、内側および／または外側の細胞膜に結合され得、従って

、主に、遠心分離後にペレット材料において見出される。次いで、ペレット材料

は、ｐＨ極限値で処理され得るか、あるいはジチオトレイトールのような還元剤

の存在下でアルカリ性のｐＨにて、またはトリスカルボキシエチルホスフィンの

存在下で酸性のｐＨにて、界面活性剤、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、

または尿素誘導体のようなカオトロピック剤で処理して、封入体を放出させ、分

断させ、そして溶解させ得る。次いで、ここでは可溶化形態にある、Ｃｌｏａｋ

ｅｄ－２ポリペプチドは、ゲル電気泳動、免疫沈降などを使用して分析され得る

。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを単離することが所望される場合、単離は、

本明細書中およびＭａｒｓｔｏｎら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，１８２：２６４－２

７５（１９９０）に記載される方法のような標準的な方法を使用して達成され得

る。

      【０１４５】

  いくつかの場合、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、単離の際、生物学的に

活性でなくても良い。「再折り畳みする」、つまり、ポリペプチドをその三次構

造に変換し、ジスルフィド連結を生成するための種々の方法を使用して、生物学

的活性を回複し得る。このような方法は、溶解されたポリペプチドをあるｐＨ（

通常７より上）および特定の濃度のカオトロピック剤（ｃｈａｏｔｒｏｐｅ）の

存在に曝露する工程を包含する。カオトロピック剤の選択は、封入体溶解に使用

される選択肢に非常に類似するが、通常、カオトロピック剤は低い濃度で使用さ

れ、溶解に使用されるカオトロピック剤と必ずしも同一ではない。多くの場合、

再折り畳み／酸化溶液はまた、還元剤、または特定の比の還元剤およびその酸化
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形態を含んで、特定の酸化還元電位を生成し、タンパク質のシステイン架橋の形

成においてジスルフィドシャフリングを生成させる。通常使用される酸化還元対

のいくつかとしては、システイン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチ

オビスＧＳＨ、塩化銅（ＩＩ）、ジチオトレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴ

Ｔ、および２，２－メルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂ（ＭＥ）が挙

げられる。共溶媒が、再折り畳みの効率を増加するために使用され得、この目的

のために使用されるより一般的な試薬としては、グリセロール、種々の分子量の

ポリエチレングリコール、アルギニンなどが挙げられる。

      【０１４６】

  封入体がＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現において有意な程度まで形成

されない場合、ポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中

に見出される。ポリペプチドは、さらに、本明細書中に記載されるような方法を

使用して上清から単離され得る。

      【０１４７】

  溶液からのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの精製は、種々の技術を使用して

達成され得る。そのポリペプチドがそのカルボキシル末端もしくはアミノ末端の

いずれかに、ヘキサヒスチジンのようなタグを含む（Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチド／ヘキサＨｉｓ）かまたはＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ

．、Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ、ＣＴ）もしくはｍｙｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａ

ｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）のような他の小さいペプチドを含むように合成されている

場合、そのポリペプチドは、カラムマトリックスがそのタグに高い親和性を有す

るアフィニティーカラムにその溶液を通すことによって、本質的に１工程のプロ

セスで精製され得る。

      【０１４８】

  例えば、ポリヒスチジンはニッケルに大きな親和性および特異性で結合し、従

ってニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）ニッ

ケルカラム）が、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド／ポリＨｉｓの精製に使用さ

れ得る。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、１０．１１．８節、Ｊｏｈｎ  Ｗ
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ｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９９３）を参照のこと。

      【０１４９】

  さらに、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドを特異的に認識し得そして結合し得るモノクローナル抗体の使用を介して、精

製され得る。

      【０１５０】

  従って、精製に適切な手順としては、以下が挙げられるが、それらに限定はさ

れない：アフィニティークロマトグラフィー、イムノアフィニティークロマトグ

ラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、分子ふるいクロマトグラフィー、高

速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、電気泳動（ネイティブゲル電気泳動を

含む）と続くゲル溶出、ならびに分取等電収束法（ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ  ｉ

ｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ  ｆｏｃｕｓｉｎｇ）（「Ｉｓｏｐｒｉｍｅ」マシーン／

技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、Ｃ

Ａ）。いくつかの場合、２つ以上の精製技術が、純度の増加を達成するために組

み合わされ得る。

      【０１５１】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドもまた、当該分野で公知の技術を使用して化

学合成法（例えば、固相ペプチド合成）により調製され得、その公知技術は、た

とえば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら（Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４

９、１９６３）、Ｈｏｕｇｈｔｏｎら（Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ  ８２：５１３２、１９８５）、ならびにＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕ

ｎｇ（Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｐｉｅ

ｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ、１９８４）に示

される技術である。このようなポリペプチドは、アミノ末端にメチオニンを含ん

で合成され得るか、またはこれを含まずに合成され得る。化学合成されたＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドは、これらの参考文献に示される方法を使用して、ジ

スルフィド架橋を形成するように酸化され得る。化学合成されたＣｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドは、組換え産生されるかもしくは天然の供給源から精製された

対応するＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに匹敵する生物学的活性を有すると予
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測され、従って、組換えＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドもしくは天然のＣｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドと互換可能に使用され得る。

      【０１５２】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを得る別の手段は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドが天然に見出される供給源の組織および／または流体のような生物学的

サンプルからの精製による。このような精製は、本明細書中に記載されるような

タンパク質精製のための方法を使用して行われ得る。精製の間、Ｃｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドの存在が、例えば、組換え的に産生されたＣｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドまたはそのペプチドフラグメントに対して調製される抗体を使用し

てモニターされ得る。

      【０１５３】

  核酸およびポリペプチドを産生するための多くのさらなる方法は、当該分野に

おいて公知であり、この方法は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２対して特異性を有するポリ

ペプチドを産生するために使用され得る。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓら、Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９４：１２２９７－１２３０３（１９９７）を

参照のこと。これは、ｍＲＮＡとそのコードされるペプチドとの間の融合タンパ

ク質の産生を記載する。Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｒ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ

．Ｂｏｌ  ３：２６８－２７３（１９９９）もまた参照のこと。さらに、米国特

許第５，８２４，４６９号は、特定の生物学的機能を実行し得るオリゴヌクレオ

チドを得るための方法を記載する。この手順は、異種プールのオリゴヌクレオチ

ドを生成する工程を包含し、このプールは、それぞれが、５’ランダム化配列、

中心予備選択配列、および３’ランダム化配列を有する。得られる異種プールは

、所望の生物学的機能を示さない細胞の集団に導入される。次いで、細胞の亜集

団を、所定の生物学的機能を示すものについてスクリーニングする。その亜集団

から、所望の生物学的機能を実行し得るオリゴヌクレオチドが単離される。

      【０１５４】

  米国特許第５，７６３，１９２号；同第５，８１４，４７６号；同第５，７２

３，３２３号；および同第５，８１７，４８３号は、ペプチドまたはポリペプチ

ドを産生するためのプロセスを記載する。これは、確率論的遺伝子またはそのフ
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ラグメントを産生し、次いで、宿主細胞にこれらの遺伝子を導入することによっ

て達成され、この細胞によって、確率論的遺伝子によってコードされた１以上の

タンパク質を産生される。次いで、この宿主細胞は、所望の活性を有するペプチ

ドまたはポリペプチドを産生する、これらのクローンを同定するためにスクリー

ニングされる。

      【０１５５】

  （化学的誘導体）

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの化学的に改変された誘導体は、この開示が

、本明細書中以下に記載されると、当業者によって調製され得る。Ｃｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチド誘導体は、このポリペプチドに天然で結合した分子の型また

は位置のいずれかで異なる様式で改変される。誘導体は、１以上の天然で結合し

た化学的な基の除去によって形成される分子を含み得る。配列番号２もしくは配

列番号４、またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体のアミノ酸配列を含む

ポリペプチドは、１以上のポリマーの共有結合によって改変され得る。例えば、

選択されたポリマーは、代表的に水溶性であり、その結果、結合するタンパク質

は、水環境（例えば、生理学的な環境）下で沈殿しない。ポリマーの混合物が、

適切なポリマーの範囲内に含まれる。好ましくは、最終生成物の調製物の治療学

的使用のために、このポリマーは、薬学的に受容可能である。

      【０１５６】

  このポリマーの各々は、任意の分子量を有し得、そして分枝または非分枝であ

り得る。このポリマーの各々は、代表的に、約２ｋＤａと約１００ｋＤａとの間

の平均分子量を有する（この用語「約（およそ）」は、水溶性ポリマーの調製の

際に、幾つかの分子が、上記の分子量より多い、いくらか少ない重量を有するこ

とを示す）。各ポリマーの平均分子量は、好ましくは、約５ｋＤａと約５０ｋＤ

ａの間、より好ましくは、約１２ｋＤａと約４０ｋＤａとの間、そして最も好ま

しくは、約２０ｋＤａと約３５Ｄａとの間である。

      【０１５７】

  適切な水溶性ポリマーまたはその混合物としては、以下が挙げられるが、これ

らに限定されない：Ｎ結合型炭水化物またはＯ結合型炭水化物、糖、リン酸、ポ
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リエチレングリコール（ＰＥＧ）（これは、モノ－（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ

－ポリエチレングリコール、またはアリールオキシ－ポリエチレングリコールを

含む、タンパク質を誘導体化するために使用されたＰＥＧの形態を含む）、モノ

メトキシ－ポリエチレングリコール、デキストラン（例えば、低分子量（例えば

、約６ｋＤの）デキストラン）、セルロース、または他の炭水化物ベースのポリ

マー、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレング

リコールホモポリマー、ポリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー

、ポリオキシエチル化ポリオール（例えば、グリセロール）、およびビニルアル

コール。配列番号２もしくは４、またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体

のアミノ酸配列を含む共有結合したこのポリペプチドのマルチマーを調製するた

めに使用され得る、二官能性架橋分子もまた、本発明に含まれる。

      【０１５８】

  一般に、化学的誘導体化は、活性化したポリマー分子とタンパク質を反応させ

るために使用される任意の適切な条件下で、実施され得る。ポリペプチドの化学

的誘導体を調製するための方法は、一般に以下の工程を包含する：（ａ）配列番

号２もしくは４、またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド改変体のいずれかのア

ミノ酸配列を含むポリペプチドが、１以上のポリマー分子に結合する条件下で、

活性化したポリマー分子（例えば、ポリマー分子の反応性エステルまたはアルデ

ヒド誘導体）とポリペプチドを反応させる工程、ならびに（ｂ）反応生成物を得

る工程。最適の反応条件は、既知のパラメータおよび所望の結果に基づいて決定

される。例えば、ポリマー分子：タンパク質の比が大きくなるほど、結合される

ポリマー分子の割合も大きくなる。１実施形態において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチド誘導体は、アミノ末端に単一ポリマー分子部分を有し得る。例えば、

米国特許第５，２３４，７８４号を参照のこと。

      【０１５９】

  ポリペプチドのペギル化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）は、当該分野で公知の任意

のペギル化反応を使用して特異的に実施され得る。このような反応は、例えば、

以下の参考文献に記載されている：Ｆｒａｎｃｉｓら，１９９２，Ｆｏｃｕｓ  

ｏｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒｓ  ３：４－１０；欧州特許第０１５４３１
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６号；欧州特許第０４０１３８４号；ならびに米国特許第４，１７９，３３７号

。例えば、ペギル化は、本明細書中に記載されるように、反応性ポリエチレング

リコール分子（または、類似の反応性水溶性ポリマー）とのアシル化反応または

アルキル化反応を介して実施され得る。アシル化反応のために、選択されたポリ

マーは、単一の反応性エステル基を有さなければならない。還元的アルキル化の

ために、選択されたポリマーは、単一の反応性アルデヒド基を有さなければなら

ない。例えば、反応性アルデヒドは、ポリエチレングリコールプロピオンアルデ

ヒドであり、これは、水溶性、またはモノＣ１－Ｃ１０アルコキシもしくはその

アリールオキシ誘導体である（米国特許第５，２５２，７１４号を参照のこと）

。

      【０１６０】

  別の実施形態において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、ビオチンに化学

的に連結され得る。次いで、この連結したビオチン／Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチド分子は、アビジンに結合され得、その結果、４価のアビジン／ビオチン／

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド分子が得られる。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドはまた、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）またはトリニトロフェノール（ＴＮ

Ｐ）に共有結合され得、そして得られた結合体は、抗－ＤＮＰまたは抗－ＴＮＰ

－ＩｇＭと共に沈殿し、１０価の十量体の結合体を形成する。

      【０１６１】

  一般に、本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド誘導体の投与によって、緩

和または調節され得る条件は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドについて本明細

書中に記載されたものを含む。しかし、本明細書中に開示されるＣｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチド誘導体は、非誘導体化分子と比較した場合、さらなる活性、増

強または減少した生物学的活性、または他の特性（例えば、増加または減少した

半減期）を有し得る。

      【０１６２】

  （遺伝子操作された非ヒト動物）

  非ヒト動物（例えば、マウス、ラット、もしくは他のげっ歯類、ウサギ、ヤギ

、またはヒツジ、あるいは、他の家畜動物）は、本発明の範囲内にさらに含まれ
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る。これらの動物において、ネイティブなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコ

ードする遺伝子は、破壊されている（「ノックアウトされている」）ので、これ

らの遺伝子の発現レベルは、顕著に減少しているかまたは完全に除外されている

。このような動物は、例えば、米国特許第５，５５７，０３２号に記載されるよ

うな技術および方法を使用して調製され得る。

      【０１６３】

  本発明はさらに、非ヒト動物（例えば、マウス、ラット、もしくは他のげっ歯

類、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、または他の家畜動物）を含み、これらの動物におい

て、これらの動物に対してネイティブな形態のＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子または

異種性Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子は、これらの動物によって過剰発現され、これ

により、「トランスジェニック」動物が作製される。このようなトランスジェニ

ック動物は、米国特許第５，４８９，７４３号およびＰＣＴ出願番号ＷＯ９４／

２８１２２に記載されるような周知の方法を使用して調製され得る。

      【０１６４】

  本発明はさらに、非ヒト動物を含み、これらの動物において、本発明の１つ以

上のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドについてのプロモーターは、（例えば、異

種性組換え法を使用することによって）活性化されるかまたは不活性化されて、

１つ以上のネイティブなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現レベルを変更す

る。

      【０１６５】

  これらの非ヒト動物は、薬物候補スクリーニングに使用され得る。このような

スクリーニングにおいて、動物に対する薬物候補の影響が、測定され得る。例え

ば、薬物候補は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の発現を減少または増加し得る。特

定の実施形態において、産生されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの量は、動

物をその薬物候補に暴露した後に測定され得る。さらに、特定の実施形態におい

て、動物に対する薬物候補の実際の影響を検出し得る。例えば、特定の遺伝子の

過剰発現は、疾患または病理学的状態を生じ得るか、あるいは疾患または病理学

的状態に関し得る。このような場合において、遺伝子の発現を減少させる薬物候

補の能力、または病理学的状態を予防もしくは阻害する薬物候補の能力を試験し
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得る。他の例としては、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラグメント

）の産生が、疾患または病理学的状態を生じ得るか、あるいは疾患または病理学

的状態と関連し得る。このような場合において、このような代謝産物の産生を減

少するための薬物候補の能力、または病理学的状態を予防もしくは阻害する薬物

候補の能力を試験し得る。

      【０１６６】

  （マイクロアレイ）

  ＤＮＡマイクロアレイ技術が、本発明に従って利用され得ることは明らかであ

る。ＤＮＡマイクロアレイは、固体支持体（例えば、ガラス）上に配置された、

核酸の微小の高密度アレイである。このアレイ内の各セルまたはエレメントは、

単一種のＤＮＡの多くのコピーを有し、このＤＮＡは、その同族のｍＲＮＡに対

するハイブリダイゼーションのための標的として作用する。ＤＮＡマイクロアレ

イ技術を使用する発現プロファイリングにおいて、最初に、ｍＲＮＡが、細胞ま

たは組織サンプルから抽出され、次いで、蛍光標識されたｃＤＮＡに酵素的に変

換される。この材料を、マイクロアレイにハイブリダイズさせ、そして未結合ｃ

ＤＮＡを洗浄により除去する。次いで、アレイ上に提示される別々の遺伝子の発

現を、各標的ＤＮＡに特異的に結合された標識ｃＤＮＡの量を定量することによ

って可視化する。このようにして、数千の遺伝子の発現を、生物学的材料の単一

のサンプルから、高スループットの並行様式で定量し得る。

      【０１６７】

  この高スループット発現プロファイリングは、本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２分

子に関する広範な適用を有する。これらの適用としては、以下が挙げられるが、

これらに限定されない：治療用標的としてのＣｌｏａｋｅｄ－２疾患関連遺伝子

の同定および確証；Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子およびそのインヒビターの分子毒生

学；集団の層別化および臨床試験用の代理マーカーの作製；ならびに高スループ

ットスクリーニング（ＨＴＳ）における選択的な化合物の同定を補助することに

よるＣｌｏａｋｅｄ－２関連低分子薬物発見の増大。

      【０１６８】

  （選択的結合因子）
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  本明細書中で用いられる場合、用語「選択的結合因子」は、１以上のＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドに対して特異性を有する分子を言及する。適切な選択的

結合因子としては、抗体およびその誘導体、ポリペプチド、ならびに低分子が挙

げられるが、これらに限定されない。適切な選択的結合因子は、当該分野で公知

の方法を使用して調製され得る。本発明の例示的なＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チド選択的結合因子は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの特定の部分を結合し

得、これにより、ポリペプチドのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドレセプターへ

の結合を阻害する。

      【０１６９】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと結合する抗体および抗体フラグメントのよ

うな選択的結合因子は、本発明の範囲内である。この抗体は、単一特異的なポリ

クローナル抗体を含むポリクローナル抗体；モノクローナル抗体（ＭＡｂ）；組

換え抗体；キメラ抗体；ヒト化（例えば、ＣＤＲ移植）抗体；ヒト抗体；単鎖抗

体；および／または二特異的抗体；ならびにそれらのフラグメント；改変体；ま

たは誘導体であり得る。抗体フラグメントとしては、ＣＬＯＡＫＥＤ－２ポリペ

プチド上のエピトープに結合する抗体のこれらの一部を含む。このようなフラグ

メントの例としては、全長抗体の酵素学的切断によって産生されたＦａｂおよび

Ｆ（ａｂ’）フラグメントが挙げられる。他の結合フラグメントとしては、組換

えＤＮＡ技術（例えば、抗体可変領域をコードする核酸配列を含む、組換えプラ

スミドの発現）によって産生されたフラグメントが挙げられる。

      【０１７０】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに対して指向されるポリクローナル抗体は、

一般に、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよびアジュバンドの複数回の皮下注

射または腹腔内注射によって動物（例えば、ウサギまたはマウス）において産生

される。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをキャリアタンパク質に結合させるこ

とは、有用であり得、このタンパク質は、キーホールリンペットヘモシアニン、

血清、アルブミン、ウシサイログロブリン、またはダイズトリプシンインヒビタ

ーのように、免疫化される種において免疫原性である。また、ミョウバンのよう

な凝集剤は、免疫応答を増強させるために使用される。免疫化後、この動物は採
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血され、そして血清を、抗Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド抗体力価についてア

ッセイする。

      【０１７１】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに対して指向されるモノクローナル抗体は、

培地中の連続的な細胞株によって抗体分子を産生するために提供される、任意の

方法を使用して産生される。モノクローナル抗体を調製するのに適切な方法の例

は、Ｋｏｈｌｅｒら、１９７５、Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７のハイ

ブリドーマ法、およびヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ、１９８４、

Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎ

ａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎ

ｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ５１－６３頁（Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，

Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８７））が挙げられる。Ｃｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドと反応する、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株

もまた、本発明によって提供される。

      【０１７２】

  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤として使用するために、改変され得る

。１実施形態は、「キメラ」抗体であり、この重鎖および／または軽鎖の一部が

、特定の種から誘導されるかまたは特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに属

する抗体中の対応する配列と、同一であるかまたは相同性である一方で、この鎖

の残りは、別の種から誘導されるかまたは別の抗体のクラスもしくはサブクラス

に属する抗体中の対応する配列と、同一であるかまたは相同性である。抗体のフ

ラグメントが所望の生物学的活性を示す限り、これらの抗体のフラグメントもま

た含まれる。米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、１９８５

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８１：６８５１－６８５５を参照

のこと。

      【０１７３】

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。米国特許第

５，５８５，０８９号および５，６９３，７６２号を参照のこと。一般に、ヒト
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化抗体は、非ヒトである供給源から導入された１以上のアミノ酸残基有する。ヒ

ト化は、例えば、当該分野で記載される方法（Ｊｏｎｅｓら、１９８６、Ｎａｔ

ｕｒｅ  ３２１：５２２－５２５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９９８、Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、１９８８、Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２３９：１５３４－１５３６）を使用して、鋸状（ｒｏｄｅｎｔ）相補的

決定領域（ＣＤＲ）の少なくとも一部をヒトの抗体の対応する領域と置換するこ

とによって、実施され得る。

      【０１７４】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに結合するヒト抗体もまた、本発明によって

包含される。内因性の免疫グロブリンの産物の非存在下で、ヒト抗体のレパート

リーを産生し得る、トランスジェニック動物（例えば、マウス）を使用して、こ

のような抗体は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２抗原（すなわち、少なくとも６個の連続ア

ミノ酸を有する）（必要に応じて、キャリアに結合される）を用いて免疫化する

ことによって産生される。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，１９９３，Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．，９０：２５５１－２５５５；Ｊａｋｏｂｏ

ｖｉｔｓら，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５－２５８；Ｂｒｕｇｇｅ

ｒｍａｎｎら，１９９３，Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ．，７：３３を参照の

こと。１つの方法において、このようなトランスジェニック動物は、本明細書中

の重鎖免疫グロブリンおよび軽鎖免疫グロブリンをコードする内因性遺伝子座を

無能にし、そしてヒトの重鎖タンパク質および軽鎖タンパク質をコードする内因

性遺伝子座をそのゲノムに挿入することによって産生される。次いで、部分的に

改変された動物（この動物は、改変体の完全相補体未満を有する）は、全ての所

望の免疫系の改変体を有する動物を得るためにクロスブレッドされる。免疫原が

投与される場合、これらのトランスジェニック動物が、ヒト（例えば、マウス以

外）アミノ酸配列（このアミノ酸配列は、これらの抗原に対して免疫特異性であ

る改変領域を含む）を有する抗体を産生する。ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９６

／０５９２８およびＰＣＴ／ＵＳ９３／０６９２６を参照のこと。さらなる方法

は、米国特許第５，５４５，８０７号、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９１／２４

５およびＰＣＴ／ＧＢ８９／０１２０７、ならびに欧州特許第５４６０７３Ｂ１
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号および同第５４６０７３Ａ１号に記載される。ヒト抗体はまた、宿主細胞中の

組換えＤＮＡの発現または本明細書中に記載されるようなハイブリドーマ細胞中

での発現によって産生され得る。

      【０１７５】

  代替の実施形態において、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリから

産生され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２

２７：３８１；Ｍａｒｋｓら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８

１）。これらにより、糸状のバクテリオファージの表面上の抗体レパートリーの

ディスプレイを介した模倣免疫選択、および選択した抗原への結合によるファー

ジの続く選択を処理する。１つのこのような技術は、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／Ｕ

Ｓ９８／１７３６４に記載されており、これには、このようなアプローチを使用

して、ＭＰＬ－レセプターおよびｍｓｋ－レセプターについて、高い親和性およ

び機能的なアゴニスト抗体の単離が記載される。

      【０１７６】

  キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、およびヒト化抗体は、代表的に、組換え方法に

よって産生される。抗体をコードする核酸は、宿主細胞中に導入され、そして本

明細書中に記載される材料および手順を使用して発現される。好ましい実施形態

において、この抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）中で産生され

る。モノクローナル（例えば、ヒト）抗体は、本明細書中に記載されるように、

宿主細胞中での組換えＤＮＡの発現またはハイブリドーマ細胞中での発現によっ

て産生され得る。

      【０１７７】

  本発明の抗－Ｃｌｏａｋｅｄ－２抗体は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの

検出および定量のために、任意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセ

イ、直接的および間接的サンドイッチアッセイ、ならびに免疫沈降アッセイ）に

おいて使用され得る（Ｓｏｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４７－１５８頁（ＣＲＣ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８７））。これらの抗体は、使用されるアッセイ

方法に適切な親和性でＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに結合する。



(79) 特表２００３－５３４８１３

      【０１７８】

  診断適用のために、特定の実施形態において、抗－Ｃｌｏａｋｅｄ－２抗体は

、検出可能な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的

のいずれかで、検出可能なシグナルを産生し得る任意の部分であり得る。例えば

、この検出可能な部分は、放射性同位体（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５

Ｓ、または１２５Ｉ）、蛍光化合物もしくは化学的蛍光化合物（例えば、フルオ

レセインイソチオシアネート、ローダミン、もしくはルシフェリン）；または酵

素（例えば、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、もしくは西洋わ

さびペルオキシダーゼ）であり得る（Ｂａｙｅｒら，１９９０，Ｍｅｔｈ．Ｅｎ

ｚ．，１８４：１３８－１６３）。

      【０１７９】

  競合結合アッセイは、標識した標準（例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ド、またはその免疫学的に反応性の部分）の能力に依存し、限定された量の抗－

Ｃｌｏａｋｅｄ－２抗体との結合に関して、試験サンプル検体（Ｃｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチド）と競合する。試験サンプル中のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドの量は、抗体に結合する標準の量と反比例する。結合する標準の量を決定す

るのを容易にするために、この抗体は、競合前または後に、代表的に不溶化され

、その結果、この抗体に結合する標準および検体は、結合しないままの標準およ

び検体から好都合に分離され得る。

      【０１８０】

  サンドイッチアッセイは、２つの抗体の使用を代表的に含み、各々は、検出お

よび／または定量される予定のタンパク質の異なる免疫原部分またはエピトープ

に結合し得る。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル検体は、固体

支持体上に固定された第１抗体によって代表的に結合され、その後、第２抗体が

、この検体に結合され、このようにして不可溶性の３部の複合体を形成する。例

えば、米国特許第４，３７６，１１０を参照のこと。第２抗体は、検出可能な部

分でそれ自体標識されるか（直接的なサンドイッチアッセイ）、または検出可能

な部分で標識される抗免疫グロブリン抗体を使用して測定され得る（間接的なサ

ンドイッチアッセイ）。例えば、サンドイッチアセイの１つの型は、酵素結合イ
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ムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）（この場合、検出可能な部分は、酵素であ

る）である。

      【０１８１】

  抗Ｃｌｏａｋｅｄ－２抗体を含む、選択的結合因子はまた、インビボでの画像

化に有用である。検出可能な部分で標識された抗体は、動物、好ましくは血流に

投与され得、そして宿主中の標識された抗体の存在および位置が、アッセイされ

る。抗体は、核磁気共鳴、放射線医学、または当該分野において公知の他の検出

手段のもいずれかによるかに関わらず、動物中で検出可能な任意の部分で標識さ

れ得る。

      【０１８２】

  抗体を含む、本発明の選択的結合因子は、治療剤として使用され得る。これら

の治療剤は、一般に、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの少なくとも１つの生物

学的活性を、それぞれ増強または減少させるかのいずれかであるという点で、ア

ゴニストまたはアンタゴニストである。１実施形態において、本発明のアンタゴ

ニスト抗体は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに特異的に結合し得、そしてイ

ンビボまたはインビトロでＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの機能活性を阻害ま

たは排除し得る、抗体またはその結合フラグメントである。好ましい実施形態に

おいて、選択的結合因子（例えば、アンタゴニスト抗体）は、少なくとも約５０

％、および好ましくは、少なくとも約８０％だけ、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドの機能活性を阻害する。別の実施形態において、選択的結合因子は、Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２結合パートナー（リガンドまたはレセプター）と相互作用し得る抗

体であり得、これにより、インビトロまたはインビボにおいてＣｌｏａｋｅｄ－

２活性を阻害または排除する。アゴニストおよびアンタゴニストの抗－Ｃｌｏａ

ｋｅｄ－２抗体を含む、選択的結合因子は、当該分野で周知であるスクリーニン

グアッセイによって同定される。

      【０１８３】

  本発明はまた、生物学的サンプル中のＣｌｏａｋｅｄ－２選択結合因子（例え

ば、抗体）およびＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのレベルを検出するために有

用な他の試薬を含むキットに関する。このような試薬は、検出可能な標識、ブロ
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ッキング血清、ポジティブコントロールサンプルおよびネガティブコントロール

サンプル、ならびに検出試薬を含み得る。

      【０１８４】

  本発明のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、発現クローニングストラテジー

を用いてＣｌｏａｋｅｄ－２レセプターをクローニングするために使用され得る

。放射性標識された（１２５－ヨウ素）Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたは

アフィニティ／活性タグ化Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド（例えば、Ｆｃ融合

物またはアルカリホスファターゼ融合物）は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプターを

発現する細胞型、細胞株または組織を同定するための結合アッセイにおいて使用

され得る。このような細胞または組織から単離されたＲＮＡは、ｃＤＮＡに変換

され得、哺乳動物発現ベクターにクローニングされ得、そして発現ライブラリー

を作製するために哺乳動物細胞（例えば、ＣＯＳまたは２９３細胞）にトランス

フェクトされ得る。次いで、放射標識されたかまたはタグ化されたＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドを、アフィニティ試薬として使用して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２

レセプターをその表面上で発現する細胞のサブセットを同定し、そしてこのライ

ブラリーから単離し得る。次いで、ＤＮＡは、これらの細胞から単離され得、そ

して二次的発現ライブラリーを作製するために哺乳動物細胞にトランスフェクト

される。このライブラリーにおいて、Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプターを発現する

細胞の画分は、もともとのライブラリーにおけるものよりも数倍高い。この濃縮

プロセスは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプターを含む単一の組換えクローンが単離

されるまで、反復（ｒｅｐｅａｔ  ｉｔｅｒａｔｉｖｅｌｙ）され得る。Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２レセプターの単離は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドシグナル伝

達経路の新規アゴニストおよびアンタゴニストを同定および開発するために有用

である。このようなアゴニストおよびアンタゴニストは、可溶性Ｃｌｏａｋｅｄ

－２レセプター、抗Ｃｌｏａｋｅｄ－２レセプター抗体、低分子またはアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドを含み、そしてそれらは、本明細書中で記載される疾患

または障害を含む、１つ以上の疾患または障害を処置、予防または診断するため

に使用され得る。

      【０１８５】
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  （Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド活性の他の調節因子についてのアッセイ）

  いくつかの状況において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの活性の調節因子

（すなわち、アゴニストまたはアンタゴニスト）である分子を同定することが所

望され得る。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを調節する天然分子または合成分

子は、本明細書中に記載されるもののような１つ以上のスクリーニングアッセイ

を使用して同定され得る。このような分子は、エキソビボ様式で、または注入に

よるインビボ様式で、あるいは経口送達、移植デバイスなどのいずれかで投与さ

れ得る。

      【０１８６】

  「試験分子」は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの活性を調節（すなわち、

増加または減少）する能力についての評価の下にある分子をいう。最も一般的に

は、試験分子は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと直接相互作用する。しかし

、試験分子はまたＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド活性を、例えば、Ｃｌｏａｋ

ｅｄ－２遺伝子発現に影響を与えることによってか、またはＣｌｏａｋｅｄ－２

結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド）に結合することによって

、間接的に調節し得ることも意図される。１つの実施形態において、試験分子は

、少なくとも約１０－６Ｍ、好ましくは約１０－８Ｍ、より好ましくは約１０－

９Ｍ、そしてさらにより好ましくは約１０－１０Ｍの親和性定数でＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドに結合する。

      【０１８７】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法

は、本発明によって包含される。特定の実施形態において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドは、試験分子とＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとの相互作用が可

能な条件下で、試験分子と共にインキュベートされ、そして相互作用の範囲が測

定される。試験分子は、実質的に精製された形態または粗製の混合物中でスクリ

ーニングされ得る。

      【０１８８】

  特定の実施形態において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアゴニストまたは

アンタゴニストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質、または低分子量の
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分子であり得、これは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと相互作用して、その

活性を調節する。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現を調節する分子は、Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする核酸と相補的であるか、またはＣｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現を指向もしくは制御する核酸配列に対して相

補的である核酸分子、および発現のアンチセンス調節因子として作用する核酸分

子を含む。

      【０１８９】

  一旦、１セットの試験分子がＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと相互作用する

として同定されると、この分子は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド活性を増加

または減少させる能力についてさらに評価され得る。試験分子とＣｌｏａｋｅｄ

－２ポリペプチドとの相互作用の測定は、いくつかの様式で実施され得、これに

は、細胞ベースの結合アッセイ、膜結合アッセイ、液相アッセイ、および免疫ア

ッセイが挙げられる。一般に、試験分子は、特定の期間、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドと共にインキュベートされ、そしてＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

活性が、生物学的活性を測定するために１以上のアッセイによって決定される。

      【０１９０】

  試験分子とＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとの相互作用はまた、免疫アッセ

イにおいて、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体を使用して直接的にアッ

セイされ得る。あるいは、本明細書中に記載されるようなエピトープタグを含む

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの改変形態は、溶液および免疫アッセイ中で使

用され得る。

      【０１９１】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドが、結合パートナー（例えば、レセプターま

たはリガンド）との相互作用を介して、生物学的活性を示す場合において、種々

のインビトロアッセイが、対応する結合パートナー（選択的結合因子、レセプタ

ー、またはリガンド）へのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの結合を測定するた

めに使用され得る。これらのアッセイは、結合パートナーに対するＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドの結合の速度および／または程度を増加または減少させるそ

の能力について、試験分子をスクリーニングするために使用され得る。１つのア
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ッセイにおいて、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、マイクロタイタープレー

トのウェル中で固定される。次いで、放射標識したＣｌｏａｋｅｄ－２結合パー

トナー（例えば、ヨウ素化したＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナー）および試験

化合物は、このウェルに、１つずつ（いずれかの順序で）または同時にのいずれ

かで添加され得る。インキュベーション後に、このウェルを洗浄し、そしてシン

チレーション計数器を使用して、放射活性を計数し、結合パートナーがＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドに結合する程度を決定する。代表的に、分子は、ある濃

度範囲にわたって試験され、そして試験アッセイの１以上のエレメントを欠く一

連のコントロールウェルは、結果の評価の正確性のために使用され得る。この方

法の代わりは、タンパク質の「位置」を逆にする工程を逆にする工程（すなわち

、マイクロタイタープレートウェルに対してＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナー

を固定し、試験分子および放射標識したＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと共に

インキュベートし、そしてＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド結合の程度を決定す

る工程）を包含する。例えば、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏ

ｒｋ（１９９５））を参照のこと。

      【０１９２】

  放射性標識に対する代替として、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはその

結合パートナーは、ビオチンと結合体化され得、そしてビオチン化されたタンパ

ク質の存在が、次いで、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）

またはアルカリホスファターゼ（ＡＰ））（これらは、比色定量的に検出される

）に結合したストレプトアビジンを使用して検出され得るか、またはストレプト

アビジンの蛍光タグ化によって検出され得る。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

またはＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナー（これらは、ビオチンに結合されてい

る）に対する抗体もまた使用されそして、ＡＰまたはＨＲＰに連結した酵素連結

ストレプトアビジンとのインキュベーションの後に検出され得る。

      【０１９３】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーは

、アガロースビーズ、アクリルビーズ、または他の型のこのような不活性な固相

基材への付着によって固定され得る。基材－タンパク質複合体は、相補タンパク
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質および試験化合物を含む溶液内に配置され得る。インキュベーション後、これ

らのビーズは、遠心分離によって沈澱され得、そしてＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドとその結合パートナーとの間の結合の量が、本明細書中に記載の方法を使

用して評価され得る。あるいは、基材－タンパク質複合体は、カラム内に固定さ

れ得、試験分子および相補タンパク質はカラムを通される。Ｃｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドとその結合パートナーとの間の複合体の形成が、次いで、本明細書

中に記載の技術（すなわち、放射性標識または抗体結合など）のいずれかを使用

して評価され得る。

      【０１９４】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーとの間

の複合体の形成を増加または減少させる試験分子を同定するために有用な別のイ

ンビトロアッセイは、表面プラズモン共鳴検出器システム（例えば、ＢＩＡｃｏ

ｒｅアッセイシステム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ））

である。ＢＩＡｃｏｒｅシステムは、製造業者のプロトコルを使用して行われ得

る。このアッセイは、本質的に、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはＣｌｏ

ａｋｅｄ－２結合パートナーのいずれかの、デキストランコーティングセンサー

チップ（これは、検出器に存在する）への共有結合を含む。次いで、この試験化

合物および他の相補タンパク質が、同時にかまたは連続的にかのいずれかで、セ

ンサーチップを含むチャンバーに注入され得る。結合する相補タンパク質の量は

、センサーチップのデキストランコート側に物理的に関係する分子の質量の変化

に基づいて評価され得、この分子の質量の変化は、検出器システムによって測定

され得る。

      【０１９５】

  いくつかの場合において、２つ以上の試験化合物を一緒に、Ｃｌｏａｋｅｄ－

２ポリペプチドとＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーと複合体の形成を増加また

は減少させるそれらの能力について評価することが所望され得る。これらの場合

において、本明細書中に記載のアッセイは、第一の試験化合物と同時にか、また

はそれに続いてのいずれかで、このようなさらなる試験化合物を添加することに

よって容易に改変され得る。このアッセイにおける工程の残りは、本明細書中に



(86) 特表２００３－５３４８１３

記載される。

      【０１９６】

  インビトロアッセイ（例えば、本明細書中に記載されるもの）は、Ｃｌｏａｋ

ｅｄ－２ポリペプチドとＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーとの間の複合体の形

成に対する効果について、多数の化合物をスクリーニングするために、有利に使

用され得る。これらのアッセイは、ファージディスプレイ、合成ペプチド、およ

び化学合成ライブラリーにおいて生成された化合物をスクリーニングするために

、自動化され得る。

      【０１９７】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーとの間

の複合体の形成を増加または減少させる化合物はまた、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーのいずれかを発現する細胞お

よび細胞株を使用して、細胞培養物においてスクリーニングされ得る。細胞およ

び細胞株は、任意の哺乳動物から得られ得るが、好ましくは、ヒト、または他の

霊長類、イヌまたはげっ歯類の供給源由来である。Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドの、Ｃｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーを発現する細胞への、その表面での

結合は、試験分子の存在下または非存在下で評価され、そして結合の程度が、例

えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２結合パートナーに対するビオチン化抗体を使用するフ

ローサイトメトリーによって決定され得る。細胞培養アッセイは、本明細書中に

記載されるタンパク質結合アッセイにおいて、陽性であるとスコア付けされる化

合物をさらに評価するために有利に使用され得る。

      【０１９８】

  細胞培養物はまた、薬物候補の影響をスクリーニングするために使用され得る

。例えば、薬物候補は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の発現を減少または増加させ

得る。特定の実施形態において、生成されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの

量は、細胞培養物の薬物候補への曝露の後に測定され得る。特定の実施形態にお

いて、細胞培養物に対する薬物候補の実際の影響が検出され得る。例えば、特定

の遺伝子の過剰発現は、細胞培養物に対する特定の影響を有し得る。このような

場合に、遺伝子の発現を増加または減少させる薬物候補の能力、または細胞培養
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物に対する特定の影響を予防または阻害するその能力が試験され得る。他の例に

おいて、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラグメントなど）の生成が

、疾患または病的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。このような場

合、細胞培養物におけるこのような代謝産物の生成を減少する薬物候補の能力が

試験され得る。

      【０１９９】

  （内部移行タンパク質）

  ｔａｔタンパク質配列（ＨＩＶ由来）が、タンパク質を細胞内に内部移行させ

るために、使用され得る。例えば、Ｆａｌｗｅｌｌら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．，９１：６６４－６８（１９９４）を参照のこと。例えば、Ｈ

ＩＶ  ｔａｔタンパク質の１１アミノ酸の配列（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ；配列

番号２３）（「タンパク質形質導入ドメイン」、またはＴＡＴ  ＰＤＴを称され

る）は、細胞の細胞質膜および核膜を横切る送達を媒介するとして記載されてい

る。Ｓｃｈｗａｒｚｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８５：１５６９－７２（１９９９

）；およびＮａｇａｈａｒａら，Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ４：１４４

９－１４５２（１９９８）を参照のこと。これらの手順において、ＦＩＴＣ構築

物（ＦＩＴＣ－ＧＧＧＧＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ；配列番号２４）（これは、腹

腔内投与に続いて組織を貫通する）が調製され、そしてこのような構築物の細胞

への結合が、蛍光細胞分析分離（ＦＡＣＳ）分析によって検出される。次いでｔ

ａｔ－β－ｇａｌ融合タンパク質が構築される。この構築物で処置された細胞は

、β－ｇａｌ活性を示した。注入に続いて、これらの手順を使用して、多くの組

織（肝臓、腎臓、肺、心臓および脳組織を含む）が、発現を示すことが見出され

た。これらの構築は、細胞に入るためにある程度の変性を受け、そしてそれ自体

、細胞内への移入に続いて、再折り畳みを必要とし得ると考えられる。

      【０２００】

  従って、ｔａｔタンパク質配列は、所望のタンパク質またはポリペプチドを細

胞に内部移入させるために使用され得ることが理解される。例えば、ｔａｔタン

パク質配列を使用して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２アンタゴニスト（例えば、抗Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２選択的結合因子、低分子、可溶性レセプター、またはアンチセンス
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オリゴヌクレオチド）は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子の活性を阻害するために、細

胞内投与され得る。本明細書中で使用される場合、用語「Ｃｌｏａｋｅｄ－２分

子」は、本明細書中に記載されるような、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子およびＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの両方をいう。所望ならば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２

タンパク質自体はまた、これらの手順を使用して、細胞に内部投与され得る。Ｓ

ｔｒａｕｓ，Ｅ，「Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ  ｉｎｔｏ  ｔ

ｈｅ  Ｂｏｄｙ’ｓ  Ｃｅｌｌｓ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８５：１４６６－１４

６７（１９９９）をまた参照のこと。

      【０２０１】

  （治療用途）

  シスチン－ノット成長因子の構造のメンバーは、以下の１つ以上の生物学的プ

ロセスの重要な調節因子である：細胞増殖、細胞生存、細胞分化、細胞間連絡お

よび細胞機能。例えば、ＳｕｎおよびＤａｖｉｅｓ，Ａｎｎｕａｌ  Ｒｅｖｉｅ

ｗ  ｏｆ  Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓ  ａｎｄ  Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｓｔｒ

ｕｃｔｕｒｅ，ｖｏｌ．２４，２６９－２９１頁（１９９５）を参照のこと。

      【０２０２】

  本発明のポリペプチドおよび核酸を用いて、処置、診断、寛解または予防し得

る、急性および慢性疾患の非排他的な列挙は、以下を含む：

  ・腎臓に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、貧

血、高血圧および低血圧が挙げられるが、これらに限定されない。他の腎臓に関

連する疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０３】

  ・心臓に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、心

臓肥大、うっ血性心不全、心筋梗塞、不整脈、アテローム性動脈硬化症、高血圧

および低血圧が挙げられるが、これらに限定されない。他の心臓に関連する疾患

または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０４】

  ・骨格筋に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、

筋ジストロフィーおよび悪液質が挙げられるが、これらに限定されない。他の骨
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格筋に関連する疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０５】

  ・胎盤に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、流

産および先天性奇形が挙げられるが、これらに限定されない。他の胎盤に関連す

る疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０６】

  ・肝臓に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、肝

炎および肝硬変が挙げられるが、これらに限定されない。他の肝臓に関連する疾

患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０７】

  ・膵臓に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、糖

尿病および膵臓炎が挙げられるが、これらに限定されない。他の肝臓に関連する

疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０８】

  ・甲状腺に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては、

グレーヴズ病および粘液水腫が挙げられるが、これらに限定されない。他の甲状

腺に関連する疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２０９】

  ・副腎皮質に関する疾患または障害。このような疾患または障害の例としては

、クッシング病およびアディソン病が挙げられるが、これらに限定されない。他

の副腎皮質に関連する疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２１０】

  さらに、腎臓、心臓、胎盤、骨格筋、肝臓、膵臓、甲状腺および副腎皮質にお

けるＣｌｏａｋｅｄ－２の発現は、これらの器官または組織の共通の機能（すな

わち、エネルギー利用／恒常性および代謝）におけるＣｌｏａｋｅｄ－２の潜在

的役割を示す。このように、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよび／またはＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアゴニストもしくはアンタゴニスト（例えば、選

択的結合因子）は、エネルギー利用／恒常性の疾患または障害および代謝疾患ま

たは障害の処置およびまたは診断のために有用であり得る。このような疾患また
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は障害としては、肥満、るいそう症候群（例えば、癌関連の悪液質）、ミオパシ

ー、胃腸疾患または障害、糖尿病、成長不全、高コレステロール血症、アテロー

ム性動脈硬化症または老化が挙げられるがこれらに限定されない。他のエネルギ

ー利用／恒常性および代謝関連の疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２１１】

  脳におけるＣｌｏａｋｅｄ－２の発現は、特に、扁桃および視床において検出

される。脳のこれらの領域の両方は、意識的感覚からの情報を処理および中継す

ることに関する大脳辺縁系の構成成分である。扁桃における病変は、従順な行動

、情緒不安定、闘争性増大および食欲増進を引き起こす。このように、Ｃｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドおよび／またはＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドアゴニ

ストもしくはアンタゴニストは、情緒に関する疾患または障害の処置および／ま

たは診断に有用であり得る。このような疾患または障害の例としては、うつ病、

肥満、強迫性障害、精神病、不安、精神分裂病、双極性障害およびストレスに関

する疾患または障害が挙げられるが、これらに限定されない。他の情緒に関する

疾患または障害は、本発明の局面に含まれる。

      【０２１２】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドはまた、腎臓、心臓、胎盤、骨格筋、肝臓、

膵臓、甲状腺、副腎皮質、扁桃および視床に存在する組織または特定の細胞型の

再生（増殖および分化）に関する成長因子として機能し得る。

      【０２１３】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、ホルモン活性また成長因子活性を有して

いるようであるので、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよび／またはＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドアゴニストもしくはアンタゴニストは、細胞増殖および

／または分化の増大によって処置され得る疾患または障害の、処置および／また

は診断に有用であり得る。このような疾患または障害の例としては、（例えば、

癌処置、感染、自己免疫疾患または障害に起因する）組織損傷／変性、老化およ

び創傷治癒が挙げられるがこれらに限定されない。細胞増殖および／または分化

の増大によって処置され得る他の疾患または障害はまた、本発明の一部である治

療的有用性および診断的有用性に含まれる。
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      【０２１４】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、ホルモン活性また成長因子活性を有して

いるようであるので、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドおよび／またはＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドアゴニストもしくはアンタゴニストは、細胞増殖および

／または分化の減少によって処置され得る疾患または障害の、処置および／また

は診断に有用であり得る。このような疾患または障害の例は、癌、過形成およい

び肥大が挙げられるがこれらに限定されない。細胞増殖および／または分化の減

少によって処置され得る他の疾患または障害はまた、本発明の一部である治療的

有用性および診断的有用性に含まれる。

      【０２１５】

  望ましくないレベルのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに起因するかまたは媒

介される他の疾患または障害は、本発明の一部である治療有用性および診断有用

性に含まれる。例示の目的で、このような望ましくないレベルとしては、過度に

上昇したレベルおよび正常以下のレベルが挙げられる。

      【０２１６】

  （Ｃｌｏａｋｅｄ－２組成物および投与）

  治療組成物は、本発明の範囲内である。このようなＣｌｏａｋｅｄ－２薬学的

組成物は、治療有効量のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ

－２核酸分子を、投与の様式と適合するように選択された薬学的にまたは生理学

的に受容可能な処方薬剤との混合物で、含み得る。薬学的組成物は、治療有効量

の１以上のＣｌｏａｋｅｄ－２選択的結合因子を、投与の様式と適合するように

選択された薬学的にまたは生理学的に受容可能な処方薬剤との混合物で、含み得

る。

      【０２１７】

  受容可能な処方物材料は、好ましくは、使用される投薬量および濃度で、レシ

ピエントに対して非毒性である。

      【０２１８】

  薬学的組成物は、例えば、ｐＨ、浸透圧、粘度、清澄性、色、等張性、におい

、無菌性、安定性、溶解または放出の速度、吸着、または組成物の浸透を改変、
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維持または保存するための処方物材料を含み得る。適切な処方物材料としては、

以下が挙げられるが、これらに限定されない：アミノ酸（例えば、グリシン、グ

ルタミン、アスパラギン、アルギニン、またはリジン）、抗菌剤、抗酸化剤（例

えば、アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウム、または亜硫酸水素ナトリウム（ｓｏ

ｄｉｕｍ  ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｓｕｌｆｉｔｅ））、緩衝液（例えば、ホウ酸塩

、炭酸水素塩、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン酸塩、リン酸塩、または他の有機酸）

、バルキング剤（例えば、マンニトールまたはグリシン）、キレート化剤（エチ

レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））、複合体化剤（例えば、カフェイン、ポリビ

ニルピロリドン、β－シクロデキストリン、またはヒドロキシプロピル－β－シ

クロデキストリン）、フィラー、単糖類、二糖類、および他の炭水化物（例えば

、グルコース、マンノースまたはデキストリン）、タンパク質（例えば、血清ア

ルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン）、着色剤、香味剤および希釈剤、

乳化剤、親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドン）、低分子量ポリペプ

チド、塩形成対イオン（例えば、ナトリウム）、保存剤（例えば、塩化ベンザル

コニウム、安息香酸、サリチル酸、チメロサール、フェネチルアルコール、メチ

ルパラベン、プロピルパラベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸、または過酸化

水素）、溶媒（例えば、グリセリン、プロピレングリコール、またはポリエチレ

ングリコール）、糖アルコール（例えば、マンニトールまたはソルビトール）、

懸濁剤、界面活性剤または湿潤剤（例えば、プルオニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）

；ＰＥＧ；ソルビタンエステル；ポリソルビテート（例えば、ｐｏｌｙｓｏｒｂ

ａｔｅ  ２０またはｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ  ８０）；トリトン；トロメタミン

；レシチン；コレステロールまたはチロキサポール（ｔｙｌｏｘａｐａｌ））、

安定性増強剤（例えば、スクロースまたはソルビトール）、張度増強剤（例えば

、ハロゲン化アルカリ金属（好ましくは塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）、

またはマンニトール、ソルビトール）、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および／

または薬学的アジュバント。）Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ

ｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（第１８版，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編，Ｍａｃｋ

  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ（１９９０））。

      【０２１９】
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  最適な薬学的組成物は、当業者によって、例えば、意図される投与経路、送達

形式、および所望の投薬量に依存して決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ

’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，前出を参照のこと。

このような組成物は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子の物理的な状態、安定性、インビ

ボ放出の速度、およびインビボクリアランスの速度に影響し得る。

      【０２２０】

  薬学的組成物における主要なビヒクルまたはキャリアは、本質的には、水性ま

たは非水性のいずれかであり得る。例えば、適切なビヒクルまたはキャリアは、

注射用水、生理食塩水溶液または人工脳脊髄液であり得、これらは、非経口投与

のための組成物において一般的な他の材料で補充され得る。中性の緩衝化生理食

塩水または血清アルブミンと混合された生理食塩水は、さらなる例示的なビヒク

ルである。他の例示的な薬学的組成物は、約ｐＨ７．０～８．５のＴｒｉｓ緩衝

液または約ｐＨ４．０～５．５の酢酸塩緩衝液を含み、これはさらに、ソルビト

ールまたは適切な代用物を含み得る。本発明の１つの実施形態において、Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチド組成物は、所望の程度の純度を有する選択された組成

物を、任意の処方薬剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ

ｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，前出）と混合することによって、凍結乾燥ケークまたは

水溶液の形態で、保存のために調製され得る。さらに、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチド産物は、スクロースのような適切な賦形剤を使用して凍結乾燥物として

処方され得る。

      【０２２１】

  このＣｌｏａｋｅｄ－２の薬学的組成物は、非経口送達のために選択され得る

。あるいは、これらの組成物は、吸入または消化管を介する送達（例えば、経口

的）のために選択され得る。このような薬学的に受容可能な組成物の調製は、当

該分野の技術の範囲内にある。

      【０２２２】

  処方成分は、投与の部位に受容可能な濃度で存在する。例えば、緩衝液は、生

理学的ｐＨまたはわずかにより低いｐＨ（典型的に、約５～約８のｐＨ範囲内）

でこの組成物を維持するために使用される。
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      【０２２３】

  非経口投与が意図される場合、本発明における使用のための治療組成物は、薬

学的に受容可能なビヒクル中に所望のＣｌｏａｋｅｄ－２分子を含む、発熱物質

を含まない非経口的に受容可能な水溶液の形態であり得る。非経口注入のために

特に適切なビヒクルは、滅菌蒸留水であり、ここで、Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子は

、滅菌の等張溶液として処方され、適切に保存される。なお別の調製物としては

、その産物の制御された放出または持続された放出（徐放）を提供する、注射可

能なミクロスフェア、生分解性（ｂｉｏ－ｅｒｏｄｉｂｌｅ）粒子、ポリマー化

合物（ポリ乳酸、ポリグリコール酸）、またはビーズ、またはリポソームのよう

な因子と、所望の分子との処方物が挙げられ得、これは、次いで、蓄積注射を介

して送達され得る。ヒアルロン酸もまた使用され得、そしてこれは、循環中の持

続時間を促進する効果を有し得る。所望の分子の導入のための他の適切な手段と

しては、移植可能な薬物送達デバイスが挙げられる。

      【０２２４】

  １つの実施形態において、薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例え

ば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子は、吸入のための乾燥粉末として処方され得る。Ｃ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドまたはＣｌｏａｋｅｄ－２核酸分子の吸入溶液は

また、エアロゾル送達のための噴霧剤と共に処方され得る。なお別の実施形態に

おいて、溶液は、噴霧され得る。肺投与は、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９４／

００１８７５にさらに記載され、これは、化学的に改変されたタンパク質の肺送

達を記載する。

      【０２２５】

  特定の処方物が、経口投与され得ることもまた意図される。本発明の１つの実

施形態において、この様式で投与されるＣｌｏａｋｅｄ－２分子は、固体投薬形

態（例えば、錠剤またはカプセル）の調合において慣用的に使用されるこれらの

キャリアを伴うかまたは伴わず処方され得る。例えば、カプセルは、バイオアベ

イラビリティーが最大化されそして前全身性分解（ｐｒｅ－ｓｙｓｔｅｍｉｃ  

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）が最小化される場合、胃腸管内にある時点でその処方

物の活性部分を放出するように設計され得る。さらなる薬剤が、Ｃｌｏａｋｅｄ
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－２分子の吸収を容易にするために含まれ得る。希釈剤、香料、低融点ワックス

、植物油、滑沢剤、懸濁剤、錠剤崩壊剤、および結合剤もまた使用され得る。

      【０２２６】

  別の薬学的組成物は、錠剤の製造に適切な非毒性賦形剤との混合物中に、有効

量のＣｌｏａｋｅｄ－２分子を含み得る。錠剤を滅菌水または別の適切なビヒク

ルに溶解することによって、溶液が、単位用量形態で調製され得る。適切な賦形

剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：不活性な希釈剤（例

えば、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウムもしくは炭酸水素ナトリウム、ラクトー

ス、またはリン酸カルシウム）；あるいは結合剤（例えば、デンプン、ゼラチン

またはアカシア）；あるいは滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステ

アリン酸またはタルク）。

      【０２２７】

  さらなるＣｌｏａｋｅｄ－２の薬学的組成物は、当業者に明らかであり、これ

らには、持続送達処方物または制御送達処方物中にＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドを含む処方物が挙げられる。種々の他の持続送達手段または制御送達手段（

例えば、リポソームキャリア、生分解性微粒子もしくは多孔性ビーズ）の処方お

よび蓄積注射のための技術もまた、当業者に公知である。例えば、ＰＣＴ／ＵＳ

９３／００８２９（これは、薬学的組成物の送達のための多孔性ポリマー性微粒

子の制御された放出を記載する）を参照のこと。徐放性調製物のさらなる例とし

ては、成形品の形態（例えば、フィルム、またはマイクロカプセル）の半透過性

ポリマーマトリクスが挙げられる。徐放性マトリクスとしては、ポリエステル、

ヒドロゲル、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号、ＥＰ  ５８，４

８１）、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（Ｓｉ

ｄｍａｎら，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ  ２２：５４７－５６，（１９８３））、

ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）（Ｌａｎｇｅｒら，Ｊ．Ｂｉｏ

ｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７，（１９８１）およびＬａ

ｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．１２：９８－１０５，（１９８２））、エチレ

ンビニルアセテート（Ｌａｎｇｅｒら，前出）またはポリ－Ｄ（－）－３－ヒド

ロキシ酪酸（ＥＰ  １３３，９８８号）が挙げられ得る。徐放性組成物はまた、
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リポソームを含み得、これは、当該分野で公知のいくつかの方法のいずれかによ

って調製され得る。例えば、Ｅｐｐｓｔｅｉｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：３６８８－３６９２，（１９８５）；ＥＰ  ３６，

６７６号；ＥＰ  ８８，０４６号；ＥＰ  １４３，９４９号を参照のこと。

      【０２２８】

  インビボ投与のために使用されるＣｌｏａｋｅｄ－２の薬学的組成物は、代表

的に、滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾過膜を通す濾過によって

達成され得る。組成物が凍結乾燥される場合、これらの方法を使用する滅菌は、

凍結乾燥および再構成の前後のいずれかで実施され得る。非経口投与のための組

成物は、凍結乾燥された形態または溶液中で保存され得る。さらに、非経口組成

物は、一般に、滅菌アクセスポートを有する容器（例えば、皮下注射針によって

貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグまたはバイアル）内に配置され

る。

      【０２２９】

  一旦、薬学的組成物が処方されると、それは、滅菌バイアル中に、溶液、懸濁

液、ゲル、エマルジョン、固体としてか、あるいは乾燥粉末または凍結乾燥粉末

として保存され得る。このような処方物は、すぐに使用できる形態または投与の

前に再構成を必要とする形態（例えば、凍結乾燥形態）のいずれかで保存され得

る。

      【０２３０】

  特定の実施形態において、本発明は、単回投与の投与単位を生成するためのキ

ットに関する。これらのキットは、各々、乾燥タンパク質を有する第一の容器お

よび水性処方物を有する第二の容器の両方を備え得る。単一チャンバおよびマル

チチャンバの予め充填されたシリンジ（例えば、液体シリンジおよび分散シリン

ジ（ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅ））を備えるキットもまた、本発明の範囲内に含まれ

る。

      【０２３１】

  治療的に使用されるＣｌｏａｋｅｄ－２の薬学的組成物の有効量は、例えば、

治療の内容および目的に依存する。従って、処置のための適切な投薬レベルが、
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送達される分子、Ｃｌｏａｋｅｄ－２分子が使用される指標、投与の経路、なら

びに患者のサイズ（体重、体表面、または器官のサイズ）および患者の状態（年

齢および全身的な健康状態）に部分的に依存して変化することが、当業者に理解

される。従って、臨床家は、最適な治療効果を得るために、投薬量を滴定（ｔｉ

ｔｅｒ）し得、そして投与経路を改変し得る。代表的な投薬量は、上記の因子に

依存して、約０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまでまたはそれを超える範

囲にあり得る。他の実施形態において、投薬量は、０．１μｇ／ｋｇ～約１００

ｍｇ／ｋｇまで；または１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまで；または５μｇ

／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまでの範囲にあり得る。

      【０２３２】

  投薬の頻度は、使用される処方物中でのＣｌｏａｋｅｄ－２分子の薬物動態学

的パラメーターに依存する。典型的に、臨床家は、所望の効果を達成する投薬量

に達するまで組成物を投与する。従って、組成物は、単回投与として、長期にわ

たって２回以上の投与（これは、同じ量の所望の分子を含んでも、含まなくても

よい）として、あるいは移植デバイスまたはカテーテルを介する連続的な注入と

して、投与され得る。適切な投薬量のさらなる改良は、当業者によって慣用的に

なされ、そして当業者によって慣用的に実施される作業の範囲内にある。適切な

投薬量は、適切な用量－応答データの使用を介して確認され得る。

      【０２３３】

  薬学的組成物の投与の経路は、公知の方法に従う：例えば、経口的にか；静脈

内、腹腔内、大脳内（実質内）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、門脈内または

病巣内の経路による注射か、あるいは徐放系もしくは移植デバイスによる。所望

される場合、これらの組成物は、ボーラス注射によって投与され得るか、または

注入によって連続的に投与され得るか、または移植デバイスによって投与され得

る。

      【０２３４】

  あるいは、またはさらに、組成物は、膜、スポンジ、または所望の分子が吸収

されるかまたはカプセル化されている他の適切な材料の移植を介して局所的に投

与され得る。移植デバイスが使用される場合、このデバイスは、任意の適切な組
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織または器官に移植され得、そして所望の分子の送達は、拡散、時限放出ボーラ

スまたは連続投与を介し得る。

      【０２３５】

  いくつかの場合において、エキソビボ様式において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドの薬学的組成物を使用することが所望され得る。このような例において

、患者から取り出された細胞、組織または器官は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２の薬学的

組成物に曝露され、その後これらの細胞、組織、および／または器官は続いて患

者に移植し戻される。

      【０２３６】

  他の場合において、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、本明細書中に記載さ

れるような方法を使用して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを発現および分泌

するように遺伝子操作された特定の細胞を移植することによって送達され得る。

このような細胞は、動物細胞またはヒト細胞であり得、そして自己、異種（ｈｅ

ｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ）、または異種間（ｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃ）であり得る。

必要に応じて、細胞は、不朽化され得る。免疫学的応答の機会を減少するために

、細胞は、周囲の組織の浸潤を回避するようにカプセル化され得る。カプセル化

材料は、典型的に、生体適合性の半透性ポリマーの包囲物または膜であり、これ

らは、タンパク質産物の放出を可能にするが、患者の免疫系によるかまたは周囲

の組織由来の他の有害な因子による細胞の破壊を防止する。

      【０２３７】

  本発明のさらなる実施形態は、治療ポリペプチドのインビトロ産生と、遺伝子

治療または細胞治療による治療ポリペプチドの産生および送達との両方のための

、細胞および方法（例えば、相同組換えおよび／または他の組換え産生方法）に

関する。相同組換えおよび他の組換えの方法を使用して、通常は転写的にサイレ

ントなＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子（すなわち、過少発現される遺伝子）を含む細

胞を改変し得、これによって、治療有効量のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを

発現する細胞を産生し得る。

      【０２３８】

  相同組換えは、転写的に活性な遺伝子における変異を誘導または矯正するよう
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に遺伝子を標的化するために元々開発された技術である（Ｋｕｃｈｅｒｌａｐｔ

ｉ，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．＆  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，

３６：３０１，１９８９）。この基本的技術は、特定の変異を、哺乳動物ゲノム

の特定の領域へ導入するための方法として（Ｔｈｏｍａｓら，Ｃｅｌｌ，４４：

４１９－４２８、１９８６；ＴｈｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅｌｌ，

５１：５０３－５１２，１９８７；Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８５：８５８３－８５８７，１９８８）、または欠損

遺伝子内の特定の変異を矯正するための方法として（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら，

Ｎａｔｕｒｅ，３３０：５７６－５７８，１９８７）開発された。例示的な相同

組換え技術は、米国特許第５，２７２，０７１号、ＥＰ  ９１３０５１、欧州公

開番号第５０５５００号；ＰＣＴ／ＵＳ９０／０７６４２、国際公開番号  ＷＯ

  ９１／０９９５５に記載される。

      【０２３９】

  相同組換えを介して、ゲノム中に挿入されるべきＤＮＡ配列は、標的化ＤＮＡ

にこのＤＮＡ配列を結合することによって、目的の遺伝子の特定の領域に指向さ

れ得る。この標的化ＤＮＡは、ゲノムＤＮＡ領域に相補的である（相同である）

ヌクレオチド配列である。ゲノムの特定の領域に相補的である標的化ＤＮＡの小

片は、ＤＮＡ複製プロセスの間に親鎖と接触下に置かれる。共有される相同領域

を介して内因性ＤＮＡの他の小片とハイブリダイズし、そして従って、組み換わ

ることは、細胞内に挿入されたＤＮＡの一般的な特性である。この相補鎖が、変

異または異なる配列またはさらなるヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドに結

合された場合、これもまた、新たに合成された鎖に組換えの結果として組み込ま

れる。プルーフリーディング機能の結果として、この新たなＤＮＡ配列が、テン

プレートとして作用することが可能である。このように、この移入されたＤＮＡ

は、ゲノム内に組み込まれる。

      【０２４０】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと相互作用し得るかまたはＣｌｏａｋｅｄ－

２ポリペプチドの発現を制御し得るＤＮＡ領域（例えば、隣接配列）が、標的化

ＤＮＡのこれらの小片に結合される。例えば、プロモーター／エンハンサーエレ
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メント、サプレッサーまたは外因性転写調節エレメントが、所望のＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドをコードするＤＮＡの転写に影響を与えるに十分に近位でか

つ十分な方向で、その意図される宿主細胞のゲノムに挿入される。制御エレメン

トは、宿主細胞ゲノム中に存在するＤＮＡの一部を制御する。従って、所望のＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子自体をコー

ドするＤＮＡのトランスフェクションによってではなく、むしろＤＮＡ調節セグ

メントと結合された標的化ＤＮＡ（その目的の内因性遺伝子と相同な領域を含む

）の使用によって達成され得、この調節セグメントは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドの転写について認識可能なシグナルを、その内因性遺伝子配列に提供す

る。

      【０２４１】

  例示的な方法において、細胞内の所望の標的化された遺伝子（すなわち、所望

の内因性の細胞遺伝子）の発現は、少なくとも調節配列、エキソンおよびスプラ

イスドナー部位を含むＤＮＡの導入による、予め選択された部位でのその細胞ゲ

ノムへの相同組換えを介して変更される。これらの成分は、実際には、これらの

成分が、新たな転写単位の産生を生じる（ここで、そのＤＮＡ構築物中に存在す

る調節配列、エキソンおよびスプライスドナー部位が、内因性遺伝子に作動的に

連結される）このような様式で染色体（ゲノム）ＤＮＡ中に導入される。染色体

ＤＮＡへのこれらの成分の導入の結果として、所望の内因性遺伝子の発現が変更

される。

      【０２４２】

  本明細書中に記載されるように、変更された遺伝子発現は、得られたときの細

胞において通常サイレントな（発現されない）遺伝子を活性化すること（または

発現されるのを引き起こすこと）、ならびに得られたときの細胞において生理学

的に重要なレベルで発現されない遺伝子の発現を増大させることを包含する。こ

の実施形態はさらに、得られたときの細胞において生じる調節または誘導のパタ

ーンとは異なるように調節または誘導のパターンを変更すること、ならびに得ら

れたときの細胞において発現される遺伝子の発現を減少させること（除去するこ

とを含む）を包含する。
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      【０２４３】

  相同組換えを用いて、細胞の内因性Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子からのＣｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチド産生を増大させ得るかまたは生じさせ得る１つの方法は

、第１に、相同組換えを用いて部位特異的組換え系（例えば、Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ

、ＦＬＰ／ＦＲＴ）（Ｓａｕｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｉｎ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，５：５２１－５２７，１９９４；およびＳａｕｅｒ

，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２２５：８９０－９００，１

９９３）由来の組換え配列を、細胞の内因性ゲノムＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドコード領域の上流に（すなわち、５’側に）配置することを含む。ゲノムＣ

ｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドコード領域のすぐ上流に配置された部位に相同な

組換え部位を含むプラスミドは、この改変された細胞株に、適切なリコンビナー

ゼ酵素と共に導入される。このリコンビナーゼ酵素は、このプラスミドを、プラ

スミドの組換え部位を介して、その細胞株におけるゲノムＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドコード領域のすぐ上流に位置する組換え部位に組み込ませる（Ｂａｕ

ｂｏｎｉｓおよびＳａｕｅｒ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２１：

２０２５－２０２９，１９９３；およびＯ’Ｇｏｒｍａｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２５１：１３５１－１３５５，１９９１）。転写を増大させることが公知の任意

の隣接配列（例えば、エンハンサー／プロモーター、イントロン、翻訳エンハン

サー）は、このプラスミド内に適切に配置された場合に、新たな転写単位または

改変された転写単位を作製するような様式で組み込み、この細胞の内因性Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２遺伝子からのデノボＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生または増

大したＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生を生じる。

      【０２４４】

  部位特異的な組換え配列がその細胞の内因性ゲノムＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドコード領域のすぐ上流に配置された細胞株を使用するためのさらなる方法

は、相同組換えを使用して、第２の組換え部位を、この細胞株のゲノムの他の箇

所に導入することである。次いで、適切なリコンビナーゼ酵素が、この２つの組

換え部位の細胞株に導入されて、これが、組換え事象（欠失、反転、転移）を引

き起こす（Ｓａｕｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃ
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ｈｎｏｌｏｇｙ，前出，１９９４；Ｓａｕｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉｎ  Ｅｎｚ

ｙｍｏｌｏｇｙ，前出，１９９３）。この組換え事象は、新たな転写単位または

改変された転写単位を作製し、この転写単位が、この細胞の内因性Ｃｌｏａｋｅ

ｄ－２遺伝子からのデノボＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生または増加した

Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生を生じる。

      【０２４５】

  細胞の内因性Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子からのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドの発現を増加させるかまたは引き起こすためのさらなるアプローチは、細胞の

内因性Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子からのデノボＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド

産生または増加したＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生を生じる様式で、ある

遺伝子（単数または複数）（例えば、転写因子）の発現を増加させるかもしくは

引き起こすこと、および／またはある遺伝子（単数または複数）（例えば、転写

リプレッサー）の発現を減少させることを包含する。この方法は、細胞の内因性

Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子からのデノボＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生ま

たは増加したＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生が生じるように、天然には存

在しないポリペプチド（例えば、転写因子ドメインに融合した部位特異的ＤＮＡ

結合ドメインを含むポリペプチド）をその細胞に導入することを包含する。

      【０２４６】

  本発明は、さらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用なＤＮＡ

構築物に関する。特定の実施形態において、例示的なＤＮＡ構築物は、以下を含

む：（ａ）１つ以上の標的化配列；（ｂ）調節配列；（ｃ）エキソン；および（

ｄ）不対（ｕｎｐａｉｒｅｄ）スプライスドナー部位。このＤＮＡ構築物におけ

る標的化配列は、細胞中の標的遺伝子へのエレメント（ａ）～（ｄ）の取り込み

を、エレメント（ｂ）～（ｄ）がその内因性標的遺伝子の配列に作動可能に連結

されるように、指向する。別の実施形態においては、ＤＮＡ構築物は、以下を含

む：（ａ）１つ以上の標的化配列、（ｂ）調節配列、（ｃ）エキソン、（ｄ）ス

プライスドナー部位、（ｅ）イントロン、および（ｆ）スプライスアクセプター

部位；ここで、この標的化配列は、エレメント（ａ）～（ｆ）の取り込みを、（

ｂ）～（ｆ）のエレメントが内因性遺伝子に作動可能に連結されるように、指向



(103) 特表２００３－５３４８１３

する。この標的化配列は、相同組換えが生じる細胞染色体ＤＮＡにおける所定の

部位に相同である。この構築物において、エキソンは、一般に、調節配列の３’

側であり、そしてスプライスドナー部位は、エキソンの３’側である。

      【０２４７】

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中に提示されるＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドの核酸配列）が既知である場合には、この遺伝子の選択された領域に

相補的なＤＮＡ小片は、合成され得るか、またはさもなければ、例えば、その目

的の領域に結合する特異的な認識部位でのネイティブＤＮＡの適切な制限処理に

よって、得られ得る。この小片は、細胞への導入時に標的化配列として作用し、

そしてゲノム内のその相同領域とハイブリダイズする。このハイブリダイゼーシ

ョンがＤＮＡ複製の間に起こる場合、このＤＮＡ小片およびこのＤＮＡ小片に結

合した任意のさらなる配列は、岡崎フラグメントとして作用し、そして新たに合

成されたＤＮＡの娘鎖に組み込まれる。従って、本発明は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドをコードするヌクレオチドを包含し、このヌクレオチドは、標的化

配列として使用され得る。

      【０２４８】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド細胞治療（例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリ

ペプチドを産生する細胞の移植）もまた意図される。この実施形態は、生物学的

に活性な形態のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを合成および分泌し得る細胞を

移植することを包含する。このようなＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド産生細胞

は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの天然の産生者である細胞であり得るか、

または所望のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする遺伝子もしくはＣｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの発現を増強する遺伝子で形質転換することによっ

てそのＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生する能力が増強された、組換え細

胞であり得る。このような改変は、その遺伝子を送達するため、ならびにその発

現および分泌を促進するために適したベクターによって、達成され得る。Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドを投与される患者において、外来種のポリペプチドの

投与によって生じ得るような潜在的な免疫学的反応を最小化するためには、Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生する天然の細胞が、ヒト起源でありかつヒト
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Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生することが、好ましい。同様に、Ｃｌｏ

ａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生する組換え細胞が、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポ

リペプチドをコードする遺伝子を含む発現ベクターで形質転換されることが、好

ましい。

      【０２４９】

  移植される細胞は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る

。ヒトまたは非ヒト動物の細胞は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの放出を可

能にするが患者の免疫系によるかまたは周囲の組織からの他の有害な因子による

細胞の破壊を防止する、生体適合性の半透過性のポリマー包皮または膜内で、患

者に移植され得る。あるいは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを産生するよう

エキソビボで形質転換された患者自身の細胞が、このようなカプセル化なしに、

患者に直接移植され得る。

      【０２５０】

  生存細胞をカプセル化するための技術は、当該分野において公知であり、そし

てカプセル化された細胞の調製およびこれらの患者への移植は、慣例的に達成さ

れ得る。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＷＯ９５／０５４５２およびＰＣＴ／ＵＳ９

４／０９２９９）は、生物学的に活性な分子の効果的な送達のための、遺伝子操

作された細胞を含む膜カプセルを記載する。これらのカプセルは生体適合性であ

り、そして容易に回収可能である。これらのカプセルは、プロモーターに作動可

能に連結された生物学的に活性な分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮ

Ａ分子でトランスフェクトされた細胞をカプセル化し、これらの細胞は、哺乳動

物宿主への移植の際に、インビボでのダウンレギュレーションに供されない。こ

のデバイスは、生存細胞からレシピエント内の特異的な部位への分子の送達を提

供する。さらに、米国特許第４，８９２，５３８号、同第５，０１１，４７２号

、および同第５，１０６，６２７号を参照のこと。生存細胞をカプセル化するた

めの系は、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴＵＳ９１／００１５７（Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら

）に記載されている。ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９１／００１５５（Ａｅｂｉ

ｓｃｈｅｒら）；Ｗｉｎｎら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１１３：３２２－

３２９（１９９１），Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１
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１１：２６９－２７５（１９９１）；およびＴｒｅｓｃｏら、ＡＳＡＩＯ，３８

：１７－２３（１９９２）もまた参照のこと。

      【０２５１】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのインビボおよびインビトロ遺伝子治療送達

もまた想定される。遺伝子治療技術の１つの例は、構成的プロモーターまたは誘

導性プロモーターに作動可能に連結され得るＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドを

コードするＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子（ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、および／また

は合成ＤＮＡのいずれか）を使用して、「遺伝子治療ＤＮＡ構築物」を形成する

ことである。このプロモーターは、内因性Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子に対して同

種であっても異種であってもよいが、但し、この構築物が挿入される細胞または

組織型において、このプロモーターは、活性である。遺伝子治療ＤＮＡ構築物の

他の成分は、必要に応じて、部位特異的組み込みのために設計されたＤＮＡ分子

（例えば、相同組換えのために有用な内因性配列）、組織特異的なプロモーター

、エンハンサーまたはサイレンサー、親細胞より優れた選択的利点を提供し得る

ＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するための標識として有用なＤＮＡ分子

、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例えば、細胞標的化のため）、細胞

特異的インターナリゼーション因子、ベクターによる発現を増強するための転写

因子、およびベクターの産生を可能にする因子を含み得る。

      【０２５２】

  次いで、遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、ウイルスベクターまたは非ウイルスベク

ターを使用して、細胞に（エキソビボまたはインビボでのいずれかで）導入され

得る。遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１つの手段は、本明細書中に記

載されるようなウイルスベクターによる手段である。特定のベクター（例えば、

レトロウイルスベクター）は、ＤＮＡ構築物を細胞の染色体ＤＮＡに送達し、そ

してこの遺伝子は、染色体ＤＮＡに組み込み得る。他のベクターは、エピソーム

として機能し、そして遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、細胞質内に残る。

      【０２５３】

  なお別の実施形態において、調節エレメントが、標的細胞におけるＣｌｏａｋ

ｅｄ－２遺伝子の制御された発現のために含まれ得る。このようなエレメントは
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、適切なエフェクターに対する応答の際に、オンにされる。この様式で、治療ポ

リペプチドは、所望のときに発現され得る。１つの従来の制御手段は、小分子結

合ドメインおよび生物学的プロセスを開始し得るドメインを含むキメラタンパク

質（例えば、ＤＮＡ結合タンパク質または転写活性化タンパク質）を二量体化す

るために使用される、小分子二量体化剤またはラパログ（ｒａｐａｌｏｇ）（例

えば、ＷＯ９６４１８６５（ＰＣＴ／ＵＳ９６／０９９４８６）；ＷＯ９７３１

８９８（ＰＣＴ／ＵＳ９７／０３１３７）およびＷＯ９７３１８９９（ＰＣＴ／

ＵＳ９５／０３１５７）に記載されるような）の使用を包含する。このタンパク

質の二量体化を使用して、導入遺伝子の転写を開始し得る。このタンパク質の二

量化は、導入遺伝子の転写を開始するために使用され得る。

      【０２５４】

  代替の調節技術は、目的の遺伝子から発現されたタンパク質を、その細胞の内

側で凝集体またはクラスターとして貯蔵する方法を使用する。目的の遺伝子は、

融合タンパク質として発現され、この融合タンパク質は、条件的凝集ドメインを

含み、このドメインは、小胞体内での凝集したタンパク質の保持を生じる。貯蔵

されたタンパク質は、細胞内で安定でありそして不活性である。しかし、これら

のタンパク質は、条件的凝集ドメインを除去し、これによってこの凝集体または

クラスターを特異的に破壊する薬物（例えば、低分子リガンド）を投与すること

によって、放出され得、その結果、これらのタンパク質は、その細胞から分泌さ

れ得る。Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８７：８１６－８１７および８２６－８３０（２０

００）を参照のこと。

      【０２５５】

  他の適切な制御手段または遺伝子スイッチとしては、本明細書中に記載される

系が挙げられるが、これらに限定されない。ミフェプリストン（ＲＵ４８６）が

、プロゲステロンアンタゴニストとして使用される。プロゲステロンアンタゴニ

ストに対する、改変されたプロゲステロンレセプターリガンド結合ドメインの結

合は、２つの転写因子の二量体の形成し、次いで、これらの転写因子が、核を通

ってＤＮＡに結合することによって、転写を活性化する。このリガンド結合ドメ

インは、そのレセプターがその天然のリガンドに結合する能力を排除するよう改
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変される。改変されたステロイドホルモンレセプター系は、米国特許第５，３６

４，７９１号；ＷＯ９６４０９１１およびＷＯ９７１０３３７に、さらに記載さ

れている。

      【０２５６】

  なお別の制御系は、エクジソン（ショウジョウバエのステロイドホルモン）を

使用し、これは、エクジソンレセプター（細胞質レセプター）に結合し、そして

このレセプターを活性化する。次いで、このレセプターは、核に転移して、特定

のＤＮＡ応答エレメント（エクジソン応答性遺伝子由来のプロモーター）を結合

する。エクジソンレセプターは、転写を開始するための、トランス活性化ドメイ

ン／ＤＮＡ結合ドメイン／リガンド結合ドメインを含む。エクジソン系は、米国

特許第５，５１４，５７８号；ＷＯ９７３８１１７；ＷＯ９６３７６０９；およ

びＷＯ９３０３１６２にさらに記載されている。

      【０２５７】

  別の制御手段は、ポジティブなテトラサイクリン制御可能トランスアクチベー

ターを使用する。この系は、転写を活性化させるポリペプチドに連結された、変

異ｔｅｔリプレッサータンパク質ＤＮＡ結合ドメイン（逆テトラサイクリン調節

トランスアクチベータータンパク質（すなわち、これは、テトラサイクリンの存

在下で、ｔｅｔオペレーターに結合する）を生じる変異ｔｅｔ  Ｒ－４アミノ酸

変化）を含む。このような系は、米国特許第５，４６４，７５８号；同第５，６

５０，２９８号；および同第５，６５４，１６８号に記載されている。

      【０２５８】

  さらなる発現制御系および核酸構築物は、Ｉｎｎｏｖｉｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．に対する米国特許第５，７４１，６７９号および同第５，８

３４，１８６号に記載されている。

      【０２５９】

  インビボ遺伝子治療は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする遺伝子

を、Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子の局所的注射を介してかまたは他の適切なウイ

ルス送達ベクターもしくは非ウイルス送達ベクターによって、細胞に導入するこ

とにより達成され得る。Ｈｅｆｔｉ，Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２５：１４１
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８－１４３５（１９９４）。例えば、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコード

する核酸分子は、標的化された細胞への送達のために、アデノ随伴ウイルス（Ａ

ＡＶ）ベクターに含まれ得る（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ，国際公開番号ＷＯ９５

／３４６７０；および国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９５／０７１７８）。組換えＡ

ＡＶゲノムは、代表的に、機能的プロモーターおよびポリアデニル化配列に作動

可能に連結されたＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に隣

接する、ＡＡＶ逆方向末端反復を含む。

      【０２６０】

  代替の適切なウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウ

イルスベクター、単純ヘルペスウイルスベクター、レンチウイルスベクター、肝

炎ウイルスベクター、パルボウイルスベクター、パポバウイルスベクター、ポッ

クスウイルスベクター、アルファウイルスベクター、コロナウイルスベクター、

ラブドウイルスベクター、パラミクソウイルスベクター、およびパピローマウイ

ルスベクターが挙げられるが、これらに限定されない。米国特許第５，６７２，

３４４号は、組換え神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む、インビボウイルス媒

介遺伝子移入系を記載する。米国特許第５，３９９，３４６号は、治療タンパク

質をコードするＤＮＡセグメントを挿入するようインビトロで処理されたヒト細

胞の送達による、患者に治療タンパク質を提供するためのプロセスの例を、提供

する。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および材料は、米国特許第５

，６３１，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）；米国特許第５，６７２

，５１０号（レトロウイルスベクターを含む）；および米国特許第５，６３５，

３９９号（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載され

ている。

      【０２６１】

  非ウイルス送達方法としては、リポソーム媒介移入、裸のＤＮＡ送達（直接注

入）、レセプター媒介移入（リガンド－ＤＮＡ複合体）、エレクトロポレーショ

ン、リン酸カルシウム沈降、および微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃

）が挙げられるが、これらに限定されない。遺伝子治療の材料および方法として

はまた、誘導性プロモーター、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特
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異的組み込みのために設計されたＤＮＡ配列、親細胞より優れた選択的利点を提

供し得るＤＮＡ配列、形質転換された細胞を同定するための標識、ネガティブ選

択系および発現制御系（安全性の尺度）、細胞特異的結合因子（細胞標的化のた

め）、細胞特異的インターナリゼーション因子、およびベクターによる発現を増

強するための転写因子、ならびにベクター作製の方法が挙げられ得る。遺伝子治

療技術の実施のための、このようなさらなる方法および材料は、米国特許第４，

９７０，１５４号（エレクトロポレーション技術を含む）；ＷＯ９６／４０９５

８（各リガンドを含む）；米国特許第５，６７９，５５９号（遺伝子送達のため

のリポタンパク質含有系を記載する）；米国特許第５，６７６，９５４号（リポ

ソームキャリアを含む）；米国特許第５，５９３，８７５号（リン酸カルシウム

トランスフェクションのための方法を記載する）；および米国特許第４，９４５

，０５０号（生物学的に活性な粒子が、細胞において、この粒子がこの細胞の表

面を貫通しそしてこの細胞の内側に取り込まれる速度で推進されるプロセス、を

記載する）に記載されている。

      【０２６２】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子治療または細胞治療が、同じまたは異なる細胞にお

ける１つ以上のさらなるポリペプチドの送達をさらに含み得ることがまた意図さ

れる。このような細胞は、患者に別々に導入され得るか、またはこれらの細胞は

、単一の移植可能なデバイス（例えば、上記のカプセル化膜）内に含まれ得るか

、または細胞は、ウイルスベクターによって別々に改変され得る。

      【０２６３】

  遺伝子治療を介して細胞における内因性Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド発現

を増加させるための手段は、１つ以上のエンハンサーエレメントをＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチドプロモーターに挿入することであり、ここで、このエンハン

サーエレメントは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の転写活性を増加させるよう作用

し得る。使用されるエンハンサーエレメントは、遺伝子を活性化することが所望

される組織に基づいて選択される；この組織においてプロモーター活性化を与え

ることが公知であるエンハンサーエレメントが、選択される。例えば、Ｃｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドをコードする遺伝子がＴ細胞において「オンにされる」
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場合には、ｌｃｋプロモーターエンハンサーエレメントが使用され得る。ここで

、付加される転写エレメントの機能性部分は、標準的なクローニング技術を使用

して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドプロモーターを含むＤＮＡのフラグメン

トに挿入され得る（そして必要に応じて、ベクターおよび／または５’および／

または３’隣接配列などに挿入され得る）。次いで、この構築物（「相同組換え

構築物」として公知）が、エキソビボでかまたはインビボでのいずれかで、所望

の細胞に導入され得る。

      【０２６４】

  遺伝子治療はまた、内因性プロモーターのヌクレオチド配列を改変することに

よって、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド発現を減少させるために、使用され得

る。このような改変は、代表的に、相同組換え法を介して達成される。例えば、

不活化について選択されたＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子のプロモーターの全てまた

は一部を含むＤＮＡ分子は、転写を調節するプロモーター片を除去および／また

は置換するように、操作され得る。例えば、プロモーターの転写アクチベーター

のＴＡＴＡボックスおよび／または結合部位が、標準的な分子生物学の技術を使

用して、欠失され得る；このような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、これ

によって、対応するＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の転写を抑制する。プロモーター

におけるＴＡＴＡボックスまたは転写アクチベーター結合部位の欠失は、（調節

されるＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子と同じ種かまたは関連する種由来の）Ｃｌｏａ

ｋｅｄ－２ポリペプチドプロモーターの全てまたは関連する部分を含むＤＮＡ構

築物を生成することによって達成され得、ここで、１つ以上のＴＡＴＡボックス

および／または転写アクチベーター結合部位のヌクレオチドが、１つ以上のヌク

レオチドの置換、欠失および／または挿入を介して変異される。結果として、Ｔ

ＡＴＡボックスおよび／またはアクチベーター結合部位は、活性が減少されてい

るか、または完全に不活性にされている。この構築物はまた、代表的に、その改

変されたプロモーターセグメントに隣接するネイティブな（内因性の）５’およ

び３’ＤＮＡ配列に対応する、少なくとも約５００塩基のＤＮＡを含む。この構

築物は、直接的にかまたは本明細書中に記載されるようなウイルスベクターを介

して、適切な細胞に（エキソビボでかまたはインビボでかのいずれかで）導入さ
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れ得る。代表的に、細胞のゲノムＤＮＡへのこの構築物の組み込みは、相同組換

えを介し、ここで、このプロモーター構築物における５’および３’ＤＮＡ配列

は、ハイブリダイゼーションを介するその内因性染色体ＤＮＡへの改変されたプ

ロモーター領域の組み込みを補助するよう作用し得る。

      【０２６５】

  （Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸およびＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドのさらなる

使用）

  本発明の核酸分子（それ自体は生物学的に活性なポリペプチドをコードしない

核酸分子を含む）を使用して、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子および関連する遺伝子

の染色体上の位置をマッピングし得る。マッピングは、当該分野で公知の技術（

例えば、ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイブリダイゼーション）により行われ

得る。

      【０２６６】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２核酸分子（それ自体は生物学的に活性なポリペプチドをコ

ードしない核酸分子を含む）は、定量的または定性的にのいずれかで、哺乳動物

組織または体液サンプル中のＣｌｏａｋｅｄ－２ＤＮＡまたは対応するＲＮＡの

存在について試験するための診断アッセイにおけるハイブリダイゼーションプロ

ーブとして有用であり得る。

      【０２６７】

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、処置されている症状に適切である場合、

１つ上のサイトカイン、増殖因子、抗生物質、抗炎症剤、および／または化学治

療剤と組み合わせて、（同時にまたは連続的に）使用され得る。

      【０２６８】

  他の方法はまた、１つ以上のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの活性を阻害す

ることが所望される場合に使用され得る。このような阻害は、発現制御配列（三

重らせん形成）またはＣｌｏａｋｅｄ－２  ｍＲＮＡに相補的でありかつ発現制

御配列（三重らせん形成）またはＣｌｏａｋｅｄ－２  ｍＲＮＡにハイブリダイ

ズする核酸分子によりもたらされ得る。例えば、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮ

Ａ分子（これらは、Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の少なくとも一部に相補的である
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配列を有する）が、細胞中に導入され得る。アンチセンスプローブは、本明細書

中に開示されるＣｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の配列を使用して、利用可能な技術に

より設計され得る。代表的には、このようなアンチセンス分子の各々は、選択さ

れた各Ｃｌｏａｋｅｄ－２遺伝子の開始部位（５’末端）に相補的である。この

アンチセンス分子が、次いで、対応するＣｌｏａｋｅｄ－２  ｍＲＮＡにハイブ

リダイズする場合、このｍＲＮＡの翻訳は、妨げられるかまたは減少される。ア

ンチセンスインヒビターは、細胞または生物におけるＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドの減少または非存在に関連する情報を提供する。

      【０２６９】

  あるいは、遺伝子治療を使用して、１つ以上のＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチ

ドのドミナントネガティブインヒビターを作製し得る。この状況において、各選

択されたＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの変異体ポリペプチドをコードするＤ

ＮＡが調製され得、そして本明細書中に記載されるウイルスまたは非ウイルスの

方法のいずれかを使用して患者の細胞中に導入され得る。このような変異体の各

々は、代表的に、その生物学的役割において内因性ポリペプチドと競合するよう

に設計される。

      【０２７０】

  さらに、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドは、生物学的に活性であっても活性

でなくても、免疫原として使用され得、すなわち、これらのポリペプチドは、そ

れに対して抗体が惹起され得る、少なくとも１つのエピトープを含有する。Ｃｌ

ｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに結合する選択的結合因子（本明細書中に記載され

るような）は、インビボおよびインビトロでの診断目的のために使用され得、こ

れらの目的としては、体液サンプルまたは細胞サンプル中のＣｌｏａｋｅｄ－２

ポリペプチドの存在を検出するための標識された形態での使用が挙げられるが、

これに限定されない。これらの抗体もまた、本明細書中に列挙される疾患および

障害を含む、多数の疾患および障害を、予防、処置または診断するために使用さ

れ得る。これらの抗体は、Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの少なくとも１つの

活性特徴を減少またはブロックするようにＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドに結

合し得るか、またはポリペプチドに結合してＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの
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少なくとも１つの活性特徴を増加し得る（Ｃｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの薬

物動態を増加させることによるものを含む）。

      【０２７１】

  ヒトおよびマウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、

２０００年３月２１日にＡＴＣＣに寄託され、そしてそれぞれ、ＡＴＣＣ登録番

号ＰＴＡ－１６１６お６よびＰＴＡ－１６１５を有する。

      【０２７２】

  以下の実施例は、例示の目的のみを意図され、そして本発明の範囲をいかなる

様式においても限定するとは、解釈されるべきではない。

      【０２７３】

  （実施例１）

  （ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡのクローニング）

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を含む配列を、ヒトゲノム配列からコン

ピューターによって組み立てた。ＰＣＲプライマーをこの配列から設計し、そし

てＣｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を含む配列を、以下の反応混合物および

ＰＣＲ条件を用いてｃＤＮＡから増幅した：

  鋳型：１０μｌのＨｕｍａｎ  Ｋｉｄｎｅｙ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ

  ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌ

ｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４０５－１）；

  順方向プライマー：５’－ｔａｃｔｇｇａａｇｇｔｇｇｃｇｔｇｃｃｃｔｃｃ

ｔ－３’（配列番号７）；

  逆方向プライマー：５’－ａａａｃｃａｃｇｃｇｃａｇａｇｇａｃａｇａａａ

ｔｇｔ－３’（配列番号８）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  ５ユニットのＰｆｕポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｉｎｃ．，Ｌａ  

Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）；

  １０μｌのｌ０×Ｐｆｕ反応緩衝液（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｉｎｃ．，Ｌａ

  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）；
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  ２０μｌのＧＣ  ｍｅｌｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，

Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  

ＰＣＲ  ｋｉｔ；カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：１００μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で４５秒間、続いて９４℃（１２秒）、６２℃（３

０秒）、７２℃（５０秒）を３８サイクル、次いで、３８回目のサイクルの最後

に、７２℃で３分間インキュベーション。

      【０２７４】

  ＰＣＲ反応物を、アガロースゲル上で泳動し、そして７５９塩基対のＣｌｏａ

ｋｅｄ－２  ＰＣＲ産物を、このアガロースゲルから単離し、そしてｐＰＣＲ－

Ｓｃｒｉｐｔ  Ａｍｐ  ＳＫ（＋）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｉｎｃ．，Ｌａ  

Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）に平滑末端でクローン化した。多数のクローンを配列決定し

、そしてそれらの全てが、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を含むこと

を見出した。

      【０２７５】

  （実施例２）

  （マウスＣｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡのクローニング）

  ３つのラットＣｌｏａｋｅｄ－２  ＥＳＴの配列を用いて、ラットＣｌｏａｋ

ｅｄ－２コード領域配列の領域に相同性のＰＣＲプライマーを設計し、そして以

下の反応混合物およびＰＣＲ条件を使用してマウスＣｌｏａｋｅｄ－２コード領

域の領域を増幅するために使用した：

  鋳型：５μｌのＭｏｕｓｅ  Ｔｅｓｔｉｓ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ  

ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ

  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４５５－１）；

  順方向プライマー：５’－ｇｃｃａｇｇｇｇｔｇｇｃａａｇｃｃｔｔｃａａｇ

ａａｔｇａｔ－３’（配列番号９）；

  逆方向プライマー：５’－ｃｇａｔｃｃｇｇｇａｔｇｃａｇｃｇｇａａｇｔｃ

ｇ－３’（配列番号１０）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；
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  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏｎｔｅ

ｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタ

ログ番号８４１７－１）；

  ５μｌの１０×ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号８４１７

－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて９４℃（２５秒間）、６０℃（

３０秒間）、７２℃（４５秒間）を３５サイクル、次いで、３５回目のサイクル

の最後に、７２℃で７分間インキュベーション。

      【０２７６】

  ＰＣＲ反応物を、アガロースゲル上で泳動し、そして３４０塩基対の産物を、

このアガロースゲルから単離し、そしてｐＣＲ－ＴＯＰＯ  ２．１（Ｉｎｖｉｔ

ｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ；ＴＯＰＯ  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉ

ｎｇ  Ｋｉｔ，カタログ番号４５０６４１）にクローン化した。配列決定によっ

て、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２に非常に関連するポリペプチドをコードする配列を

含むいくつかのクローンを同定し、このようにして、当のクローン中の挿入物が

マウスＣｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡ配列の一部を含むとして同定した。マウス

Ｃｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域の配列を得る目的のもとでの５’ＲＡＣＥ

反応および３’ＲＡＣＥ反応における使用のために、プライマーを、このマウス

配列から設計した。

      【０２７７】

  ５’ＲＡＣＥは、以下の反応混合物およびＰＣＲ条件を用いて実施した：

  （５’ＲＡＣＥプライマーＰＣＲ）

  鋳型：５μｌのＭｏｕｓｅ  Ｔｅｓｔｉｓ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ  

ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ

  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４５５－１）；

  順方向プライマー：５’－ｃｃａｔｃｃｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａ
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ｇｇｇｃ－３’（配列番号１１）；

  逆方向プライマー；５’－ｔｇｔｃａｇｇａａｇｃｇｇｇｔｇｔａｇｔｇｃａ

ｇ－３’（配列番号１２）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ

；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９

０７－１）；

  １０μｌの５×ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａ

ｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  ２μｌのＧＣ－Ｍｅｌｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉ

ｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  Ｐ

ＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて、９４℃（１５秒間）、７０℃

（９０秒間）の５サイクル、次いで９４℃（１５秒間）、６８℃（９０秒間）の

５サイクル、次いで９４℃（１５秒間）、６６℃（９０秒間）の３０サイクル、

次いで、３０回目のサイクルの最後に、７０℃で５分間インキュベーション。

      【０２７８】

  （５’ＲＡＣＥ  Ｎｅｓｔｅｄ  ＰＣＲ）

  鋳型：上記第１の、５’ＲＡＣＥ第１ＰＣＲのうちの１μｌ：

  順方向プライマー：５’－ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃｔｃｇａｇｃｇｇｃ

－３’（配列番号１３）；

  逆方向プライマー：５’－ｇｇａｃａｃａｔｃｔｔｔｇｇｃｇｔｃａｔａｇｇ

ｇａ－３’（配列番号１４）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；
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  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ

；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９

０７－１）。

      【０２７９】

  １０μｌの５×ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａ

ｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）。

      【０２８０】

  ２μｌのＧＣ－Ｍｅｌｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉ

ｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  Ｐ

ＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて、９４℃（１５秒間）、７０℃

（９０秒間）の３サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６８℃（９０秒間）

の３サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６６℃（９０秒間）の２５サイク

ル、次いで、２５回目のサイクルの終わりに７０℃で５分間のインキュベーショ

ン。

      【０２８１】

  ５’ＲＡＣＥ  Ｎｅｓｔｅｄ  ＰＣＲ反応物を精製し、そしてｐＣＲ４－ＴＯ

ＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ；ＴＯＰＯ  

ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｋｉｔ  ｆｏｒ  Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，カタログ番号

４５００３０）にクローン化した。配列決定によって、マウスＣｌｏａｋｅｄ－

２に相同性の配列を含むクローンを同定した。

      【０２８２】

  ３’ＲＡＣＥを、以下の反応混合物およびＰＣＲ条件を用いて実施した：

  （３’ＲＡＣＥ第１ＰＣＲ）

  鋳型：５μｌのＭｏｕｓｅ  Ｔｅｓｔｉｓ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ  

ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ
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  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４５５－１）。

      【０２８３】

  順方向プライマー：５’－ｔａｃａｃｃｃｇｃｔｔｃｃｔｇａｃａｇａｃ－３

’（配列番号１５）；

  逆方向プライマー：５’－ｃｃａｔｃｃｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａ

ｇｇｇｃ－３’（配列番号１６）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ

；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９

０７－１）；

  １０μｌの５×ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａ

ｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  ５μｌのＧＣ－Ｍｅｌｔ  （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，

Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  

ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて、９４℃（１５秒間）、７０℃

（９０秒間）の５サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６８℃（９０秒間）

の５サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６６℃（９０秒間）の３０サイク

ル、次いで、３０回目のサイクルの終わりに７０℃で５分間のインキュベーショ

ン。

      【０２８４】

  （３’ＲＡＣＥ  Ｎｅｓｔｅｄ  ＰＣＲ）

  鋳型：上記の３’ＲＡＣＥ第１ＰＣＲのうちの１μｌ。

      【０２８５】

  順方向プライマー：５’－ｇｇｔｃａｃｃｇａｇｔｔｇｇｔｇｔｇｃｔｃ－３
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’（配列番号１７）；

  逆方向プライマー：５’－ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃｔｃｇａｇｃｇｇｃ

－３’（配列番号１８）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ

；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９

０７－１）；

  １０μｌの５×ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａ

ｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  ５μｌのＧＣ－Ｍｅｌｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉ

ｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  Ｐ

ＣＲ  Ｋｉｔ，カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；

  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて、９４℃（１５秒間）、７０℃

（９０秒間）の３サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６８℃（９０秒間）

の３サイクル、次いで、９４℃（１５秒間）、６６℃（９０秒間）の２５サイク

ル、次いで、２５回目のサイクルの終わりに７０℃で５分間のインキュベーショ

ン。

      【０２８６】

  ３’ＲＡＣＥ  Ｎｅｓｔｅｄ  ＰＣＲ反応物を精製し、そしてｐＣＲ４－ＴＯ

ＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ；ＴＯＰＯ  

ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｋｉｔ  ｆｏｒ  Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，カタログ番号

４５００３０）にクローン化した。配列決定によって、マウスＣｌｏａｋｅｄ－

２に相同性の配列を含むいくつかのクローンを同定した。

      【０２８７】

  ５’ＲＡＣＥからの配列、３４０塩基対の上記に言及したマウスＣｌｏａｋｅ
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ｄ－２  ＰＣＲ産物からの配列および３’ＲＡＣＥからの配列をコンピューター

によってコンティグ（ｃｏｎｔｉｇ）に組み立てた。これらのマウスコンティグ

配列とヒトＣｌｏａｋｅｄ－２配列との比較によって、マウスＣｌｏａｋｅｄ－

２全長コード領域が、マウスコンティグに存在したことが示された。

      【０２８８】

  ＰＣＲプライマーを、マウスコンティグから設計し、以下の反応混合物および

ＰＣＲ条件を用いて、マウスＣｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を単一フラグ

メントとしてクローン化した：

  鋳型：１０μｌのＭｏｕｓｅ  Ｔｅｓｔｉｓ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ

  ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌ

ｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４５５－１）；

  順方向プライマー：５’－ｃｇｔａｃｔａｇｔａａｇｃｔｔｃｃａｃｃａｔｇ

ｃａｇｃｃｃｔｃａｃｔａｇｃｃｃｃｇｔｇｃｃ－  ３’（配列番号１９）；

  逆方向プライマー：５’－ｔｔｔｇｇａｔｃｃｃｇａｔｃｇｃｔａｇｔａｇｇ

ｃｇｔｔｃｔｃｃａｇｃｔｃｃｇｃｃｔ－３’（配列番号２０）：

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  ５ユニットのＰｆｕポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ

，ＣＡ）；

  １０μｌの１０×Ｐｆｕ反応緩衝液（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌ

ａ，ＣＡ）；

  ２０μｌのＧＣ  ｍｅｌｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，

Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ  ＧＣ  ｃＤＮＡ  

ＰＣＲ  ｋｉｔ；カタログ番号Ｋ１９０７－１）；

  最終反応容積：１００μｌ；

  サイクリング条件：９５℃で９０秒間、続いて、９４℃（１２秒間）、６５℃

（３０秒間）、７２℃（５０秒間）の５サイクル、次いで、９４℃（１２秒間）

、６０℃（３０秒間）、７２℃（５０秒間）の３５サイクル、次いで、３５回目

のサイクルの終わりに７２℃で５分間のインキュベーション。
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      【０２８９】

  ＰＣＲ反応物を精製し、ＳｐｅＩおよびＢａｍＨＩを用いて切断し、そしてア

ガロースゲル上で泳動した。６６５塩基対のバンドを、ゲルから単離し、そして

ＳｐｅＩ－ＢａｍＨＩで二重消化したｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＩＩ（ＫＳ－）

にクローン化した。多数のクローンを、配列決定し、そしてそれらの全てが、マ

ウスＣｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を含むことを見出した。

      【０２９０】

  （実施例３）

  （異なる組織におけるｍＲＮＡの存在および分布）

  Ｃｌｏａｋｅｄ－２の全長コード領域を含む配列を、ヒトゲノム配列からコン

ピューターによって組み立てた。ＰＣＲプライマーを、この配列から設計し、以

下の反応混合物およびＰＣＲ条件を用いてｃＤＮＡから３７６塩基対のコード領

域サブフラグメントを増幅した：

  鋳型：１０μｌのＨｕｍａｎ  Ｐｒｏｓｔａｔｅ  Ｍａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａ

ｄｙ  ｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐ

ａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号７４１８－１）；

  順方向プライマー：５’－ｔｇｔｇｔｃｔｃｇｔｃｔｇｃｃｔｇｃｔｇｇｔａ

ｃａｃａ－３’（配列番号２１）；

  逆方向プライマー：５’－ｇａａｇｔｃｇｇｇｃｃｃａｃｔａｇｇｔｃｇｃｃ

－３’（配列番号２２）；

  各プライマーの終濃度：１．０μＭ；

  ｄＮＴＰの終濃度：２００μＭ；

  １μｌのＡｄｖａｎｔａｇｅ  ｃＤＮＡポリメラーゼミックス（Ｃｌｏｎｔｅ

ｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタ

ログ番号８４１７－１）；

  ５μｌの１０×ｃＤＮＡ  ＰＣＲ反応緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号８４１７

－１）；

  最終反応容積：５０μｌ；
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  サイクリング条件：９４℃で６０秒間、続いて、９４℃（２５秒間）、７０℃

（３０秒間）、７２℃（６０秒間）の３５サイクル、次いで、３５回目のサイク

ルの終わりに７２℃で１０分間のインキュベーション。

      【０２９１】

  ＰＣＲ産物を、アガロースゲル上で泳動し、そして３７６塩基対のＣｌｏａｋ

ｅｄ－２  ＰＣＲ産物を、このアガロースゲルから単離し、そしてｐＣＲ－ＴＯ

ＰＯ  ２．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ；Ｔ

ＯＰＯ  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｋｉｔ，カタログ番号４５－０６４１）にクロ

ーン化した。挿入物を、配列決定し、予想された配列が増幅され、そしてクロー

ン化されたことを確認した。Ｃｌｏａｋｅｄ－２挿入物を含む４００塩基対のＥ

ｃｏＲＩフラグメントを、アガロースゲル電気泳動によってこのクローンから単

離し、そして３２Ｐを用いて標識し、そして以下のような高度なストリンジェン

シー条件を用いて、複数の組織（脳、心臓、骨格筋、結腸、胸腺、脾臓、腎臓、

肝臓、小腸、胎盤、肺、末梢血白血球、前立腺、精巣、卵巣、扁桃、尾状核、脳

梁、海馬、脳全体、黒質、視床、膵臓、副腎髄質、甲状腺、副腎皮質および胃）

を示すＣｌｏｎｔｅｃｈ  Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｌｔｉｐｌｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｎｏ

ｒｔｈｅｒｎ  Ｂｌｏｔに対してハイブリダイズさせた：

  プレハイブリダイゼーションを、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダイゼーショ

ン溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  

Ａｌｔｏ，ＣＡ；カタログ番号８０１５－２）を用いて６８℃で一晩実行した。

ハイブリダイゼーションを、標識したＣｌｏａｋｅｄ－２プローブを含む新しい

ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダイゼーション溶液を用いて、９０分間、６８℃

にて実行した。このブロットを、２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳ中、室温で２

回（各回、１分間）リンスした。次いで、このブロットを、２×ＳＳＣ、０．０

５％  ＳＤＳ中、室温で２回（各回、２０分間）リンスした。次いで、このブロ

ットを、０．１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、５０℃で３回（各回、１５分間

）リンスし、そして引続いてフィルムに感光させた。

      【０２９２】

  ノーザン分析の結果から、Ｃｌｏａｋｅｄ－２が腎臓および心臓において最も
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強く発現されたことが示された。いくらか弱い発現が、胎盤および骨格筋におい

て検出された。より低い発現が、肝臓、膵臓、甲状腺、副腎髄質、扁桃、および

視床中で検出された。

      【０２９３】

【表３】

【図面の簡単な説明】

    【図１】
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  図１Ａは、推定シグナルポリペプチドを含むヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプ

チドをコードするヒトＣｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡ配列（配列番号１）を示す

。開始メチオニンコドン（ＡＴＧ）および終止コドン（ＴＡＧ）は太字であり、

かつより大きい字体で示す。推定シグナルペプチド領域をコードするヌクレオチ

ド配列は、下線が引かれている。

  図１Ｂは、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの予期される成熟形態（すな

わち、推定シグナルペプチドが分割されている）のアミノ酸配列（配列番号２）

を示す。３０位および１５２位のアスパラギン（Ｎ）残基は、古典的なＮｘＳ／

Ｔグリコシル化モチーフ内に位置し、そしてグリコシル化されている可能性が非

常に高い。古典的なシステイン－ノットモチーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣｘＣ）は

、より大きい字体で示され、かつ下線が引かれている。４つのさらなるシステイ

ンは、より大きい字体かつ太字で示される。ＣｘＧｘＣモチーフおよびＣｘＣモ

チーフにおけるシステインは、システイン番号２および３を示し、そしてそれぞ

れシステイン－ノットを形成する６つのシステインのシステイン番号５および６

を示す。システイン－ノットのシステイン番号１は、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２に

ついてのシステイン５７または７１のいずれかである。システイン－ノットのシ

ステイン番号４は、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２についてのシステイン１１１または

１２５のいずれかである。全ての公知のシステイン－ノットポリペプチドについ

て、６つのシステインは、以下の対形成において３つのジスルフィド結合を形成

する：システイン番号１および４、システイン番号２および５、システイン番号

３および６。

  図１Ｃは、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチド（配列番号５）の全コード領

域を示す。推定シグナルポリペプチドは、下線が引かれている。

    【図２】

  図２Ａは、推定シグナルポリペプチドを含むマウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペ

プチドをコードするマウスＣｌｏａｋｅｄ－２  ｃＤＮＡ配列（配列番号３）を

示す。開始メチオニンコドン（ＡＴＧ）および終止コドン（ＴＡＧ）はより大き

い字体かつ太字で示される。推定シグナルペプチド領域をコードするヌクレオチ

ド配列は、下線が引かれている。
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  図２Ｂは、マウスＣｌｏａｋｅｄ－２の予期される成熟形態（すなわち、推定

シグナルペプチドが分割されている）のアミノ酸配列（配列番号４）を示す。２

８位および１５０位のアスパラギン（Ｎ）残基は、古典的なＮｘＳ／Ｔグリコシ

ル化モチーフ内に位置し、そしてグリコシル化されている可能性が非常に高い。

古典的なシステイン－ノットモチーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣｘＣ）は、より大き

い字体で示され、かつ下線が引かれている。４つのさらなるシステインは、より

大きい字体かつ太字で示される。ＣｘＧｘＣモチーフおよびＣｘＣモチーフにお

けるシステインは、システイン番号２および３を示し、そしてそれぞれシステイ

ン－ノットを形成するシステイン番号５および６を示す。システイン－ノットの

システイン番号１は、マウスＣｌｏａｋｅｄ－２についてのシステイン５５また

は６９のいずれかである。システイン－ノットのシステイン番号４は、マウスＣ

ｌｏａｋｅｄ－２についてのシステイン１０９または１２３のいずれかである。

全ての公知のシステイン－ノットポリペプチドについて、６つのシステインは、

以下の対形成において３つのジスルフィド結合を形成する：システイン番号１お

よび４、システイン番号２および５、システイン番号３および６。

  図２Ｃは、マウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドの全コード領域を示す（配

列番号６）。推定シグナルポリペプチドは、下線が引かれている。

    【図３】

  図３は、配列番号５のヒトＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドと配列番号６のマ

ウスＣｌｏａｋｅｄ－２ポリペプチドとの間の有意な程度の相同性（ＧＡＰ分析

による）を示す。

    【図４】

  図４は、ヒトＣｌｏａｋｅｄ－１ポリペプチド（配列番号２５）の最も予期さ

れる成熟形態（すなわち、シグナルペプチドが分割された）とヒトＣｌｏａｋｅ

ｄ－２ポリペプチド（配列番号２）の最も予期される成熟形態（すなわち、シグ

ナルペプチドが分割された）との間の有意な程度の相同性（ＧＡＰ分析による）

を示す。ヒトＣｌｏａｋｅｄ－１のアミノ酸配列は、例えば、Ｈａｓｔｉｎｇｓ

らの１９９８年７月１４日に発行された米国特許第５，７８０，２６３号におい

て見出され得る。古典的なシステイン－ノットモチーフ（ＣｘＧｘＣおよびＣｘ
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Ｃ）は保存され、そして下線で示される。４つのさらなる保存されたシステイン

は、より大きい太字体で示される。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【国際調査報告】
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─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｐ   1/18                                       Ａ６１Ｐ   5/06                     ４Ｂ０６５
              3/10                                                  5/14                     ４Ｃ０８４
              5/06                                                  5/40                     ４Ｈ０４５
              5/14                                                  7/00                       
              5/40                                                  7/06                       
              7/00                                                  9/00                       
              7/06                                                  9/02                       
              9/00                                                  9/04                       
              9/02                                                  9/06                       
              9/04                                                  9/10                       
              9/06                                                                 １０３      
              9/10                                                  9/12                       
                           １０３                                  13/12                       
              9/12                                                 15/06                       
             13/12                                                 17/02                       
             15/06                                                 21/04                       
             17/02                                                 25/18                       
             21/04                                                 25/22                       
             25/18                                                 25/24                       
             25/22                                                 35/00                       
             25/24                                                 43/00                       
             35/00                                       Ｃ０７Ｋ  14/47                       
             43/00                                                 16/18                       
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                                 16/46                       
             16/18                                                 19/00                       
             16/46                                       Ｃ１２Ｍ   1/00                 Ｚ    
             19/00                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                       
   Ｃ１２Ｍ   1/00                                                  1/19                       
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                                  1/21                       
              1/19                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
              1/21                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                       
              5/10                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
             15/02                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                                 33/53                 Ｄ    
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                                                       Ｍ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/566                      
             33/50                                       Ｃ１２Ｐ  21/08                       
             33/53                                       Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
                                                                    5/00                 Ａ    
             33/566                                                                      Ｂ    
// Ｃ１２Ｐ  21/08                                                 15/00                 Ｃ    
                                                         Ａ６１Ｋ  37/02                       
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/06 A61P17/02 A61P21/04 A61P25/18 A61P25/22 A61P25/24 A61P35/00 A61P43/00 C07K14/47 
C07K14/51 C07K16/18 C07K16/46 C07K19/00 C12M1/00 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 
C12N15/02 C12N15/09 C12P21/02 C12P21/08 C12Q1/02 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 G01N33
/566

CPC分类号 A01K2217/05 A61K38/00 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P13/12 A61P15/06 A61P17/02 A61P21
/04 A61P25/18 A61P25/22 A61P25/24 C07K14/47 C07K14/51 C07K2319/00 C12N2799/021 C12Q1
/6883 C12Q2600/156 C12Q2600/158

FI分类号 A01K67/027 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/10 A61P5/06 A61P5/14 A61P5/40 A61P7/00 A61P7
/06 A61P9/00 A61P9/02 A61P9/04 A61P9/06 A61P9/10 A61P9/10.103 A61P9/12 A61P13/12 A61P15
/06 A61P17/02 A61P21/04 A61P25/18 A61P25/22 A61P25/24 A61P35/00 A61P43/00 C07K14/47 
C07K16/18 C07K16/46 C07K19/00 C12M1/00.Z C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12Q1
/02 G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/566 C12P21/08 C12N15/00.ZNA.
A C12N5/00.A C12N5/00.B C12N15/00.C A61K37/02

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/BA11 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024
/BA80 4B024/CA04 4B024/DA02 4B024/DA06 4B024/DA12 4B024/EA04 4B024/HA01 4B024/HA14 
4B024/HA17 4B029/AA27 4B029/BB11 4B029/CC05 4B063/QA01 4B063/QA05 4B063/QA18 4B063
/QQ79 4B063/QQ94 4B063/QR77 4B063/QS33 4B063/QS36 4B063/QX02 4B063/QX07 4B064/AG01 
4B064/AG26 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064
/DA13 4B065/AA26X 4B065/AA90X 4B065/AA91Y 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/BA02 4B065
/CA24 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/BA01 
4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/CA53 4C084/DB52 4C084/MA13 4C084/MA24 4C084/MA35 4C084
/MA37 4C084/MA52 4C084/MA58 4C084/MA66 4C084/ZA052 4C084/ZA122 4C084/ZA182 4C084
/ZA362 4C084/ZA382 4C084/ZA402 4C084/ZA422 4C084/ZA432 4C084/ZA452 4C084/ZA552 4C084
/ZA662 4C084/ZA702 4C084/ZA752 4C084/ZA812 4C084/ZA892 4C084/ZA942 4C084/ZB262 4C084
/ZC062 4C084/ZC082 4C084/ZC352 4C084/ZC542 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045
/AA30 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045/BA56 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/EA20 
4H045/EA50 4H045/FA74

优先权 60/208550 2000-06-01 US
60/223542 2000-08-04 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

在本发明中，我们鉴定了一种新型的人分泌多肽，该多肽既包含胱氨酸结基序（CxGxC和CxC），又符合我们针对高度特异性
``CxGcxC胱氨酸结图谱&#39;&#39;的标准。 该多肽被命名为“ Cloaked-2”。 本发明涉及新颖的Cloaked-2多肽和编码该多肽的核酸

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/68d1f01e-af15-4d48-94e1-294946fbc490
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026903287/publication/JP2003534813A?q=JP2003534813A


分子。 本发明还提供了载体，宿主细胞，选择性结合剂和产生Cloaked-
2多肽的方法。 还提供了使用Cloaked-2多肽治疗，诊断，改善或预防疾
病的方法。


