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(57)【要約】
非標準的な生物活性を有する、単離されたアスパルチル
ｔＲＮＡ合成酵素ポリペプチドおよびポリヌクレオチド
、ならびにそれに関係する組成物および方法が提供され
る。本ある実施形態では、本発明のアスパルチルｔＲＮ
Ａ合成酵素ポリペプチドによって示される非標準的な生
物活性は、細胞増殖の調整、アポトーシスの調整、炎症
の調整、細胞分化の調整、血管新生の調整、細胞結合の
調整、Ａｋｔを介した細胞シグナル伝達の調整、細胞の
代謝の調整、サイトカイン産生または活性の調整、ｔｏ
ｌｌ様受容体シグナル伝達の調整などを含み得るが、こ
れらに限定されない。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非標準的な生物活性を有する、単離されたアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ
）ポリペプチドまたはその活性変異体。
【請求項２】
　前記非標準的な生物活性は、細胞増殖の調整、アポトーシスの調整、炎症の調整、細胞
分化の調整、血管新生の調整、細胞結合の調整、Ａｋｔを介した細胞シグナル伝達の調整
、細胞の代謝の調整、サイトカイン産生または活性の調整、およびｔｏｌｌ様受容体シグ
ナル伝達の調整からなる群から選択される、請求項１に記載の単離されたアスパルチルｔ
ＲＮＡ合成酵素ポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号１に記載の完全長ヒトアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素配列の断片である、請求
項１に記載の単離されたアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素ポリペプチド。
【請求項４】
　前記その活性変異体は、配列番号１に記載のヒトアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素配列に
対してその長さにわたり少なくとも８０％または９０％の同一性を有するポリペプチドで
ある、請求項１に記載の単離されたアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素ポリペプチド。
【請求項５】
　配列番号１のアミノ酸残基１～３１、１～１５４、１～１７１、もしくは１～１７４ま
たはその活性断片もしくは変異体から本質的に成る、請求項１に記載の単離されたアスパ
ルチルｔＲＮＡ合成酵素ポリペプチド。
【請求項６】
　請求項１から５のいずれか一項に記載のポリペプチドおよび異種の融合パートナーを含
む融合ポリペプチド。
【請求項７】
　請求項１に記載の少なくとも１つの単離されたアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素ポリペプ
チドを含む二量体または多量体複合体。
【請求項８】
　請求項１から６のいずれか一項に記載のポリペプチドをコードする単離されたポリヌク
レオチドまたはその相補体。
【請求項９】
　請求項８に記載の単離されたポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項１０】
　請求項９に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項８に記載のポリヌクレオチドと特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチド
。
【請求項１２】
　プライマー、プローブ、およびアンチセンスオリゴヌクレオチドから選択される、請求
項１１に記載オリゴヌクレオチド。
【請求項１３】
　請求項１に記載の単離されたＡｓｐＲＳポリペプチド、前記ＡｓｐＲＳポリペプチドの
細胞性結合パートナー、またはその両方に対して結合特異性を示す結合剤。
【請求項１４】
　抗体、その抗原結合断片、ペプチド、ペプチドミメティック、小分子、およびアプタマ
ーから選択される、請求項１３に記載の結合剤。
【請求項１５】
　前記ＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性に拮抗する、請求項１３に記載の結合剤
。
【請求項１６】
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　前記ＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性を刺激する、請求項１３に記載の結合剤
。
【請求項１７】
　試料中のアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）ポリペプチドの存在またはレベ
ルを決定する方法であって、請求項１から６のいずれか一項に記載のＡｓｐＲＳポリペプ
チドに特異的に結合するものまたは結合剤と前記試料を接触させるステップ、前記結合剤
の存在または非存在を検出するステップ、およびそれによって、前記ＡｓｐＲＳポリペプ
チドの存在またはレベルを決定するステップを含む方法。
【請求項１８】
　試料中のアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）ポリペプチドの存在またはレベ
ルを決定する方法であって、請求項１から６のいずれか一項に記載のＡｓｐＲＳポリペプ
チドを特異的に同定することができる分子検出器の中に前記試料を導入するステップ、お
よびそれによって、前記ＡｓｐＲＳポリペプチドの存在またはレベルを決定するステップ
を含む方法。
【請求項１９】
　前記分子検出器は質量分析計（ＭＳ）である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ＡｓｐＲＳタンパク質断片の存在またはレベルをコントロール試料または所定の値
と比較するステップを含む、請求項１７または１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記試料とコントロールを区別するために前記試料の状態を特徴付けるステップを含む
、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記試料およびコントロールは細胞または組織を含み、前記方法は、異なる種の細胞も
しくは組織、異なる組織または器官の細胞、異なる細胞発生段階の細胞、異なる細胞分化
状態の細胞、または健常な細胞および罹患した細胞を区別するステップを含む、請求項２
１に記載の方法。
【請求項２３】
　請求項１から６のいずれか一項に記載のアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）
ポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーの１つもしくは複数に特異的に結合する化
合物を同定する方法であって、ａ）適した条件下で、少なくとも１つの試験化合物と、前
記ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーまたはその両方を組み合わせ
るステップ、およびｂ）前記試験化合物に対する前記ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその
細胞性結合パートナーまたはその両方の結合を検出し、それによって、前記ＡｓｐＲＳポ
リペプチドまたはその細胞性結合パートナーまたはその両方に特異的に結合する化合物を
同定するステップを含む方法。
【請求項２４】
　前記試験化合物は、ポリペプチドもしくはペプチド、抗体もしくはその抗原結合断片、
ペプチドミメティック、または小分子である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記試験化合物は、前記ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーの非
標準的な生物活性を刺激する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記試験化合物は、前記ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーの非
標準的な生物活性に拮抗する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　請求項２３から２６のいずれか一項に記載の方法によって同定される化合物。
【請求項２８】
　生理学的に許容できる担体と、（ｉ）請求項１に記載の単離されたポリペプチド；（ｉ
ｉ）請求項６に記載の融合タンパク質；（ｉｉｉ）請求項７に記載の二量体または多量体
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複合体；（ｉｖ）請求項８に記載の単離されたポリヌクレオチド；（ｖ）請求項９に記載
の発現ベクター；（ｖｉ）請求項１１に記載のオリゴヌクレオチド；（ｖｉｉ）請求項１
３に記載の結合剤；および（ｖｉｉｉ）請求項２７に記載の化合物からなる群から選択さ
れる少なくとも１つの成分とを含む組成物。
【請求項２９】
　細胞または組織を請求項２８の組成物と接触させるステップを含む、細胞の活性を調整
するための方法。
【請求項３０】
　前記細胞の活性は、細胞移動、細胞増殖、アポトーシス、炎症、細胞分化、血管新生、
細胞結合、Ａｋｔを介した細胞シグナル伝達、細胞の代謝、サイトカイン産生、およびｔ
ｏｌｌ様受容体シグナル伝達の調整からなる群から選択される、請求項２９に記載の方法
。
【請求項３１】
　前記細胞の活性はサイトカイン産生である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記サイトカインは、ＩＬ１－β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ４
０、ＭＩＰ１－α、ＭＩＰ－１β、ＧＲＯ－α、ＭＣＰ－１、またはＩＬ－１ｒａのうち
のいずれか１つまたは複数である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記細胞の活性はｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）シグナル伝達である、請求項３１に記載
の方法。
【請求項３４】
　前記ＴＬＲは、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、またはその両方である、請求項３３に記載の方法
。
【請求項３５】
　先天免疫応答を刺激する方法である、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記細胞は被験体中に存在する、請求項２９に記載の方法。
【請求項３７】
　炎症性疾患、自己免疫疾患、新生物性疾患、代謝病、神経学的な疾患、感染症、心血管
疾患、および異常な血管新生と関連する疾患からなる群から選択される状態を治療するた
めの方法であって、治療を必要とする被験体に、請求項２９に記載の組成物を投与するス
テップを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　この出願は、米国特許法§１１９（ｅ）の下、２００９年３月３１日に出願された米国
仮特許出願第６１／１６５，１９４号（これは、その全体が参考として本明細書に援用さ
れる）の利益を主張する。
【０００２】
　配列表に関する記載
　本出願と関連する配列表は、紙のコピーの代わりにテキスト形式で提供され、これによ
って、参照によって本明細書の中に組み込まれる。配列表を含有するテキストファイルの
名称は、１２０１６１＿４１２ＰＣ＿ＳＥＱＵＥＮＣＥ＿ＬＩＳＴＩＮＧ．ｔｘｔである
。テキストファイルは、１３ＫＢであり、２０１０年３月３１日に作成されたものであり
、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して電子的手段により提出されている。
【０００３】
　本発明は、概して、アスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）ポリペプチドの形態
に、そのようなポリペプチドを含む組成物、およびそのようなポリペプチドを使用するた
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めの方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　ｔＲＮＡ分子のアミノアシル化を触媒するアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素は、翻訳のプ
ロセスの間に遺伝情報を解読するのに不可欠である。より高等な真核生物では、アミノア
シルｔＲＮＡ合成酵素は、他のポリペプチドと結合して、超分子多酵素複合体を形成する
。それぞれの真核生物ｔＲＮＡ合成酵素は、ｔＲＮＡ合成酵素の原核生物の対応物と密接
に関係するコア酵素およびコア酵素のアミノ末端またはカルボキシル末端に追加されるさ
らなるドメインからなる。ヒトチロシルｔＲＮＡ合成酵素（ＴｙｒＲＳ）は、例えば、原
核生物およびより下等な真核生物ＴｙｒＲＳ分子の一部ではないカルボキシル末端ドメイ
ンを有する。
【０００５】
　いくつかのアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素は、翻訳へのそれらの関与とは異なる、非標
準的な（ｎｏｎ－ｃａｎｏｎｉｃａｌ）機能を有することが実証されてきた。例えばミニ
チロシルｔＲＮＡ合成酵素（ミニＴｙｒＲＳ）は、アミノ酸残基１～３６４に相当し、多
形核細胞エラスターゼおよびプラスミンによって切断されるＴｙｒＲＳのＮ末端ドメイン
であり、アミノアシルｔＲＮＡ合成酵素「ＡＡＲＳ」多機能サイトカイン様タンパク質お
よびペプチドのメンバーである。インビトロにおいて、ミニＴｙｒＲＳは、好中球活性化
および走化性、内皮細胞増殖および移動（ｍｉｇｒａｔｉｏｎ）を刺激することが示され
、ヒヨコ漿尿膜（ＣＡＭ）およびマウスマトリゲルアッセイにおいて血管新生促進性であ
る。ミニＴｙｒＲＳは、ＩＬ－８などのＣＸＣケモカインのように、そのケモカイン活性
および血管新生活性を与えるＥＬＲモチーフを有する。他のＥＬＲ含有サイトカインのよ
うに、このモチーフの突然変異により、ミニＴｙｒＲＳ結合ならびに白血球および血管新
生の刺激が阻害される。
【０００６】
　さらに、切断型形態またはＴｒｐＲＳは、血管新生特性を有することが実証されてきた
。正常なヒト細胞において、検出することができる２つの形態のＴｒｐＲＳがある：完全
長分子（アミノ酸残基１～４７１）からなる主要な形態および少数の切断型形態。少数の
形態は、プレｍＲＮＡの選択的スプライシングを通してのアミノ末端ドメインの欠失によ
って生成される。ミニＴｒｐＲＳのアミノ末端は、完全長ＴｒｐＲＳ分子の位置４８のメ
チオニン残基であることが決定された。その代わりに、切断型ＴｒｐＲＳは、タンパク質
分解によって生成することができる。例えば、ウシＴｒｐＲＳは、膵臓中で高度に発現さ
れ、膵液の中に分泌され、したがって、切断型ＴｒｐＲＳ分子の産生がもたらされる。さ
らなる研究は、ミニＴｒｐＲＳが、ＶＥＧＦ誘発性の細胞増殖および移動を阻害すること
を示す（非特許文献１）。特に、ヒヨコＣＡＭアッセイは、ミニＴｒｐＲＳが、ＶＥＧＦ
の血管新生活性をブロックすることを示す。対照的に、完全長ＴｒｐＲＳは、血管新生を
阻害しない。したがって、最初の４８アミノ酸残基の除去により、ＴｒｐＲＳの抗血管新
生活性が曝露する。そのため、ＴｙｒＲＳと同様に、ＴｒｐＲＳのある種の形態は、ｔＲ
ＮＡのアミノアシル化以外の活性を有する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｗａｋａｓｕｇｉら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．
（２００２年）９９巻：１７３～１７７頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　非標準的で、治療上適切な活性に関連する、ＴｙｒＲＳおよびＴｒｐＲＳの代替形態の
これらの知見を考慮すれば、タンパク質のこのファミリーの十分な治療上の可能性を活用
するために、他のアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素タンパク質の生物学的に適切な形態およ
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び／または活性を同定する必要性がある。したがって、本発明は、これらの必要性を検討
し、他の関係する利点を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、ある種のアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）ポリペプチドが、治
療上関連性の非標準的な生物活性を有するという発見に由来する。そのため、一態様によ
れば、本発明は、少なくとも１つの非標準的な生物活性を有する、単離されたＡｓｐＲＳ
ポリペプチド、ならびに前述の非標準的な活性を実質的に保持するその活性断片および変
異体を提供する。本明細書において使用される「非標準的な」活性」は、アミノアシル化
以外の、より具体的には、ｔＲＮＡＡｓｐ分子上へのアスパラギン酸の付加以外の、本発
明のＡｓｐＲＳポリペプチドが有する活性を一般に指す。本明細書において詳述されるよ
うに、ある実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドによって示される非標準的な
生物活性は、細胞増殖の調整、アポトーシスの調整、炎症の調整、細胞分化の調整、血管
新生の調整、細胞結合の調整、Ａｋｔを介した細胞シグナル伝達の調整、細胞の代謝の調
整、サイトカイン産生または活性の調整、ｔｏｌｌ様受容体シグナル伝達の調整などを含
み得るが、これらに限定されない。
【００１０】
　ある実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、完全長哺乳類ＡｓｐＲＳタン
パク質の隣接断片である。より特定の実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、配列番
号１に記載のヒトＡｓｐＲＳタンパク質配列の隣接断片である。説明として、断片は、本
質的に、任意の長さであってもよい、ただし、それらが、完全長ではないことを条件とし
、さらに、それらが、対象の少なくとも１つの非標準的な生物活性を保持することを条件
とする。ある例示的な実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、長さが、約２
０～５０、２０～１００、２０～２００、２０～３００、２０～４００、または２０～５
００のアミノ酸のサイズの範囲にわたるであろう。他の実施形態では、本発明のＡｓｐＲ
Ｓポリペプチドは、長さが、約５０～１００、５０～２００、５０～３００、５０～４０
０、または５０～５００のアミノ酸のサイズの範囲にわたるであろう。他の実施形態では
、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、長さが、約１００～２００、１００～３００、１
００～４００、または１００～５００のアミノ酸のサイズの範囲にわたるであろう。さら
なる他の例示的な実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、長さが、約２００
～３００、２００～４００、または２００～５００のアミノ酸のサイズの範囲にわたるで
あろう。
【００１１】
　本発明のさらなる実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、配列番号１に記載のヒト
ＡｓｐＲＳタンパク質配列などのＡｓｐＲＳタンパク質配列の断片の活性変異体（つまり
、対象の少なくとも１つの非標準的な生物活性を保持する）を含む。より特定の実施形態
では、活性変異体は、配列番号１に記載のヒトアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素配列に対し
てその全長にわたり少なくとも７０％、８０％、９０％、９５％、または９９％の同一性
を有するポリペプチドである。
【００１２】
　本発明の他の実施形態は、天然に存在するかまたは天然に存在しないに関わらず、１つ
または複数の非標準的な活性を有するＡｓｐＲＳスプライス変異体および点突然変異体を
提供する。ある実施形態では、ＡｓｐＲＳは、両親媒性のヘリックスドメインを含む。
【００１３】
　本発明のより特定の実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、アミノ酸残基１～１５
４、１～１７１、１～１７４、１～３１、３９９～４２５、４１３～４７６、もしくは３
９７～４２５から本質的に成る、配列番号１のヒトＡｓｐＲＳ配列の断片または対象の少
なくとも１つの非標準的な生物活性を実質的に保持するその活性断片もしくは変異体を含
む。
【００１４】
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　他の特定の実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、ＮＣＢＩ受託番号ＮＰ００１３
４０に記載のポリペプチドではない。
【００１５】
　本発明の他の態様によれば、本明細書に記載の少なくとも１つのＡｓｐＲＳポリペプチ
ドおよび異種の融合パートナーを含む融合タンパク質が提供される。
【００１６】
　本発明の他の態様によれば、本明細書に記載のポリペプチドおよび融合タンパク質をコ
ードする単離されたポリヌクレオチドならびにそのようなポリヌクレオチドを含む発現ベ
クターおよびそのような発現ベクターを含む宿主細胞が提供される。ＡｓｐＲＳポリヌク
レオチドと特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドも含まれる。ある実施形態で
は、オリゴヌクレオチドは、プライマー、プローブ、またはアンチセンスオリゴヌクレオ
チドである。他の実施形態は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドを標的とするＲＮＡｉ作用物
質に関する。
【００１７】
　本発明の他の態様によれば、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドに対して結合特異性を有
する結合剤（ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）（例えば抗体およびその抗原結合断片）また
はその細胞性結合パートナーのうちの１つが提供される。ある実施形態では、結合剤は、
抗体、その抗原結合断片、ペプチド、ペプチドミメティック、小分子、またはアプタマー
である。いくつかの実施形態では、結合剤は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性
に拮抗する。他の実施形態では、結合剤は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性を
刺激する（ａｇｏｎｉｚｅ）。
【００１８】
　本発明の他の態様によれば、組成物、例えば、生理学的に許容できる担体および本明細
書に記載の、本発明の単離されたポリペプチド、融合タンパク質、抗体などの結合剤、単
離されたポリヌクレオチド、発現ベクター、宿主細胞などのうちの少なくとも１つを含む
医薬組成物が提供される。
【００１９】
　ある実施形態は、試料中のＡｓｐＲＳポリペプチドの存在またはレベルを決定する方法
であって、本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリペプチドに特異的に結合するものまたは結合
剤と試料を接触させるステップ、結合剤の存在または非存在を検出するステップ、および
それによって、ＡｓｐＲＳポリペプチドの存在またはレベルを決定するステップを含む方
法に関する。ある実施形態は、試料中のＡｓｐＲＳポリペプチドの存在またはレベルを決
定する方法であって、本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリペプチドを特異的に同定すること
ができる分子検出器の中に試料を導入するステップ、およびそれによって、ＡｓｐＲＳポ
リペプチドの存在またはレベルを決定するステップを含む方法を含む。特定の実施形態で
は、分子検出器は、質量分析計（ＭＳ）である。ある実施形態は、ＡｓｐＲＳタンパク質
断片の存在またはレベルをコントロール試料または所定の値と比較することを含む。いく
つかの実施形態は、それとコントロールを区別するために試料の状態を特徴付けることを
含む。特定の実施形態では、試料およびコントロールは、細胞または組織を含み、方法は
、異なる種の細胞もしくは組織、異なる組織もしくは器官の細胞、異なる細胞発生段階の
細胞、異なる細胞分化状態の細胞、または健常な細胞および罹患した細胞を区別するステ
ップを含む。
【００２０】
　ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーの１つもしくは複数に特異的
に結合する化合物を同定する方法であって、ａ）適した条件下で、少なくとも１つの試験
化合物と、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーまたはその両方を組
み合わせるステップ、およびｂ）試験化合物に対するＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその
細胞性結合パートナーまたはその両方の結合を検出し、それによって、ＡｓｐＲＳポリペ
プチドまたはその細胞性結合パートナーまたはその両方に特異的に結合する化合物を同定
するステップを含む方法も含まれる。ある実施形態では、試験化合物は、ポリペプチドも
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しくはペプチド、抗体もしくはその抗原結合断片、ペプチドミメティック、または小分子
である。いくつかの実施形態では、試験化合物は、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細
胞性結合パートナーの非標準的な生物活性を刺激する。他の実施形態では、試験化合物は
、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその細胞性結合パートナーの非標準的な生物活性に拮抗
する。本明細書において提供される方法のうちのいずれかによって同定される化合物も含
まれる。
【００２１】
　他の態様において、本発明は、本明細書に記載のように、細胞または組織を本発明の組
成物と接触させることによって、細胞の活性を調整するための方法であって、調整される
細胞の活性は、細胞移動、細胞増殖、アポトーシス、炎症、細胞分化、血管新生、細胞結
合、Ａｋｔを介した細胞シグナル伝達、細胞の代謝、サイトカイン産生、およびｔｏｌｌ
様受容体シグナル伝達の調整などからなる群から選択される方法も提供する。ある実施形
態では、細胞の活性は、サイトカイン産生である。特定の実施形態では、サイトカインは
、ＩＬ１－β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ４０、ＭＩＰ１－α、Ｍ
ＩＰ－１β、ＧＲＯ－α、ＭＣＰ－１、またはＩＬ－１ｒａのうちのいずれか１つまたは
複数である。いくつかの実施形態では、細胞の活性は、ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）シグ
ナル伝達である。特定の実施形態では、ＴＬＲは、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、またはその両方
である。ある実施形態は、先天免疫応答を刺激する方法を含む。いくつかの実施形態では
、細胞は、被験体中に存在する。
【００２２】
　他の態様では、本発明は、本発明による組成物を投与することによって、治療を必要と
する被験体において、疾患、障害、または他の状態を治療するための方法を提供する。例
示として、そのような疾患、障害、または状態は、炎症性疾患、自己免疫疾患、新生物性
疾患（例えば癌）、代謝病、神経学的な疾患、感染症、心血管疾患、および異常な血管新
生と関連する疾患を含み得るが、これらに限定されない。
【００２３】
　配列識別子の簡単な説明
　配列番号１は、ヒトアスパルチルｔＲＮＡ合成酵素（ＡｓｐＲＳ）の完全長アミノ酸配
列である。
【００２４】
　配列番号２は、配列番号１のＡｓｐＲＳポリペプチドをコードする核酸配列である。
【００２５】
　配列番号３は、３２アミノ酸ヒトＡｓｐＲＳペプチドのアミノ酸配列である。
【００２６】
　配列番号４は、３２アミノ酸ラットＡｓｐＲＳペプチドのアミノ酸配列である。
【００２７】
　配列番号５は、ＡｓｐＲＳ両親媒性ヘリックスの正電荷残基のコンセンサス配列である
。
【００２８】
　配列番号６は、Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ　ｍｏｓｑｕｉｔｏ　ＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリック
スの一部のアミノ酸配列である。
【００２９】
　配列番号７は、シカダニＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である。
【００３０】
　配列番号８は、フクロウカサガイ（ｏｗｌ　ｌｉｍｐｅｔ）ＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリッ
クスの一部のアミノ酸配列である。
【００３１】
　配列番号９は、ヒル（ｌｅａｃｈ）ＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配
列である。
【００３２】
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　配列番号１０は、ツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）ＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部
のアミノ酸配列である。
【００３３】
　配列番号１１は、ニホンフグＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列であ
る。
【００３４】
　配列番号１２は、ミドリフグＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列であ
る。
【００３５】
　配列番号１３は、トゲウオＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である
。
【００３６】
　配列番号１４は、ニワトリＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である
。
【００３７】
　配列番号１５は、ウシＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である。
【００３８】
　配列番号１６は、ラットＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である。
【００３９】
　配列番号１７は、マウスＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である。
【００４０】
　配列番号１８は、ロックハイラックスＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸
配列である。
【００４１】
　配列番号１９は、オポッサムＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列であ
る。
【００４２】
　配列番号２０は、メガネザルＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列であ
る。
【００４３】
　配列番号２１は、オランウータンＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列
である。
【００４４】
　配列番号２２は、チンパンジーＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列で
ある。
【００４５】
　配列番号２３は、ヒトＡｓｐＲＳ　Ｎ末端ヘリックスの一部のアミノ酸配列である。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１Ａ～１Ｄは、ＡｓｐＲＳ（配列番号１）の（Ａ）ドメイン構造および（Ｂ）
アミノ酸配列を示す図である。（ＣおよびＤ）は、ヒト好中球エラスターゼを用いる完全
長ＡｓｐＲＳタンパク質のタンパク質分解制御によって生成される、ＡｓｐＲＳの断片の
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離を示す図である。図１Ｃは、完全長ＡｓｐＲＳおよびＰＭＮエラス
ターゼを用いる消化を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル、４～１２％ＭＯＰＳである。図１Ｄは
、完全長ＡｓｐＲＳおよびＰＭＮエラスターゼを用いる消化を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル
、１２％ＭＥＳである。
【図２】図２Ａ～２Ｂは、本発明のＡｓｐＲＳ（ＤＲＳとも言われる）断片を用いて処理
された内皮細胞（ｂＡＥＣ）におけるＡｋｔの活性化を示す図である。図２Ａは、エラス
ターゼ生成ＡｓｐＲＳ断片のプールを用いる処理によって誘発されたＡｋｔのリン酸化を
示し、図２Ｂは、ＡｓｐＲＳの切断プールによるＡｋｔリン酸化の時間経過を示す。



(10) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

【図３】図３は、完全長ＡｓｐＲＳ（ＤＲＳ）またはポジティブコントロールである内皮
単球活性化ポリペプチドＩＩ（ＥＭＡＰ）を用いて処理されたＰＢＭＣによるＴＮＦ－α
分泌と比較した、本発明のＡｓｐＲＳ断片、Ｄ１を用いて処理された、末梢血単核細胞（
ＰＢＭＣ）によるＴＮＦ－αの分泌の増加を示す図である。ＰＢＭＣは、Ｄ１、ＤＲＳ、
またはＥＭＡＰ　ＩＩタンパク質を用いて２４時間処理し、ＴＮＦ－α分泌についてアッ
セイした。
【図４】図４は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１を用いるＰＢＭＣの処理後に分泌される例示的なサ
イトカインを示す図である。ＰＢＭＣは、２４時間処理し、２７の異なるサイトカインの
分泌についてアッセイし、ＩＬ１－β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ
４０、ＭＩＰ１－α、ＭＩＰ－１β、ＧＲＯ－α、ＭＣＰ－１、およびＩＬ－１ｒａの分
泌を増加させることがわかった。
【図５】図５は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１が細胞型特異的に単球を活性化することを示す図で
ある。ＰＢＭＣは、ネガティブコントロールとしてのＰＢＳ、ポジティブコントロールと
してのＰＨＡ、およびＡｓｐＲＳ断片Ｄ１を用いて２４時間処理し、単球およびリンパ球
上の活性化の細胞表面マーカーを検出するためにアッセイした。
【図６】図６は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１が、単球（例えばＴＨＰ－１）およびマクロファー
ジ（例えばＲＡＷ　２６７．７）細胞株からのＴＮＦ－αの分泌を誘発することを示す図
である。
【図７】図７は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１が、マクロファージ細胞株の走化性を誘発すること
を示す図である。図７Ａは、ｂｏｕｄｉｎチャンバーを使用して細胞移動をアッセイする
ための実験装置を示し、図１Ｂは、ＲＡＷ　２６４．７マクロファージ細胞が、Ｄ１断片
に向かって用量依存的に移動することを示す。
【図８】図８は、ＴＨＰ－１単球においてＡｓｐＲＳ断片Ｄ１によって媒介されるＴＮＦ
－α分泌が、ＰＩ３キナーゼシグナル伝達の阻害剤（ＬＹ２９４０２２）によってではな
く、ＭＡＰキナーゼシグナル伝達経路における主要成分であるＭＥＫ（ＵＯ１２６）の阻
害剤によって阻害されることを示す図である。ＬＰＳは、ポジティブコントロールとして
使用され、その活性は、両方の阻害剤によってブロックされる。
【図９】図９は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１が、ＶＥＧＦ誘発性の血管新生を阻害することを示
す図である。ＶＥＧＦと組み合わせたＰＢＳ、スーテント、またはＤ１断片を含有するマ
トリゲル溶液を、マウスの中に注入し、マトリゲルプラグの中への新たな血管浸潤につい
て分析した。
【図１０】図１０は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１のＮ末端領域がそのサイトカイン活性を担うこ
とを示唆する実験の結果を示す図である。Ｄ１のＮ末端上の６×ｈｉｓアフィニティータ
グの存在により、Ｄ１のＣ末端と比較して、断片のＴＮＦ－α分泌活性が低下する。
【図１１】図１１は、ＡｓｐＲＳ断片Ｄ１が、そのＮ末端に、哺乳類特異的３２アミノ酸
配列を含有することを示す図である。配列番号３は、ヒトＡｓｐＲＳ　３２アミノ酸ペプ
チドであり、配列番号４は、ラットＡｓｐＲＳ　３２アミノ酸ペプチドである。哺乳類Ａ
ｓｐＲＳのＮ末端にのみ見つけられ、酵母ＡｓｐＲＳ中に見つけられない３２アミノ酸ペ
プチドは、標準的なｔＲＮＡ合成酵素活性に不要であり、推定上のヘリックスを含有する
ことが予測される（Ｊａｃｏｂｏ－ＭｏｌｉｎａおよびＹａｎｇ（１９８９年）；ならび
にＥｓｃａｌａｎｔｅおよびＹａｎｇ，　ＪＢＣ（１９９２年）を参照されたい）。
【図１２－１】図１２は、ヒトＡｓｐＲＳ断片Ｄ１の同定、進化、および結晶化を示す図
である。図１２Ａは、ＲＡＷ２６４．７マウスマクロファージがＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析に
かけられるステップを示し、タンパク質バンドを切り取り、ＬＣ　ＭＳ／ＭＳによって分
析し、ＡｓｐＲＳのＮ末端断片は、Ｄ１として同定された。図１２Ｂは、ＡｓｐＲＳの追
加のＮ末端が進化したドメインであることを示す。図１２Ｃは、１．９Ａの分解能まで解
析した完全長二量体ヒトＡｓｐＲＳの結晶構造を示す；Ｎ末端ｔＲＮＡアンチコドン結合
ドメイン、アミノアシル化ドメイン、およびＤ１断片およびアミノアシル化ドメインをつ
なぐ３０アミノ酸リンカーが示される。
【図１２－２】図１２は、ヒトＡｓｐＲＳ断片Ｄ１の同定、進化、および結晶化を示す図
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である。図１２Ａは、ＲＡＷ２６４．７マウスマクロファージがＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析に
かけられるステップを示し、タンパク質バンドを切り取り、ＬＣ　ＭＳ／ＭＳによって分
析し、ＡｓｐＲＳのＮ末端断片は、Ｄ１として同定された。図１２Ｂは、ＡｓｐＲＳの追
加のＮ末端が進化したドメインであることを示す。図１２Ｃは、１．９Ａの分解能まで解
析した完全長二量体ヒトＡｓｐＲＳの結晶構造を示す；Ｎ末端ｔＲＮＡアンチコドン結合
ドメイン、アミノアシル化ドメイン、およびＤ１断片およびアミノアシル化ドメインをつ
なぐ３０アミノ酸リンカーが示される。
【図１３】図１３は、Ｄ１が、インビボおよびインビトロにおいて炎症促進性および抗炎
症性サイトカイン分泌を誘発することを示す図である。図１３Ａは、１０ｍｇ／ｋｇ　Ｄ
１を静脈内に注射したマウスからのインビボにおけるＴＮＦ－αおよびＩＬ－１０の血清
レベルを示す。マウスは、６時間までに直ちに除去される、２時間後のＴＮＦ－αの増加
を示し、一方、ＩＬ－１０レベルは増加し続ける。図１３Ｂは、それぞれ、４＆２４時間
後の、ＰＢＭＣからの、インビトロにおけるＴＮＦ－α＆ＩＬ－１０の放出を示す。細胞
は、完全長ＡｓｐＲＳ（２５０ｎＭ）ではなくＤ１（２５０ｎＭ）処理で増加を示し、Ｌ
ＰＳ（１０ＥＵ）も、強いＴＮＦ－α応答を示す。図１３Ｃにおけるフローサイトメトリ
ー分析は、初代単球の８３％および全リンパ球集団の１４％へのＤ１結合を示す。初代リ
ンパ球内では、Ｄ１は、ＣＤ１９＋Ｂ細胞の７６％に結合する。
【図１４Ａ】図１４は、Ｄ１が、ｔｏｌｌ様受容体２および４（ＴＬＲ２およびＴＬＲ４
）を介してＮＦ－ｋＢを活性化することを示す図である。図１４Ａは、Ｄ１が、ＲＡＷ２
６４．７マウスマクロファージにおいてＮＦ－ｋＢを活性化することを示し、ＮＦ－κＢ
誘発性分泌胚アルカリホスファターゼレポーター遺伝子をコードするＲＡＷ－Ｂｌｕｅ細
胞は、ＡｓｐＲＳによる活性化の欠如と比較して、Ｄ１で、ＮＦ－κＢの用量依存的な活
性化を示した。図１４Ｂにおいて示されるように、Ｄ１（１μＭ）は、ＴＬＲ２およびＴ
ＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ２９３細胞の両方を活性化するのに対して、ＡｓｐＲＳ（１
μＭ）は、活性を示さなかった；ＮＦ－κＢ誘発性レポーターと共にＴＬＲ２またはＴＬ
Ｒ４を発現する、安定してトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞は、Ｄ１が、ＮＦ－
κＢ活性化を誘発することができることを実証した。図１４Ｃにおいて、フローサイトメ
トリーは、Ｄ１が、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ細胞に結合するが、コ
ントロール細胞に結合しないことを示す。
【図１４Ｂ】図１４は、Ｄ１が、ｔｏｌｌ様受容体２および４（ＴＬＲ２およびＴＬＲ４
）を介してＮＦ－ｋＢを活性化することを示す図である。図１４Ａは、Ｄ１が、ＲＡＷ２
６４．７マウスマクロファージにおいてＮＦ－ｋＢを活性化することを示し、ＮＦ－κＢ
誘発性分泌胚アルカリホスファターゼレポーター遺伝子をコードするＲＡＷ－Ｂｌｕｅ細
胞は、ＡｓｐＲＳによる活性化の欠如と比較して、Ｄ１で、ＮＦ－κＢの用量依存的な活
性化を示した。図１４Ｂにおいて示されるように、Ｄ１（１μＭ）は、ＴＬＲ２およびＴ
ＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ２９３細胞の両方を活性化するのに対して、ＡｓｐＲＳ（１
μＭ）は、活性を示さなかった；ＮＦ－κＢ誘発性レポーターと共にＴＬＲ２またはＴＬ
Ｒ４を発現する、安定してトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞は、Ｄ１が、ＮＦ－
κＢ活性化を誘発することができることを実証した。図１４Ｃにおいて、フローサイトメ
トリーは、Ｄ１が、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ細胞に結合するが、コ
ントロール細胞に結合しないことを示す。
【図１４Ｃ】図１４は、Ｄ１が、ｔｏｌｌ様受容体２および４（ＴＬＲ２およびＴＬＲ４
）を介してＮＦ－ｋＢを活性化することを示す図である。図１４Ａは、Ｄ１が、ＲＡＷ２
６４．７マウスマクロファージにおいてＮＦ－ｋＢを活性化することを示し、ＮＦ－κＢ
誘発性分泌胚アルカリホスファターゼレポーター遺伝子をコードするＲＡＷ－Ｂｌｕｅ細
胞は、ＡｓｐＲＳによる活性化の欠如と比較して、Ｄ１で、ＮＦ－κＢの用量依存的な活
性化を示した。図１４Ｂにおいて示されるように、Ｄ１（１μＭ）は、ＴＬＲ２およびＴ
ＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ２９３細胞の両方を活性化するのに対して、ＡｓｐＲＳ（１
μＭ）は、活性を示さなかった；ＮＦ－κＢ誘発性レポーターと共にＴＬＲ２またはＴＬ
Ｒ４を発現する、安定してトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞は、Ｄ１が、ＮＦ－
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κＢ活性化を誘発することができることを実証した。図１４Ｃにおいて、フローサイトメ
トリーは、Ｄ１が、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を過剰発現するＨＥＫ細胞に結合するが、コ
ントロール細胞に結合しないことを示す。
【図１５－１】図１５は、部分的にＮ末端両親媒性ヘリックスに関するＤ１活性の特徴づ
けを示す。図１５Ａにおけるヘリカルホイールは、ヒトＡｓｐＲＳのＮ末端を表し、両親
媒性ヘリックスを示す。図１５Ｂにおけるアライメント（上から下に配列番号６～２３）
は、Ｎ末端ヘリックスを考慮して設計された２つのＤ１突然変異体；負電荷残基を中和す
るための３アラニン（ＡＡＡ）突然変異および酵母配列を示す部分的電荷逆転突然変異体
（ＳＫＫ）を示す。図１５Ｃは、完全長ＡｓｐＲＳ（５０ｎＭ）またはΔ２２突然変異体
（５０ｎＭ）ではなく、Ｄ１（５０ｎＭ）での、２４処理後の、ＰＢＭＣからのインビト
ロにおけるＴＮＦ－α＆ＩＬ－１０の放出における増加を示し、電荷突然変異体（ＡＡＡ
およびＳＫＫ）も活性の減少を示す。図１５Ｄは、どのようにＤ１が、マクロファージ細
胞から放出され、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４の受容体を介して単球、Ｔ細胞、およびＢ細胞
に結合して、ＴＮＦ－α放出の初期炎症促進性応答、その後に続くＩＬ－１０放出の抗炎
症性応答を誘発することができるのかを示す。
【図１５－２】図１５は、部分的にＮ末端両親媒性ヘリックスに関するＤ１活性の特徴づ
けを示す。図１５Ａにおけるヘリカルホイールは、ヒトＡｓｐＲＳのＮ末端を表し、両親
媒性ヘリックスを示す。図１５Ｂにおけるアライメント（上から下に配列番号６～２３）
は、Ｎ末端ヘリックスを考慮して設計された２つのＤ１突然変異体；負電荷残基を中和す
るための３アラニン（ＡＡＡ）突然変異および酵母配列を示す部分的電荷逆転突然変異体
（ＳＫＫ）を示す。図１５Ｃは、完全長ＡｓｐＲＳ（５０ｎＭ）またはΔ２２突然変異体
（５０ｎＭ）ではなく、Ｄ１（５０ｎＭ）での、２４処理後の、ＰＢＭＣからのインビト
ロにおけるＴＮＦ－α＆ＩＬ－１０の放出における増加を示し、電荷突然変異体（ＡＡＡ
およびＳＫＫ）も活性の減少を示す。図１５Ｄは、どのようにＤ１が、マクロファージ細
胞から放出され、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４の受容体を介して単球、Ｔ細胞、およびＢ細胞
に結合して、ＴＮＦ－α放出の初期炎症促進性応答、その後に続くＩＬ－１０放出の抗炎
症性応答を誘発することができるのかを示す。
【図１５－３】図１５は、部分的にＮ末端両親媒性ヘリックスに関するＤ１活性の特徴づ
けを示す。図１５Ａにおけるヘリカルホイールは、ヒトＡｓｐＲＳのＮ末端を表し、両親
媒性ヘリックスを示す。図１５Ｂにおけるアライメント（上から下に配列番号６～２３）
は、Ｎ末端ヘリックスを考慮して設計された２つのＤ１突然変異体；負電荷残基を中和す
るための３アラニン（ＡＡＡ）突然変異および酵母配列を示す部分的電荷逆転突然変異体
（ＳＫＫ）を示す。図１５Ｃは、完全長ＡｓｐＲＳ（５０ｎＭ）またはΔ２２突然変異体
（５０ｎＭ）ではなく、Ｄ１（５０ｎＭ）での、２４処理後の、ＰＢＭＣからのインビト
ロにおけるＴＮＦ－α＆ＩＬ－１０の放出における増加を示し、電荷突然変異体（ＡＡＡ
およびＳＫＫ）も活性の減少を示す。図１５Ｄは、どのようにＤ１が、マクロファージ細
胞から放出され、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４の受容体を介して単球、Ｔ細胞、およびＢ細胞
に結合して、ＴＮＦ－α放出の初期炎症促進性応答、その後に続くＩＬ－１０放出の抗炎
症性応答を誘発することができるのかを示す。
【図１６】図１６は、Ｄ１活性が内毒素混入によらないことを示す図である。図１６Ａに
おいて、哺乳類発現Ｄ１が、末梢血単核細胞においてサイトカイン分泌を誘発する。Ｄ１
は、ＨＥＫ２９３細胞において通常の分泌配列と共に発現された。分泌されたＤ１を含有
する条件培地は、収集し、濃縮し、ＰＢＭＣと共にインキュベートした；Ｄ１含有培地は
、偽トランスフェクト培地において観察されなかったＴＮＦ－α放出を誘発した。図１６
Ｂにおいて示されるように、Ｄ１活性は、内毒素混入と無関係であり、Ｄ１サイトカイン
放出は、内毒素の失活剤であるポリミキシンＢの存在下において不変であったのに対して
、リポ多糖（ＬＰＳ）は完全に阻害された。図１６Ｃは、プロテイナーゼＫによるＤ１消
化がＰＢＭＣサイトカイン刺激能力を消滅させることを示す。Ｄ１は、プロテイナーゼＫ
を用いる一晩の処理によって完全に消化され、消化されたＤ１をＰＢＭＣに追加し、ＴＮ
Ｆ－α分泌をＥＬＩＳＡによって測定した。
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【発明を実施するための形態】
【００４７】
　本発明の実施には、それと反対に明確に示されない限り、多くが例示の目的で下記に記
載される、分子生物学の通常の方法および当技術分野の技術の範囲内の組換えＤＮＡ技術
を利用するであろう。そのような技術は、文献において十分に説明されている。例えばＳ
ａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ（第２版，１９８９年）；Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８２年）；ＤＮＡ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、第Ｉ＆ＩＩ巻（Ｄ．　Ｇ
ｌｏｖｅｒ編）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｎ．　Ｇａｉ
ｔ編、１９８４年）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．　
Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ編、１９８５年）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．　Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ編、
１９８４年）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、
１９８６年）；Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ（Ｂ．　Ｐｅｒｂａｌ編、１９８４年）を参照されたい。
【００４８】
　本明細書において引用される刊行物、特許、および特許出願はすべて、それらの全体が
参照によって本明細書に組み込まれる。
【００４９】
　定義
　その他に定義されない限り、本明細書において使用される技術用語および科学用語はす
べて、当業者らによって一般に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記載のも
のに類似し、または等価である任意の方法および材料を本発明の実施または試験において
使用することができるが、好ましい方法および材料が記載される。本発明の目的のために
、以下の用語が下記に定義される。
【００５０】
　本明細書および添付される請求項において使用されるように、単数形「１つの（ａ）」
「１つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」は、内容が明白に規定しない限り、複数
形の指示を含む。例として、「要素」は、１つの要素または１つを超える要素を意味する
。
【００５１】
　「約」によって、参照の数量、レベル、値、数、頻度、百分率、寸法、サイズ、量、重
量、または長さに対して３０、２５、２０、２５、１０、９、８、７、６、５、４、３、
２、または１％までも変動する数量、レベル、値、数、頻度、百分率、寸法、サイズ、量
、重量、または長さを意味する。
【００５２】
　「アゴニスト」は、ＡｓｐＲＳの非標準的な生物活性を強化または模倣する分子を指す
。アゴニストは、ＡｓｐＲＳもしくはその結合パートナーと直接相互作用することによっ
てまたはＡｓｐＲＳが関与する生物学的経路の成分に作用することによってＡｓｐＲＳの
活性を調整するタンパク質、核酸、炭水化物、小分子、または任意の他の化合物もしくは
組成物を含んでいてもよい。部分的なおよび完全なアゴニストが含まれる。
【００５３】
　用語「アンタゴニスト」は、ＡｓｐＲＳの非標準的な生物活性を阻害または減弱する分
子を指す。アンタゴニストは、ＡｓｐＲＳもしくはその結合パートナーと直接相互作用す
ることによってまたはＡｓｐＲＳが関与する生物学的経路の成分に作用することによって
ＡｓｐＲＳまたはその結合パートナーの活性を調整する、抗体などのタンパク質、核酸、
炭水化物、小分子、または任意の他の化合物もしくは組成物を含んでいてもよい。部分的
なおよび完全なアンタゴニストが含まれる。
【００５４】
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　「コード配列」によって、遺伝子のポリペプチド産物についての遺伝暗号に寄与する任
意の核酸配列を意味する。対照的に、用語「非コード配列」は、遺伝子のポリペプチド産
物についての遺伝暗号に寄与しない任意の核酸配列を指す。
【００５５】
　本明細書の全体にわたって、文脈がその他に定めない限り、単語「含む（ｃｏｍｐｒｉ
ｓｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」
は、任意の他のステップまたは要素もしくはステップもしくは要素の群の排除ではなく、
指定されるステップもしくは要素またはステップもしくは要素の群の包含を暗示するよう
に理解されるであろう。
【００５６】
　「からなる」によって、語句「からなる」に続くいかなるものも含み、それに限定され
ることを意味する。したがって、語句「からなる」は、列挙される要素が必要とされるま
たは必須であり、他の要素が存在しなくてもよいことを示す。「から本質的に成る」によ
って、語句の後に列挙されるあらゆる要素を含み、列挙される要素についての開示におい
て指定される活性または作用に干渉しないまたは寄与しない他の要素に限定されることを
意味する。したがって、語句「から本質的に成る」は、列挙される要素が必要とされるま
たは必須であるが、他の要素は、随意であり、列挙される要素の活性または作用に実質的
に影響を与えるかどうかに依存して存在しても存在しなくてもよいことを示す。
【００５７】
　本明細書において使用されるように、用語「機能」および「機能的な」などは、生物学
的な、酵素の、または治療上の機能を指す。
【００５８】
　「遺伝子」によって、染色体上の特定の遺伝子座を占め、転写および／もしくは翻訳調
節配列ならびに／またはコード領域ならびに／または非翻訳配列（つまりイントロン、５
’および３’非翻訳配列）からなる、遺伝の単位を意味する。
【００５９】
　「相同性」は、同一であるまたは保存的置換と見なされるアミノ酸の百分率数を指す。
相同性は、参照によって本明細書において組み込まれるＧＡＰなどの配列比較プログラム
を使用して決定されてもよい（Ｄｅｖｅｒａｕｘら、１９８４年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ１２巻、３８７～３９５頁）。このように、本明細書に記載の
ものに類似し、またはそれと実質的に異なる長さの配列は、アライメントの中へのギャッ
プの挿入によって比較することができ、そのようなギャップは、例えば、ＧＡＰによって
使用される比較アルゴリズムによって決定される。
【００６０】
　用語「宿主細胞」は、本発明の任意の組換えベクター（複数可）または単離されたポリ
ヌクレオチドのレシピエントとすることができるまたはレシピエントである個々の細胞ま
たは細胞培養物を含む。宿主細胞は、単一の宿主細胞の子孫を含み、子孫は、自然の、偶
発的な、または故意の突然変異および／または変化により、元々の親細胞と必ずしも、完
全に同一でなくてもよい（形態または全ＤＮＡ相補体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）が）。宿
主細胞は、本発明の組換えベクターまたはポリヌクレオチドを用いてインビボにおいてま
たはインビトロにおいてトランスフェクトされたまたは感染させた細胞を含む。本発明の
組換えベクターを含む宿主細胞は、組換え宿主細胞である。
【００６１】
　「単離された」によって、その天然の状態において通常それに付随する成分が実質的に
または本質的にない材料を意味する。例えば、「単離されたポリヌクレオチド」は、本明
細書において使用されるように、その天然に存在する状態においてその側面に位置する配
列から精製されたポリヌクレオチド例えば、断片に通常近接する配列から取り出されたＤ
ＮＡ断片を含む。その代わりに、「単離されたペプチド」または「単離されたポリペプチ
ド」などは、本明細書において使用されるように、その自然の細胞環境からのおよび細胞
の他の成分との関連からのペプチド分子またはポリペプチド分子のインビトロにおける単
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離および／または精製を含む、つまり、それは、インビボにおける物質と有意に関連して
いない。
【００６２】
　本明細書において使用される用語「ｍＲＮＡ」または時に称される「ｍＲＮＡ転写物」
は、プレｍＲＮＡ転写物（複数可）、転写プロセシング中間体、１つもしくは複数の遺伝
子の翻訳および転写の準備ができている成熟ｍＲＮＡ（複数可）、またはｍＲＮＡ転写物
（複数可）に由来する核酸を含むが、これらに限定されない。転写プロセシングは、スプ
ライシング、エディティング、および分解を含んでいてもよい。本明細書において使用さ
れるように、ｍＲＮＡ転写物に由来する核酸は、ｍＲＮＡ転写物またはそのサブ配列が最
終的に鋳型としてその合成に役立つ核酸を指す。ｍＲＮＡから逆転写されたｃＤＮＡ、そ
のｃＤＮＡから転写されたＲＮＡ、ｃＤＮＡから増幅されたＤＮＡ、増幅されたＤＮＡか
ら転写されたＲＮＡなどはすべて、ｍＲＮＡ転写物に由来し、そのような由来産物の検出
は、試料中の元々の転写物の存在および／または存在量を示す。したがって、ｍＲＮＡ由
来の試料は、（１つまたは複数の）遺伝子のｍＲＮＡ転写物、ｍＲＮＡから逆転写された
ｃＤＮＡ、ｃＤＮＡから転写されたｃＲＮＡ、遺伝子から増幅されたＤＮＡ、増幅された
ＤＮＡから転写されたＲＮＡなどを含むが、これらに限定されない。
【００６３】
　本明細書において使用される「非標準的な」活性は、一般に、アミノアシル化以外の、
より具体的にはその関係のあるｔＲＮＡ分子上へのその関係のあるアミノ酸の追加以外の
、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドが有する活性を指す。非標準的な活性の非限定的な例
は、ＲＮＡ結合、アミノ酸結合、細胞増殖の調整、細胞移動の調整、細胞分化（例えば造
血）の調整、アポトーシスまたは細胞死の他の形態の調整、細胞シグナル伝達の調整、血
管新生の調整、細胞結合の調整、細胞の代謝の調整、サイトカイン産生または活性の調整
、サイトカイン受容体活性の調整、炎症の調整などを含む。
【００６４】
　用語「調整する」は、典型的に、コントロールと比較して統計的に有意なまたは生理学
的に有意な量で、「増加させる」または「刺激する」および「減少させる」または「低下
させる」を含む。「増加した」または「増強した」量は、典型的に「統計的に有意な」量
であり、組成物なし（作用物質もしくは化合物の非存在）またはコントロール組成物によ
ってもたらされる量の１．１、１．２、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、
２０、３０倍以上（例えば５００、１０００倍）（中間の１を超えるすべての整数および
小数点、例えば１．５、１．６、１．７、１．８などを含む）の増加を含んでいてもよい
。「減少した」または低下した量は、典型的に、「統計的に有意な」量であり、組成物な
し（作用物質もしくは化合物の非存在）またはコントロール組成物によってもたらされる
量の、中間の整数をすべて含む１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％
、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％
、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または１００％の減少を含んでい
てもよい。「統計的に有意な」量の他の例は、本明細書に記載の。
【００６５】
　「から得られる」とは、例えばポリヌクレオチド抽出物またはポリペプチド抽出物など
の試料が対象の特定の供給源から単離されているか、またはそれに由来することを意味す
る。例えば、抽出物は、被験体から直接単離される組織または生体液から得ることができ
る。「由来する」または「から得られる」は、ポリペプチド配列またはポリヌクレオチド
配列の供給源を指すこともできる。例えば、本発明のＡｓｐＲＳ配列は、天然に存在する
かまたは人工的に生成されるに関わらず、ＡｓｐＲＳタンパク質分解断片もしくはＡｓｐ
ＲＳスプライス変異体またはその部分の配列情報に「由来する」ものでもよく、したがっ
て、その配列を含むものでも、それから本質的に成るものでも、それからなるものでもよ
い。
【００６６】
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　本明細書において使用される「配列同一性」の記述または例えば、「５０％同一の配列
」を含むとは、比較のウィンドウに関してヌクレオチド毎にまたはアミノ酸毎に配列が同
一である程度を指す。したがって、「配列同一性の百分率」は、比較のウィンドウに関し
て２つの最適にアライメントされた配列を比較し、同一の核酸塩基（例えばＡ、Ｔ、Ｃ、
Ｇ、Ｉ）または同一のアミノ酸残基（例えばＡｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ、
Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、
Ｇｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｃｙｓ、およびＭｅｔ）が、両方の配列中に存在する位置の数
を決定して、一致する位置の数を得、比較のウィンドウにおける位置の総数（つまりウィ
ンドウサイズ）で一致する位置の数を割り、結果に１００を掛けて、配列同一性の百分率
を得ることによって計算されてもよい。
【００６７】
　本明細書において使用される「スプライスジャンクション」は、第１のエクソンの３’
末端が第２のエクソンの５’末端と結合する、成熟ｍＲＮＡ転写物またはコードポリペプ
チド中の領域を含む。領域のサイズは、変動してもよく、１つのエクソンの３’末端が他
のエクソンの５’末端と結合するまさにその残基の両側に２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、
または１００以上（中間の整数をすべて含む）のヌクレオチドまたはアミノ酸残基を含ん
でいてもよい。「エクソン」は、前駆体ＲＮＡの両方の部分（イントロン）がシススプラ
イシングによって除去されたまたは２つ以上の前駆体ＲＮＡ分子がトランススプライシン
グによってライゲーションされた後のＲＮＡ分子の成熟形態で示される核酸配列を指す。
成熟ＲＮＡ分子は、メッセンジャーＲＮＡまたはｒＲＮＡもしくはｔＲＮＡなどの非コー
ドＲＮＡの機能的な形態とすることができる。文脈に依存して、エクソンは、ＤＮＡまた
はそのＲＮＡ転写物中の配列を指すことができる。「イントロン」は、遺伝子内の非コー
ド核酸領域を指し、これはタンパク質に翻訳されない。非コードイントロンセクションは
、前駆体ｍＲＮＡ（プレｍＲＮＡ）および他のいくつかのＲＮＡ（長い非コードＲＮＡな
ど）に転写され、続いて、成熟ＲＮＡへのプロセシングの間にスプライシングによって除
去される。
【００６８】
　「スプライス変異体」は、ＲＮＡ（一次遺伝子転写物またはプレｍＲＮＡ）のエクソン
が、ＲＮＡスプライシングの間に複数の方法で再結合されるプロセスを選択的スプライシ
ングによって産生される成熟ｍＲＮＡおよびそのコードタンパク質を指す。結果として生
じる異なるｍＲＮＡは、異なるタンパク質アイソフォームに翻訳され、単一の遺伝子が複
数のタンパク質をコードすることを可能にしてもよい。
【００６９】
　本明細書において使用される「被験体」は、本発明のＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまた
はポリペプチドを用いて治療または診断することができる症状を示すまたは症状を示す危
険性のある任意の動物を含む。適した被験体（患者）は、実験動物（マウス、ラット、ウ
サギ、またはモルモットなど）、家畜、および飼い慣らされた動物またはペット（ネコま
たはイヌなど）を含む。非ヒト霊長類、好ましくはヒト患者が含まれる。
【００７０】
　本明細書において使用される「治療」または「治療する」は、本明細書に記載のように
、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチドの非標準的な活性によってもたらすこ
とができる、疾患または状態の症状または病状に対する任意の望ましい効果を含み、治療
されている疾患または状態の１つまたは複数の測定可能なマーカーにおける微小であれそ
の変化または改善を含んでいてもよい。非ＡｓｐＲＳ療法に関する治療も含まれ、本明細
書に記載のＡｓｐＲＳ配列は、治療の臨床マーカーを提供する。「治療」または「治療す
る」は、疾患もしくは状態または関連する症状の完全な根絶または治癒を必ずしも示さな
い。この治療を受けている被験体は、それを必要とする任意の被験体である。臨床的改善
の典型的なマーカーは、当業者らに明らかとなるであろう。
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【００７１】
　「ベクター」または「核酸構築物」によって、ポリヌクレオチド分子、好ましくは、例
えば、ポリヌクレオチドを挿入またはクローニングすることができるプラスミド、バクテ
リオファージ、酵母、またはウイルスに由来するＤＮＡ分子を意味する。ベクターは、好
ましくは、１つまたは複数の特有の制限部位を含有し、標的細胞もしくは組織またはその
前駆細胞もしくは組織を含む、決定された宿主細胞において自律増殖が可能であるまたは
クローニングされた配列が複製可能となるように決定された宿主のゲノムと統合可能であ
る。したがって、ベクターは、自律的に複製するベクター、つまり、その複製が染色体の
複製と無関係である、染色体外の要素として存在するベクター、例えば線状もしくは閉環
状プラスミド、染色体外の要素、微小染色体、または人工染色体とすることができる。ベ
クターは、自己複製を確実にするための任意の手段を含有することができる。その代わり
に、ベクターは、宿主細胞の中に導入された場合に、ゲノムの中に統合され、それが統合
された染色体（複数可）と一緒に複製されるものとすることができる。
【００７２】
　用語「野生型」および「天然に存在する」は、天然に存在する供給源から単離された場
合に、その遺伝子または遺伝子産物の特徴を有する遺伝子または遺伝子産物を指すために
区別なく使用される。野生型遺伝子または遺伝子産物（例えばポリペプチド）は、集団に
おいて最も頻繁に観察され、したがって、遺伝子の「正常」または「野生型」形態として
便宜的に設計されるものである。
【００７３】
　アスパルチルｔＲＮＡ合成酵素ポリペプチド
　本発明は、一般に、単離されたＡｓｐＲＳポリペプチド、そのようなポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド、そのようなポリペプチドに結合する結合剤、そのようなポリ
ペプチドの類似体、変異体、および断片などならびに先のもののいずれかを使用する組成
物および方法に関する。そのため、本発明の一態様によれば、治療上関連性の非標準的な
活性を有するＡｓｐＲＳポリペプチドおよびそれを含む組成物が提供される。
【００７４】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」は、アミノ酸残基のポリ
マーならびにその変異体および合成アナログを指すために本明細書において区別なく使用
される。したがって、これらの用語は、１つまたは複数のアミノ酸残基が、対応する天然
に存在するアミノ酸の化学的アナログなどの、天然に存在しない合成のアミノ酸である、
アミノ酸ポリマーおよび天然に存在するアミノ酸ポリマーに当てはまる。
【００７５】
　ポリペプチドは、特定の長さに限定されないが、本発明との関連において、典型的に、
完全長タンパク質の断片を示し、翻訳後修飾、例えばグリコシル化、アセチル化、リン酸
化など、および当技術分野において公知の、天然に存在するおよび天然に存在しない他の
修飾を含んでいてもよい。本発明のポリペプチドおよびタンパク質は、様々な周知の組換
えおよび／または合成技術のいずれかを使用して調製されていてもよく、これらの例示的
な例は、下記にさらに議論される。
【００７６】
　記述「ポリペプチド変異体」は、少なくとも１つのアミノ酸残基の追加、欠失、および
／または置換によって、参照ＡｓｐＲＳポリペプチドと区別され、本明細書に記載のよう
に、典型的に少なくとも１つの非標準的な活性を保持するポリペプチドを指す（例えば配
列番号１または配列番号１のアミノ酸残基１～１５４、１～１７１、１～１７４、１～１
７７、１～３１、３９９～４２５、４１３～４７６、もしくは３９７～４２５からなる断
片を含むＤ１などのその断片のいずれか）。ある実施形態では、ポリペプチド変異体は、
本明細書において記載され、当技術分野において公知のように、保存的または非保存的で
あってもよい、１つまたは複数の置換によって参照ポリペプチドと区別される。ある実施
形態では、ポリペプチド変異体は、保存的置換を含み、この点で、いくつかのアミノ酸が
、ポリペプチドの活性の性質を変化させることなく、大まかに類似する特性を有する他の



(18) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

ものに変更されてもよいことが当技術分野において十分に理解されるであろう。
【００７７】
　本発明によって包含されるポリペプチド変異体は、典型的に、配列番号１または配列番
号１のアミノ酸残基１～１５４、１～１７１、１～１７４、１～１７７、１～３１、３９
９～４２５、４１３～４７６、もしくは３９７～４２５からなる断片を含む、Ｄ１などの
その断片のいずれかなどの、野生型哺乳類ＡｓｐＲＳタンパク質の対応する領域に対して
、それらの全長に沿って、少なくとも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性
を示すであろう（下記に記載されるように決定される）。１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、
４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、また
は１５０以上のアミノ酸の追加、欠失、または置換によって参照ＡｓｐＲＳ配列と異なる
が、非標準的な活性などの参照ＡｓｐＲＳポリペプチドの特性を保持する配列も含まれる
。ある実施形態では、アミノ酸の追加または欠失は、配列番号１または配列番号１のアミ
ノ酸残基１～１５４、１～１７１、１～１７４、１～１７７、１～３１、３９９～４２５
、４１３～４７６、もしくは３９７～４２５からなるその断片のＣ末端および／またはＮ
末端に存在する。ある実施形態では、アミノ酸の追加は、これらのＡｓｐＲＳ断片のＣ末
端および／またはＮ末端の近位にある１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０、または５０以
上の野生型残基（つまり対応する完全長ＡＡＲＳポリペプチドに由来する）を含む。
【００７８】
　他の実施形態では、変異体ポリペプチドは、残基の少なくとも１％であるが、２０％、
１５％、１０％、または５％未満、対応するＡｓｐＲＳ参照配列と異なる（この比較にア
ライメントを必要とする場合、配列は、類似度が最大となるようにアライメントされるべ
きである。欠失もしくは挿入またはミスマッチのゆえに「ループ」アウトした配列は、差
異と考えられる）。差異は、適切には、非必須残基または保存的置換の差異または変化で
ある。
【００７９】
　ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの生物活性「断片」も含まれる。代表的な生物活性断片は
、一般に、相互作用、例えば分子内または分子間相互作用に関与する。分子間相互作用は
、特異的な結合相互作用または酵素の相互作用とすることができる。分子間相互作用は、
ＡｓｐＲＳポリペプチドおよびＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性に関与する細胞
受容体または他の宿主分子などの細胞性結合パートナーの間のものとすることができる。
【００８０】
　典型的に、生物活性断片は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの少なくとも１つの活性を有
するドメインまたはモチーフを含み、様々な活性ドメインの１つまたは複数（いくつかの
場合ではすべて）を含んでいてもよく、非標準的な活性を有する断片を含む。いくつかの
場合には、ＡｓｐＲＳポリペプチドの生物活性断片は、完全長ＡｓｐＲＳポリペプチドが
その活性を有していなくてもよいような、特定の切断型断片に特有である生物活性を有す
る。ある場合には、生物活性は、他の完全長ＡｓｐＲＳポリペプチド配列から生物活性Ａ
ｓｐＲＳポリペプチド断片を分離することによってまたは生物活性ドメインをアンマスク
するように完全長ＡｓｐＲＳ野生型ポリペプチド配列のある種の残基を改変することによ
って示されてもよい。例えば、ある例示的な実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、
本明細書において示されるように、両親媒性ヘリックス（例えば配列番号３を参照された
い）および／または正電荷残基の領域（例えば配列番号５を参照されたい）のすべてまた
は一部を含んでいてもよい。ある実施形態では、両親媒性ヘリックスは、本明細書に記載
のように、２２アミノ酸領域である。
【００８１】
　ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの生物活性断片は、例えば、配列番号１に記載のアミノ酸
配列の、中間の整数をすべて含む１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１
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８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５
、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００
、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００
、２２０、２４０、２５０、２６０、２８０、３００以上の隣接または非隣接アミノ酸で
あるポリペプチド断片とすることができる。他の例示的な実施形態では、配列番号１のＡ
ｓｐＲＳ断片は、長さが、約２０～３０、２０～４０、２０～５０、２０～６０、２０～
７０、２０～８０、２０～９０、２０～１００、２０～１２５、２０～１５０、または２
０～１７５アミノ酸のサイズの範囲にわたってもよい。他の実施形態では、断片は、長さ
が、約３０～４０、３０～５０、３０～６０、３０～７０、３０～８０、３０～９０、３
０～１００、３０～１２５、３０～１５０、または３０～１７５アミノ酸のサイズの範囲
にわたるであろう。他の実施形態では、断片は、長さが、約４０～５０、４０～６０、４
０～７０、４０～８０、４０～９０、４０～１００、４０～１２５、４０～１５０、また
は４０～１７５アミノ酸のサイズの範囲にわたるであろう。さらに他の例示的な実施形態
では、断片は、長さが、約５０～６０、５０～７０、５０～８０、５０～９０、５０～１
００、５０～１２５、５０～１５０、または５０～１７５アミノ酸のサイズの範囲にわた
るであろう。
【００８２】
　ある実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドは、切断型ＡｓｐＲＳポリペプチドである
。本明細書において使用される「切断型」ＡｓｐＲＳは、例えば、そのＮおよび／または
Ｃ末端からのアミノ酸の除去によりその対応する完全長ＡｓｐＲＳタンパク質よりも短い
アスパルチルｔＲＮＡ合成酵素タンパク質を指す。切断の程度、すなわち、完全長のＡｓ
ｐＲＳタンパク質から除去されたＮおよび／またはＣ末端アミノ酸残基の数は、本明細書
に記載のように、細胞、組織、または被験体に投与された場合に、所望の細胞の効果をな
お提供しながら、相当に変動することができる。ある実施形態では、中間の長さをすべて
含む、少なくとも約５、１０、１５、２０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００
、２５０、３００、３５０アミノ酸以上が、完全長哺乳類ＡｓｐＲＳタンパク質のＮおよ
び／またはＣ末端から切断される。中間の長さは、その間の整数をすべて含むように意図
され、６、７、８など、５１、５２、５３など、２０１、２０２、２０３などである。適
切に、生物活性断片は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの非標準的な生物活性の約１％、１
０％、２５％、または５０％以上を有する。
【００８３】
　様々な技術に従って特徴付け、同定し、または誘導することができる、ＡｓｐＲＳポリ
ペプチドのタンパク質分解断片も含まれる。例えば、タンパク質分解断片は、選択された
プロテアーゼと共に完全長もしくは他のＡｓｐＲＳポリペプチドをインキュベートするこ
となどによって、インビトロにおいて同定することができ、またはそれらは、内因的に（
つまりインビボにおいて）同定することができる。ある実施形態では、内因性タンパク質
分解断片などのタンパク質断片は、例えば、１つもしくは複数の選択されたプロテアーゼ
を含有するように修飾され、または選択されたＡｓｐＲＳポリペプチドに作用することが
できる、１つもしくは複数のプロテアーゼを天然に含有している選択された微生物または
真核細胞において完全長または他のＡｓｐＲＳポリペプチドを組換え発現し、内因的に産
生されたタンパク質断片をそれから単離し、特徴付けることによって生成または同定する
ことができる。
【００８４】
　ある実施形態では、内因性（例えば天然に存在する）タンパク質分解断片などのタンパ
ク質断片は、例えば、様々な細胞の画分（例えば細胞質ゾル、膜、核）ならびに／または
例えば、ＲＡＷマクロファージ（例えばＲＡＷ　２６４．７マクロファージ）などのマク
ロファージ、初代Ｔ細胞およびＪｕｒｋａｔなどのＴ細胞株を含むＴ細胞、ならびにとり
わけナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含む様々な細胞型の成長培地から生成または同定す
ることができる。ある実施形態では、内因性タンパク質分解断片などのタンパク質断片は
、どのように生成されても、質量分析法などの技術または等価な技術によって同定するこ
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とができる。一度、インビトロにおいてまたは内因的に同定されたタンパク質断片が生成
されたまたは同定されたら、それは、マッピングし、または配列決定し、例えば、組換え
産生用の発現ベクターの中にクローニングすることができるまたは合成して産生すること
ができる。
【００８５】
　種々様々のプロテアーゼは、ＡｓｐＲＳタンパク質分解断片の配列を産生、同定、誘導
し、または特徴付けるために使用することができる。一般に、プロテアーゼは、３つの主
要な基準に従って普通分類される：（ｉ）触媒される反応、（ｉｉ）触媒部位の化学的性
質、および（ｉｉｉ）構造によって示される進化的関係。触媒のメカニズムによって分類
されるプロテアーゼまたはプロテイナーゼの一般的な例は、アスパラギン酸プロテアーゼ
、セリンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ、およびメタロプロテアーゼを含む。
【００８６】
　ほとんどのアスパラギン酸プロテアーゼは、ペプシンファミリーに属する。このファミ
リーは、ペプシンおよびキモシンならびにリソソームカテプシンＤおよびレニンなどのプ
ロセシング酵素、ならびにある種の真菌プロテアーゼ（例えばペニシロペプシン、リゾプ
スペプシン、エンドチアペプシン）などの消化酵素を含む。アスパラギン酸プロテアーゼ
の第２のファミリーは、レトロペプシンとも呼ばれるＡＩＤＳウイルス（ＨＩＶ）に由来
するプロテアーゼなどのウイルスプロテイナーゼを含む。
【００８７】
　セリンプロテアーゼは、２つの異なるファミリーを含む。第１に、キモトリプシン、ト
リプシン、エラスターゼ、およびカリクレインなどの哺乳類酵素を含むキモトリプシンフ
ァミリーならびに第２に、サブチリシン（ｓｕｂｓｔｉｌｉｓｉｎ）などの細菌酵素を含
むサブチリシンファミリー。これらの２つのファミリーの間の一般的な３Ｄ構造は、異な
るが、それらは、同じ活性部位の形状を有し、触媒は、同じメカニズムを介して進行する
。セリンプロテアーゼは、異なる基質特異性、主として様々な酵素サブサイト（基質残基
相互作用部位）中のアミノ酸置換に関する差異を示す。いくつかのセリンプロテアーゼは
、基質との広範囲の相互作用部位を有するが、他のものは、Ｐ１基質残基に制限される特
異性を有する。
【００８８】
　システインプロテアーゼファミリーは、パパイン、アクチニジン、およびブロメライン
などの植物プロテアーゼ、いくつかの哺乳類リソソームカテプシン、細胞質ゾルカルパイ
ン（カルシウム活性化）、ならびにいくつかの寄生虫プロテアーゼ（例えばＴｒｙｐａｎ
ｏｓｏｍａ、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ）を含む。パパインは、原型であり、ファミリーの
うちで最も研究されたメンバーである。インターロイキン１ベータ変換酵素のＸ線構造の
最近の解明により、システインプロテイナーゼについての新しいタイプのフォールドが示
された。
【００８９】
　メタロプロテアーゼは、細菌、菌類、および高等生物において見つけられた、より古い
クラスのプロテアーゼのうちの１つである。それらは、配列およびその３Ｄ構造が広く異
なるが、非常に大多数の酵素は、触媒として活性である亜鉛原子を含有する。いくつかの
場合には、亜鉛は、タンパク質分解活性を失うことなく、コバルトまたはニッケルなどの
他の金属と交換されてもよい。細菌サーモリシンは、十分に特徴付けられており、その結
晶構造は、亜鉛に２つのヒスチジンおよび１つのグルタミン酸が結合していることを示す
。多くのメタロプロテアーゼは、配列モチーフＨＥＸＸＨを含有し、これは、亜鉛に対し
て２つのヒスチジン配位子を提供する。第３の配位子は、グルタミン酸（サーモリシン、
ネプリライシン、アラニルアミノペプチダーゼ）またはヒスチジン（アスタシン、セラリ
シン）である。
【００９０】
　ある例示的な実施形態では、切断型ＡｓｐＲＳポリペプチドは、当技術分野において公
知であり、入手可能である技術を使用して、様々なタンパク質分解酵素のいずれかを使用
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して産生されてもよい。例示的なプロテアーゼは、例えばアクロモペプチダーゼ、アミノ
ペプチダーゼ、アンクロッド、アンギオテンシン変換酵素、ブロメライン、カルパイン、
カルパインＩ、カルパインＩＩ、カルボキシペプチダーゼＡ、カルボキシペプチダーゼＢ
、カルボキシペプチダーゼＧ、カルボキシペプチダーゼＰ、カルボキシペプチダーゼＷ、
カルボキシペプチダーゼＹ、カスパーゼ１、カスパーゼ２、カスパーゼ３、カスパーゼ４
、カスパーゼ５、カスパーゼ６、カスパーゼ７、カスパーゼ８、カスパーゼ９、カスパー
ゼ１０、カスパーゼ１１、カスパーゼ１２、カスパーゼ１３、カテプシンＢ、カテプシン
Ｃ、カテプシンＤ、カテプシンＥ、カテプシンＧ、カテプシンＨ、カテプシンＬ、キモパ
パイン、キマーゼ、キモトリプシン、クロストリパイン、コラゲナーゼ、補体Ｃ１ｒ、補
体Ｃ１ｓ、補体因子Ｄ、補体因子Ｉ、ククミシン、ジペプチジルペプチダーゼＩＶ、エラ
スターゼ（白血球）、エラスターゼ（膵臓）、エンドプロテイナーゼＡｒｇ－Ｃ、エンド
プロテイナーゼＡｓｐ－Ｎ、エンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃ、エンドプロテイナーゼＬ
ｙｓ－Ｃ、エンテロキナーゼ、第Ｘａ因子、フィシン、フューリン、グランザイムＡ、グ
ランザイムＢ、ＨＩＶプロテアーゼ、ＩＧａｓｅ、カリクレイン組織、ロイシンアミノペ
プチダーゼ（全体的）、ロイシンアミノペプチダーゼ（細胞質ゾル）、ロイシンアミノペ
プチダーゼ（ミクロソーム）、マトリックスメタロプロテアーゼ、メチオニンアミノペプ
チダーゼ、ニュートラーゼ、パパイン、ペプシン、プラスミン、プロリダーゼ、プロナー
ゼＥ、前立腺特異性抗原、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｒｉｓｅｕｓに由来する好アル
カリ性プロテアーゼ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓに由来するプロテアーゼ、Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ　ｓａｉｔｏｉに由来するプロテアーゼ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｏｊａｅ
に由来するプロテアーゼ、プロテアーゼ（Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）（アルカリ
ン（ａｌｋａｌｉｎｅ）またはアルカラーゼ）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｙｘａに
由来するプロテアーゼ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ種に由来するプロテアーゼ、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
属種に由来するプロテアーゼ、プロテアーゼＳ、プロテアソーム、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ
ｓ　ｏｒｙｚａｅに由来するプロテイナーゼ、プロテイナーゼ３、プロテイナーゼＡ、プ
ロテイナーゼＫ、プロテインＣ、ピログルタミン酸アミノペプチダーゼ、レンニン、スト
レプトキナーゼ、サブチリシン、サーモリシン、トロンビン、組織プラスミノーゲン活性
化因子、トリプシン、トリプターゼ、およびウロキナーゼを含む。
【００９１】
　ある実施形態は、内因性で天然に存在するＡｓｐＲＳポリペプチド断片に由来するアミ
ノ酸配列を含む、それから本質的に成る、またはそれからなる単離されたＡｓｐＲＳポリ
ペプチドおよび前述の断片を含む医薬組成物ならびにその使用のための方法に関する。あ
る実施形態では、上記に述べられるように、内因性タンパク質分解断片などのＡｓｐＲＳ
タンパク質断片の配列は、例えば、様々な細胞の画分（細胞質ゾルで、例えば、膜、核）
および／または初代細胞および細胞株を含む様々な細胞型に由来する条件培地から生成ま
たは同定することができる。そのような細胞型の例は、限定を伴うことなく、単球、樹状
細胞、マクロファージ（例えばＲＡＷ２６４．７マクロファージ；実施例５を参照された
い）、好中球、好酸球、好塩基球、ならびに初代Ｔ細胞およびＪｕｒｋａｔ　Ｔ細胞など
のＴ細胞株を含む、Ｂ細胞およびＴ細胞（例えばＣＤ４＋ヘルパー細胞およびＣＤ８＋キ
ラー細胞）ならびにナチュラルキラー（ＮＫ）細胞などのリンパ球などの免疫細胞を含む
。
【００９２】
　ある実施形態では、ＡｓｐＲＳタンパク質断片は、質量分析法などの技術または等価な
技術によって同定することができる。限定ではなく単に例示として、ある実施形態におい
て、様々な生理学的状態（例えば低酸素、食事、年齢、疾患）に由来する、様々な細胞型
、組織、もしくは体液またはその画分に由来するプロテオームは、１Ｄ　ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅによって分離され、ゲルレーンは、一定の間隔で切り取られてバンドにされてもよく、
この後に、バンドは、トリプシンなどの適切なプロテアーゼを用いて任意選択で消化され
、ペプチドが放出されてもよく、これは、次いで、１Ｄ逆相ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって分
析されてもよい。結果として生じるプロテオミクスデータは、いわゆるペプトグラフ（ｐ
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端、左～右）の所与のタンパク質についての配列適用範囲対垂直寸法（高～低分子量、上
～下）のＳＤＳ－ＰＡＧＥ移動をプロットする。次いで、特異的なペプチド断片は、配列
決定またはマッピングすることができる。ある実施形態では、ＡｓｐＲＳ参照断片は、例
えば、対応する完全長ＡｓｐＲＳの分子量と比較されるように、その特有の分子量によっ
て特徴付けられてもよい。
【００９３】
　上記のように、ポリペプチド変異体は、１つまたは複数の置換、欠失、追加、および／
または挿入で本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドと異なってもよい。そのような変異体は、
天然に存在するものでもよく、または例えば、本発明の上記のポリペプチド配列の１つま
たは複数を修飾し、当技術分野において周知の多くの技術のいずれかを使用して、本明細
書に記載のそれらの生物活性を評価することによって、合成して生成されてもよい。
【００９４】
　他の例示的な実施形態では、変異体は、天然に存在するかまたは天然に存在しないに関
わらず、スプライス変異体であってもよくポリペプチドは、例えば本明細書に記載のよう
に、少なくとも１つの非標準的な活性を有する。他の例示的な実施形態では、変異体は、
天然に存在するまたは天然に存在しないに関わらず、野生型ＡｓｐＲＳポリペプチド配列
に比べて１つまたは複数の点突然変異を含有し、ポリペプチドは、例えば本明細書に記載
のように、少なくとも１つの非標準的な活性を有する。
【００９５】
　ある実施形態では、変異体は、保存的置換を含有するであろう。「保存的置換」は、ア
ミノ酸が、類似する特性を有する他のアミノ酸に置換されるものであり、ペプチド化学の
技術分野における熟練者により、ポリペプチドの二次構造および疎水性親水性指標の性質
が、実質的に不変であることが予想されるであろう。本発明のポリヌクレオチドおよびポ
リペプチドの構造において修飾がなされてもよく、それにより、望ましい特徴を有する変
異体または誘導体ポリペプチドをコードする機能分子がなお得られてもよい。本発明のＡ
ｓｐＲＳポリペプチドの等価なまたはさらに改善された変異体を生成するために、ポリペ
プチドのアミノ酸配列を改変することが所望の場合、当業者は、例えば、表１に従って、
コードＤＮＡ配列のコドンの１つまたは複数を変化させることができる。
【００９６】
　例えば、ある種のアミノ酸は、例えば抗体の抗原結合領域または基質分子上の結合部位
などの構造との相互作用的結合能力を大きく失うことなく、タンパク質構造において他の
アミノ酸に置換されてもよい。一般にそのタンパク質の生物学的な機能的な活性を決定す
るのは、タンパク質の相互作用的能力および性質であるので、ある種のアミノ酸配列置換
は、タンパク質配列、もちろん、その基礎をなすＤＮＡコード配列においてなすことがで
き、それにも関わらず、それにより、類似の特性を有するタンパク質を得ることができる
。したがって、様々な変化は、それらの所望の有用性または活性を大きく失うことなく、
開示される組成物のポリペプチド配列または前述のポリペプチドをコードする対応するＤ
ＮＡ配列においてなされてもよいことが企図される。
【００９７】
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【表１】

　そのような変化を加える際に、アミノ酸の疎水性親水性指標インデックスも、考慮され
てもよい。タンパク質に相互作用的生物学的機能を与える際の疎水性親水性指標アミノ酸
インデックスの重要性は、当技術分野において一般に理解されている（参照によって本明
細書において組み込まれるＫｙｔｅおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９８２年）。例えば、
アミノ酸の相対的な疎水性親水性指標の特性は、合成タンパク質の二次構造に寄与し、こ
れは、次に、他の分子、例えば酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などとのタンパ
ク質の相互作用を決定することが公知である。それぞれのアミノ酸に、疎水性および電荷
特徴に基づいて疎水性親水性指標インデックスが割り当てられている（ＫｙｔｅおよびＤ
ｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９８２年）。これらの値は、イソロイシン（＋４．５）；バリン（
＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラニン（＋２．８）；システイン（＋２
．５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）；トレ
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）；
リシン（－３．９）；およびアルギニン（－４．５）である。
【００９８】
　ある種のアミノ酸は、類似する疎水性親水性指標インデックスまたはスコアを有する他
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のアミノ酸と置換されてもよく、類似する生物活性を有するタンパク質をなおもたらして
もよい、つまり、生物学的機能的等価タンパク質をなお得てもよいことが当技術分野にお
いて公知である。そのような変化を加える際に、疎水性親水性指標指数が±２内にあるア
ミノ酸の置換が好ましく、±１内のものが特に好ましく、±０．５内のものがさらに特に
好ましい。
【００９９】
　親水性に基づいて類似のアミノ酸の置換を有効になすことができることも当技術分野に
おいて理解されている。米国特許第４，５５４，１０１号において詳述されるように、以
下の親水性値がアミノ酸残基に割り当てられている：アルギニン（＋３．０）；リシン（
＋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）；
トレオニン（－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）；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）；トリプトファン（－３．４）。アミノ酸は、類似する親水性値
を有する他のものに置換し、生物学的等価タンパク質をなお得ることができることが理解
される。そのような変化では、親水性値が±２内にあるアミノ酸の置換が好ましく、±１
内のものが特に好ましく、±０．５内のものがさらに特に好ましい。
【０１００】
　上記に概説されるように、アミノ酸置換は、アミノ酸側鎖置換基の相対的な類似度、例
えばそれらの疎水性、親水性、電荷、サイズなどに基づくものであってもよい。様々な先
の特徴を考慮に入れる典型的な置換は、当業者らに周知であり、アルギニンおよびリシン
；グルタミン酸およびアスパラギン酸；セリンおよびトレオニン；グルタミンおよびアス
パラギン；ならびにバリン、ロイシン、およびイソロイシンを含む。
【０１０１】
　さらに、任意のポリヌクレオチドは、インビボにおいて安定性を増加させるためにさら
に修飾されてもよい。可能な修飾は、５’および／もしくは３’末端のフランキング配列
の追加；バックボーンにおけるホスホジエステラーゼ連結以外のホスホロチオエートもし
くは２’Ｏ－メチルの使用；ならびに／またはイノシン、キューオシン、およびワイブト
シンなどの通例とは異なる塩基ならびにアデニン、シチジン、グアニン、チミン、および
ウリジンのアセチル、メチル、チオ、および他の修飾形態の包含を含むが、これらに限定
されない。
【０１０２】
　アミノ酸置換は、残基の極性、電荷、可溶性、疎水性、親水性、および／または両親媒
性の性質における類似度に基づいてさらになされてもよい。例えば、負荷電アミノ酸は、
アスパラギン酸およびグルタミン酸を含み、正荷電アミノ酸は、リシンおよびアルギニン
を含み、類似する親水性値を有する無電荷極性頭部を有するアミノ酸は、ロイシン、イソ
ロイシン、およびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグルタミン；な
らびにセリン、トレオニン、フェニルアラニン、およびチロシンを含む。保存的な変化を
示してもよいアミノ酸の他の群は、（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇ
ｌｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ；（３）ｖａｌ
、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉｓ；および（
５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓを含む。変異体はまたまたはその代わりに、非保存
的な変化を含有し得る。好ましい実施形態では、変異体ポリペプチドは、５アミノ酸以下
の置換、欠失、または追加によって天然の配列と異なる。変異体はまた（またはその代わ
りに）、例えばポリペプチドの二次構造および疎水性親水性指標の性質に最小限の影響を
有するアミノ酸の欠失または追加によって修飾されてもよい。
【０１０３】
　ポリペプチドは、タンパク質のＮ末端にシグナル（またはリーダー）配列を含んでいて
もよく、これは、翻訳と同時にまたは翻訳後にタンパク質の移行を指示する。ポリペプチ
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ドはまた、ポリペプチドの合成、精製、もしくは同定を容易にするために（例えばポリＨ
ｉｓ）または固体支持体へのポリペプチドの結合を増強するためにリンカーまたは他の配
列にコンジュゲートされてもよい。例えば、ポリペプチドは、免疫グロブリンＦｃ領域に
コンジュゲートされてもよい。
【０１０４】
　ポリペプチド配列を比較する場合、下記に記載されるように、一致が最大となるように
アライメントされた場合に２つの配列におけるアミノ酸の配列が同じである場合、２つの
配列は、「同一である」と言える。２つの配列の間の比較は、配列類似度について局所的
な領域を同定し、比較するために、比較ウィンドウに関して配列を比較することによって
典型的に実行される。本明細書において使用される「比較ウィンドウ」は、２つの配列を
最適にアライメントした後に配列が同数の隣接位置の参照配列と比較されてもよい、少な
くとも約２０、普通３０～約７５、４０～約５０の隣接位置のセグメントを指す。
【０１０５】
　比較のための配列の最適なアライメントは、例えば、デフォルトパラメーターを使用し
て、バイオインフォマティクスソフトウェア（ＤＮＡＳＴＡＲ，　Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓ
ｏｎ、ＷＩ）のＬａｓｅｒｇｅｎｅスーツにおけるＭｅｇａｌｉｇｎプログラムを使用し
て行われてもよい。このプログラムは、以下の参考文献に記載の、いくつかのアライメン
ト方式を包含する：Ｄａｙｈｏｆｆ，　Ｍ．Ｏ．（１９７８年）Ａ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｃｈａｎｇｅ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　－　Ｍａｔｒｉｃ
ｅｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｄｉｓｔａｎｔ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ．Ｉ
ｎ　Ｄａｙｈｏｆｆ，　Ｍ．Ｏ．（編）Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　ＤＣ第５巻、補足３、３
４５～３５８頁；Ｈｅｉｎ　Ｊ．（１９９０年）Ｕｎｉｆｉｅｄ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔ
ｏ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓ６２６～６４５頁Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ第１８３巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ
．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ；Ｈｉｇｇｉｎｓ，　Ｄ．Ｇ．およびＳｈａｒｐ，　Ｐ．
Ｍ．（１９８９年）ＣＡＢＩＯＳ５巻：１５１～１５３頁；Ｍｙｅｒｓ，　Ｅ．Ｗ．およ
びＭｕｌｌｅｒ　Ｗ．（１９８８年）ＣＡＢＩＯＳ４巻：１１～１７頁；Ｒｏｂｉｎｓｏ
ｎ，　Ｅ．Ｄ．（１９７１年）Ｃｏｍｂ．　Ｔｈｅｏｒ１１巻：１０５頁；Ｓａｎｔｏｕ
，　Ｎ．Ｎｅｓ，　Ｍ．（１９８７年）Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　Ｅｖｏｌ．４巻：４０６
～４２５頁；Ｓｎｅａｔｈ，　Ｐ．Ｈ．Ａ．およびＳｏｋａｌ，　Ｒ．Ｒ．（１９７３年
）Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　Ｔａｘｏｎｏｍｙ　－　ｔｈｅ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ
　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　Ｔａｘｏｎｏｍｙ、Ｆｒｅｅｍａｎ　
Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ；Ｗｉｌｂｕｒ，　Ｗ．Ｊ．およびＬｉ
ｐｍａｎ，　Ｄ．Ｊ．（１９８３年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．，　Ｓｃｉ．
　ＵＳＡ８０巻：７２６～７３０頁。
【０１０６】
　その代わりに、比較のための配列の最適なアライメントは、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅ
ｒｍａｎ（１９８１年）Ａｄｄ．　ＡＰＬ．　Ｍａｔｈ２巻：４８２頁の局所的同一性ア
ルゴリズムによって、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ（１９７０年）Ｊ．　
Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．４８巻：４４３頁の同一性アライメントアルゴリズムによって、Ｐ
ｅａｒｓｏｎおよびＬｉｐｍａｎ（１９８８年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　
Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８５巻：２４４４頁の類似度検索のための方法によって、これらのアル
ゴリズム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ）、５７５　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ、ウィスコンシン州におけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬ
ＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）のコンピューター化された実行によって、ま
たは検証によって行われてもよい。
【０１０７】
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　配列同一性パーセントおよび配列類似度を決定するのに適したアルゴリズムの例は、Ｂ
ＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、これらは、それぞれＡｌｔｓｃｈ
ｕｌら（１９７７年）Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５巻：３３８９～３４０２頁
およびＡｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０年）Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．２１５巻：４０３
～４１０頁において記載されている。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０は、本発明のポ
リヌクレオチドおよびポリペプチドについて配列同一性パーセントを決定するために、例
えば本明細書に記載のパラメーターを用いて使用することができる。ＢＬＡＳＴ分析を実
行するためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎを通して公的に入手可能である。アミノ酸配列
については、スコアリングマトリックスは、累積スコアを計算するために使用することが
できる。各方向におけるワードヒットの伸展は、累積アライメントスコアがその最大達成
値から数量Ｘ分減少した場合；１つもしくは複数の負のスコアリング残基アライメントの
累積により蓄積スコアが０以下になった場合；または一方の配列の末端に到達した場合、
停止する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメーターＷ、Ｔ、およびＸは、アライメントの感
度および速度を決定する。
【０１０８】
　例示的なアプローチでは、「配列同一性の百分率」は、少なくとも２０の位置の比較の
ウィンドウに関して２つの最適にアライメントされた配列を比較することによって決定さ
れ、比較ウィンドウにおけるポリペプチド配列の部分は、２つの配列の最適なアライメン
トについて参照配列（追加または欠失を含まない）と比較して、普通５～１５パーセント
または１０～１２パーセントの２０パーセント以下の追加または欠失（つまりギャップ）
を含んでいてもよい。百分率は、同一のアミノ酸残基が両方の配列中に存在する位置の数
を決定して、一致した位置の数を得、参照配列における位置の総数（つまりウィンドウサ
イズ）で一致する位置の数を割り、結果に１００を掛けて、配列同一性の百分率を得るこ
とによって計算される。
【０１０９】
　本発明のある実施形態では、融合ポリペプチドおよび融合ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドが提供される。融合ポリペプチドは、アミノ酸リンカーを介して１つまた
は複数の異種ポリペプチド配列（融合パートナー）に直接または間接的に共有結合された
本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドを指す。融合タンパク質を形成するポリペプチドは、典
型的に、Ｃ末端がＮ末端に連結されるが、それらは、Ｃ末端がＣ末端に、Ｎ末端がＮ末端
に、またはＮ末端がＣ末端に連結され得る。融合タンパク質のポリペプチドは、任意の順
とすることができる。
【０１１０】
　融合パートナーは、本質的に任意の所望の目的のために設計され、含まれていてもよい
、ただし、それらが、ポリペプチドの所望の活性に悪影響を及ぼさないことを条件とする
。例えば、一実施形態では、融合パートナーは、天然の組換えタンパク質よりも高い収量
でタンパク質を発現するのを支援する配列（発現エンハンサー）を含む。他の融合パート
ナーは、タンパク質の可溶性を増加させるためにまたはタンパク質が所望の細胞内コンパ
ートメントを標的とすることを可能にするように選択されてもよい。さらなる融合パート
ナーは、タンパク質の精製を促進するアフィニティータグを含む。
【０１１１】
　より一般には、Ｆｃ断片などの異種の配列への融合は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの不要
な特徴を除去し、または所望の特徴（例えば薬物動態学的特性）を改善するために利用さ
れてもよい。例えば、異種の配列への融合は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの化学的安定性を
増加させてもよい、免疫原性を減少させてもよい、インビボにおけるターゲティングを改
善してもよい、および／または循環における半減期を増加してもよい。
【０１１２】
　異種の配列への融合はまた、ＡｓｐＲＳポリペプチドを通して、選択された非標準的な
活性を有するだけでなく、異種ポリペプチドを通して他の経路を修飾する（つまり刺激ま
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たは阻害する）ことができる二機能性タンパク質などの二機能性融合タンパク質を生成す
るために使用されてもよい。そのような経路の例は、自然もしくは適応免疫活性化経路な
どの様々な免疫系関連性の経路または血管新生などの細胞増殖調節性の経路を含むが、こ
れらに限定されない。ある態様では、異種ポリペプチドは、被験体における細胞の経路を
調整するために、ＡｓｐＲＳポリペプチドと相乗的に作用してもよい。二機能性融合タン
パク質を生成するために利用されてもよい異種ポリペプチドの例は、その生物活性断片お
よび／または変異体に加えて、トロンボポイエチン、サイトカイン（例えばＩＬ－１１）
、ケモカイン、および様々な造血成長因子を含むが、これらに限定されない。
【０１１３】
　融合タンパク質は、一般に、標準的な技術を使用して調製されていてもよい。例えば、
所望の融合物のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列は、別々に構築され、適切な発
現ベクターの中にライゲーションされてもよい。一方のポリペプチド成分をコードするＤ
ＮＡ配列の３’末端は、配列のリーディングフレームが一致するように、第２のポリペプ
チド成分をコードするＤＮＡ配列の５’末端にペプチドリンカーありまたはなしでライゲ
ーションされる。これは、両方の成分ポリペプチドの生物活性を保持する単一融合タンパ
ク質への翻訳を可能にする。
【０１１４】
　ペプチドリンカー配列は、所望の場合に、それぞれのポリペプチドがその二次および三
次構造にフォールドすることを確実にするのに十分な距離によって、第１および第２のポ
リペプチド成分を隔てるために利用されてもよい。そのようなペプチドリンカー配列は、
当技術分野において周知の標準的な技術を使用して、融合タンパク質の中に組み込まれる
。あるペプチドリンカー配列は、下記因子に基づいて選ばれてもよい：（１）それらが、
柔軟な広範囲のコンホメーンョンを取ることができること；（２）それらが、第１および
第２のポリペプチド上の機能的なエピトープと相互作用し得る二次構造を取ることができ
ないこと；ならびに（３）ポリペプチド機能的エピトープと反応し得る疎水性残基または
電荷残基の欠如。好ましいペプチドリンカー配列は、グリシン、アスパラギン、およびセ
リン残基を含有する。ＴｈｒおよびＡｌａなどの他の中性に近いアミノ酸も、リンカー配
列において使用されてもよい。リンカーとして有用に利用されてもよいアミノ酸配列は、
Ｍａｒａｔｅａら、Ｇｅｎｅ４０巻：３９　４６頁（１９８５年）；Ｍｕｒｐｈｙら、Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８３巻：８２５８　８２６２頁（
１９８６年）；米国特許第４，９３５，２３３号および米国特許第４，７５１，１８０号
において開示されるものを含む。リンカー配列は、一般に、長さが１～約５０アミノ酸で
あってもよい。リンカー配列は、第１および第２のポリペプチドが、機能的なドメインを
隔て、かつ立体障害を予防するために使用することができる非必須Ｎ末端アミノ酸領域を
有する場合、必要とされない。
【０１１５】
　ライゲーションされたＤＮＡ配列は、適した転写または翻訳調節エレメントに作動可能
に連結される。ＤＮＡの発現を担う調節エレメントは、第１のポリペプチドをコードする
ＤＮＡ配列に対して５’にのみ配置される。同様に、翻訳を終えるために必要とされる終
止コドンおよび転写終結シグナルは、第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に対し
て３’にのみに存在する。
【０１１６】
　一般に、ポリペプチドおよび融合ポリペプチド（ならびにそれらのコードポリヌクレオ
チド）は、単離される。「単離された」ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、その元
々の環境から取り出されるものである。例えば、それが天然の系において共存する物質の
いくつかまたはすべてから分離されている場合、天然に存在するタンパク質は単離されて
いる。好ましくは、そのようなポリペプチドは、少なくとも約９０％純粋、より好ましく
は少なくとも約９５％純粋、最も好ましくは少なくとも約９９％純粋である。ポリヌクレ
オチドは、例えば、それが、自然環境の一部ではないベクターの中にクローニングされる
場合、単離されていると考えられる。
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【０１１７】
　さらに他の実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、二量体の一部であって
もよい。二量体は、例えば、２つの同一のＡｓｐＲＳポリペプチドの間のホモ二量体、２
つの異なるＡｓｐＲＳポリペプチドの間のヘテロ二量体（例えば完全長ＡｓｐＲＳポリペ
プチドおよび切断型ＡｓｐＲＳポリペプチドもしくは２つの異なる切断型ＡｓｐＲＳポリ
ペプチド）、ならびに／またはＡｓｐＲＳポリペプチドおよび異種ポリペプチドの間のヘ
テロ二量体を含んでいてもよい。単量体および／または二量体は、可溶性であってもよく
、単離され、精製されて、均一性にされてもよい。ＡｓｐＲＳポリペプチドおよび異種ポ
リペプチドの間のものなどのあるヘテロ二量体は、二機能性であってもよい。
【０１１８】
　１つまたは複数の置換、切断、欠失、追加、化学的修飾、またはこれらの改変の組合せ
に関わらず、それら自体（ホモ二量体化）とまたは第２のＡｓｐＲＳポリペプチド（ヘテ
ロ二量体化）と実質的に二量体化しない単離されたＡｓｐＲＳ単量体を含むＡｓｐＲＳポ
リペプチドの単量体も含まれる。ある実施形態では、単量体ＡｓｐＲＳポリペプチドは、
非標準的な活性を含む生物活性を有し、これは、二量体または多量体ＡｓｐＲＳポリペプ
チド複合体は有していない。
【０１１９】
　他の実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドは、多ユニット複合体の一部であ
ってもよい。本発明の多ユニット複合体は、例えば、少なくとも２、３、４、または５以
上の単量体を含むことができる。本発明の単量体および／または多ユニット複合体は、可
溶性であってもよく、単離され、精製されて、均一性にされてもよい。多ユニット複合体
の単量体ユニットは、異なっても、相同性であっても、実質的に相同性であっても、また
は互いに同一であってもよい。しかしながら、本発明の多ユニット複合体は、本明細書に
記載のＡｓｐＲＳポリペプチドを含む少なくとも１つの単量体または他の実施形態では本
明細書に記載の少なくとも２以上のＡｓｐＲＳポリペプチドを含む。
【０１２０】
　共有結合された単量体は、直接（結合によって）または間接的に（例えばリンカーを介
して）連結することができる。本明細書におけるポリペプチド単量体を直接連結するため
に、二量体化を増強するために本明細書におけるポリペプチドを修飾することは有益であ
ってもよい。例えば、ＡｓｐＲＳポリペプチドの１つまたは複数のアミノ酸残基は、１つ
または複数のシステインによる追加または置換によって修飾されてもよい。連結を促進す
るためのシステイン置換などのアミノ酸置換または他の修飾を生成するための方法は、当
業者らに周知である。
【０１２１】
　本発明のある実施形態はまた、本明細書に記載のように、ＡｓｐＲＳポリペプチドの所
望の特徴を改善する修飾を含む、修飾されたＡｓｐＲＳポリペプチドの使用を企図する。
本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドの例示的な修飾は、１つまたは複数の構成アミノ酸の化
学的なおよび／または酵素による誘導体化、アセチル化、ヒドロキシル化、メチル化、ア
ミド化、ならびに炭水化物または脂質成分、補因子などの付加を含む側鎖修飾、バックボ
ーン修飾、ならびにＮおよびＣ末端修飾を含むが、これらに限定されない。典型的な修飾
はまた、ＡｓｐＲＳポリペプチドのペグ化をも含む（例えば、本明細書において参照によ
って組み込まれるＶｅｒｏｎｅｓｅおよびＨａｒｒｉｓ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ５４巻：４５３～４５６頁、２００２年を参照された
い）。
【０１２２】
　ある態様では、化学選択的ライゲーション技術は、部位特異的にかつ制御下でポリマー
を付加することによってなどのように、本発明の切断型ＡｓｐＲＳポリペプチドを修飾す
るために利用されてもよい。そのような技術は、化学的または組換え手段によるタンパク
質バックボーンの中への化学選択的アンカーの組込みおよび補完的なリンカーを運ぶポリ
マーを用いる続く修飾に典型的に依存する。その結果として、構築プロセスおよび結果と
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して生じるタンパク質－ポリマーコンジュゲートの共有結合構造は、制御され、効能およ
び薬物動態学的特性などの薬物特性の合理的な最適化を可能にしてもよい（例えばＫｏｃ
ｈｅｎｄｏｅｒｆｅｒ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ９巻：５５５～５６０頁、２００５年を参照されたい）。
【０１２３】
　本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリペプチドは、組換え技術によってなどのように、当業
者らに公知の任意の適した手段によって調製されていてもよい。例えば、ＡｓｐＲＳポリ
ペプチドは、（ａ）調節エレメントに作動可能に連結される、ＡｓｐＲＳポリペプチドを
コードするポリヌクレオチド配列を含む構築物を調製するステップ；（ｂ）構築物を宿主
細胞の中に導入するステップ；（ｃ）ＡｓｐＲＳポリペプチドを発現するために宿主細胞
を培養するステップ；および（ｄ）宿主細胞からＡｓｐＲＳポリペプチドを単離するステ
ップを含む手段によって調製されていてもよい。組換えＡｓｐＲＳポリペプチドは、例え
ばＳａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９年、前掲）、特に第１６および１７セクション；Ａｕ
ｓｕｂｅｌら、（１９９４年、前掲）、特に第１０および１６章；ならびにＣｏｌｉｇａ
ｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．１９９５～１９９７年）、特に１、５
、および６章に記載のように標準的なプロトコールを使用して好都合に調製することがで
きる。
【０１２４】
　組換え産生方法に加えて、本発明のポリペプチドおよびその断片は、固相技術を使用し
て、直接的なペプチド合成によって産生されてもよい（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．　Ａ
ｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．８５巻：２１４９～２１５４頁（１９６３年））。タンパク
質合成は、手動の技術を使用してまたは自動化によって実行されてもよい。自動合成は、
例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｚｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）を使用して達成されてもよい。その代わりに
、様々な断片は、化学的に別々に合成され、所望の分子を産生するための化学的な方法を
使用して組み合わせられてもよい。
【０１２５】
　ポリヌクレオチド組成物
　本発明はまた、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオ
チドおよびそのようなポリヌクレオチドを含む組成物を提供する。本明細書に記載のよう
に、これらの参照ポリヌクレオチドのすべてもしくは一部に相補的であるまたはこれらの
参照ポリヌクレオチドと特異的にハイブリダイズする、ＡｓｐＲＳ参照ポリヌクレオチド
のすべてまたは一部を含むプライマー、プローブ、アンチセンスオリゴヌクレオチド、お
よびＲＮＡ干渉剤も、本発明のＡｓｐＲＳポリヌクレオチドの範囲内に含まれる。
【０１２６】
　本明細書において使用されるように、用語「ＤＮＡ」、「ポリヌクレオチド」、および
「核酸」は、単離されて、特定の種の全ゲノムＤＮＡから独立しているＤＮＡ分子を指す
。そのため、ポリペプチドをコードするＤＮＡセグメントは、なお、ＤＮＡセグメントが
得られる種の全ゲノムＤＮＡから実質的に単離され、精製され、全ゲノムＤＮＡから独立
している１つまたは複数のコード配列を含有するＤＮＡセグメントを指す。ＤＮＡセグメ
ントおよびそのようなセグメントのより小さな断片ならびにまた、例えばプラスミド、コ
スミド、ファージミド、ファージ、ウイルスなどを含む組換えベクターが、用語「ＤＮＡ
セグメント」および「ポリヌクレオチド」の範囲内に含まれる。
【０１２７】
　当業者らによって理解されるように、本発明のポリヌクレオチド配列は、ゲノム配列、
ゲノム外配列、およびプラスミドコード配列、ならびにタンパク質、ポリペプチド、ペプ
チドなどを発現し、または発現するのに適している可能性があるより小さな遺伝子操作さ
れた遺伝子セグメントを含むことができる。そのようなセグメントは、天然に単離される
または人の手によって合成して修飾されてもよい。
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【０１２８】
　当業者によって認識されるように、ポリヌクレオチドは、一本鎖（コードもしくはアン
チセンス）または二本鎖であってもよく、ＤＮＡ（ゲノム、ｃＤＮＡ、もしくは合成）ま
たはＲＮＡ分子であってもよい。さらなるコードまたは非コード配列は、本発明のポリヌ
クレオチド内に存在してもよいが、存在する必要はなく、ポリヌクレオチドは、他の分子
および／または指示物質に連結されてもよいが、連結される必要はない。
【０１２９】
　ポリヌクレオチドは、天然の配列（つまりＡｓｐＲＳもしくはその部分をコードする内
因性配列）を含んでいてもよく、またはそのような配列の変異体もしくは生物学的機能的
等価物を含んでいてもよい。ポリヌクレオチド変異体は、好ましくは、コードされたポリ
ペプチドの所望の活性が無修飾ポリペプチドに比べて実質的に減少しないように、下記に
さらに記載されるように、１つまたは複数の置換、追加、欠失、および／または挿入を含
有してもよい。本明細書に記載のように、コードされたポリペプチドの活性に対する効果
は、一般に、評価することができる。
【０１３０】
　さらなる実施形態では、本発明は、アスパルチルｔＲＮＡ合成酵素と同一であるまたは
それに相補的である配列の様々な長さの隣接ストレッチを含む単離されたポリヌクレオチ
ドであって、本明細書に記載のＡｓｐＲＳをコードする単離されたポリヌクレオチドを提
供する。例えば、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドの少なくとも約１００、１５０、２０
０、２５０、３００、３５０、４００、４５０、または５００以上およびすべての中間の
長さの隣接アミノ酸残基をコードするポリヌクレオチドが、本発明によって提供される。
「中間の長さ」は、この文脈において、１０１、１０２、１０３など；１５１、１５２、
１５３など；２０１、２０２、２０３など、などの、示される値の間の任意の長さを意味
することが容易に理解されるであろう。
【０１３１】
　本発明のポリヌクレオチドは、コード配列それ自体の長さには関係なく、プロモーター
、ポリアデニル化シグナル、さらなる制限酵素部位、マルチクローニングサイト、他のコ
ードセグメントなどの他のＤＮＡ配列と組み合わせられてもよく、それらの全長は、相当
に変動してもよい。そのため、ほぼ任意の長さのポリヌクレオチド断片が利用されてもよ
いことが企図され、全長は、好ましくは、意図される組換えＤＮＡプロトコールにおける
調製および使用の容易さによって制限される。
【０１３２】
　さらに、遺伝コードの縮重の結果として、本明細書に記載のポリペプチドをコードする
多くのヌクレオチド配列があることが当業者らによって十分に理解されるであろう。これ
らのポリヌクレオチドのいくつかは、任意の天然の遺伝子のヌクレオチド配列に対する最
小限の相同性を有する。それにも関わらず、コドン使用頻度における差異により変動する
ポリヌクレオチド、例えば、ヒトおよび／または霊長類のコドン選択のために最適化され
るポリヌクレオチドが、本発明によって特に企図される。さらに、本明細書において提供
されるポリヌクレオチド配列を含む遺伝子の対立遺伝子は、本発明の範囲内にある。対立
遺伝子は、ヌクレオチドの欠失、追加、および／または置換などの１つまたは複数の突然
変異の結果として改変される内因性遺伝子である。結果として生じるｍＲＮＡおよびタン
パク質は、改変された構造または機能を有していてもよいが、有する必要はない。対立遺
伝子は、標準的な技術（ハイブリダイゼーション、増幅、および／またはデータベース配
列比較など）を使用して同定されてもよい。
【０１３３】
　ポリヌクレオチドおよびその融合物は、当技術分野において公知で入手可能である様々
な十分に確立された技術のいずれかを使用して、調製、操作、および／または発現されて
もよい。例えば、本発明のポリペプチドまたはその融合タンパク質もしくは機能的等価物
をコードするポリヌクレオチド配列は、適切な宿主細胞においてＡｓｐＲＳポリペプチド
の発現を指示するために組換えＤＮＡ分子中に使用されてもよい。遺伝コードの固有の縮
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重により、同じまたは機能的に等価なアミノ酸配列を実質的にコードする他のＤＮＡ配列
が、産生されてもよく、これらの配列は、所与のポリペプチドをクローニングし発現する
ために使用されてもよい。
【０１３４】
　当業者らによって理解されるように、天然に存在しないコドンを有する、ポリペプチド
コードヌクレオチド配列を産生することはいくつかの実例において有利であってもよい。
例えば、特定の原核生物または真核生物宿主に好ましいコドンは、タンパク質発現の速度
を増加させるまたは天然に存在する配列から生成された転写物よりも長い半減期などの望
ましい特性を有する組換えＲＮＡ転写物を産生するために選択することができる。
【０１３５】
　さらに、本発明のポリヌクレオチド配列は、遺伝子産物のクローニング、プロセシング
、発現、および／または活性を修飾する改変を含むが、これに限定されない、様々な理由
で、配列をコードするポリペプチドを改変するために、当技術分野において一般に公知の
方法を使用して遺伝子操作することができる。
【０１３６】
　所望のポリペプチドを発現するために、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列ま
たは機能的等価物は、適切な発現ベクター、つまり挿入されたコード配列の転写および翻
訳に必要なエレメントを含有するベクターの中に挿入されてもよい。当業者らに周知の方
法は、対象のポリペプチドをコードする配列ならびに適切な転写および翻訳コントロール
エレメントを含有する発現ベクターを構築するために使用されてもよい。これらの方法は
、インビトロ組換えＤＮＡ技術、合成技術、およびインビボ遺伝子組換えを含む。そのよ
うな技術は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８９年）およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８９年）にお
いて記載されている。
【０１３７】
　様々な発現ベクター／宿主系は、公知であり、ポリヌクレオチド配列を含有し、発現す
るために利用されてもよい。これらは、組換えバクテリオファージ、プラスミド、もしく
はコスミドＤＮＡ発現ベクターを用いて形質転換された細菌などの微生物；酵母発現ベク
ターを用いて形質転換された酵母；ウイルス発現ベクター（例えばバキュロウイルス）を
用いて感染させた昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（例えばカリフラワーモザイクウイ
ルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）を用いてまたは細菌発現ベクター（
例えばＴｉもしくはｐＢＲ３２２プラスミド）を用いて形質転換された植物細胞系；また
はウイルスベースの発現系などの動物細胞系を含むが、これらに限定されない。
【０１３８】
　発現ベクターの中に存在する「コントロールエレメント」または「調節配列」は、転写
および翻訳を実行するために宿主細胞タンパク質と相互作用する、ベクターのそれらの非
翻訳領域－－エンハンサー、プロモーター、５’および３’非翻訳領域－－である。その
ようなエレメントは、それらの強度および特異性が変動してもよい。利用されるベクター
系および宿主に依存して、恒常的および誘発性プロモーターを含む、任意の数の適した転
写および翻訳エレメントが、使用されてもよい。例えば、細菌系においてクローニングす
る場合、ＰＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴファージミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌ
ａ、Ｃａｌｉｆ．）またはＰＳＰＯＲＴ１プラスミド（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ、Ｇａｉｔｈ
ｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍｄ．）のハイブリッドｌａｃＺプロモーターなどの誘発性プロモータ
ーが使用されてもよい。哺乳類細胞系では、哺乳類遺伝子に由来する、または哺乳類ウイ
ルスに由来するプロモーターが一般に好ましい。ポリペプチドをコードする配列の複数の
コピーを含有する細胞系を生成することが必要である場合、ＳＶ４０またはＥＢＶをベー
スとするベクターは、適切な選択マーカーと共に有利に使用されてもよい。
【０１３９】
　特異的な開始シグナルも、対象のポリペプチドをコードする配列の、より効率的な翻訳
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を達成するために使用されてもよい。そのようなシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび近
接する配列を含む。ポリペプチド、その開始コドン、および上流の配列をコードする配列
が、適切な発現ベクターの中に挿入される場合、さらなる転写または翻訳コントロールシ
グナルは必要ではなくてもよい。しかしながら、コード配列またはその部分のみが挿入さ
れる場合、ＡＴＧ開始コドンを含む外因性翻訳コントロールシグナルが提供されるべきで
ある。さらに、開始コドンは、全挿入物の翻訳を確実にするために、正確なリーディング
フレーム中になければならない。外因性翻訳エレメントおよび開始コドンは、自然および
合成の両方の種々の起源のものであってもよい。発現の効率は、文献に記載のものなどの
ように、使用される特定の細胞系に適切であるエンハンサーの包含によって増強されても
よい（Ｓｃｈａｒｆ．ら、Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐｒｏｂｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．２
０巻：１２５～１６２頁（１９９４年））。
【０１４０】
　さらに、宿主細胞株は、挿入された配列の発現を調整するか、または所望の方法におい
て発現されたタンパク質を処理するその能力について選ばれてもよい。ポリペプチドのそ
のような修飾は、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化、およ
びアシル化を含むが、これらに限定されない。タンパク質の「プレプロ」形態を切断する
翻訳後プロセシングも、正確な挿入、フォールディング、および／または機能を促進する
ために使用されてもよい。そのような翻訳後の活性に特異的な細胞の機構および特徴的な
メカニズムを有する、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３、およびＷ１３８など
の異なる宿主細胞は、外来タンパク質の正確な修飾およびプロセシングを確実にするため
に選ばれてもよい。
【０１４１】
　組換えタンパク質の長期の高収量産生のために、安定性の発現が一般に好ましい。例え
ば対象のポリヌクレオチドを安定して発現する細胞株は、同じまたは別々のベクター上に
ウイルスの複製開始点および／または内因性発現エレメントおよび選択マーカー遺伝子を
含有していてもよい発現ベクターを使用して形質転換されてもよい。ベクターの導入後に
、それらが選択培地に切り替えられる前に、濃縮培地中で１～２日間、細胞を成長させて
もよい。選択マーカーの目的は、選択に対する抵抗性を与えることであり、その存在は、
導入された配列の発現に成功する細胞の成長および回収を可能にする。安定して形質転換
された細胞の抵抗性クローンは、細胞型に適切な組織培養技術を使用して増殖されてもよ
い。
【０１４２】
　任意の数の選択系が、形質転換細胞株を回収するために使用されてもよい。これらは、
それぞれｔｋ細胞またはａｐｒｔ細胞において利用することができる単純ヘルペスウイル
スチミジンキナーゼ（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｃｅｌｌ１１巻：２２３～２３２頁（１９７７年
））およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙら、Ｃｅｌｌ２２巻：
８１７～８２３頁（１９９０年））遺伝子を含むが、これらに限定されない。代謝拮抗剤
、抗生物質、または除草剤抵抗性も、選択のための基礎として使用することができる；例
えば、それぞれ、メトトレキサートに対する抵抗性を与えるｄｈｆｒ（Ｗｉｇｌｅｒら、
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．７７巻：３５６７～７０
頁（１９８０年））；アミノグリコシド、ネオマイシン、およびＧ－４１８に対する抵抗
性を与えるｎｐｔ（Ｃｏｌｂｅｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎら、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．１
５０巻：１～１４頁（１９８１年））；ならびにクロルスルフロンおよびホスフィノトリ
シンアセチルトランスフェラーゼに対する抵抗性を与えるａｌｓまたはｐａｔ（Ｍｕｒｒ
ｙ、前掲）。
【０１４３】
　産物に特異的なポリクローナルまたはモノクローナル抗体を使用して、ポリヌクレオチ
ドコード産物の発現を検出し、測定するための様々なプロトコールは、当技術分野におい
て公知である。例として、酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノ
アッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）を含む。これらおよび他の
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アッセイは、Ｈａｍｐｔｏｎら、Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，　ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０年）およびＭａｄｄｏｘら、Ｊ．　Ｅｘｐ．
　Ｍｅｄ．１５８巻：１２１１～１２１６頁（１９８３年）において他の所に記載されて
いる。
【０１４４】
　種々様々な標識およびコンジュゲーション技術は、当業者らによって公知であり、様々
な核酸およびアミノ酸アッセイにおいて使用されてもよい。ポリヌクレオチドに関係する
配列を検出するために標識ハイブリダイゼーションまたはＰＣＲプローブを産生するため
の手段は、標識ヌクレオチドを使用するオリゴ標識、ニックトランスレーション、末端標
識、またはＰＣＲ増幅を含む。その代わりに、配列またはその任意の部分は、ｍＲＮＡプ
ローブの産生のためにベクターの中にクローニングされてもよい。そのようなベクターは
、当技術分野において公知であり、市販で入手可能であり、Ｔ７、Ｔ３、またはＳＰ６な
どの適切なＲＮＡポリメラーゼおよび標識ヌクレオチドの追加によってインビトロにおい
てＲＮＡプローブを合成するために使用されてもよい。これらの手段は、様々な市販のキ
ットを使用して行われてもよい。使用されてもよい、適したレポーター分子または標識は
、放射性核種、酵素、蛍光剤、化学発光剤、または発色剤ならびに基質、補因子、阻害剤
、磁気微粒子などを含む。
【０１４５】
　対象のポリヌクレオチド配列を用いて形質転換された宿主細胞は、タンパク質の発現お
よび細胞培養物からの回収に適した条件下で培養されてもよい。組換え細胞によって産生
されるタンパク質は、使用される配列および／またはベクターに依存して、細胞内に分泌
されてもまたは含有されてもよい。当業者らによって理解されるように、本発明のポリヌ
クレオチドを含有する発現ベクターは、原核または真核細胞膜を通る、コードされたポリ
ペプチドの分泌を指示するシグナル配列を含有するように設計されてもよい。他の組換え
構築物は、可溶性タンパク質の精製を促進するであろう、ポリペプチドドメインをコード
するヌクレオチド配列に対象のポリペプチドをコードする配列を結びつけるために使用さ
れてもよい。
【０１４６】
　本発明の他の態様によれば、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、
例えば、遺伝子療法技術を使用してインビボにおいて被験体に送達されてもよい。遺伝子
療法は、そのような療法が求められる障害または状態を有する哺乳類、特にヒトのある種
の細胞および標的細胞への異種核酸の移行を一般に指す。核酸は、異種ＤＮＡが発現され
、それによってコードされる治療用産物が産生される方法において、選択される標的細胞
の中に導入される。
【０１４７】
　本明細書において教示される遺伝子療法に利用することができる様々なウイルスベクタ
ーは、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、アデノ随伴ウイルス（
ＡＡＶ）、または好ましくは、レトロウイルスなどのＲＮＡウイルスを含む。好ましくは
、レトロウイルスベクターは、マウスもしくはトリレトロウイルスの誘導体またはレンチ
ウイルスベクターである。好ましいレトロウイルスベクターは、レンチウイルスベクター
である。単一の外来遺伝子を挿入することができるレトロウイルスベクターの例は、モロ
ニーマウス白血病ウイルス（ＭｏＭｕＬＶ）、ハーベイマウス肉腫ウイルス（ＨａＭｕＳ
Ｖ）、マウス乳癌ウイルス（ＭｕＭＴＶ）、ＳＩＶ、ＢＩＶ、ＨＩＶ、およびニワトリ肉
腫ウイルス（ＲＳＶ）を含むが、これらに限定されない。多くのさらなるレトロウイルス
ベクターは、複数の遺伝子を組み込むことができる。これらのベクターはすべて、形質導
入された細胞を同定し、生成することができるように、選択マーカーのための遺伝子を移
入し、または組み込むことができる。例えば、特異的な標的細胞上の受容体に対するリガ
ンドをコードする他の遺伝子と共に、ウイルスベクターの中に対象の亜鉛フィンガー由来
ＤＮＡ結合ポリペプチド配列を挿入することによって、ベクターは、標的特異的となって
もよい。レトロウイルスベクターは、例えば、タンパク質（二量体）をコードするポリヌ
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クレオチドを挿入することによって、標的特異的にすることができる。レトロウイルスベ
クターを標的に向けるための抗体を使用することによって例示的なターゲティングが達成
されてもよい。当業者らは、亜鉛フィンガー－ヌクレオチド結合タンパク質ポリヌクレオ
チドを含有するレトロウイルスベクターの標的特異的な送達を可能にするためにレトロウ
イルスゲノムの中に挿入することができる特異的なポリヌクレオチド配列を知っているで
あろう、または不必要な実験作業を伴わないで容易に確認することができるであろう。
【０１４８】
　組換えレトロウイルスが不完全であるので、それらは、感染性ベクター粒子を産生する
ための援助を必要とする。この援助は、例えば、ＬＴＲ内の調節配列のコントロール下に
レトロウイルスの構造遺伝子をすべてコードするプラスミドを含有するヘルパー細胞系を
使用することによって提供することができる。これらのプラスミドは、封入のためにＲＮ
Ａ転写物を認識するパッケージングメカニズムを可能にするヌクレオチド配列を欠いてい
る。パッケージングシグナルの欠失を有するヘルパー細胞株は、例えば、．ＰＳＩ．２、
ＰＡ３１７およびＰＡ１２を含むが、これらに限定されない。ゲノムがパッケージにされ
ないので、これらの細胞株は、空のビリオンを産生する。パッケージシグナルが完全であ
るが、構造遺伝子が他の興味のある遺伝子と交換されたそのような細胞の中にレトロウイ
ルスベクターが導入される場合、ベクターをパッケージし、ベクタービリオンを産生する
ことができる。次いで、この方法によって産生されたベクタービリオンは、ＮＩＨ　３Ｔ
３細胞などの組織細胞株を感染させるために使用して、大量のキメラレトロウイルスビリ
オンを産生することができる。
【０１４９】
　例えばＤＮＡ－リガンド複合体、アデノウイルス－リガンド－ＤＮＡ複合体、ＤＮＡの
直接的な注射、ＣａＰＯ４沈澱、遺伝子銃技術、エレクトロポレーション、リポソーム、
リポフェクションなどを含む、遺伝子療法のための「非ウイルス」送達技術も、使用する
ことができる。これらの方法のいずれも、当業者に広く入手可能であり、本発明において
使用するのに適しているであろう。他の適した方法が、当業者に入手可能であり、トラン
スフェクションの入手可能な方法のいずれかを使用して、本発明を達成することができる
ことが理解されたい。リポフェクションは、リポソーム粒子内に単離されたＤＮＡ分子を
被包し、標的細胞の細胞膜とリポソーム粒子を接触させることによって達成することがで
きる。リポソームは、ホスファチジルセリンまたはホスファチジルコリンなどの両親媒性
分子から構成される脂質二重層が周囲の培地の一部を、脂質二重層が親水性の内部を囲む
ように、被包する自己集合コロイド粒子である。単層または多重膜リポソームは、内部が
、所望の化学的な薬剤または本発明では単離されたＤＮＡ分子を含有するように構築する
ことができる。
【０１５０】
　ある実施形態は、下記に記載されるストリンジェンシーの条件下で、参照ＡｓｐＲＳポ
リヌクレオチド配列またはその相補体とハイブリダイズするポリヌクレオチドを含む。本
明細書において使用されるように、用語「低ストリンジェンシー、中程度のストリンジェ
ンシー、高ストリンジェンシー、または非常に高いストリンジェンシーの条件下でハイブ
リダイズする」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄についての条件を説明するもので
ある。ハイブリダイゼーション反応を実行するための手引きは、Ａｕｓｕｂｅｌら、（１
９９８年、前掲）、セクション６．３．１～６．３．６において見つけることができる。
水性および非水性の方法は、その参考文献において記載されており、どちらも使用するこ
とができる。
【０１５１】
　低ストリンジェンシーの条件に対する本明細書における言及は、４２℃でのハイブリダ
イゼーションのための少なくとも約１％ｖ／ｖ～少なくとも約１５％ｖ／ｖホルムアミド
および少なくとも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍの塩ならびに４２℃での洗浄のための少なく
とも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍの塩を含み、かつ包含する。低ストリンジェンシーの条件
はまた、６５℃でのハイブリダイゼーションのための１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
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、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７％ＳＤＳおよび室温で
の洗浄のための（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、５％ＳＤＳをも含んでいても
よい。低ストリンジェンシーの条件の一実施形態は、約４５℃での６×塩化ナトリウム／
クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのハイブリダイゼーション、その後に続く少なくとも
５０℃での０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での２回の洗浄を含む（洗浄の温度は、低
ストリンジェンシーの条件について５５℃まで増加させることができる）。
【０１５２】
　中程度のストリンジェンシーの条件は、４２℃でのハイブリダイゼーションのための少
なくとも約１６％ｖ／ｖ～少なくとも約３０％ｖ／ｖホルムアミドおよび少なくとも約０
．５Ｍ～少なくとも約０．９Ｍの塩ならびに５５℃での洗浄のための少なくとも約０．１
Ｍ～少なくとも約０．２Ｍの塩を含み、かつ包含する。中程度のストリンジェンシーの条
件はまた、６５℃でのハイブリダイゼーションのための１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ
）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７％ＳＤＳおよび６０
～６５℃での洗浄のための（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％
ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、５％ＳＤＳをも含
んでいてもよい。中程度のストリンジェンシーの条件の一実施形態は、約４５℃での６×
ＳＳＣ中でのハイブリダイズ、その後に続く６０℃での０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ
中での１回または複数回の洗浄を含む。高ストリンジェンシーの条件は、４２℃でのハイ
ブリダイゼーションのための少なくとも約３１％ｖ／ｖ～少なくとも約５０％ｖ／ｖホル
ムアミドおよび約０．０１Ｍ～約０．１５Ｍの塩ならびに５５℃での洗浄のための約０．
０１Ｍ～約０．０２Ｍの塩を含み、かつ包含する。
【０１５３】
　高ストリンジェンシーの条件はまた、６５℃でのハイブリダイゼーションのための１％
ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７％ＳＤＳおよび
６５℃を超える温度での洗浄のための（ｉ）０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（
ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、１
％ＳＤＳをも含んでいてもよい。高ストリンジェンシーの条件の一実施形態は、約４５℃
での６×ＳＳＣ中でのハイブリダイズ、その後に続く６５℃での０．２×ＳＳＣ、０．１
％ＳＤＳ中での１回または複数回の洗浄を含む。非常に高いストリンジェンシーの条件の
一実施形態は、６５℃での０．５Ｍリン酸ナトリウム、７％ＳＤＳ中でのハイブリダイズ
、その後に続く、６５℃での０．２×ＳＳＣ、１％ＳＤＳ中での１回または複数回の洗浄
を含む。
【０１５４】
　他のストリンジェンシーの条件は、当技術分野において周知であり、当業者は、ハイブ
リダイゼーションの特異性を最適化するために様々な因子を操作することができることを
認識するであろう。最終の洗浄のストリンジェンシーの最適化は、高度のハイブリダイゼ
ーションを確実にするための役目を果たし得る。詳述される例については、Ａｕｓｕｂｅ
ｌら、前掲２．１０．１～２．１０．１６頁およびＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９年、前
掲）セクション１．１０１～１．１０４を参照されたい。
【０１５５】
　ストリンジェントな洗浄は、約４２℃～６８℃の温度で典型的に実行されるが、当業者
は、他の温度がストリンジェントな条件に適していてもよいことを認識するであろう。最
大のハイブリダイゼーション速度は、典型的に、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドの形成のた
めにＴｍ未満の約２０℃～２５℃で生じる。Ｔｍは、融解温度または２つの相補的なポリ
ヌクレオチド配列が解離する温度であることが当技術分野において周知である。Ｔｍを推
測するための方法は、当技術分野において周知である（Ａｕｓｕｂｅｌら、前掲２．１０
．８頁を参照されたい）。
【０１５６】
　一般に、ＤＮＡの完全に一致した二重鎖のＴｍは、式：Ｔｍ＝８１．５＋１６．６（ｌ
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ｏｇ１０　Ｍ）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－０．６３（％ホルムアミド）－（６００／長さ
）によって近似値として予測されてもよく、Ｍは、Ｎａ＋の濃度であり、好ましくは０．
０１モル～０．４モルの範囲にあり、％Ｇ＋Ｃは、３０％～７５％Ｇ＋Ｃの間の範囲内の
塩基の総数の百分率としてのグアノシンおよびシトシン塩基の合計であり、％ホルムアミ
ドは、体積によるホルムアミドパーセント濃度であり、長さは、ＤＮＡ二重鎖における塩
基対の数である。二重鎖ＤＮＡのＴｍは、無作為にミスマッチした塩基対の数が１％増加
する毎に約１℃ずつ減少する。洗浄は、一般に、高ストリンジェンシーについてはＴｍ－
１５℃または中位のストリンジェンシーについてはＴｍ－３０℃で実行される。
【０１５７】
　ハイブリダイゼーション手段の一例では、固定されたＤＮＡを含有する膜（例えばニト
ロセルロース膜またはナイロン膜）は、標識プローブを含有するハイブリダイゼーション
バッファー（５０％脱イオン化ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液（０．１
％フィコール、０．１％ポリビニルピロリドン、および０．１％ウシ血清アルブミン）、
０．１％ＳＤＳ、ならびに２００ｍｇ／ｍＬ変性サケ精子ＤＮＡ）中、４２℃で一晩ハイ
ブリダイズされる。次いで、膜は、２回の連続する中程度のストリンジェンシー洗浄（つ
まり、４５℃で１５分間、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、その後に続く、５０℃で１５分
間、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ）、その後に続く、２回の連続する、より高いストリン
ジェンシー洗浄にかけられる（つまり、５５℃で１２分間、０．２×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ、その後に続く、６５～６８℃で１２分間、０．２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳ溶
液）。
【０１５８】
　本発明の実施形態はまた、検出、増幅、アンチセンス療法、または他の目的に関わらず
、オリゴヌクレオチドをも含む。これらの関係する目的のために、用語「オリゴヌクレオ
チド」または「オリゴ」または「オリゴマー」は、単数の「オリゴヌクレオチド」および
複数の「オリゴヌクレオチド」を包含するように意図され、本発明の増幅方法および続く
検出方法において試薬として使用される、２つ以上のヌクレオチド、ヌクレオシド、核酸
塩基、または関連化合物の任意のポリマーを指す。オリゴヌクレオチドは、ＤＮＡおよび
／もしくはＲＮＡならびに／またはその類似体であってもよい。
【０１５９】
　用語オリゴヌクレオチドは、必ずしも試薬についての特定の機能を示すわけではなく、
むしろ、それは、本明細書に記載のそのような試薬をすべて包含するために総称的に使用
される。オリゴヌクレオチドは、様々な異なる機能を果たしてもよく、例えば、それが相
補体とハイブリダイズすることができ、核酸ポリメラーゼの存在下においてさらに伸長す
ることができる場合、それはプライマーとして機能してもよく、それがＲＮＡポリメラー
ゼによって認識される配列を含有し、転写を可能にする場合、それはプロモーターを提供
してもよく、適切に位置しているおよび／または修飾されている場合、それは、ハイブリ
ダイゼーションを予防し、またはプライマー伸長を妨害するように機能してもよい。オリ
ゴヌクレオチドはまた、プローブまたはアンチセンス作用物質として機能してもよい。オ
リゴヌクレオチドは、事実上、任意の長さとすることができ、例えば増幅反応における、
増幅反応の増幅産物を検出する際の、またはアンチセンスもしくはＲＮＡ干渉の適用にお
けるその特異的な機能によってのみ制限される。本明細書に記載のオリゴヌクレオチドの
いずれも、プライマー、プローブ、アンチセンスオリゴマー、またはＲＮＡ干渉剤として
使用することができる。
【０１６０】
　本明細書において使用される用語「プライマー」は、４つの異なるヌクレオシド３リン
酸およびＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼまたは逆転写酵素などの重合のための作用物
質の存在下において、例えばバッファーおよび温度によって決定された、適した条件下で
、鋳型特異的ＤＮＡ合成についての開始点として作用することができる一本鎖オリゴヌク
レオチドを指す。プライマーの長さは、任意の所定の場合において、例えば、プライマー
の意図される使用に依存し、より短く、より長いプライマーが使用されてもよいが、一般
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に、約１５～３０のヌクレオチドの範囲にわたる。短いプライマー分子は、一般に、鋳型
と十分に安定性のハイブリッド複合体を形成するために、より低温の温度を必要とする。
プライマーは、鋳型の厳密な配列を反映する必要はないが、そのような鋳型とハイブリダ
イズするのに十分に相補的でなければならない。プライマー部位は、プライマーがハイブ
リダイズする鋳型のエリアである。プライマー対は、増幅されることとなる配列の５’末
端とハイブリダイズする５’上流プライマーおよび増幅されることとなる配列の３’末端
の相補配列とハイブリダイズする３’下流プライマーを含む、プライマーのセットである
。
【０１６１】
　本明細書において使用される用語「プローブ」は、特定の標的によって認識することが
できる表面に固定された分子を指す。例えば、１０、１２以上の塩基を有するプローブの
あらゆる可能な組合せをすべて有するアレイの例について、米国特許第６，５８２，９０
８号を参照されたい。本明細書において典型的に使用されるプローブおよびプライマーは
、公知の配列の少なくとも１０～１５隣接ヌクレオチドを含む。特異性を増強するために
、ＡｓｐＲＳ参照配列またはその相補配列の少なくとも２０、２５、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、１００、または少なくとも１５０のヌクレオチドを含むプロー
ブおよびプライマーなどの、より長いプローブおよびプライマーも利用されてもよい。プ
ローブおよびプライマーは、これらの例よりも相当に長くてもよく、表、図、および配列
表を含む当技術分野および本明細書における知識によって支持されるあらゆる長さが、使
用されてもよいことが理解される。
【０１６２】
　プローブおよびプライマーを調製および使用するための方法は、参考文献、例えばＳａ
ｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．ら（１９８９年）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、補足第２版、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ　Ｎ．Ｙ．；Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｆ．　
Ｍ．ら（１９８７年）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．　Ａｓｓｏｃ．　＆　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｎ．Ｙ．；Ｉｎｎｉｓ，　Ｍ．ら（１９９０
年）ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　Ｃａ
ｌｉｆにおいて記載されている。ＰＣＲプライマー対は、例えば、Ｐｒｉｍｅｒ（Ｖｅｒ
ｓｉｏｎ０．５、１９９１年、Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉ
ｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．）などの、その
目的のために意図されるコンピュータープログラムを使用することによって公知の配列か
ら誘導することができる。
【０１６３】
　プライマーまたはプローブとして使用されるオリゴヌクレオチドは、当技術分野におい
て公知のソフトウェアを使用して選択されてもよい。例えば、ＯＬＩＧＯ４．０６ソフト
ウェアは、それぞれ１００までのヌクレオチドのＰＣＲプライマー対の選択にならびに３
２キロベースまでの入力ポリヌクレオチド配列からのオリゴヌクレオチドおよび５，００
０までのヌクレオチドのより大きなポリヌクレオチドの分析に有用である。Ｐｒｉｍｅｒ
３プライマー選択プログラム（Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ／ＭＩＴ　Ｃｅ
ｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．
から公に入手可能である）は、ユーザーが「ミスプライミングライブラリー（ｍｉｓｐｒ
ｉｍｉｎｇ　ｌｉｂｒａｒｙ）」を入力することを可能にし、プライマー結合部位として
避けるための配列がユーザーによって指定される。上記の選択法のいずれかによって同定
されるオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチド断片は、例えば、核酸の試料において
完全にまたは部分的に相補的なポリヌクレオチドを同定するために、ＰＣＲプライマーも
しくは配列決定プライマー、マイクロアレイエレメント、または特異的プローブとしてハ
イブリダイゼーション技術において有用である。オリゴヌクレオチド選択の方法は、本明
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細書に記載のものに限定されない。
【０１６４】
　用語「アンチセンスオリゴマー」、「アンチセンス化合物」、または「アンチセンスオ
リゴヌクレオチド」は、区別なく使用され、ワトソン－クリック型塩基対によって核酸（
典型的にＲＮＡ）中の標的配列に塩基対成分がハイブリダイズすることを可能にし、標的
配列内で核酸：オリゴマーヘテロ二重鎖を形成して、それによって通常そのＲＮＡの翻訳
を予防するサブユニット間連結によって連結される塩基対成分をそれぞれ有する環状サブ
ユニットの配列を指す。スプライス変異体もしくはタンパク質分解断片および／またはそ
の対応するポリペプチドなどの選択されたＡｓｐＲＳ転写物の発現を調整するためのその
使用の方法も含まれる。
【０１６５】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、約８～４０のサブユニット、典型的に約８～２５
のサブユニット、および好ましくは約１２～２５のサブユニットを含有してもよい。ある
実施形態では、オリゴヌクレオチドは、下記に定義されるように、標的配列に対して厳密
な配列相補性を有していても、またはおおよその相補性を有していてもよい。ある実施形
態では、標的配列およびアンチセンスターゲティング配列の間の相補性の程度は、安定性
の二重鎖を形成するのに十分である。標的ＲＮＡ配列とのアンチセンスオリゴマーの相補
性の領域は、８～１１塩基ほどの短さであってもよいが、好ましくは１２～１５塩基以上
、例えば１２～２０塩基または１２～２５塩基であり、これらの範囲の中間の整数をすべ
て含む。約１４～１５塩基のアンチセンスオリゴマーは、一般に、選択されるＡｓｐＲＳ
転写物を標的とする際に特有の相補的配列を有するのに十分に長い。
【０１６６】
　ある実施形態では、４０塩基ほどの長さのアンチセンスオリゴマーは、適していてもよ
く、少なくとも最少数の塩基、例えば１０～１２塩基は、標的配列に相補的である。しか
しながら、一般に、細胞における取り込みの促進または活性は、約３０未満のオリゴマー
長で最適化される。下記にさらに記載されるある種のオリゴマーについては、結合安定性
および取り込みの最適のバランスは、一般に、１８～２５塩基の長さで生じる。少なくと
も約６、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、
３４、３５、３６、３７、３８、３９、または４０の隣接または非隣接塩基が、それらの
ＡｓｐＲＳ標的配列またはその変異体に相補的である、約１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、または４
０塩基からなるアンチセンスオリゴマー（例えばＰＮＡ、ＬＮＡ、２’－ＯＭｅ、ＭＯＥ
、モルホリノ）が含まれる。
【０１６７】
　ある実施形態では、アンチセンスオリゴマーは、ＡｓｐＲＳ核酸標的配列に１００％相
補的であってもよく、またはオリゴマーおよびＡｓｐＲＳ核酸標的配列の間で形成される
ヘテロ二重鎖が細胞のヌクレアーゼおよびインビボにおいて生じる可能性がある分解の他
のモードの作用に耐えるのに十分に安定性である限り、それは、例えば変異体に適応させ
るためにミスマッチを含んでいてもよい。ヌクレアーゼによる切断にそれほど感受性では
ないオリゴマーバックボーンは、下記に議論される。ミスマッチは、存在する場合、中間
においてよりも、ハイブリッド二重鎖の末端領域に対して不安定ではない。許容されるミ
スマッチの数は、二重鎖安定性の十分に理解される原理に従って、オリゴマーの長さ、二
重鎖におけるＧ：Ｃ塩基対の百分率、および二重鎖におけるミスマッチ（複数可）の位置
に依存するであろう。そのようなアンチセンスオリゴマーは、ＡｓｐＲＳ核酸標的配列に
必ずしも１００％相補的ではないが、標的配列に安定して特異的に結合することが有効で
あり、その結果として、核酸標的の生物活性、例えばＡｓｐＲＳタンパク質の発現が調整
される。
【０１６８】
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　オリゴマーおよび標的配列の間で形成された二重鎖の安定性は、結合Ｔｍおよび細胞の
酵素による切断に対する二重鎖の感受性の関数である。相補的配列ＲＮＡに関してのアン
チセンスオリゴヌクレオチドのＴｍは、Ｈａｍｅｓら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、１９８５年、１０７～１０８頁によって
記載されるものなどの通常の方法によってまたはＭｉｙａｄａ　Ｃ．Ｇ．およびＷａｌｌ
ａｃｅ　Ｒ．Ｂ．、１９８７年、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５４巻９４～１
０７頁に記載のように測定されてもよい。ある実施形態では、アンチセンスオリゴマーは
、体温よりも大きな、好ましくは５０℃以上の相補的配列ＲＮＡに関しての結合Ｔｍを有
していてもよい。６０～８０℃以上の範囲のＴｍが好ましい。周知の原理に従って、相補
性に基づくＲＮＡハイブリッドに関してのオリゴマー化合物のＴｍは、二重鎖におけるＣ
：Ｇ対塩基の比率を増加させることによっておよび／またはヘテロ二重鎖の長さ（塩基対
の）を増加させることによって増加させることができる。
【０１６９】
　アンチセンスオリゴマーは、ｍＲＮＡの翻訳をブロックもしくは阻害するようにまたは
天然のプレｍＲＮＡスプライスプロセシングを阻害するように、または標的とされたｍＲ
ＮＡの分解を誘発するように設計することができ、それがハイブリダイズする標的配列「
に向けられる」または「を標的とする」と表現されてもよい。ある実施形態では、標的配
列は、ＡｓｐＲＳ　ｍＲＮＡ転写物の任意のコードまたは非コード配列を含んでいてもよ
く、したがってエクソン内またはイントロン内の付近にあってもよい。ある実施形態では
、標的配列は、ＡｓｐＲＳの中で相対的に特有または例外的であり、選択されるＡｓｐＲ
Ｓタンパク質分解断片またはスプライス変異体の発現を低下させるために選択的である。
ある実施形態では、標的部位は、予め処理されたｍＲＮＡの３’もしくは５’スプライス
部位または枝分かれ部位を含む。スプライス部位についての標的配列は、予め処理された
ｍＲＮＡにおいて、スプライスアクセプタージャンクションの１～約２５～約５０塩基対
下流にまたはスプライスドナージャンクションの１～約２５～約５０塩基対上流にその５
’末端を有するｍＲＮＡ配列を含んでいてもよい。オリゴマーは、本明細書に記載の方法
で標的核酸を標的とする場合、参照ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドなどの生物学的に関連す
る標的「を標的とする」とより一般に表現される。
【０１７０】
　オリゴヌクレオチドの「サブユニット」は、１つのヌクレオチド（またはヌクレオチド
類似体）単位を指す。用語は、付加されたサブユニット間連結を有するまたは有していな
いヌクレオチド単位を指してもよいが、「電荷サブユニット」を指す場合、電荷は、典型
的に、サブユニット間連結（例えばリン酸もしくはホスホロチオエート連結または陽イオ
ン性連結）内に存在する。
【０１７１】
　オリゴヌクレオチドの環状サブユニットは、リボースもしくは他のペントース糖または
ある実施形態では、代替の基もしくは修飾基に基づくものであってもよい。修飾オリゴヌ
クレオチドバックボーンの例は、限定を伴うことなく、ホスホロチオエート、キラルホス
ホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホト
リエステル、３’－アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含むメチルおよ
び他のアルキルホスホネート、ホスフィネート、３’－アミノホスホロアミデートおよび
アミノアルキルホスホロアミデートを含むホスホロアミデート、チオノホスホロアミデー
ト、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、ならびに通常の
３’－５’連結を有するボラノホスフェート、これらの２’－５’連結類似体、および逆
の極性を有するものを含み、近接する対のヌクレオシド単位は、３’－５’～５’－３’
または２’－５’～５’－２’に連結されている。当技術分野において公知の他のオリゴ
ヌクレオチドの中で、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックド核酸（ＬＮＡ）、２’－Ｏ－メ
チルオリゴヌクレオチド（２’－ＯＭｅ）、２’－メトキシエトキシオリゴヌクレオチド
（ＭＯＥ）、モルホリノも企図される。
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【０１７２】
　プリンまたはピリミジン塩基対成分は、典型的に、アデニン、シトシン、グアニン、ウ
ラシル、チミン、またはイノシンである。ピリジン－４－オン、ピリジン－２－オン、フ
ェニル、偽ウラシル、２，４，６－トリメ１１５トキシベンゼン、３－メチルウラシル、
ジヒドロウリジン、ナフチル、アミノフェニル、５－アルキルシチジン（例えば５－メチ
ルシチジン）、５－アルキルウリジン（例えばリボチミジン）、５－ハロウリジン（例え
ば５－ブロモウリジン）または６－アザピリミジンまたは６－アルキルピリミジン（例え
ば６－メチルウリジン）、プロピン、キューオシン、２－チオウリジン、４－チオウリジ
ン、ワイブトシン、ワイブトキソシン、４－アセチルチジン（４－ａｃｅｔｙｌｔｉｄｉ
ｎｅ）、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウリジン、５’－カルボキシメチルアミノ
メチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウリジン、β－Ｄ－ガラ
クトシルキューオシン、１－メチルアデノシン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチル
グアノシン、３－メチルシチジン、２－メチルアデノシン、２－メチルグアノシン、Ｎ６
－メチルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メトキシアミノメチル－２－チオウリ
ジン、５－メチルアミノメチルウリジン、５－メチルカルボニルメチルウリジン（５－ｍ
ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｎｙｈｎｅｔｈｙｌｕｒｉｄｉｎｅ）、５－メチルオキシウリジン
、５－メチル－２－チオウリジン、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、
β－Ｄ－マンノシルキューオシン、ウリジン－５－オキシ酢酸、２－チオシチジン、トレ
オニン誘導体、および他などの塩基も含まれる（Ｂｕｒｇｉｎら、１９９６年、Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ，３５巻、１４０９０頁；Ｕｈｌｍａｎ　＆　Ｐｅｙｍａｎ、前掲）。
本態様における「修飾塩基」によって、上記に示されるように、アデニン（Ａ）、グアニ
ン（Ｇ）、シトシン（Ｃ）、チミン（Ｔ）、およびウラシル（Ｕ）以外のヌクレオチド塩
基を意味し、そのような塩基は、アンチセンス分子における任意の位置に使用することが
できる。当業者らは、オリゴマーの使用に依存して、ＴおよびＵが交換可能であることを
十分に理解するであろう。例えば、よりＲＮＡ様の２’－Ｏ－メチルアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドなどのように他のアンチセンス化学では、Ｔ塩基は、Ｕとして示されてもよ
い。
【０１７３】
　オリゴヌクレオチドは、標的ＤＮＡまたはＲＮＡなどの標的配列に典型的に相補的であ
る。用語「相補的な」および「相補性」は、塩基対合則によって関連するポリヌクレオチ
ド（つまりヌクレオチドの配列）を指す。例えば、配列「Ａ－Ｇ－Ｔ」は、配列「Ｔ－Ｃ
－Ａ」に相補的である。相補性は、「部分的」であってもよく、核酸の塩基のいくつかの
みが塩基対合則に従って一致する。または、核酸の間に「完全な」もしくは「全体にわた
る」相補性（１００％）があってもよい。核酸鎖の間の相補性の程度は、核酸鎖の間のハ
イブリダイゼーションの効率および強度に著しい効果がある。完全な相補性が所望される
ことが多いが、いくつかの実施形態は、標的配列に関して１つまたは複数のミスマッチを
含んでいてもよいが、好ましくは、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、
１２、１１、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１つのミスマッチを含んで
いてもよい。オリゴマー内の任意の位置の変異が含まれる。ある実施形態では、オリゴマ
ーの末端の近くの配列における変異は、内部における変異より一般に好ましく、存在する
場合、典型的に、５’および／または３’末端の約１０、９、８、７、６、５、４、３、
２、または１つのヌクレオチドの範囲内である。
【０１７４】
　用語「標的配列」は、オリゴヌクレオチドが向けられる標的ＲＮＡの一部、つまり相補
的配列のワトソン－クリック型塩基対によってオリゴヌクレオチドがハイブリダイズする
配列を指す。ある実施形態では、標的配列は、ＡｓｐＲＳ　ｍＲＮＡの隣接領域（例えば
ＡｓｐＲＳ　ｍＲＮＡの特有のスプライスジャンクション）であってもよく、ｍＲＮＡの
非隣接領域から構成されてもよい。
【０１７５】
　用語「ターゲティング配列」またはある実施形態では、「アンチセンスターゲティング
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配列」は、ＤＮＡまたはＲＮＡ標的分子における標的配列に相補的である（実質的に相補
的であることをさらに意味する）、オリゴヌクレオチドにおける配列を指す。アンチセン
ス化合物の全配列または一部のみが、標的配列に相補的であってもよい。例えば、２０～
３０塩基を有するオリゴヌクレオチドにおいて、約６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２
６、２７、２８、または２９が、標的部位に相補的なターゲティング配列であってもよい
。典型的に、ターゲティング配列は、隣接塩基から形成されるが、その代わりに、例えば
オリゴヌクレオチドの両端から一か所に配置される場合に標的配列にわたる配列を構成す
る非隣接配列から形成されてもよい。
【０１７６】
　標的配列およびターゲティング配列は、ハイブリダイゼーションが逆平行の配置で生じ
る場合、互いに「相補的な」ものとして記載される。ターゲティング配列は、標的配列に
対する「おおよその」または「実質的な」相補性を有していてもよく、なお、本発明の目
的のために機能する、すなわち、それは、なお、機能的に「相補的」であってもよい。
【０１７７】
　オリゴマーが、実質的に４５℃を超える、好ましくは少なくとも５０℃、典型的に６０
℃～８０℃以上のＴｍで、生理学的条件下で、標的（例えばＡｓｐＲＳ参照ポリヌクレオ
チドまたはその相補体）とハイブリダイズする場合、オリゴヌクレオチドは、標的ポリヌ
クレオチドと「特異的にハイブリダイズする」。そのようなハイブリダイゼーションは、
好ましくは、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件に相当する。所与のイオン
強度およびｐＨで、Ｔｍは、標的配列の５０％が相補的なポリヌクレオチドとハイブリダ
イズする温度である。なおまた、そのようなハイブリダイゼーションは、標的配列に対す
るアンチセンスオリゴマーの「おおよその」または「実質的な」相補性でおよび厳密な相
補性で生じてもよい。
【０１７８】
　特異的に結合する、または特異的にハイブリダイズするという用語は、選択されたハイ
ブリダイゼーション条件下で試料中のその意図される標的遺伝子配列に結合するだけでな
く、試料中の他の標的配列に有意に結合せず、それによって、標的プール中のその意図さ
れる標的および他のすべての標的を区別する、オリゴヌクレオチドプローブまたはポリヌ
クレオチド配列を一般に指す。その意図される標的配列と特異的にハイブリダイズするプ
ローブはまた、本明細書に記載のように、選択されるハイブリダイゼーション条件下で濃
度差異を検出してもよい。
【０１７９】
　上記に述べられるように、本明細書において提供されるある種のオリゴヌクレオチドは
、ペプチド核酸（ＰＮＡ）を含む。「ロックド核酸」サブユニット（ＬＮＡ）も含まれる
。ＬＮＡの構造は、当技術分野において公知である：例えばＷｅｎｇｅｌら、Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ（１９９８年）４５５頁；Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏ
ｎ（１９９８年）５４巻、３６０７頁およびＡｃｃｏｕｎｔｓ　ｏｆ　Ｃｈｅｍ．　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ（１９９９年）３２巻、３０１頁）；Ｏｂｉｋａら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏ
ｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ（１９９７年）３８巻、８７３５頁；（１９９８年）３９巻、５４０
１頁、ならびにＢｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２０
０８年）１６巻、９２３０頁。ある種のオリゴヌクレオチドは、無電荷または実質的に無
電荷の連結によって結びつけられる塩基対成分を有する、モルホリノベースのサブユニッ
トを含んでいてもよい。用語「モルホリノオリゴマー」または「ＰＭＯ」（ホスホロアミ
デートもしくはホスホロジアミデートモルホリノオリゴマー）は、モルホリノサブユニッ
ト構造から構成されるオリゴヌクレオチド類似体を指し、（ｉ）構造は、近接するサブユ
ニットの５’環外炭素に１つのサブユニットのモルホリノ窒素を結びつける、１～３原子
長、好ましくは２原子長の、好ましくは無電荷または陽イオン性であるリン含有連結によ
ってともに連結され、（ｉｉ）モルホリノ環はそれぞれ、ポリヌクレオチド中の塩基に塩
基特異的水素結合によって結合するのに有効なプリンもしくはピリミジンまたは等価な塩
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基対成分を有する。
【０１８０】
　ある実施形態では、オリゴヌクレオチドは、混合物または無電荷および陽イオン性バッ
クボーン連結を有するオリゴヌクレオチドの合成に関して上記および下記に記載される参
考文献において詳述される方法を利用して、段階的な固相合成によって調製することがで
きる。いくつかの場合には、例えば、薬物動態を増強するまたは化合物の捕捉もしくは検
出を促進するために、オリゴヌクレオチドにさらなる化学成分を追加することが望ましく
てもよい。そのような成分は、標準的な合成方法に従って、典型的にオリゴマーの末端に
共有結合されてもよい。例えば、ポリエチレングリコール成分または他の親水性ポリマー
、例えば１０～１００単量体サブユニットを有するものの追加は、可溶性を増強するのに
有用であってもよい。１つまたは複数の電荷基（例えば有機酸などの陰イオン性電荷基）
は、細胞取り込みを増強してもよい。
【０１８１】
　様々な検出可能な分子は、直接（例えば光放射によって）または間接的に（例えば蛍光
標識抗体の結合によって）検出することができる放射性同位元素、蛍光色素、色素、酵素
、ナノ粒子、化学発光マーカー、ビオチン、または当技術分野において公知の他の単量体
などのように、オリゴヌクレオチドを検出可能にするために使用されてもよい。
【０１８２】
　ある実施形態は、その断片および変異体を含む、ＡｓｐＲＳ参照ポリヌクレオチドの１
つまたは複数のｍＲＮＡ転写物を標的とするＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）作用物質に関する。
ＡｓｐＲＳスプライス変異体またはタンパク質分解断片などの、選択されるＡｓｐＲＳ転
写物のレベルを調整するためのその使用の方法も含まれる。
【０１８３】
　用語「二本鎖」は、鎖の少なくとも一部が、水素結合して、二重鎖構造を形成するのに
十分に相補的である領域を含む２つの別々の核酸鎖を意味する。用語、「二重鎖」または
「二重鎖構造」は、２つの別々の鎖が実質的に相補的であり、したがって互いにハイブリ
ダイズする二本鎖分子の領域を指す。「ｄｓＲＮＡ」は、２つの相補的な逆平行核酸鎖（
つまりセンス鎖およびアンチセンス鎖）を含む二重鎖構造を有するリボ核酸分子を指す。
ｄｓＲＮＡのすべてのヌクレオチドがワトソン－クリック型塩基対を示さなければならな
いとは限らず、２つのＲＮＡ鎖は、実質的に相補的であってもよい。ＲＮＡ鎖は、同じま
たは異なる数のヌクレオチドを有していてもよい。
【０１８４】
　ｄｓＲＮＡの鎖は、ハイブリダイズして、二重鎖構造を形成するのに十分に相補的であ
る。ある実施形態では、相補的ＲＮＡ鎖は、長さが３０未満のヌクレオチド、２５未満の
ヌクレオチド、または長さがさらに１９～２４のヌクレオチドであってもよい。ある態様
では、相補的なヌクレオチド配列は、長さが２０～２３のヌクレオチドまたは長さが２２
のヌクレオチドであってもよい。
【０１８５】
　ある実施形態では、ＲＮＡ鎖の少なくとも１つは、長さが１～４ヌクレオチドのヌクレ
オチドオーバーハングを含む。他の実施形態では、一方または両方の鎖は、平滑末端であ
る。ある実施形態では、ｄｓＲＮＡは、少なくとも１つの化学的に修飾されたヌクレオチ
ドをさらに含んでいてもよい。
【０１８６】
　本発明のある実施形態は、マイクロＲＮＡを含んでいてもよい。マイクロＲＮＡは、生
物において天然に産生される小さなＲＮＡの大きな群を示し、これらのいくつかは、標的
遺伝子の発現を調節する。マイクロＲＮＡは、ダイサーによって、約７０ヌクレオチド一
本鎖ヘアピン前駆体転写物から形成される（Ｖ．　ＡｍｂｒｏｓらＣｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ１３巻：８０７頁、２００３年）。
【０１８７】
　ある実施形態はまた、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）を利用してもよい。ｓｉＲＮＡ
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作用物質の鎖はそれぞれ、長さが３５、３０、２５、２４、２３、２２、２１、２０、１
９、１８、１７、１６、または１５ヌクレオチド以下とすることができる。鎖は、好まし
くは、長さが少なくとも１９ヌクレオチドである。例えば、鎖はそれぞれ、長さが２１～
２５ヌクレオチドとすることができる。好ましいｓｉＲＮＡ作用物質は、１７、１８、１
９、２９、２１、２２、２３、２４、または２５ヌクレオチド対の二重鎖領域および１つ
または複数のオーバーハング、好ましくは２～３ヌクレオチドの１または２つの３’オー
バーハングを有する。
【０１８８】
　本明細書において使用される「一本鎖ＲＮＡｉ作用物質」は、単一の分子から構成され
るＲＮＡｉ作用物質である。それは、鎖内対合によって形成される二重領域を含んでいて
もよい、例えば、それは、ヘアピンまたはフライパンの柄の構造をしていても、それを含
んでいてもよい。一本鎖ＲＮＡｉ作用物質は、長さが少なくとも１４、より好ましくは少
なくとも１５、２０、２５、２９、３５、４０、または５０ヌクレオチドである。長さが
２００、１００、または６０未満のヌクレオチドが好ましい。
【０１８９】
　ヘアピンＲＮＡｉ調整作用物質は、１７、１８、１９、２９、２１、２２、２３、２４
、または２５ヌクレオチド対に等しい、または少なくとも１７、１８、１９、２９、２１
、２２、２３、２４、または２５ヌクレオチド対の二重鎖領域を有していてもよい。二重
鎖領域は、好ましくは、長さが、２００、１００、または５０以下であってもよい。二重
鎖領域についてのある範囲は、長さが１５～３０、１７～２３、１９～２３、および１９
～２１のヌクレオチド対である。ヘアピンは、好ましくは３’、好ましくはヘアピンのア
ンチセンス側に、一本鎖オーバーハングまたは端末不対領域を有していてもよい。ある実
施形態では、オーバーハングは、長さが２～３ヌクレオチドである。
【０１９０】
　本発明は、リボザイムを利用するオリゴヌクレオチドをさらに包含する。本明細書に記
載のＡｓｐＲＳターゲティング配列を発現することができるベクター送達系も含まれる。
ｓｉＲＮＡまたは他の二重鎖形成ＲＮＡ干渉分子を発現するベクターが含まれる。典型的
な送達系は、とりわけ当技術分野において公知のレトロウイルス（例えばレンチウイルス
）ベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、およびヘルペスウ
イルスベクターを含むが、これらに限定されないウイルスベクター系（つまりウイルス媒
介形質導入）を含んでいてもよい。
【０１９１】
　ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド参照配列またはその相補配列の１つまたは複数の部分を標
的とするオリゴヌクレオチドおよびＲＮＡｉ作用物質は、本明細書において記載され、当
業者らに明らかな治療上の、診断上の、または薬剤スクリーニングの方法のいずれかにお
いて使用されてもよい。
【０１９２】
　抗体組成物、その断片、および他の結合剤
　他の態様によれば、本発明は、本明細書において開示されるポリペプチドに対してまた
はその部分、変異体、もしくは誘導体に対して結合特異性を示す抗体、その抗原結合断片
、可溶性受容体、小分子、アプタマーなどの結合剤およびそれを使用するための方法をさ
らに提供する。好ましくは、そのような結合剤は、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドによ
って媒介される、非標準的な活性の１つまたは複数を調整するのに有効である。ある実施
形態では、例えば、結合剤は、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドに結合し、その細胞性結
合パートナーの１つまたは複数に結合するためのその能力を阻害するものである。したが
って、そのような結合剤は、その活性に拮抗することによって、本発明のＡｓｐＲＳポリ
ペプチドによって媒介される疾患、障害、または他の状態を治療または予防するために使
用されてもよい。
【０１９３】
　抗体またはその抗原結合断片は、それがポリペプチドと検出可能なレベル（例えばＥＬ
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ＩＳＡアッセイ内で）で反応し、類似する条件下で無関係なポリペプチドと検出可能に反
応しない場合、本発明のポリペプチドに対して「特異的に結合する」、「免疫学的に結合
する」、および／または「免疫学的に反応性である」と言える。
【０１９４】
　この文脈において使用される免疫学的結合は、一般に、免疫グロブリン分子および免疫
グロブリンが特異的な抗原の間に生じるタイプの非共有結合相互作用を指す。免疫学的結
合相互作用の強度または親和性は、相互作用の解離定数（Ｋｄ）の点から表現することが
でき、Ｋｄが小さいほど、親和性が大きくなることを示す。選択されるポリペプチドの免
疫学的結合特性は、当技術分野において周知の方法を使用して定量化することができる。
あるそのような方法は、抗原結合部位／抗原複合体の形成および解離の速度を測定するこ
とを要し、それらの速度は、複合体パートナーの濃度、相互作用の親和性、および等しく
両方向に、速度に影響を及ぼす幾何学的パラメーターに依存する。したがって、「ｏｎ速
度定数」（Ｋｏｎ）および「ｏｆｆ速度定数」（Ｋｏｆｆ）の両方は、濃度ならびに結合
および解離の実際の速度の計算によって決定することができる。Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎの比は
、親和性に関係しないすべてのパラメーターを無効にすることができ、したがって、解離
定数Ｋｄと等しい。例えばＤａｖｉｅｓら（１９９０年）Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．５９巻：４３９～４７３頁を参照されたい。
【０１９５】
　「抗原結合部位」または抗体の「結合部分」は、抗原結合に関与する免疫グロブリン分
子の部分を指す。抗原結合部位は、重（「Ｈ」）および軽（「Ｌ」）鎖のＮ末端可変（「
Ｖ」）領域のアミノ酸残基によって形成される。重鎖および軽鎖のＶ領域内の高度に相違
する３つのストレッチは、「フレームワーク領域」または「ＦＲ」として公知のより保存
されたフランキングストレッチの間に介在している「超可変領域」と称される。したがっ
て、用語「ＦＲ」は、免疫グロブリンにおいて超可変領域の間に近接して天然に見つけら
れるアミノ酸配列を指す。抗体分子において、軽鎖の３つの超可変領域および重鎖の３つ
の超可変領域は、三次元空間で互いに関連して配置されて、抗原結合表面を形成する。抗
原結合表面は、結合抗原の三次元表面に相補的であり、重鎖および軽鎖のそれぞれの３つ
の超可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」と称される。
【０１９６】
　結合剤は、例えば、ペプチド成分、ＲＮＡ分子、またはポリペプチドを有するまたは有
していないリボソームであってもよい。好ましい実施形態では、結合剤は、抗体またはそ
の抗原結合断片である。抗体は、当業者らに公知の様々な技術のいずれかによって調製さ
れてもよい。例えばＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ、１９８８年を参照されたい。例えば、対象のポリペプチドに特異的なモノクロ
ーナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．６巻：５１１～５１９頁、１９７６年の技術およびそれに対して改善された技術を使用
して調製されてもよい。本発明のポリペプチドは、精製プロセスにおいて、例えば親和性
クロマトグラフィーステップにおいて使用されてもよい。
【０１９７】
　「Ｆｖ」断片は、ＩｇＭ、まれにＩｇＧまたはＩｇＡ免疫グロブリン分子の選択的なタ
ンパク質分解切断によって産生することができる。しかしながら、より一般には、Ｆｖ断
片は、当技術分野において公知の組換え技術を使用して誘導される。Ｆｖ断片は、天然の
抗体分子の抗原認識および結合能力の多くを保持する抗原結合部位を含む非共有結合ＶＨ

：：ＶＬヘテロ二量体を含む。Ｉｎｂａｒら（１９７２年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ６９巻：２６５９～２６６２頁；Ｈｏｃｈｍａｎら（１９７６
年）Ｂｉｏｃｈｅｍ１５巻：２７０６～２７１０頁；およびＥｈｒｌｉｃｈら（１９８０
年）Ｂｉｏｃｈｅｍ１９巻：４０９１～４０９６頁。
【０１９８】
　単鎖Ｆｖ（「ｓＦｖ」）ポリペプチドは、ペプチドコードリンカーによって連結される
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ＶＨおよびＶＬコード遺伝子を含む遺伝子融合物から発現される、共有結合されたＶＨ：
：ＶＬヘテロ二量体である。Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８５巻（１６号）：５８７９～５８８３頁。自然に集合してい
るが、化学的に分離している軽および重ポリペプチド鎖を抗体Ｖ領域から、フォールドし
て、抗原結合部位の構造に実質的に類似する三次元構造になるであろうｓＦｖ分子に変換
するために、多くの方法が、化学構造を識別するために記載されている。例えば、Ｈｕｓ
ｔｏｎらに対する米国特許第５，０９１，５１３号および第５，１３２，４０５号ならび
にＬａｄｎｅｒらに対する米国特許第４，９４６，７７８号を参照されたい。
【０１９９】
　上記分子のそれぞれは、ＣＤＲを支持し、互いに関連してＣＤＲの空間的関係を決定す
る重鎖および軽鎖ＦＲセットの間にそれぞれ介在している重鎖および軽鎖ＣＤＲセットを
含む。本明細書において使用されるように、用語「ＣＤＲセット」は、重鎖または軽鎖Ｖ
領域の３つの超可変領域を指す。重鎖または軽鎖のＮ末端から進んで、これらの領域は、
「ＣＤＲ１」、「ＣＤＲ２」、および「ＣＤＲ３」としてそれぞれ示される。抗原結合部
位は、そのため、重鎖および軽鎖Ｖ領域のそれぞれに由来するＣＤＲセットを含む６つの
ＣＤＲを含む。単一のＣＤＲ（例えばＣＤＲ１、ＣＤＲ２、またはＣＤＲ３）を含むポリ
ペプチドは、「分子認識単位」と本明細書において呼ばれる。多くの抗原－抗体複合体の
結晶解析により、ＣＤＲのアミノ酸残基が、結合した抗原と広範囲な接触を形成し、最も
広範囲な抗原接触が、重鎖ＣＤＲ３とのものであることが実証された。したがって、分子
認識単位は、抗原結合部位の特異性を主として担う。
【０２００】
　本明細書において使用されるように、用語「ＦＲセット」は、重鎖または軽鎖Ｖ領域の
ＣＤＲセットのＣＤＲの骨組をつくる４つのフランキングアミノ酸配列を指す。いくつか
のＦＲ残基は、結合した抗原に接触してもよいが、ＦＲ、特にＣＤＲに直接近接するＦＲ
残基は、主として、Ｖ領域の抗原結合部位へのフォールディングを担う。ＦＲ内では、あ
る種のアミノ残基およびある種の構造的な特徴が、非常に高度に保存されている。この点
で、Ｖ領域配列はすべて、約９０のアミノ酸残基の内部ジスルフィドループを含有する。
Ｖ領域がフォールドして結合部位になる場合、ＣＤＲは、抗原結合表面を形成する、突出
するループモチーフとして表される。厳密なＣＤＲアミノ酸配列には関係なく、ある種の
「標準的な」構造にフォールドした形状のＣＤＲループに影響を及ぼす、ＦＲの保存構造
領域があることが一般に認識されている。さらに、ある種のＦＲ残基は、抗体重鎖および
軽鎖の相互作用を安定化する、非共有結合ドメイン間接触に関与することが公知である。
【０２０１】
　ヒト定常ドメインに融合されたげっ歯類Ｖ領域およびそれらの関連するＣＤＲ（Ｗｉｎ
ｔｅｒら（１９９１年）Ｎａｔｕｒｅ３４９巻：２９３～２９９頁；Ｌｏｂｕｇｌｉｏら
（１９８９年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８６巻：４２２０
～４２２４頁；Ｓｈａｗら（１９８７年）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８巻：４５３４～４
５３８頁；およびＢｒｏｗｎら（１９８７年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７巻：３５７７
～３５８３頁）、適切なヒト抗体定常ドメインとの融合に先立ってヒト支持ＦＲの中に移
植されたげっ歯類ＣＤＲ（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら（１９８８年）Ｎａｔｕｒｅ３３２巻：
３２３～３２７頁；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら（１９８８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ２３９巻：１５
３４～１５３６頁；およびＪｏｎｅｓら（１９８６年）Ｎａｔｕｒｅ３２１巻：５２２～
５２５頁）、ならびに組換えで上張りされた（ｖｅｎｅｅｒｅｄ）げっ歯類ＦＲによって
支持されるげっ歯類ＣＤＲ（欧州特許出願公開第５１９，５９６号、１９９２年１２月２
３日公開）を有するキメラ抗体を含む、非ヒト免疫グロブリンに由来する抗原結合部位を
含む、多くの「ヒト化」抗体分子が記載されている。これらの「ヒト化」分子は、ヒトレ
シピエントにおいてそれらの成分の治療上の適用の期間および有効性を制限する、げっ歯
類抗ヒト抗体分子に対する不要な免疫学的応答を最小限にするように設計されている。
【０２０２】
　上記に述べられるように、「ペプチド」は、結合剤として含まれる。ペプチドという用
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語は、典型的に、アミノ酸残基のポリマーならびにその変異体および合成アナログを指す
。ある実施形態では、用語「ペプチド」は、中間の整数および範囲をすべて含む（例えば
５～１０、８～１２、１０～１５）、約２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４
５、または５０アミノ酸から成り、ＡｓｐＲＳポリペプチド、その細胞性結合パートナー
、またはその両方と相互作用するペプチドを含む、相対的に短いポリペプチドを指す。ペ
プチドは、本明細書に記載のように、天然に存在するアミノ酸および／または天然に存在
しないアミノ酸から構成することができる。
【０２０３】
　結合剤は、ペプチドミメティックまたは他の小分子を含んでいてもよい。「小分子」は
、合成または生物学的な起源（生体分子）であるが、典型的にポリマーではない有機化合
物を指す。有機化合物は、分子が炭素を含有している大きなクラスの化学化合物を指す。
典型的に、炭酸塩、炭素の単純な酸化物、またはシアン化物のみを含有するものを除外す
る。「生体分子」は、その上、ペプチド、多糖、および核酸などの大きなポリマー分子（
バイオポリマー）ならびに一次二次代謝産物、脂質、リン脂質、糖脂質、ステロール、グ
リセロ脂質、ビタミン、およびホルモンなどの小分子を含む、生物によって産生される有
機分子を一般に指す。「ポリマー」は、共有化学結合によって典型的につながれる反復構
造単位から構成される大きな分子または高分子を一般に指す。
【０２０４】
　ある実施形態では、小分子は、１０００ダルトン未満の、典型的に約３００～７００ダ
ルトンの、約５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０
、５００、５５０、５００、６５０、６００、７５０、７００、８５０、８００、９５０
、または１０００ダルトンを含む分子量を有する。
【０２０５】
　アプタマーも、結合剤として含まれる。アプタマーの例は、核酸アプタマー（例えばＤ
ＮＡアプタマー、ＲＮＡアプタマー）およびペプチドアプタマーを含んだ。核酸アプタマ
ーは、小分子、タンパク質、核酸、ならびにさらに細胞、組織、および生物などの様々な
分子標的に結合するように、インビトロセレクション法またはＳＥＬＥＸ（指数関数的な
濃縮によるリガンドのシステマティックな進化）などの等価な方法を繰り返して作られた
核酸種を一般に指す。したがって、本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリペプチドおよび／ま
たはそれらの細胞性結合パートナーに結合する核酸アプタマーが含まれる。
【０２０６】
　ペプチドアプタマーは、ペプチドアプタマーの結合親和性を、抗体と同等のレベルまで
（例えばナノモルの範囲で）典型的に増加させる二重の構造的な制約となる、タンパク質
の骨格の両端に付加される可変ペプチドループを典型的に含む。ある実施形態では、可変
ループ長は、約１０～２０アミノ酸（中間の整数をすべて含む）から構成されてもよく、
骨格は、好適な可溶性および密集（ｃｏｍｐａｃｉｔｙ）特性を有する任意のタンパク質
を含んでいてもよい。ある典型的な実施形態は、骨格タンパク質として細菌タンパク質チ
オレドキシン－Ａを利用してもよく、可変ループは、還元性活性部位（野生型タンパク質
における－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓ－ループ）内に挿入され、２つのシステイン
側鎖はジスルフィド架橋を形成することができる。したがって、本明細書に記載のＡｓｐ
ＲＳポリペプチドおよび／またはそれらの細胞性結合パートナーに結合するペプチドアプ
タマーが含まれる。ペプチドアプタマー選択は、酵母ツーハイブリッド系を含む、当技術
分野において公知の異なる系を使用して実行することができる。
【０２０７】
　上記に述べられるように、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドおよび結合剤は、本明細書
に記載の診断上の、薬剤発見の、または治療上の方法のいずれかにおいて使用することが
できる。
【０２０８】
　本発明の他の実施形態では、本発明のモノクローナル抗体などの結合剤は、対象の１つ
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または複数の作用物質にカップルされてもよい。例えば、治療剤は、適したモノクローナ
ル抗体に直接または間接的に（例えばリンカー基を介して）カップルされてもよい（例え
ば共有結合されてもよい）。それぞれが他方と反応することができる置換基を有する場合
、作用物質および抗体の間の直接的な反応は可能である。例えば、一方の上にあるアミノ
基またはスルフヒドリル基などの求核基は、無水物もしくは酸ハロゲン化物などのカルボ
ニル含有基とまたは他方の上にある好適な脱離基（例えばハロゲン化物）を含有するアル
キル基と反応することができてもよい。
【０２０９】
　その代わりに、リンカー基を介して治療剤および抗体をカップルすることは望ましい可
能性がある。リンカー基は、結合能力に対する干渉を避けるために作用物質と抗体の距離
を置くために、スペーサーとして機能することができる。リンカー基はまた、作用物質ま
たは抗体上の置換基の化学反応性を増加させ、したがって、カップリング効率を増加させ
る役割を果たすことができる。化学反応性における増加はまた、作用物質または作用物質
上の官能基の使用を促進してもよく、これは、他の場合には可能とならないであろう。
【０２１０】
　ホモおよびヘテロ官能性の両方の様々な二官能性または多官能性試薬（Ｐｉｅｒｃｅ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬのカタログに記載のものなど）が、
リンカー基として利用されてもよいことは、当業者らに明らかであろう。カップリングは
、例えば、アミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基、または酸化炭水化物残基を通
してもたらされてもよい。そのような方法論を記載している多数の参考文献、例えば、Ｒ
ｏｄｗｅｌｌらに対する米国特許第４，６７１，９５８号がある。
【０２１１】
　本発明の免疫複合体の抗体部分が遊離する場合に、治療剤がより強力となる場合、細胞
の中へのインターナリゼーションの間にまたはその際に切断可能なリンカー基を使用する
ことは望ましい可能性がある。多くの異なる切断可能なリンカー基が記載されている。こ
れらのリンカー基からの作用物質の細胞内放出についてのメカニズムは、ジスルフィド結
合の還元による（例えば、Ｓｐｉｔｌｅｒに対する米国特許第４，４８９，７１０号）、
感光性結合の照射による（例えば、Ｓｅｎｔｅｒらに対する米国特許第４，６２５，０１
４号）、誘導体化されたアミノ酸側鎖の加水分解による（例えば、Ｋｏｈｎらに対する米
国特許第４，６３８，０４５号）、血清補体媒介性の加水分解による（例えば、Ｒｏｄｗ
ｅｌｌらに対する米国特許第４，６７１，９５８号）、および酸触媒加水分解による（例
えば、Ｂｌａｔｔｌｅｒらに対する米国特許第４，５６９，７８９号）切断を含む。
【０２１２】
　抗体に１つを超える作用物質をカップルすることは望ましい可能性がある。一実施形態
では、複数の分子の作用物質が、１つの抗体分子にカップルされる。他の実施形態では、
１つを超えるタイプの作用物質が、１つの抗体にカップルされてもよい。特定の実施形態
には関係なく、１つを超える作用物質とのイムノコンジュゲートは、様々な方法において
調製されてもよい。例えば、１つを超える作用物質は、抗体分子に直接カップルされても
よく、または付加のための複数の部位を提供するリンカーを使用することができる。
【０２１３】
　製剤および投与
　本発明の組成物（例えばポリペプチド、ポリヌクレオチド、抗体など）は、一般に、単
独でまたは１つもしくは複数の他の治療法と組み合わせて、細胞、組織、または動物への
投与のために、薬学的に許容できるまたは生理学的に許容できる溶液中で製剤される。所
望の場合、本発明の組成物は、その上、例えば他のタンパク質もしくはポリペプチドまた
は様々な薬学的に活性の作用物質などの他の作用物質と組み合わせて投与されてもよいこ
とが理解されるであろう。組成物中に含まれていてもよい他の成分に対する制限は事実上
ない、ただし、さらなる作用物質が、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドにより達成される
こととなる、所望の、所望の効果に悪影響を及ぼさないことを条件とする。
【０２１４】
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　本発明の医薬組成物において、薬学的に許容できる賦形剤および担体溶液の製剤は、例
えば経口、非経口、静脈内、鼻腔内、頭蓋内、および筋肉内の投与および処方を含む様々
な治療レジメンにおいて本明細書に記載の特定の組成物を使用するための、適した投薬お
よび治療レジメンの開発のように、当業者らに周知である。
【０２１５】
　ある適用では、本明細書において開示される医薬組成物は、経口投与を介して被験体に
送達されてもよい。そのため、これらの組成物は、不活性の希釈剤もしくは吸収できる食
用の担体と共に製剤されてもよく、またはそれらは、ハードもしくはソフトシェルゼラチ
ンカプセル中に包まれてもよく、またはそれらは、圧縮されて錠剤にされてもよく、また
はそれらは、食事の食糧と共に直接取り込まれてもよい。
【０２１６】
　ある状況では、例えば米国特許第５，５４３，１５８号；米国特許第５，６４１，５１
５号、および米国特許第５，３９９，３６３号（それぞれ、その全体が参照によって本明
細書において明確に組み込まれる）に記載のように、本明細書において開示される医薬組
成物を非経口的に、静脈内に、筋肉内に、またはさらに腹腔内で送達することは望ましい
であろう。遊離塩基または薬理学的に許容できる塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロ
キシプロピルセルロースなどの界面活性剤と適切に混合された水において調製されてもよ
い。分散液も、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびその混合物中でおよ
び油中で調製されてもよい。保存および使用の通常の条件下で、これらの調製物は、微生
物の成長を予防するために防腐剤を含有する。
【０２１７】
　注射可能な使用に適した医薬形態は、滅菌水溶液または分散液および滅菌注射剤または
分散液の即時の調製のための滅菌粉末剤を含む（その全体が参照によって本明細書におい
て明確に組み込まれる米国特許第５，４６６，４６８号）。すべての場合で、形態は、滅
菌であるべきであり、容易な注射可能性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ）が存在する程度
まで流動性であるべきである。それは、製造および保存の条件下で安定性であるべきであ
り、細菌および菌類などの微生物の汚染作用に対して保護されるべきである。担体は、例
えば、水、エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、液体
ポリエチレングリコールなど）、その適した混合物、ならびに／または植物油を含有する
溶剤または分散媒とすることができる。例えば、適切な流動性は、レシチンなどのコーテ
ィングの使用によって、分散液の場合に必要とされる粒径の維持によって、および界面活
性剤の使用によって維持されてもよい。微生物の作用の予防は、様々な抗菌および抗真菌
剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどに
よって促進することができる。多くの場合では、等張作用物質、例えば糖または塩化ナト
リウムを含むことは望ましいであろう。注射可能な組成物の吸収の延長は、吸収を遅らせ
る作用物質、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンの組成物における使用
によってもたらすことができる。
【０２１８】
　水溶液中での非経口投与のために、例えば、必要ならば、溶液は、適切に緩衝されるべ
きであり、液体の希釈剤は、最初に、十分な生理食塩水またはグルコースを用いて等張に
されるべきである。これらの特定の水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下、および腹腔内投与
に特に適している。これに関連して、利用することができる滅菌水性媒体は、本発明の開
示に照らして当業者らに公知になるであろう。例えば、一投薬量は、１ｍｌの等張ＮａＣ
ｌ溶液中で溶解されてもよく、１０００ｍｌの皮下注入液に追加されてもよく、または注
入が提案される部位に注射されてもよい（例えばＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１５版、１０３５～１０３８頁および１５７０
～１５８０頁を参照されたい）。投薬量におけるいくらかの変動は、治療されている被験
体の状態に依存して必ず生じるであろう。投与の担当者は、いかなる場合も、個々の被験
体についての適切な用量を決定するであろう。さらに、ヒト投与については、調製物は、
滅菌性、発熱性、および一般的な安全性ならびにＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌ
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ｏｇｉｃｓ　ｓｔａｎｄａｒｄによって必要とされる純度基準を満たすべきである。
【０２１９】
　滅菌注射剤は、必要とされるように、上記に列挙される様々な他の成分と共に、適切な
溶剤において必要とされる量で活性化合物を組み込み、その後に続く滅菌ろ過によって調
製することができる。一般に、分散液は、基本的な分散媒および上記に列挙されるものか
らの、必要とされる他の成分を含有する滅菌ビヒクルの中に様々な滅菌活性成分を組み込
むことによって調製される。滅菌注射剤の調製物についての滅菌粉末剤の場合には、調製
の好ましい方法は、その予め滅菌ろ過した溶液から活性成分の粉末および任意のさらなる
所望の成分が得られる真空乾燥および凍結乾燥技術である。
【０２２０】
　本明細書において開示される組成物は、中性または塩の形態で製剤されてもよい。薬学
的に許容できる塩は、例えば塩酸もしくはリン酸などの無機酸または酢酸、シュウ酸、酒
石酸、マンデル酸などのような有機酸により形成される酸付加塩（タンパク質の遊離アミ
ノ基により形成される）を含む。遊離カルボキシル基により形成される塩は、例えばナト
リウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基なら
びにイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなどのような有機
塩基から誘導することができる。処方に際して、溶液は、投薬処方と適合するように治療
上有効な量で投与されるであろう。製剤は、注射剤、薬剤放出カプセルなどの様々な剤形
で容易に投与される。
【０２２１】
　本明細書において使用されるように、「担体」は、任意のおよびすべての溶剤、分散媒
、ビヒクル、コーティング、希釈剤、抗菌および抗真菌剤、等張および吸収遅延剤、バッ
ファー、担体溶液、懸濁剤、コロイドなどを含む。医薬活性物質についてのそのような培
地および作用物質の使用は、当技術分野において周知である。任意の通常の媒体または作
用物質が活性成分と不適合である場合を除いて、治療組成物におけるその使用が企図され
る。補足の活性成分も、組成物の中に組み込むことができる。
【０２２２】
　語句「薬学的に許容できる」は、ヒトに投与された場合にアレルギーまたは類似する好
ましくない反応をもたらさない分子要素および組成物を指す。活性成分としてタンパク質
を含有する水性組成物の調製物は、当技術分野において十分に理解されている。典型的に
、そのような組成物は、液体溶液または懸濁剤として注射液として調製される；液体中で
の溶解または懸濁に適した固体形態も、注射に先立って、調製することができる。その調
製物はまた、乳化することもできる。
【０２２３】
　ある実施形態では、医薬組成物は、鼻腔内スプレー、吸入、および／または他のエアロ
ゾル送達ビヒクルによって送達されてもよい。鼻エアロゾルスプレーを介して肺に遺伝子
、ポリヌクレオチド、およびペプチド組成物を直接送達するための方法は、例えば米国特
許第５，７５６，３５３号および米国特許第５，８０４，２１２号（それぞれ、その全体
が参照によって本明細書において明確に組み込まれる）において記載されている。同様に
、鼻腔内微粒子樹脂を使用する薬剤の送達（Ｔａｋｅｎａｇａら、１９９８年）およびリ
ソホスファチジル－グリセロール化合物（その全体が参照によって本明細書において明確
に組み込まれる米国特許第５，７２５，８７１号）も、医薬の技術分野において周知であ
る。同様に、ポリテトラフルオロエチレン（ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｅｙ
ｌｅｎｅ）支持マトリックスの形態をした口腔粘膜薬剤送達は、米国特許第５，７８０，
０４５号（その全体が参照によって本明細書において明確に組み込まれる）において記載
されている。
【０２２４】
　ある実施形態では、送達は、適した宿主細胞の中への本発明の組成物の導入のために、
リポソーム、ナノカプセル、微粒子、マイクロスフェア、脂質粒子、小胞などの使用によ
って生じてもよい。特に、本発明の組成物は、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフェ
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ア、ナノ粒子などにおいて被包される送達のために製剤されてもよい。そのような送達ビ
ヒクルの製剤および使用は、公知の通常の技術を使用して実行することができる。
【０２２５】
　本発明の組成物を含むキット
　本発明は、他の態様では、本明細書に記載のように、本発明のポリペプチド、ポリヌク
レオチド、抗体、多ユニット複合体、その組成物などの１つまたは複数が充填された１つ
または複数の容器を含むキットを提供する。キットは、そのような組成物を使用するため
の方法についての書面の説明書を含むことができる（例えば細胞シグナル伝達、血管新生
、癌、炎症性の状態などを調整するための）。
【０２２６】
　本明細書におけるキットは、１つまたは複数のさらなる治療剤または治療されている徴
候に適しているもしくは所望である他の成分を含んでいてもよい。所望の場合、さらなる
治療剤は、第２の容器中に含有されてもよい。さらなる治療剤の例は、抗腫瘍剤、抗炎症
剤、抗菌剤、抗ウイルス剤、血管新生剤などを含むが、これらに限定されない。
【０２２７】
　本明細書におけるキットはまた、１つまたは複数の注射器または意図されるモードの送
達（例えばステント、移植可能なデポー剤など）を促進するのに必要なまたは所望される
他の成分を含むこともできる。
【０２２８】
　使用法
　本発明の実施形態はまた、診断上の、薬剤発見の、および／または治療上の目的のため
にＡｓｐＲＳ組成物または本明細書に記載の「作用物質」を使用するための方法を含む。
ＡｓｐＲＳ「作用物質」という用語は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド、ＡｓｐＲＳポリペ
プチド、結合剤、および本明細書に記載の他の化合物を一般に指す。診断上の目的のため
に、ＡｓｐＲＳ作用物質は、異なる細胞型もしくは異なる細胞の状態を区別するためにま
たは関連する疾患もしくは状態を有する被験体を同定するためになどのように、様々な非
限定的な方法において使用することができる。薬剤発見の目的のために、ＡｓｐＲＳ作用
物質は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの１つもしくは複数の細胞性「結合パートナー」を同定
するために、ＡｓｐＲＳポリペプチドの１つもしくは複数の「非標準的な」活性を特徴付
けるために、その結合パートナー（複数可）とのＡｓｐＲＳポリペプチドの相互作用に選
択的にもしくは非選択的を刺激するかもしくはそれに拮抗する作用物質を同定するために
、および／またはＡｓｐＲＳポリペプチドの１つもしくは複数の「非標準的な」活性に選
択的にもしくは非選択的を刺激するかもしくはそれに拮抗する作用物質を同定するために
使用することができる。治療上の目的のために、本明細書において提供されるＡｓｐＲＳ
作用物質または組成物は、下記に詳述される、様々な疾患または状態を治療するために使
用することができる。
【０２２９】
　Ａ．診断
　上記に述べられるように、本明細書に記載のＡｓｐＲＳ作用物質は、診断アッセイにお
いて使用することができる。これらの実施形態は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド配列（複
数可）または１つもしくは複数の新しく同定されたＡｓｐＲＳタンパク質断片の対応する
ポリペプチド配列（複数可）もしくはその部分の検出を含む。ある実施形態では、１つま
たは複数の新しく同定されたＡｓｐＲＳ配列の存在またはレベルは、１つまたは複数の細
胞型または細胞の状態と関連または相関する。したがって、上記に述べられるように、Ａ
ｓｐＲＳ配列の存在またはレベルは、異なる細胞型または異なる細胞の状態を区別するた
めに使用することができる。ＡｓｐＲＳ配列の存在またはレベルは、ポリヌクレオチドお
よび／またはポリペプチドベースの診断法に従って検出することができる。
【０２３０】
　本明細書において提供されるある種の方法は、細胞、組織、または被験体の状態または
状態を特徴付けるためにかつそれと他の細胞、組織、または被験体を区別するために、Ａ
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ｓｐＲＳ配列の発現差異に依存する。非限定的な例は、異なる種の細胞または組織、異な
る組織または器官の細胞、新生児および成人などの細胞発生段階、細胞分化状態、健常で
ある、罹患している、および治療されているなどの状態、初代細胞培養物および不死化細
胞培養物などの他の細胞培養物に加えての細胞内および細胞外画分を区別するために、生
物学的試料においてＡｓｐＲＳ配列の存在またはレベルを検出するための方法を含む。
【０２３１】
　発現差異は、適切なコントロールにおける同じ配列の発現レベルと比較した、ＡｓｐＲ
Ｓポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列における１つまたは複数の遺伝子発現レベル
の統計的有意差を一般に指す。統計的有意差は、ＲＮＡレベル、タンパク質レベル、タン
パク質機能、または本明細書に記載のものなどの遺伝子発現の任意の他の関連する手段に
よって測定されるような、発現レベルにおける増加または減少に関するものであってもよ
い。
【０２３２】
　結果は、偶然生じそうもない場合、典型的に、統計的に有意な、と言われる。試験また
は結果の有意レベルは、従来より、ｆｒｅｑｕｅｎｔｉｓｔ統計学的仮説検定の概念に関
する。単純な場合では、統計的有意差は、帰無仮説が実際に真実である場合に帰無仮説を
棄却するために決定を下す確率として定義されてもよい（第Ｉ種過誤または「偽陽性決定
」として公知の決定）。この決定は、ｐ値を使用して下されることが多い：ｐ値が有意レ
ベル未満である場合、帰無仮説は棄却される。ｐ値が小さいほど、結果はより有意となる
。ベイズの因子も、統計的有意差を決定するために利用されてもよい（例えばＧｏｏｄｍ
ａｎ　Ｓ．、Ａｎｎ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ１３０巻：１００５～１３頁、１９９９年を
参照されたい）。
【０２３３】
　より複雑であるが、実際に重要な場合では、試験または結果の有意レベルは、帰無仮説
が実際に真実である場合に帰無仮説を棄却するために決定を下す確率が、指定された確率
以下となる分析を反映してもよい。この種の分析は、棄却することを決定する確率が、帰
無仮説内に包含される仮定のいくつかのセットについての有意レベルよりもはるかに小さ
くてもよいそれらの応用を可能にする。
【０２３４】
　ある典型的な実施形態では、統計的に有意な発現差異は、所与のＡｓｐＲＳ配列の発現
レベルが、適切なコントロールと比較して、疑われている生物学的試料において、発現に
おける、中間の整数および小数点をすべて含む（例えば１．２４×、１．２５×、２．１
×、２．５×、６０．０×、７５．０×など）約１．２×、１．３×、１．４×、１．５
×、１．６×、１．７×、１．８×、１．９×、２．０×、２．２×、２．４×、２．６
×、２．８×、３．０×、４．０×、５．０×、６．０×、７．０×、８．０×、９．０
×、１０．０×、１５．０×、２０．０×、５０．０×、１００．０×以上の差異をもた
らす状況を含んでいてもよい（つまり、より高いまたはより低い発現であってもよい発現
差異）。ある実施形態では、統計的に有意な発現差異は、所与のＡｓｐＲＳ配列の発現レ
ベルが、適切なコントロールと比較して、疑われている生物学的試料において、発現にお
ける、中間の整数および小数点をすべて含む、少なくとも約４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５０
０、６００、７００、８００、９００、１０００パーセント（％）以上の差異をもたらす
状況を含んでいてもよい（つまり、より高いまたはより低い発現であってもよい発現差異
）。
【０２３５】
　さらなる例として、発現差異はまた、本明細書において記載され、当技術分野において
公知であるように、Ｚ検定を実行して、つまり絶対的Ｚスコアを計算して決定されてもよ
い（実施例１を参照されたい）。Ｚ検定は、試料平均および母平均の間の有意差を同定す
るために典型的に利用される。例えば９５％の信頼区間で（つまり５％有意レベルで）標
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準正規表（例えばコントロール組織）と比較して、１．９６を超える絶対値を有するＺス
コアは、非偶然性を示す。９９％の信頼区間については、絶対的Ｚが２．５８を超える場
合、それは、ｐ＜．０１を意味し、差異はより有意である－帰無仮説はより大きな確信を
もって棄却することができる。これらおよび関係する実施形態では、中間の小数点をすべ
て含む（例えば１０．１、１０．６、１１．２など）１．９６、２、２．５８、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、
または２０以上の絶対的Ｚスコアは、統計的有意差の強い基準を提供してもよい。ある実
施形態では、６を超える絶対的Ｚスコアは、例外的に高い統計的有意差を提供してもよい
。
【０２３６】
　実質的な類似度は、生物学的試料および参照コントロールの間の発現レベルにおける統
計的有意差の欠如に一般に関する。実質的に類似する発現レベルの例は、所与のＳＳＣＩ
ＧＳの発現レベルが、参照試料と比較して、疑われている生物学的試料において、発現に
おける、中間の小数点をすべて含む（例えば．１５×、０．２５×、０．３５×など）約
．０５×、０．１×、０．２×、０．３×、０．４×、０．５×、０．６×、０．７×、
０．８×、０．９×、１．０×、１．１×、１．２×、１．３×、または１．４×未満の
差異をもたらす状況を含んでいてもよい（つまり、より高いまたはより低い発現であって
もよい発現差異）。ある実施形態では、発現差異は、所与のＡｓｐＲＳ配列の発現レベル
が、参照試料と比較して、疑われている生物学的試料において、発現における、中間の小
数点をすべて含む約０．２５、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０、５０パーセ
ント（％）未満の差異をもたらす状況を含んでいてもよい（つまり、より高いまたはより
低い発現であってもよい発現差異）。
【０２３７】
　ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の発現レベルを測定するためにＡ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙを使用する場合などのある実施形態では、発
現差異はまた、典型的に、１０００の計られた中間発現値を用いて、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙスーツ５ソフトウェア（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｓａｎｔａ　
Ｃｌａｒａ、ＣＡ）または他の類似するソフトウェアによって集計された平均発現値によ
って決定されてもよい。
【０２３８】
　本発明の実施形態は、異なる生物または種の細胞、組織、または他の生物学的試料を区
別するために、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列またはその部分
の存在またはレベルを検出するための方法であって、その配列の存在またはレベルは、選
択される生物または種と関連する方法を含む。一般的な例は、ヒトならびに細菌、菌類、
植物、および他の非ヒト動物の任意の組合せを区別する方法を含む。ヒトならびに魚類、
両生類、爬虫類、鳥類、および非ヒト哺乳類などの脊椎動物ならびに昆虫、軟体類、甲殻
類、およびサンゴなどの無脊椎動物を含む、脊椎動物および無脊椎動物の任意の組合せを
区別するための方法が動物内に含まれる。アフリカトガリネズミ目、ハネジネズミ目、管
歯目、イワダヌキ目、長鼻目、カイギュウ目、被甲類、有毛目（Ｐｉｌｏｓａ）、ツパイ
目、皮翼目、霊長類、げっ歯類、ウサギ目、ハリネズミ目（Ｅｒｉｎａｃｅｏｍｏｒｐｈ
ａ）、トガリネズミ目（Ｓｏｒｉｃｏｍｏｒｐｈａ）、翼手目、有鱗目、クジラ目、食肉
目、奇蹄目、または偶蹄目からヒトおよび非ヒト哺乳類の任意の組合せを区別するための
方法が、非ヒト哺乳類内に含まれる。当技術分野において公知である、とりわけサル、類
人猿、ゴリラ、およびチンパンジーが霊長目内に含まれる。したがって、本明細書に記載
のＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列または変異体の存在またはレ
ベルは、生物のパネルなどのように、これらの生物の任意の組合せを区別することによっ
て、またはヒトおよび任意の１つもしくは複数のこれらの生物を区別することによって、
細胞、組織、または器官などの所与の生物学的試料の供給源を同定するために使用されて
もよい。ある実施形態では、所与の生物学的試料の供給源はまた、ＡｓｐＲＳ配列または



(53) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

その部分の存在またはレベルを、予め決定された値と比較することによって決定されても
よい。
【０２３９】
　本発明の実施形態は、異なる組織または器官に起源する細胞または他の生物学的試料を
区別するために、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列またはその部
分の存在またはレベルを検出するための方法を含む。非限定的な例は、皮膚（例えば真皮
、表皮、皮下の層）、毛包、神経系（例えば脳、脊髄、末梢神経）、聴覚系または平衡器
官（例えば内耳、中耳、外耳）、呼吸器系（例えば鼻、気管、肺）、胃食道組織、胃腸系
（例えば口、食道、胃、小腸、大腸、直腸）、血管系（例えば心臓、血管、および動脈）
、肝臓、胆嚢、リンパ／免疫系（例えばリンパ節、リンパ濾胞、脾臓、胸腺、骨髄）、尿
生殖器系（例えば腎臓、尿管、膀胱、尿道、頸、ファローピウス管、卵巣、子宮、外陰、
前立腺、尿道球腺、精巣上体、前立腺、精嚢、精巣）、筋骨格系（例えば骨格筋、平滑筋
、硬骨、軟骨、腱、靭帯）、脂肪組織、乳房、および内分泌系（例えば視床下部、脳下垂
体、甲状腺、膵臓、副腎）の任意の組合せに起源する細胞または他の生物学的試料を区別
するための方法を含む。したがって、本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまた
はポリペプチド配列の結合に基づいて、これらの方法は、細胞または他の生物学的試料が
由来する組織または器官を同定し、または特徴付けるために使用されてもよい。
【０２４０】
　本発明の実施形態は、細胞の発生または分化状態を区別し、または特徴付けるために、
ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列またはその部分の存在またはレ
ベルを検出するための方法を含む。生殖細胞、幹細胞、および体細胞を区別するための方
法も含まれる。発生段階の例は、新生児および成人を含む。細胞分化状態の例は、全能細
胞、多能性細胞、多分化能前駆幹細胞、および成熟し、完全に分化した細胞の間の目立た
ない、同定可能なステージのすべてを含む。
【０２４１】
　全能細胞は、全可能性を有し、典型的に、有性および無性生殖の間に生じ、胞子および
接合体を含むが、ある実例において、細胞は脱分化し、全能性を取り戻すことができる。
多能性細胞は、内胚葉（内側の胃内膜、胃腸管、肺）、中胚葉（筋肉、硬骨、血液、尿生
殖）、ならびに外胚葉（表皮組織および神経系）を含む３つの胚葉のいずれかに分化する
ための可能性を有する幹細胞を含む。多分化能前駆細胞は、限られた数の組織型に典型的
に分化することができる。多分化能細胞の例は、限定を伴うことなく、赤血球、白血球、
および血小板などの免疫細胞を生じさせる、骨髄に由来する造血幹細胞（成体幹細胞）、
間質細胞、脂肪細胞、および様々なタイプの骨細胞を生じさせる、骨髄に由来する間葉系
幹細胞（成体幹細胞）、様々なタイプの皮膚細胞および分化した筋組織に寄与する筋肉衛
星細胞（前駆細胞）を生じさせる、上皮幹細胞（前駆細胞）を含む。したがって、特定の
ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の存在またはレベルは、コントロー
ルまたは所定のレベルと比較して、上記に述べられる細胞分化状態を区別し、または特徴
付けるために使用することができる。
【０２４２】
　本発明の実施形態は、状態または細胞、組織、器官、またはその状態が、健常である、
罹患している、罹患している危険性がある、または治療されていると見なされてもよい被
験体を特徴付けるまたは診断するために、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチ
ド参照配列の存在またはレベルを検出するための方法を含む。そのような診断上の目的に
ついては、用語「診断上の」または「診断される」は、病的状態の存在もしくは性質を同
定すること、そのような状態を発症する危険性を特徴付けること、および／または療法に
応じた病的状態の変化（もしくは不変）を測定することを含む。診断上の方法は、それら
の感度および特異性において異なってもよい。ある実施形態では、診断アッセイの「感度
」は、試験して陽性となる、罹患した細胞、組織、または被験体の百分率を指す（「真陽
性」のパーセント）。アッセイによって検出されない罹患した細胞、組織、または被験体
は、典型的に「偽陰性」と言われる。罹患しておらず、アッセイにおいて試験して陰性と
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なる細胞、組織、または被験体は、「真陰性」と称されてもよい。ある実施形態では、診
断アッセイの「特異性」は、（１）マイナス偽陽性率のひとつ、として定義されてもよく
、「偽陽性」率は、その疾患を有さず、試験して陽性となるそれらの試料または被験体の
割合として定義される。特定の診断上の方法が状態の決定的な診断を提供しなくてもよい
が、方法が診断を支援する陽性の徴候を提供する場合、十分である。
【０２４３】
　ある実例では、病的状態の存在またはそれを発症する危険性は、適したコントロールと
比較して増加したまたは減少したレベルによってに関わらず、状態と相関する１つまたは
複数の選択されるＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列またはその部
分の存在またはレベルを比較することによって診断することができる。「適したコントロ
ール」または「適切なコントロール」は、細胞または組織または生物の他の生物学的試料
、例えば、状態の非存在などの正常な特色を示す、例えばコントロールまたは正常な細胞
、組織、もしくは生物において決定された値、レベル、特徴、特質、または特性を含む。
ある実施形態では、「適したコントロール」または「適切なコントロール」は、予め決め
られた値、レベル、特徴、特質、または特性である。他の適したコントロールは、当業者
らに明らかになるであろう。疾患と状態の例は、本明細書において別記される。
【０２４４】
　本発明の実施形態は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドまたは核酸ベースの検出技術を含み
、これは、検出の感度によりある種の利点を提供する。したがって、ある実施形態は、診
断上の方法またはアッセイの一部としてＡｓｐＲＳポリヌクレオチドの使用または検出に
関する。ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドの存在および／またはレベルは、とりわけノーザン
ブロット法などのハイブリダイゼーションアッセイ、定量的もしくは定質的ポリメラーゼ
連鎖反応（ＰＣＲ）、定量的もしくは定質的逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、マイク
ロアレイ、ドットもしくはスロットブロット、または蛍光インサイツハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）などのインサイツハイブリダイゼーションを含む、当技術分野において
公知の任意の方法によって測定されてもよい。ある種のこれらの方法は、より詳細に下記
に記載される。
【０２４５】
　ＤＮＡおよびＲＮＡなどのＡｓｐＲＳポリヌクレオチドは、Ｋｉｎｇｓｔｏｎ．（２０
０２年Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．　Ａｓｓｏｃ．　Ｉｎｃ．　＆　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．、ＮＹ、ＮＹ（例えば、ＮｅｌｓｏｎらＰｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、９９巻：１１８９０～１１８９５頁、２００２年によっ
て記載されるように、これを参照されたい）および他に記載のものなどの、当技術分野に
おいて公知の技術を使用して、血液、生体液、組織、器官、細胞株、または他の関連する
試料から収集および／または生成することができる。
【０２４６】
　相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）ライブラリーは、Ａｕｓｕｂｅｌら（２００１年Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ
　Ｐｕｂｌ．　Ａｓｓｏｃ．　Ｉｎｃ．　＆　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　
Ｉｎｃ．、ＮＹ、ＮＹ）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９年Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｐ
ｌａｉｎｖｉｅｗ、ＮＹ）；Ｍａｎｉａｔｉｓら（１９８２年Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｐｌａｉ
ｎｖｉｅｗ、ＮＹ）および他に記載のものなどの、当技術分野において公知の技術を使用
して生成することができる。
【０２４７】
　ある実施形態は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド配列を検出するためのハイブリダイゼー
ション法を使用してもよい。ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイを行うた
めの方法は、当技術分野において十分に開発されている。ハイブリダイゼーションアッセ
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イの手段および体調は、適用に依存して変動するであろう、また、ＭａｎｉａｔｉｓらＭ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２
版Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８９年）；Ｂｅｒｇｅｒおよ
びＫｉｍｍｅｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１５２巻、Ｇｕｉｄｅ
　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．、１９８７年）；Ｙｏ
ｕｎｇおよびＤａｖｉｓｍ、Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ，８０巻：１１９４頁（１９８３年）におい
て言及されるものを含む、公知の一般的な結合方法に従って選択される。繰り返され、制
御されるハイブリダイゼーション反応を実行するための方法および装置は、それぞれ、参
照によって本明細書において組み込まれる米国特許第５，８７１，９２８号、第５，８７
４，２１９号、第６，０４５，９９６号、および第６，３８６，７４９号、第６，３９１
，６２３号において記載されている。
【０２４８】
　ある実施形態は、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド配列を検出するための核酸増幅方法を利
用してもよい。用語、「増幅」または「核酸増幅」は、意図される特異的な標的核酸配列
の少なくとも１つの部分を含有する標的核酸の複数のコピーの産生を指す。複数のコピー
は、アンプリコンまたは増幅産物と言われてもよい。ある実施形態では、増幅された標的
は、完全な標的遺伝子配列（イントロンおよびエクソン）未満のものまたは発現された標
的遺伝子配列（エクソンおよびフランキング非翻訳配列のスプライス転写物）を含有する
。例えば、特異的なアンプリコンは、標的ポリヌクレオチドとハイブリダイズし、その内
部の位置からポリメリゼーションを始める増幅プライマーを使用し、標的ポリヌクレオチ
ドの一部を増幅することによって産生されてもよい。好ましくは、増幅された部分は、様
々な周知の方法のいずれかを使用して検出されてもよい、検出可能な標的配列を含有する
。
【０２４９】
　本明細書において使用される「選択的増幅」または「特異的増幅」は、本発明による標
的核酸配列の増幅を指し、標的配列の検出可能な増幅は、試験されている被験体の核酸試
料によって提供される標的配列の増幅に実質的に限られており、他のいくつかの試料源、
例えば増幅反応の間に使用される試薬または増幅反応が実行される環境中に存在する混入
物質によって提供される標的核酸配列によって提供されない。
【０２５０】
　「増幅条件」によって、本発明に従って核酸増幅を可能にする条件を意味する。増幅条
件は、いくつかの実施形態では、本明細書に記載の「ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件」ほどストリンジェントでなくてもよい。本発明の増幅反応において使用さ
れるオリゴヌクレオチドは、増幅条件下で、それらの意図される標的とハイブリダイズす
るが、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズしてもハイブ
リダイズしなくてもよい。他方では、本発明の検出プローブは、典型的にストリンジェン
トなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする。本発明に従って核酸増幅を実
行するための許容できる条件は、利用される増幅の特定の方法に依存して当業者によって
容易に確認することができる。
【０２５１】
　核酸増幅の多くの周知の方法は、交互に、二本鎖核酸を変性させ、かつプライマーをハ
イブリダイズするために熱サイクリングに必要とするが、核酸増幅の他の周知の方法は、
等温である。一般にＰＣＲと言われるポリメラーゼ連鎖反応（米国特許第４，６８３，１
９５号；第４，６８３，２０２号；第４，８００，１５９号；第４，９６５，１８８号）
は、標的配列のコピー数を指数関数的に増加させるために、変性、反対の鎖へのプライマ
ー対のアニーリング、およびプライマー伸長の複数のサイクルを使用する。ＲＴ－ＰＣＲ
と呼ばれるバリエーションでは、逆転写酵素（ＲＴ）は、ｍＲＮＡから相補的ＤＮＡ（ｃ
ＤＮＡ）を作製するために使用され、次いで、ｃＤＮＡは、ＤＮＡの複数のコピーを産生
するためにＰＣＲによって増幅される。
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【０２５２】
　上記に述べられるように、用語「ＰＣＲ」は、標的核酸種を選択的に増幅する複数の増
幅サイクルを指す。定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ、逆転写ＰＣＲ（Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ）が含まれ、定量的逆転写ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）は、当技術分野において
十分に記載されている。用語「ｐＰＣＲ」は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応を指し、用語
「ｑＲＴ－ＰＣＲ」は、定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応を指す。ｑＰＣＲおよびｑＲ
Ｔ－ＰＣＲは、標的とされるｃＤＮＡ分子を増幅し、同時に定量化するために使用されて
もよい。それは、選択されたＡｓｐＲＳ遺伝子または転写物などのｃＤＮＡプールにおい
て特異的配列の検出および定量化の両方を可能にする。
【０２５３】
　用語「リアルタイムＰＣＲ」は、ＰＣＲにおいて、すべての二本鎖（ｄｓ）ＤＮＡに結
合するようにＤＮＡ結合色素を使用し、色素の蛍光を引き起こしてもよい。そのため、Ｐ
ＣＲの間のＤＮＡ産物の増加は、蛍光強度の増加をもたらし、各サイクルで測定され、し
たがって、ＤＮＡ濃度を定量化するのを可能にする。しかしながら、ＳＹＢＲグリーンな
どのｄｓＤＮＡ色素は、すべてのｄｓＤＮＡ　ＰＣＲ産物に結合するであろう。蛍光は、
リアルタイムＰＣＲサーモサイクラーにおいて検出され、測定され、産物の指数関数的な
増加に相当するその幾何学的な増加は、各反応における閾値サイクル（「Ｃｔ」）を決定
するために使用される。
【０２５４】
　用語「Ｃｔスコア」は、閾値サイクル数を指し、これは、ＰＣＲ増幅が閾値レベルを超
えたサイクルである。試料において特定の遺伝子についてのより多量のｍＲＮＡがある場
合、それは、増幅することとなる、より多くの出発ＲＮＡがあるので、発現が低い遺伝子
よりも早く閾値に交差するであろう。そのため、低Ｃｔスコアは、試料において高遺伝子
発現を示し、高Ｃｔスコアは、低遺伝子発現を示す。
【０２５５】
　ある実施形態は、一般にＬＣＲと言われるリガーゼ連鎖反応（Ｗｅｉｓｓ，Ｒ．１９９
１年、Ｓｃｉｅｎｃｅ２５４巻：１２９２頁）を利用してもよく、これは、標的核酸の近
接する領域とハイブリダイズする２セットの相補的ＤＮＡオリゴヌクレオチドを使用する
。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、熱変性、ハイブリダイゼーション、およびライゲーショ
ンの繰り返しのサイクルにおいてＤＮＡリガーゼによって共有結合され、検出可能な二本
鎖のライゲーションされたオリゴヌクレオチド産物を産生する。
【０２５６】
　ある実施形態では、マイクロアレイ分析（Ｈａｎ，　Ｍ．ら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ，１９巻：６３１～６３５頁、２００１年；Ｂａｏ，　Ｐ．ら、Ａｎａｌ　Ｃｈｅ
ｍ，７４巻：１７９２～１７９７頁、２００２年；Ｓｃｈｅｎａら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ９３巻：１０６１４～１９頁、１９９６年；および
Ｈｅｌｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ９４巻：２１
５０～５５頁、１９９７年）ならびにＳＡＧＥ（遺伝子発現の連続的分析）を含む他の技
術は、特定のｃＤＮＡライブラリーに由来する転写物のＲＮＡ転写物を評価するために使
用されてもよい。ＭＰＳＳのように、ＳＡＧＥは計数的であり、桁は、ＭＰＳＳなどの技
術から入手可能であるものよりも少ないが、多くのシグネチャ配列を生成することができ
る（例えばＶｅｌｃｕｌｅｓｃｕ，　Ｖ．　Ｅ．ら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ，１６巻
：４２３～４２５頁、２０００年；Ｔｕｔｅｊａ　Ｒ．およびＴｕｔｅｊａ　Ｎ．　Ｂｉ
ｏｅｓｓａｙｓ．２００４年Ａｕｇ；２６巻（８号）：９１６～２２頁を参照されたい）
。
【０２５７】
　ある実施形態では、用語「マイクロアレイ」は、基質に結合された複数の核酸を有する
「核酸マイクロアレイ」および別々に検出可能である複数の結合された核酸のそれぞれへ
のハイブリダイゼーションを含む。基質は、固体または多孔性、平面状または非平面状、
一元的または広範囲のものとすることができる。核酸マイクロアレイは、いわゆる、Ｓｃ
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ｈｅｎａ　（編）、ＤＮＡ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐ
ｐｒｏａｃｈ　（Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ）、Ｏｘｆｏｒ
ｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９年）；Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．２
１巻（１号）（補足）：１～６０頁（１９９９年）；Ｓｃｈｅｎａ（編）、Ｍｉｃｒｏａ
ｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈｉｐ：　Ｔｏｏｌｓ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｅａｔｏｎ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ／ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｂｏｏｋｓ　
Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　（２０００年）におけるデバイスをすべて含む。核酸マイクロアレイ
は、例えば、Ｂｒｅｎｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳ
Ａ９７巻（４号）：１６６５～１６７０頁（２０００年）に記載のように、複数の核酸が
、一元的な平面状の基質上ではなく、複数のビーズ上に配置される、基質に結合された複
数の核酸を含んでいてもよい。核酸マイクロアレイの例は、これらの開示が参照によって
組み込まれる米国特許第６，３９１，６２３号、第６，３８３，７５４号、第６，３８３
，７４９号、第６，３８０，３７７号、第６，３７９，８９７号、第６，３７６，１９１
号、第６，３７２，４３１号、第６，３５１，７１２号、第６，３４４，３１６号、第６
，３１６，１９３号、第６，３１２，９０６号、第６，３０９，８２８号、第６，３０９
，８２４号、第６，３０６，６４３号、第６，３００，０６３号、第６，２８７，８５０
号、第６，２８４，４９７号、第６，２８４，４６５号、第６，２８０，９５４号、第６
，２６２，２１６号、第６，２５１，６０１号、第６，２４５，５１８号、第６，２６３
，２８７号、第６，２５１，６０１号、第６，２３８，８６６号、第６，２２８，５７５
号、第６，２１４，５８７号、第６，２０３，９８９号、第６，１７１，７９７号、第６
，１０３，４７４号、第６，０８３，７２６号、第６，０５４，２７４号、第６，０４０
，１３８号、第６，０８３，７２６号、第６，００４，７５５号、第６，００１，３０９
号、第５，９５８，３４２号、第５，９５２，１８０号、第５，９３６，７３１号、第５
，８４３，６５５号、第５，８１４，４５４号、第５，８３７，１９６号、第５，４３６
，３２７号、第５，４１２，０８７号、および第５，４０５，７８３号において見つけら
れてもよい。
【０２５８】
　さらなる例は、ブランド名ＧｅｎｅＣｈｉｐ（商標）の下でＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（Ｓ
ａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、Ｃａｌｉｆ．）から市販で入手可能な核酸アレイを含む。アレイ
を製造および使用するためのさらに典型的な方法は、例えば米国特許第７，０２８，６２
９号；第７，０１１，９４９号；第７，０１１，９４５号；第６，９３６，４１９号；第
６，９２７，０３２号；第６，９２４，１０３号；第６，９２１，６４２号；および第６
，８１８，３９４号において提供される。
【０２５９】
　アレイおよびマイクロアレイに関する本発明はまた、固体基質に付加されたポリマーに
ついての多くの使用を企図する。これらの使用は、遺伝子発現モニタリング、プロファイ
リング、ライブラリースクリーニング、遺伝子型同定、および診断を含む。遺伝子発現モ
ニタリング法およびプロファイリング法ならびに遺伝子発現モニタリングおよびプロファ
イリングに有用な方法は、米国特許第５，８００，９９２号、第６，０１３，４４９号、
第６，０２０，１３５号、第６，０３３，８６０号、第６，０４０，１３８号、第６，１
７７，２４８号、および第６，３０９，８２２号において示されている。そのため、遺伝
子型同定およびその使用は、米国１０／４４２，０２１、１０／０１３，５９８（米国特
許出願第２００３／００３６０６９号）ならびに米国特許第５，９２５，５２５号、第６
，２６８，１４１号、第５，８５６，０９２号、第６，２６７，１５２号、第６，３００
，０６３号、第６，５２５，１８５号、第６，６３２，６１１号、第５，８５８，６５９
号、第６，２８４，４６０号、第６，３６１，９４７号、第６，３６８，７９９号、第６
，６７３，５７９号、および第６，３３３，１７９号において示されている。本明細書に
おいて開示される方法と組み合わせて使用されてもよい核酸増幅、標識、および分析の他
の方法は、米国特許第５，８７１，９２８号、第５，９０２，７２３号、第６，０４５，
９９６号、第５，５４１，０６１号、および第６，１９７，５０６号において具体化され



(58) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

ている。
【０２６０】
　当業者らに明らかであるように、ある実施形態は、本明細書に記載のように、増幅また
は検出のために、プライマーまたはプローブなどのオリゴヌクレオチドを使用してもよい
。オリゴヌクレオチドの設計および配列は、本明細書に記載のそれらの機能に依存してい
るが、いくつかの変数が一般に考慮に入れられる。最も関連するものの中には、長さ、融
解温度（Ｔｍ）、特異性、系における他のオリゴヌクレオチドとの相補性、Ｇ／Ｃ含有率
、ポリピリミジン（Ｔ、Ｃ）またはポリプリン（Ａ、Ｇ）のストレッチ、および３’末端
配列がある。
【０２６１】
　そのため、ある実施形態は、試料における標的ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドを検出する
ための方法であって、典型的に、ポリヌクレオチドは、本明細書に記載の参照ＡｓｐＲＳ
ポリヌクレオチドの配列を含み、ａ）試料における標的ポリヌクレオチドに相補的な配列
を含むプローブと試料をハイブリダイズするステップであって、このプローブは、前述の
プローブおよび前述の標的ポリヌクレオチドまたはその断片の間でハイブリダイゼーショ
ン複合体が形成される条件下で、前述の標的ポリヌクレオチドと特異的にハイブリダイズ
するステップならびにｂ）前述のハイブリダイゼーション複合体の存在または非存在を検
出し、任意選択で、存在する場合、その量を検出するステップを含む方法を含む。試料に
おける標的ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドを検出するための方法であって、ポリヌクレオチ
ドは、本明細書に記載のように参照ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドの配列を含み、ａ）標的
ポリヌクレオチドまたはその断片を増幅するステップおよびｂ）前述の増幅された標的ポ
リヌクレオチドまたはその断片の存在または非存在を検出し、任意選択で、存在する場合
、その量を検出するステップを含む方法も含む。
【０２６２】
　本発明の実施形態は、抗体ベースの検出技術を含む、様々なＡｓｐＲＳポリペプチドベ
ースの検出技術を含む。典型的に被験体に由来する細胞または他の生物学的試料において
選択されるＡｓｐＲＳポリペプチドを検出または定量するために診断上の方法および組成
物において次いで使用されてもよい抗体または他の結合剤を生成するためのＡｓｐＲＳポ
リペプチドの使用が、これらの実施形態において含まれる。
【０２６３】
　ある実施形態は、ウエスタンブロット法および免疫沈降、酵素結合抗体免疫吸着アッセ
イ（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー、ならびに免疫蛍光アッセイ（ＩＦＡ）などの
標準的な方法論を利用してもよい。これらの周知の方法は、典型的に、本発明の選択され
るＡｓｐＲＳポリペプチドまたはそのＡｓｐＲＳポリペプチドの特有の領域に特異的に結
合し、一般に、完全長ＡｓｐＲＳポリペプチドなどの他のＡｓｐＲＳポリペプチドに有意
に結合しない、本明細書に記載の１つまたは複数のモノクローナルまたはポリクローナル
抗体を利用する。ある実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドの特有の領域は、新しく同
定された代替スプライス変異体またはタンパク質分解断片などのタンパク質断片の特有の
スプライスジャンクションまたは特定の三次元構造によってコードされてもよい。
【０２６４】
　ある実施形態は、「マイクロアレイ」などの「アレイ」を利用してもよい。ある実施形
態では、「マイクロアレイ」はまた、基質に結合された収集物または複数のポリペプチド
を有し、複数の結合されたポリペプチドのそれぞれへの結合が別々に検出可能な「ペプチ
ドマイクロアレイ」または「タンパク質マイクロアレイ」を指してもよい。その代わりに
、ペプチドマイクロアレイは、本明細書に記載のＡｓｐＲＳポリペプチドの結合を特異的
に検出することができる、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ファージディスプ
レー結合剤、酵母２ハイブリッド結合剤、およびアプタマーを含むが、これらに限定され
ない複数の結合剤を有していてもよい。例えば、アレイは、Ｒｏｂｉｎｓｏｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ８巻（３号）：２９５～３０１頁　（２００２年）に記載のよ
うに、これらのＡｓｐＲＳポリペプチドの自己抗体検出に基づくものであってもよい。ペ
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プチドアレイの例は、それぞれが参照によって組み込まれるＷＯ０２／３１４６３、ＷＯ
０２／２５２８８、ＷＯ０１／９４９４６、ＷＯ０１／８８１６２、ＷＯ０１／６８６７
１、ＷＯ０１／５７２５９、ＷＯ００／６１８０６、ＷＯ００／５４０４６、ＷＯ００／
４７７７４、ＷＯ９９／４０４３４、ＷＯ９９／３９２１０、およびＷＯ９７／４２５０
７、ならびに米国特許第６，２６８，２１０号、第５，７６６，９６０号、および第５，
１４３，８５４号において見つけられてもよい。
【０２６５】
　ある実施形態は、ＭＳまたは診断上でＡｓｐＲＳポリペプチド配列を検出する、他の分
子量ベースの方法を利用してもよい。質量分析法（ＭＳ）は、試料または分子の元素組成
を決定するための分析技術を一般に指す。ＭＳはまた、ペプチドおよび他の化学化合物な
どの分子の化学構造を決定するために使用されてもよい。
【０２６６】
　一般に、ＭＳの原理は、化学化合物をイオン化して、電荷分子または分子断片を生成し
、次いで、それらの質量電荷比を測定することからなる。例示的なＭＳの手段では、試料
はＭＳ機器に装填され、気化を受け、試料の成分は、様々な方法のうちの１つによってイ
オン化され（例えば電子ビームとそれらを衝突させることによって）、これにより正電荷
粒子の形成がもたらされ、次いで、陽イオンは、磁界によって加速され、計算は、それら
が電磁場を通過する時のイオンの運動についての詳細および前のステップにおいてｍ／ｚ
に従ってソートされたイオンの検出に基づいて、粒子の質量電荷比（ｍ／ｚ）について実
行される。
【０２６７】
　例示的なＭＳ機器は３つのモジュールを有する：気相試料分子をイオンに変換する（ま
たはエレクトロスプレーイオン化法の場合には、溶液中に存在するイオンを気相の中に移
動させる）イオン源、電磁場を印加することによってそれらの質量によってイオンをソー
トする質量分析器；およびインジケータ数量の値を測定し、したがって、存在するそれぞ
れのイオンの存在量を計算するためのデータを提供する検出器。
【０２６８】
　ＭＳの技術は、定質的および定量的な使用の両方を有し、未知の化合物を同定すること
、分子における元素の同位体組成を決定すること、およびその断片化を観察することによ
って化合物の構造を決定することを含む。他の用途は、試料における化合物の量を定量化
することまたは気相イオン化学の基礎（真空におけるイオンおよび中性物質の化学的性質
）を研究することを含む。したがって、ＭＳ技術は、生物学的試料における本発明のＡｓ
ｐＲＳポリペプチドの存在またはレベルを測定するためにおよびそれらのレベルをコント
ロール試料または予め決定された値と比較するために、本明細書において提供される方法
のいずれかに従って使用されてもよい。
【０２６９】
　Ｂ．化合物および治療剤の発見
　ある実施形態は、典型的に、参照ＡｓｐＲＳの非標準的な活性の１つまたは複数を調整
する作用物質を同定するための、薬剤発見におけるＡｓｐＲＳポリペプチドまたはＡｓｐ
ＲＳポリヌクレオチド参照配列の使用に関する。例えば、ある実施形態は、ＡｓｐＲＳポ
リペプチドと結合し、その１つまたは複数の非標準的な活性に関与する、細胞タンパク質
または他の宿主分子などの、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドまたはＡｓｐＲＳ参照配列を含
むポリペプチドの１つまたは複数の「結合パートナー」を同定するための方法を含む。Ａ
ｓｐＲＳポリペプチドおよび／またはその細胞性結合パートナーの１つまたは複数と相互
作用することによってなどのように、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドまたはその活性変異体
の非標準的な活性を刺激するかまたはそれに拮抗する化合物（例えばポリペプチド）また
は他の作用物質を同定するための方法も含まれる。
【０２７０】
　そのため、ある実施形態は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの結合パートナーを同定する
ための方法であって、ａ）適した条件下で生物学的試料とＡｓｐＲＳポリペプチドを組み
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合わせるステップ、およびｂ）結合パートナーへのＡｓｐＲＳポリペプチドの特異的な結
合を検出し、それによって、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドに特異的に結合する結合パート
ナーを同定するステップを含む方法を含む。ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドまたはＡｓｐＲ
Ｓポリペプチドの結合パートナーに特異的に結合する化合物をスクリーニングするための
方法であって、ａ）適した条件下で、少なくとも１つの試験化合物と、ポリペプチドまた
は結合パートナーを組み合わせるステップ、およびｂ）試験化合物へのポリペプチドまた
は結合パートナーの結合を検出し、それによって、ポリペプチドまたはその結合パートナ
ーに特異的に結合する化合物を同定するステップを含む方法も含まれる。ある実施形態で
は、化合物は、ポリペプチドまたはペプチドである。ある実施形態では、化合物は、小分
子または他の（例えば非生物学的）化学化合物である。ある実施形態では、化合物は、ペ
プチドミメティックである。
【０２７１】
　タンパク質間相互作用を検出するのに適した任意の方法は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチ
ドと相互作用する、１つもしくは複数のその細胞性結合パートナーと相互作用し、または
その両方である細胞タンパク質を同定するために使用されてもよい。利用されてもよい従
来の方法の例は、ＡｓｐＲＳポリペプチドと相互作用する溶解物におけるタンパク質を主
として同定するための、細胞溶解物または細胞溶解物から得られるタンパク質の免疫共沈
降、架橋、および勾配またはクロマトグラフィーカラムを通しての同時精製を含む。
【０２７２】
　これらのおよび関係する実施形態では、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその結合パート
ナーと相互作用するタンパク質のアミノ酸配列の少なくとも一部分は、エドマン分解法を
介してなどのように、当業者らに周知の技術を使用して確認することができる。例えばＣ
ｒｅｉｇｈｔｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ、Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．、Ｎ．Ｙ．、
３４　４９頁、１９８３年を参照されたい。得られるアミノ酸配列は、そのようなタンパ
ク質をコードする遺伝子配列をスクリーニングするために使用することができるオリゴヌ
クレオチド混合物の生成のためのガイドとして使用されてもよい。スクリーニングは、本
明細書において記載され、当技術分野において公知であるように、例えば、標準的なハイ
ブリダイゼーションまたはＰＣＲ技術によって達成されてもよい。オリゴヌクレオチド混
合物の生成およびスクリーニングの技術は、周知である。例えばＡｕｓｕｂｅｌらＣｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｇｒｅｅ
ｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓ
ｃｉｅｎｃｅ、Ｎ．Ｙ．、１９８９年；およびＩｎｎｉｓら編ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９０年を参照された
い。
【０２７３】
　さらに、方法は、結合パートナーまたは他のポリペプチドをコードする遺伝子の同時の
同定において利用されてもよい。これらの方法は、例えば、標識ＡｓｐＲＳタンパク質ま
たは他のポリペプチド、ペプチド、もしくは融合タンパク質、例えば変異体ＡｓｐＲＳポ
リペプチドまたはマーカー（例えば酵素、蛍光、発光タンパク質、もしくは色素）または
Ｉｇ－Ｆｃドメインに融合されたＡｓｐＲＳドメインを使用して、ラムダｇｔ１１ライブ
ラリーを探索する抗体の周知の技術に類似する方法で、発現ライブラリーを探索すること
を含む。
【０２７４】
　インビボにおいてタンパク質相互作用を検出する１つの方法は、２ハイブリッド系であ
る。この系の例は、記載されており（Ｃｈｉｅｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８８巻：９５７
８　９５８２頁、１９９１年）、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、Ｃａｌｉｆ．
）から市販で入手可能である。ある実例では、２ハイブリッド系または他のそのような方
法論は、「ベイト」遺伝子産物と相互作用するタンパク質について活性化ドメインライブ
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ラリーをスクリーニングするために使用されてもよい。限定としてではなく例として、Ａ
ｓｐＲＳ参照ポリペプチドまたは変異体は、ベイト遺伝子産物として使用されてもよい。
ＡｓｐＲＳ結合パートナーも、「ベイト」遺伝子産物として使用されてもよい。全ゲノム
配列またはｃＤＮＡ配列は、活性化ドメインをコードするＤＮＡに融合される。このライ
ブラリーおよびＤＮＡ結合ドメインに融合されたベイトＡｓｐＲＳ遺伝子産物のハイブリ
ッドをコードするプラスミドは、酵母レポーター株の中に同時形質転換され、結果として
生じる形質転換体は、レポーター遺伝子を発現するものについてスクリーニングされる。
【０２７５】
　酵母においてＲＮＡタンパク質相互作用の検出を可能にする３ハイブリッド系も含まれ
る。例えばＨｏｏｋら、ＲＮＡ．１１巻：２２７～２３３頁、２００５年を参照されたい
。したがって、これらのおよび関係する方法は、ＡｓｐＲＳポリペプチドの細胞性結合パ
ートナーを同定するために使用することができる。これらのおよび関係する方法はまた、
ＡｓｐＲＳポリペプチド、その細胞性結合パートナー、またはその両方と相互作用する結
合剤または核酸などの他の化合物を同定するために使用することができる。
【０２７６】
　上記に述べられるように、単離されると、結合パートナーは、同定することができ、次
に、それが相互作用するタンパク質または他の化合物を同定するために標準的な技術と共
に使用することができる。したがって、ある実施形態は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの
結合パートナーに特異的に結合する化合物をスクリーニングするための方法であって、ａ
）適した条件下で、少なくとも１つの試験化合物と、結合パートナーを組み合わせるステ
ップ、およびｂ）試験化合物への結合パートナーの結合を検出し、それによって結合パー
トナーに特異的に結合する化合物を同定するステップを含む方法に関する。ある実施形態
では、試験化合物は、ポリペプチドである。ある実施形態では、試験化合物は、小分子化
合物またはペプチドミメティックなどの化学化合物である。
【０２７７】
　ある実施形態は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの活性を調整する化合物をスクリーニン
グするための方法であって、ａ）ポリペプチドの活性に許容的な条件下で少なくとも１つ
の試験化合物とポリペプチドを組み合わせるステップ、ｂ）試験化合物の存在下において
ポリペプチドの活性を評価するステップ、およびｃ）試験化合物の存在下におけるポリペ
プチドの活性を試験化合物の非存在下におけるポリペプチドの活性と比較するステップを
含み、試験化合物の存在下におけるポリペプチドの活性の変化は、ポリペプチドの活性を
調整する化合物を示す方法を含む。
【０２７８】
　ある実施形態は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの結合パートナーの活性を調整する化合
物をスクリーニングするための方法であって、ａ）結合パートナーの活性に許容的な条件
下で少なくとも１つの試験化合物とポリペプチドを組み合わせるステップ、ｂ）試験化合
物の存在下において結合パートナーの活性を評価するステップ、およびｃ）試験化合物の
存在下における結合パートナーの活性を試験化合物の非存在下における結合パートナーの
活性と比較するステップを含み、試験化合物の存在下における結合パートナーの活性の変
化は、結合パートナーの活性を調整する化合物を示す方法を含む。典型的に、これらのお
よび関係する実施形態は、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたはその結合パートナーと関連する
、選択される非標準的な活性を評価することを含む。細胞培養条件などのインビトロおよ
びインビボにおける条件が含まれる。
【０２７９】
　ある実施形態は、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドまたはその活性断片もしくは変異体の完
全なまたは部分的なアゴニストとしての有効性について化合物をスクリーニングするため
の方法であって、ａ）ポリペプチドを含む試料を化合物に曝露するステップ、およびｂ）
典型的にＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活性の増加を測定することによって、試料
におけるアゴニスト活性を検出するステップを含む方法を含む。ある方法は、ａ）Ａｓｐ
ＲＳポリペプチドの結合パートナーを含む試料を化合物に曝露するステップ、およびｂ）
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典型的にＡｓｐＲＳポリペプチドの、選択される非標準的な活性の増加を測定することに
よって、試料におけるアゴニスト活性を検出するステップを含む。ある実施形態は、方法
によって同定されるアゴニスト化合物および薬学的に許容できる担体または賦形剤を含む
組成物を含む。
【０２８０】
　ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの完全なまたは部分的なアンタゴニストとしての有効性に
ついて化合物をスクリーニングするための方法であって、ａ）ポリペプチドを含む試料を
化合物に曝露するステップ、およびｂ）典型的にＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な活
性の減少を測定することによって、試料におけるアンタゴニスト活性を検出するステップ
を含む方法も含まれる。ある方法は、ａ）ＡｓｐＲＳポリペプチドの結合パートナーを含
む試料を化合物に曝露するステップ、およびｂ）典型的にＡｓｐＲＳポリペプチドの、選
択される非標準的な活性の減少を測定することによって、試料におけるアンタゴニスト活
性を検出するステップを含む。ある実施形態は、方法によって同定されるアンタゴニスト
化合物および薬学的に許容できる担体または賦形剤を含む組成物を含む。
【０２８１】
　ある実施形態では、インビトロ系は、ＡｓｐＲＳ参照配列またはその結合パートナーと
相互作用し、またはそれを調整することができる化合物を同定するように設計されてもよ
い。そのような系によって同定されるある種の化合物は、例えば、経路の活性を調整する
際におよび経路それ自体の成分を作り出す際に有用であってもよい。それらはまた、経路
の成分の間の相互作用を破壊する化合物を同定するためにスクリーニングにおいて使用さ
れてもよく、またはそのような相互作用を直接破壊してもよい。典型的な１つのアプロー
チは、２つが相互作用し、結合し、したがって、反応混合物から取り出すことができるお
よび／またはその中で検出することができる複合体を形成することを可能にするのに十分
な条件下でおよび時間で、ＡｓｐＲＳポリペプチドおよび試験化合物の反応混合物を調製
することを含む。
【０２８２】
　インビトロスクリーニングアッセイは様々な方法において行うことができる。例えば、
ＡｓｐＲＳポリペプチド、細胞性結合パートナー、または試験化合物（複数可）は、固相
上に固定することができる。これらのおよび関係する実施形態では、結果として生じる複
合体は、反応の終わりに固相上に捕捉され、検出されてもよい。そのような方法の一実施
例では、ＡｓｐＲＳポリペプチドおよび／またはその結合パートナーは、固体表面上に固
定され、固体表面上の成分によるそれらの捕捉を検出することができるように、固定され
ていない試験化合物（複数可）は、直接または間接的に標識されてもよい。他の実施例で
は、試験化合物（複数可）は、固体表面に固定され、固定されていないＡｓｐＲＳポリペ
プチドおよび／またはその結合パートナーは、標識されるまたはいくつかの方法において
検出可能である。ある実施形態では、マイクロタイタープレートは、固相として好都合に
利用されてもよい。固定された成分（または試験化合物）は、非共有結合または共有結合
によって固定されてもよい。非共有結合は、タンパク質の溶液を用いて固体表面を単にコ
ーティングし、乾燥することによって達成されてもよい。その代わりに、固定されること
となるタンパク質に特異的な固定された抗体、好ましくは、モノクローナル抗体は、固体
表面にタンパク質を固定するために使用されてもよい。表面は、予め調製され、保存され
てもよい。
【０２８３】
　典型的なアッセイを行うために、固定されていない成分は、固定された成分を含有する
コーティング表面に典型的に追加される。反応が完了した後に、反応しなかった成分は、
形成されたあらゆる特異的な複合体が固体表面上に固定されたまま残る条件下で除去され
る（例えば洗浄によって）。固体表面上に固定された複合体の検出は、多くの方法におい
て達成することができる。例えば、予め固定されていない成分が予め標識される場合、表
面上に固定された標識の検出は、複合体が形成されたことを示す。予め固定されていない
成分が予め標識されない場合、間接的な標識は、例えば、予め固定されていない成分に特
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異的な標識抗体を使用して表面上に固定された複合体を検出するために使用することがで
きる（抗体は、次に、直接標識されても、標識抗Ｉｇ抗体を用いて間接的に標識されても
よい）。
【０２８４】
　その代わりに、試験化合物の結合の存在または非存在は、例えば表面プラズモン共鳴（
ＳＰＲ）および指標としての共鳴角度の変化を使用して、決定することができ、ＡｓｐＲ
Ｓポリペプチドまたは細胞性結合パートナーは、通常の方法に従って、市販で入手可能な
センサチップ（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ（商標）によって製造される）の表面上に固定さ
れ、試験化合物は、それと接触し、センサチップは、特定の角度からの特定の波長の光を
照射される。試験化合物の結合はまた、ＡｓｐＲＳポリペプチドまたは細胞性結合パート
ナーが、質量分析計に適応可能なタンパク質チップの表面上に固定される方法によって、
試験化合物に相当するピークの出現を検出することによって測定することができ、試験化
合物は、それと接触し、ＭＡＬＤＩ－ＭＳ、ＥＳＩ－ＭＳ、ＦＡＢ－ＭＳなどのイオン化
法は、質量分析計（例えば、二重収束質量分析計、四重極質量分析計、飛行時間型質量分
析計、フーリエ変換質量分析計、イオンサイクロトロン質量分析計など）と組み合わせら
れる。
【０２８５】
　ある実施形態では、細胞ベースのアッセイ、膜小胞ベースのアッセイ、または膜画分ベ
ースのアッセイは、選択されるＡｓｐＲＳポリペプチドの非標準的な経路において相互作
用を調整する化合物を同定するために使用することができる。この目的のために、Ａｓｐ
ＲＳポリペプチドおよび／または結合パートナーまたはそのようなタンパク質のドメイン
もしくは断片を含有する融合タンパク質（またはその組合せ）を発現する細胞株またはそ
のようなタンパク質（複数可）または融合タンパク質（複数可）を発現するために遺伝子
的に遺伝子操作された細胞株（例えばＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、Ｈｅ
Ｌａ細胞など）を使用することができる。非標準的な活性に影響を及ぼす試験化合物（複
数可）は、コントロールまたは所定の量と比較したその活性における変化（例えば統計的
に有意な変化）をモニターすることによって同定することができる。
【０２８６】
　アンチセンス作用物質およびＲＮＡｉ作用物質に関する実施形態については、例えば、
ＡｓｐＲＳ参照ポリヌクレオチドの発現を改変する際の有効性について化合物をスクリー
ニングするための方法であって、ａ）ＡｓｐＲＳ参照ポリヌクレオチドを含む試料を、可
能性のあるアンチセンスオリゴヌクレオチドなどの化合物に曝露するステップ、およびｂ
）ＡｓｐＲＳポリヌクレオチドの発現の改変を検出するステップを含む方法も含まれる。
ある非限定的な実施例では、これらのおよび関係する実施形態は、当技術分野におけるル
ーチン的な技術に従って、細胞ベースのアッセイにおいてまたは無細胞翻訳アッセイにお
いて利用することができる。そのような方法によって同定されるアンチセンス作用物質お
よびＲＮＡｉ作用物質も含まれる。
【０２８７】
　ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）に適している上記の方法または当技術分野
において公知の他のスクリーニング法のいずれも含まれる。ＨＴＳは、典型的に、候補化
合物のライブラリーに対するアッセイ、例えば、本明細書に記載の、非標準的な活性の増
加または減少を測定するアッセイのスクリーニングを実行するために自動化を使用する。
【０２８８】
　Ｃ．治療の方法
　他の態様では、本発明は、本明細書に記載の組成物を用いて細胞、組織、または被験体
を治療するために本発明の組成物を使用するための方法に関する。本発明によって調整さ
れてもよい細胞または組織は、好ましくは哺乳類細胞またはより好ましくはヒト細胞であ
る。そのような細胞は、健常な状態または罹患した状態のものとすることができる。
【０２８９】
　したがって、ＡｓｐＲＳポリペプチド、ＡｓｐＲＳポリヌクレオチド、ＡｓｐＲＳポリ
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ヌクレオチドベースのベクター、アンチセンスオリゴヌクレオチド、およびＲＮＡｉ作用
物質ならびにペプチド、抗体、および抗原結合断片などの結合剤、ペプチドミメティック
、ならびに他の小分子を含む、本明細書に記載のＡｓｐＲＳ作用物質は、参照ＡｓｐＲＳ
の非標準的な活性と関連する様々な非限定的な疾患または状態を治療するために使用する
ことができる。そのような非標準的な活性の例は、細胞増殖の調整、細胞移動の調整、細
胞分化（例えば造血）の調整、アポトーシスまたは細胞死の他の形態の調整、細胞シグナ
ル伝達の調整、血管新生の調整、細胞結合の調整、細胞の代謝の調整、サイトカイン産生
または活性の調整、サイトカイン受容体活性の調整、炎症の調整などを含む。
【０２９０】
　典型的に、他の場合にはその非標準的な活性を提供する、ＡｓｐＲＳポリペプチドの特
定のスプライス変異体またはＡｓｐＲＳポリペプチドの細胞性結合パートナーなどの標的
分子の発現の低下に関する、アンチセンス療法およびＲＮＡｉ干渉療法などのポリヌクレ
オチドベースの療法が含まれる。アンチセンス療法またはＲＮＡｉ療法は、典型的に、Ａ
ｓｐＲＳ参照ポリペプチドの発現を低下させることによってなどのように、非標準的な活
性に拮抗する。ＡｓｐＲＳポリペプチド、その細胞性結合パートナー（複数可）、または
その両方と直接相互作用することによってなどのように、ＡｓｐＲＳ参照ポリペプチドの
非標準的な活性を刺激するかまたはそれに拮抗する、ポリペプチド、抗体、ペプチドミメ
ティック、または他の小分子ベースの療法も含まれる。
【０２９１】
　ある実施形態では、例えば、方法は、細胞の代謝、細胞分化、細胞増殖、細胞死、細胞
動員、細胞移動、遺伝子転写、ｍＲＮＡ翻訳、細胞インピーダンス、サイトカイン産生な
どを含む、治療上関連する細胞の活性を調整するために提供され、本明細書に記載のＡｓ
ｐＲＳ組成物と細胞を接触させるステップを含む。したがって、ＡｓｐＲＳ組成物は、１
つまたは複数のそのような活性の調整が有益である任意の細胞もしくは組織または被験体
を本質的に治療するために利用されてもよい。
【０２９２】
　例えば、ＡｓｐＲＳ組成物はまた、例えば新生物性疾患、免疫系疾患（例えば自己免疫
疾患および炎症）、伝染病、代謝病、ニューロン／神経学的な疾患、筋／心血管疾患、異
常な造血と関連する疾患、異常な血管新生と関連する疾患、異常な細胞生存と関連する疾
患、ならびに他の治療または予防に関するものを含む、多くの治療上の情況のいずれかに
おいて使用されてもよい。
【０２９３】
　例えば、ある例示的な実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳ組成物は、例えば、内皮細胞
増殖および／またはシグナル伝達の調整を介して、血管新生を調整するために使用されて
もよい。内皮細胞増殖および／または細胞シグナル伝達は、多くが当技術分野において公
知であり、入手可能である適切な細胞株（例えばヒト微小血管内皮肺細胞（ＨＭＶＥＣ－
Ｌ）およびヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ））を使用してならびに適切なアッセイ（例
えば内皮細胞移動アッセイ、内皮細胞増殖アッセイ、管形成アッセイ、マトリゲルプラグ
アッセイなど）を使用してモニターされてもよい。
【０２９４】
　そのため、関係する実施形態では、本発明の組成物は、血管新生の調整が有益であるで
あろう本質的に任意の細胞または組織または被験体の治療において利用されてもよい。例
えば、いくつかの実施形態では、血管新生（例えば血管新生状態）を経験しているまたは
それに対して感受性である細胞または組織または被験体は、血管新生状態を阻害するため
に、本発明の適した組成物と接触させてもよい。他の実施形態では、不十分な血管新生（
例えば血管新生抑制状態）を経験しているまたはそれに対して感受性である細胞または組
織は、血管新生抑制活性に干渉し、および／または血管新生を促進するために本発明の適
切な組成物と接触させてもよい。
【０２９５】
　血管新生状態の例示的な例は、加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、癌（固形および血液の両方）
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、発育異常（器官発生）、糖尿病性失明、子宮内膜症、眼血管新生、乾癬、関節リウマチ
（ＲＡ）、ならびに皮膚変色（例えば血管腫、火炎状母斑、または単純性母斑（ｎｅｖｕ
ｓ　ｓｉｍｐｌｅｘ））を含むが、これらに限定されない。抗血管新生状態の例は、心血
管疾患、再狭窄、虚血性組織または心不全の再潅流の後の組織損傷、慢性炎症、および創
傷治癒を含むが、これらに限定されない。
【０２９６】
　本発明の組成物はまた、自己免疫および／または炎症性疾患、状態、および障害を直接
または間接的に媒介する細胞を調整することによって、抗炎症性または炎症促進性の徴候
を治療するための免疫調整物質として有用であってもよい。免疫調整物質としての本発明
の組成物の有用性は、例えば、移動アッセイ（例えば白血球もしくはリンパ球を使用して
）、サイトカイン産生アッセイ、または細胞生存率アッセイ（例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞、
単球、もしくはＮＫ細胞を使用して）を含む、当技術分野における多くの公知で入手可能
な技術のいずれかを使用してモニターすることができる。
【０２９７】
　「炎症」は、病原体、損傷を受けた細胞（例えば創傷）、および刺激薬などの有害な刺
激に対する組織の生物学的応答を一般に指す。用語「炎症反応」は、単に例示として、と
りわけ、本明細書において記載され、当技術分野において公知である免疫細胞の活性化ま
たは移動、サイトカイン産生、キニン放出、フィブリン溶解、および凝固を含む血管拡張
作用を含む炎症が達成され、調節される特異的なメカニズムを指す。理想的には、炎症は
、傷害性の刺激を除去し、かつ影響を受けた１つまたは複数の組織の治癒プロセスを始め
るための、体による防衛の試みである。炎症の非存在下において、創傷および感染症は決
して治癒せず、組織の進行性の破壊が生存を脅かす状況を作り出すであろう。他方、過度
の炎症または慢性炎症は、とりわけ、本明細書において記載され、当技術分野において公
知である枯草熱、アテローム性動脈硬化症、および関節リウマチなどの様々な疾患と関連
してもよい。
【０２９８】
　慢性炎症の臨床症候は、病気の期間に、炎症性病変、原因、および影響を受けた解剖学
的なエリアに依存する（例えば、Ｋｕｍａｒら、Ｒｏｂｂｉｎｓ　Ｂａｓｉｃ　Ｐａｔｈ
ｏｌｏｇｙ－第８版、２００９年Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｌｏｎｄｏｎ；Ｍｉｌｌｅｒ，　Ｌ
Ｍ、Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ｌｅｃｔｕｒｅ　Ｎｏｔｅｓ、Ａｔｌａｎｔｉｃ　Ｖｅｔｅｒ
ｉｎａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｇｅ、Ｃｈａｒｌｏｔｔｅｔｏｗｎ、ＰＥＩ、Ｃａｎａｄａを参
照されたい）。慢性炎症は、例えば、とりわけ、本明細書において記載され、当技術分野
において公知であるアレルギー、アルツハイマー病、貧血、大動脈弁狭窄、関節リウマチ
および変形性関節症などの関節炎、癌、うっ血性心不全、線維筋痛症、線維症、心臓発作
、腎不全、狼瘡、膵炎、発作、手術合併症、炎症性肺疾患、炎症性腸疾患、アテローム性
動脈硬化症、神経学的障害、糖尿病、代謝障害、肥満および乾癬を含む、様々な病理学的
状態または疾患と関連する。したがって、ＡｓｐＲＳ組成物は、慢性炎症を治療もしくは
管理する、１つもしくは複数の個々の慢性炎症反応のいずれかを調整し、または慢性炎症
と関連する任意の１つもしくは複数の疾患もしくは状態を治療するために使用されてもよ
い。
【０２９９】
　ある特定の炎症反応は、サイトカイン産生および活性ならびに関係する経路を含む。例
えば、ある典型的な実施形態は、この転写因子の下流の活性を増加させることによってな
どのように、核因子ｋＢ（ＮＦ－ｋＢ）を通して細胞シグナル伝達を調整することに関す
る。ある実例では、ＮＦ－ｋＢ活性の増加は、炎症促進性サイトカイン（例えばＴＮＦ－
α）および抗炎症性サイトカイン（例えばＩＬ－１０）などのサイトカインシグナル伝達
または活性の増加をもたらすことができる。
【０３００】
　炎症性および他の状態の症候および症状を評価するための基準は、差別的な診断をなし
、また、例えば、容認された臨床基準に従って改善を決定することによって、治療有効用
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量が治療の過程で投与されたかどうかを決定するなどのように、治療をモニターするため
の目的を含めて、当業者らに明らかであろう、また、例えばＢｅｒｋｏｗら編、Ｔｈｅ　
Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ、第１６版、Ｍｅｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃｏ．、Ｒａｈｗａｙ，　
Ｎ．Ｊ．、１９９２年；Ｇｏｏｄｍａｎら編、Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’
ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃｓ、第１０版、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．、Ｅｌｍｓｆｏｒｄ、Ｎ
．Ｙ．（２００１年）；Ａｖｅｒｙ’ｓ　Ｄｒｕｇ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ：　Ｐｒｉｎｃ
ｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、第３版ＡＤＩＳ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｌｔｄ．
、Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｋｉｎｓ、Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，　ＭＤ．（１９８
７年）；Ｅｂａｄｉ，　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，　Ｌｉｔｔｌｅ，　Ｂｒｏｗｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｏ．，Ｂｏｓｔｏｎ、（１９８５年）；Ｏｓｏｌｃｉら編、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１８版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ（１９９０年）；Ｋａｔｚｕｎｇ、Ｂａｓ
ｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ、Ａｐｐｌｅｔｏｎ　ａｎ
ｄ　Ｌａｎｇｅ、Ｎｏｒｗａｌｋ、ＣＴ（１９９２年）の教示によって例証される。
【０３０１】
　先天免疫応答などの免疫応答を調整する方法も含まれる。本明細書において使用される
ように、用語「免疫応答」は、抗原、ワクチン組成物、または免疫系の１つもしくは複数
の細胞によって媒介される免疫調節性分子に対する測定可能なまたは観察可能な反応を含
む。免疫応答は、免疫系細胞への抗原または免疫調節性分子の結合から典型的に始まる。
抗原または免疫調節性分子に対する反応は、抗原または免疫調節性分子に最初に結合する
細胞および自然、体液性、細胞性免疫応答を媒介するのに関与する細胞を含む、多くの細
胞型によって媒介されてもよい。
【０３０２】
　本明細書において使用される「先天免疫応答」は、ｔｏｌｌ様受容体などの細胞表面受
容体への病原体関連分子パターン（ＰＡＭＰ）またはＡｓｐＲＳポリペプチドの結合を伴
ってもよい。ＰＡＭＰまたは他のシグナルに応じたｔｏｌｌ様受容体およびＩｐａｆ－シ
グナル伝達経路の活性化はサイトカインおよび同時刺激分子などの免疫調節性分子の産生
をもたらし、これらは、免疫応答を誘発および／または増強する。先天免疫応答に関与す
る細胞は、とりわけ、例えば樹状細胞、マクロファージ、ナチュラルキラー細胞、および
好中球を含む。
【０３０３】
　ある実施形態は、先天免疫応答を増加させることに関する。他の実施形態は、先天免疫
応答を減少させることに関する。ある態様では、先天免疫応答は、ＴＬＲ２および／また
はＴＬＲ４などの１つまたは複数のｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）によって媒介される。本
発明のある種のＡｓｐＲＳポリペプチドは、ＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４などのＴＬ
Ｒに結合する。感染病原体と自己を区別し、有効な適応免疫の発生に必要なサイトカイン
などの免疫調節性分子の産生を媒介するＴＬＲは、ＰＡＭＰを認識する（参照によって本
明細書において組み込まれるＡｄｅｒｅｍ，　ＡおよびＵｌｅｖｉｔｃｈ，　Ｒ．　Ｊ．
Ｎａｔｕｒｅ４０６巻：７８２～７８７頁（２０００年）およびＢｒｉｇｈｔｂｉｌｌ，
　Ｈ．　Ｄ．、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ１０１巻：１～１０頁（２０００年））。ｔｏｌｌ
様受容体ファミリーのメンバーは、様々な抗原型を認識し、病原体を見分けることができ
る。例えば、ＴＬＲ２は、様々な真菌成分、グラム陽性成分、およびマイコバクテリウム
成分を認識し、ＴＬＲ４は、グラム陰性産物リポ多糖（ＬＰＳ）を認識し、ＴＬＲ９は、
細菌ＤＮＡにおけるＣｐＧリピートなどの核酸を認識する。
【０３０４】
　自然免疫を刺激するＡｓｐＲＳ組成物（例えば、ＴＬＲ２および／ｒ　ＴＬＲ４を介し
て）は、種々様々の状態の治療において単独でまたは他の療法と組み合わせて有用となり
得る。そのような状態の特定の例は、細菌、ウイルス、および寄生虫の伝染病などの伝染
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病を含む。自然免疫を刺激するＡｓｐＲＳ組成物はまた、生きている、減弱された、また
は他のタイプのワクチンに関わらず、一次抗原への被験体の免疫応答を増強するためにワ
クチンアジュバントとして有用となり得る。
【０３０５】
　ウイルス伝染病または感染病原体（およびそれらの対応するワクチン）の例は、とりわ
け、本明細書において別記されるＡ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、Ｅ型肝炎、カリシウイ
ルス関連性の下痢、ロタウイルス下痢、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ
　Ｂ肺炎および侵襲性疾患、インフルエンザ、麻疹、ムンプス、風疹、パラインフルエン
ザ関連性の肺炎、呼吸器多核体ウイルス（ＲＳＶ）肺炎、重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲ
Ｓ）、ヒトパピローマウイルス、単純ヘルペス２型外陰部潰瘍、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ、デン
グ熱、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、西ナイルウイルス関連性の疾患、黄熱病、エプスタイン
－バーウイルス、ラッサ熱、クリミア－コンゴ出血熱、エボラ出血熱、マールブルク出血
熱、狂犬病、リフトバレー熱、天然痘、らい病、上および下気道感染、灰白髄炎を含むが
、これらに限定されない。
【０３０６】
　細菌伝染病または感染病原体の例は、とりわけ、本明細書において別記されるＢａｃｉ
ｌｌｕｓ　ａｎｔｒａｃｉｓ、Ｂｏｒｅｌｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ、Ｂｒｕｃｅ
ｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｕｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉ
ｔｅｎｓｉｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎ
ｉ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔａｃｃ
ｉ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕ
ｌｉｎｕｍ、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ、Ｃ．ｔｅｔａｎｉ
、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ（つまりジフテリア）、Ｅ
ｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ
　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌ
ａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙ
ｔｏｇｅｎｅｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏ
ｓｉｓ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏ
ｒｒｈｅａ、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎ
ｏｓａ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｅｃｋｅｔｉｓｉｉ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐ
ｈｉ、Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ、Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓ．ｓａｐｒｏｐｈｙｔ
ｉｃｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ、Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ、Ｖｉｂｒｉｏ　
ｃｈｏｌｅｒａ、Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ、Ｂｏｒｄａｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕ
ｓｓｉｓ、中耳炎（例えば、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｈａ
ｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、またはＭｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｔａｒｒ
ｈａｌｉｓによって引き起こされることが多い）を含むが、これらに限定されない。
【０３０７】
　寄生虫伝染病の例は、アメーバ症（例えばＥｎｔｅｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃ
ａ）、鉤虫病（例えばＮｅｃａｔｏｒ　ａｍｅｒｉｃａｎｕｓおよびＡｎｃｙｌｏｓｔｏ
ｍａ　ｄｕｏｄｅｎａｌｅなどの線虫の寄生虫）、リーシュマニア症、マラリア（４種の
原虫寄生体Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ；Ｐ．ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ、Ｐ．ｖｉｖａｘ、Ｐ．ｏ
ｖａｌｅ、およびＰ．ｍａｌａｒｉａｅ）、住血吸虫症（寄生虫Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ
；Ｓ．ｍａｎｓｏｎｉ、Ｓ．ｈａｅｍａｔｏｂｉｕｍ、およびＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ）
、Ｏｎｃｈｏｃｅｒｃａ　ｖｏｌｖｕｌｕｓ（河川盲目症）、Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　
ｃｒｕｚｉ（シャガス疾患／アメリカ睡眠病）、ならびにＤｒａｃｕｎｃｕｌｕｓ　ｍｅ
ｄｉｎｅｎｓｉｓ、リンパ系フィラリア症を含むが、これらに限定されない。
【０３０８】
　ある種のＡｓｐＲＳ組成物は、リポ多糖（ＬＰＳ）などの外来抗原に対する曝露に起因
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することが多い内毒素ショックの治療または低下において有用であってもよい。内毒素シ
ョックは、ＴＬＲシグナル伝達によって媒介され得、天然に存在する内因性ＡｓｐＲＳ断
片がＴＬＲを刺激し得るので、本明細書において提供される、ある種の結合剤、アンチセ
ンス作用物質、またはＲＮＡｉ作用物質は、ＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４の内因性の
ＡｓｐＲＳ断片を介した刺激に拮抗し、あるいはそれを低下させることによって、内毒素
ショックに対して被験体をより抵抗性にしてもよい。
【０３０９】
　免疫疾患を治療するための方法も、含まれる。本発明に従って治療されてもよい例示的
な免疫系疾患、障害、または状態は、原発性免疫不全症、免疫媒介性血小板減少症、川崎
症候群、骨髄移植（例えば成体または子どもにおける近時の骨髄移植）、慢性Ｂ細胞リン
パ性白血病、ＨＩＶ感染（例えば成人または小児のＨＩＶ感染）、慢性炎症性脱髄性多発
ニューロパシー、輸血後紫斑病などを含むが、これらに限定されない。
【０３１０】
　加えて、さらなる疾患、障害、および状態は、ギラン－バレー症候群、貧血（例えば、
パルボウイルスＢ１９と関連する貧血、感染症（例えば再発性感染）の高い危険性がある
、安定性の多発性骨髄腫を有する患者、自己免疫溶血性貧血（例えば温暖型自己免疫溶血
性貧血）、血小板減少症（例えば新生児性血小板減少症）、および免疫媒介性好中球減少
症）、移植（例えば、ＣＭＶ陽性器官のサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）陰性レシピエン
ト）、低ガンマグロブリン血症（例えば感染症または病的状態についての危険因子を有す
る低ガンマグロブリン症の新生児）、癲癇（例えば難治性癲癇）、全身性血管炎症候群、
重症筋無力症（例えば重症筋無力症における代償不全）、皮膚筋炎、ならびに多発筋炎を
含む。
【０３１１】
　さらなる自己免疫疾患、障害、および状態は、自己免疫溶血性貧血、自己免疫性新生児
血小板減少、特発性血小板減少症紫斑病、自己免疫性血球減少症、溶血性貧血、抗リン脂
質抗体症候群、皮膚炎、アレルギー性脳脊髄炎、心筋炎、再発性多発性軟骨炎、リウマチ
性心疾患、糸球体腎炎（例えばＩｇＡ腎症）、多発性硬化症、神経炎、ブドウ膜炎眼炎、
多発性内分泌腺症、紫斑病（例えばヘノッホシェーンライン紫斑病）、ライター病、ステ
ィフマン症候群、自己免疫肺炎症、ギラン－バレー症候群、インスリン依存型糖尿病、お
よび自己免疫炎症性眼疾患を含むが、これらに限定されない。
【０３１２】
　さらなる自己免疫疾患、障害、または状態は、自己免疫性甲状腺炎；橋本甲状腺炎なら
びに例えば、細胞媒介性のおよび体液性の甲状腺の細胞毒性によって特徴付けられる甲状
腺炎を含む甲状腺機能低下症；ＳＬＥ（例えば循環しており、局所的に生成される免疫複
合体によって特徴付けられることが多い）；グッドパスチャー症候群（例えば抗基底膜抗
体によって特徴付けられることが多い）；天疱瘡（例えば表皮の棘融解抗体によって特徴
付けられることが多い）；例えばグレーブス病（例えば甲状腺刺激ホルモン受容体の抗体
によって特徴付けられることが多い；重症筋無力症（例えばアセチルコリン受容体抗体に
よって特徴付けられることが多い）などの受容体自己免疫；インスリン抵抗性（例えばイ
ンスリン受容体抗体によって特徴付けられることが多い）；自己免疫溶血性貧血（例えば
抗体感作赤血球の食作用によって特徴付けられることが多い）；また自己免疫性血小板減
少性紫斑病（例えば抗体感作血小板の食作用によって特徴付けられることが多い）を含む
が、これらに限定されない。
【０３１３】
　さらなる自己免疫疾患、障害、または状態は、関節リウマチ（例えば関節における免疫
複合体によって特徴付けられることが多い）；抗コラーゲン抗体を有する強皮症（例えば
核小体抗体および他の核抗体によって特徴付けられることが多い）；混合結合組織病（例
えば可溶性核抗原、例えばリボ核タンパク質の抗体によって特徴付けられることが多い）
；多発筋炎／皮膚筋炎（例えば非ヒストン抗核抗体によって特徴付けられることが多い）
；悪性貧血（例えば抗壁細胞、抗ミクロソーム、および抗内因子抗体によって特徴付けら
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れることが多い）；特発性アジソン病（例えば体液性および細胞媒介性副腎細胞毒性によ
って特徴付けられることが多い）；不妊症（例えば抗精子抗体によって特徴付けられるこ
とが多い）；糸球体腎炎（例えば糸球体基底膜抗体または免疫複合体によって特徴付けら
れることが多い）；ＩｇＡ腎症による原発性糸球体腎炎；水疱性類天疱瘡（例えば基底膜
におけるＩｇＧおよび補体によって特徴付けられることが多い）；シェーグレン症候群（
例えば多組織抗体および／または特異的な非ヒストン抗核抗体（ＳＳ－Ｂ）によって特徴
付けられることが多い）；糖尿病（例えば細胞媒介性および体液性膵島細胞抗体によって
特徴付けられることが多い）；ならびに喘息または嚢胞性線維症を有するアドレナリン作
動性薬物抵抗性を含むアドレナリン作動性薬物抵抗性（例えばベータアドレナリン作動性
受容体抗体によって特徴付けられることが多い）を含むが、これらに限定されない。
【０３１４】
　さらなる自己免疫疾患、障害、または状態は、慢性活動性肝炎（例えば平滑筋抗体によ
って特徴付けられることが多い）；原発性胆汁性肝硬変（例えば抗ミトコンドリア抗体に
よって特徴付けられることが多い）；他の内分泌腺不全（例えばいくつかの場合では特異
的な組織抗体によって特徴付けられることが多い）；尋常性白斑（例えば抗メラノサイト
抗体によって特徴付けられることが多い）；血管炎（例えば、血管壁における免疫グロブ
リンおよび補体ならびに／または低血清補体によって特徴付けられることが多い）；心筋
梗塞後状態（例えば抗心筋抗体によって特徴付けられることが多い）；心臓切開症候群（
例えば抗心筋抗体によって特徴付けられることが多い）；蕁麻疹（例えば、ＩｇＥに対す
るＩｇＧおよびＩｇＭ抗体によって特徴付けられることが多い）；アトピー性皮膚炎（例
えば、ＩｇＥに対するＩｇＧおよびＩｇＭ抗体によって特徴付けられることが多い）；喘
息（例えば、ＩｇＥに対するＩｇＧおよびＩｇＭ抗体によって特徴付けられることが多い
）；炎症性ミオパシー；ならびに他の炎症性、肉芽腫性、変性、および萎縮性の障害を含
むが、これらに限定されない。
【０３１５】
　造血および関係する状態を調整するための方法も含まれる。本発明のＡｓｐＲＳポリペ
プチドによって調整されてもよい造血プロセスの例は、限定を伴うことなく、骨髄性細胞
（例えば赤血球系細胞、肥満細胞単球／マクロファージ、骨髄性樹状細胞、好塩基球、好
中球、および好酸球などの顆粒球、巨核球、血小板）ならびにリンパ系細胞（例えばナチ
ュラルキラー細胞、リンパ系樹状細胞、Ｂ細胞、およびＴ細胞）の形成を含む。ある種の
特定の造血プロセスは、赤血球形成、顆粒球形成、リンパ球生成、巨核球生成、血小板生
成、および他を含む。造血幹細胞、前駆細胞、赤血球、顆粒球、リンパ球、巨核球、およ
び血小板を含む造血細胞の輸送または動員を調整するための方法も含まれる。
【０３１６】
　造血を調整するための方法は、インビボ、インビトロ、エクスビボ、またはその任意の
組合せで実行されてもよい。これらの方法は、造血幹細胞、造血前駆細胞、または造血系
統（例えば脂肪組織由来幹細胞）に沿って分化することができる他の幹細胞もしくは前駆
細胞を含有する任意の生物学的試料、細胞培養物、または組織に対して実行することがで
きる。インビトロおよびエクスビボ方法については、幹細胞および前駆細胞は、造血起源
またはその他に関わらず、本明細書において記載され、当技術分野において公知である技
術および特質に従って単離および／または同定することができる。
【０３１７】
　他の実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳ組成物は、細胞の増殖および／または生存を調
整するために、したがって、細胞の増殖および／または生存における異常によって特徴付
けられる疾患、障害、または状態を治療または予防するために使用されてもよい。例えば
、ある実施形態では、ＡｓｐＲＳ組成物は、アポトーシスを調整するためにおよび／また
は異常なアポトーシスと関連する疾患もしくは状態を治療するために使用されてもよい。
アポトーシスは、プログラム細胞死としての公知の細胞シグナル伝達カスケードを説明す
るために使用される用語である。様々な治療上の徴候は、アポトーシス（例えば癌）を誘
発する分子およびアポトーシスを阻害するもの（つまり発作、心筋梗塞、敗血症など）の
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ために存在する。アポトーシスは、例えば、ＤＮＡの断片化を測定するアッセイ、膜非対
称性における改変、アポトーシスカスパーゼの活性化、ならびに／またはシトクロムＣお
よびＡＩＦの放出を含む、当技術分野において公知であり、入手可能である、多くの入手
可能な技術のいずれかによってモニターすることができる。
【０３１８】
　細胞生存の増加またはアポトーシスの阻害と関連する例示的な疾患は、癌（結腸癌、心
臓腫瘍、膵癌、黒色腫、網膜芽細胞腫、膠芽腫、肺癌、腸癌、精巣癌、胃癌、神経芽腫、
粘液腫、筋腫、リンパ腫、内皮腫、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、骨肉腫、軟骨肉腫、腺腫、
乳癌、前立腺癌、カポジ肉腫、および卵巣癌を含むが、これらに限定されない濾胞性リン
パ腫、癌腫、およびホルモン依存性腫瘍など）；自己免疫障害（多発性硬化症、シェーグ
レン症候群、グレーブス病、橋本甲状腺炎、自己免疫性糖尿病、胆汁性肝硬変、ベーチェ
ット病、クローン病、多発筋炎、全身性エリテマトーデス、および免疫関連性糸球体腎炎
、自己免疫性胃炎、自己免疫性血小板減少性紫斑病、ならびに関節リウマチなど）、なら
びにウイルス感染（ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、およびアデノウイルスなど）
、炎症、移植片対宿主病（急性および／または慢性）、急性移植片拒絶反応、ならびに慢
性移植拒否反応を含むが、これらに限定されない。
【０３１９】
　細胞生存の増加と関連する、さらなる例示的な疾患または状態は、白血病（急性白血病
（例えば急性リンパ性白血病、骨髄芽球、前骨髄球、骨髄単球性、単球、および赤白血病
を含む急性骨髄球性白血病）を含む）ならびに慢性白血病（例えば慢性骨髄球（顆粒球性
）白血病および慢性リンパ性白血病）、骨髄異形成症候群真性赤血球増加症、リンパ腫（
例えばホジキン病および非ホジキン病）、多発性骨髄腫、ワルデンストレームマクログロ
ブリン血症、重鎖病、ならびに線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、
脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、滑液膜腫、中皮腫、ユ
ーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌、膵癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平
上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、脂腺癌、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、
気管支癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛膜癌、セミノーマ、胎児性癌、ウィルムス腫瘍
、子宮頸癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星細胞腫、髄芽
細胞腫、頭蓋咽頭腫、脳室上衣細胞腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫、希突起神経膠腫
、髄膜腫（ｍｅｎａｎｇｉｏｍａ）、黒色腫、神経芽腫、および網膜芽細胞腫などの肉腫
および癌腫を含むが、これらに限定されない固形腫瘍などの悪性腫瘍ならびに関係する障
害の進行ならびに／または転移を含むが、これらに限定されない。
【０３２０】
　アポトーシスの増加と関連する例示的な疾患は、ＡＩＤＳ（ＨＩＶ誘発性の腎症および
ＨＩＶ脳炎など）、神経変性障害（アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬
化症、色素性網膜炎、小脳変性症、および脳腫瘍または先の関連する疾患など）、多発性
硬化症、シェーグレン症候群、グレーブス病、橋本甲状腺炎、自己免疫性糖尿病、胆汁性
肝硬変、ベーチェット病、クローン病、多発筋炎、全身性エリテマトーデス、免疫関連性
糸球体腎炎、自己免疫性胃炎、血小板減少性紫斑病、および関節リウマチなどの自己免疫
障害、骨髄異形成症候群（再生不良性貧血など）、移植片対宿主病（急性および／または
慢性）、虚血性傷害（心筋梗塞、発作、および再潅流障害によって引き起こされるものな
ど）、肝傷害または疾患（例えば肝炎関連肝傷害、硬変、虚血／再潅流障害、胆汁うっ滞
（ｃｈｏｌｅｓｔｏｓｉｓ）（胆管傷害）、および肝臓癌）、毒素誘発性肝疾患（アルコ
ールによって引き起こされるものなど）、敗血症性ショック、潰瘍性大腸炎、悪液質、な
らびに食欲不振を含むが、これらに限定されない。
【０３２１】
　さらなる実施形態では、本発明の組成物は、ニューロン／神経学的な疾患または障害の
治療において使用されてもよく、これらの例示的な例は、パーキンソン病、アルツハイマ
ー病、ピック病、クロイツフェルト－ヤコブ病、ハンチントン舞踏病、交代性片麻痺、筋
萎縮性側索硬化症、運動失調症、脳性小児麻痺、慢性疲労症候群、慢性疼痛症候群、先天
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性神経学的異常、脳神経学的な疾患、せん妄、認知症、脱髄症、自律神経異常症、癲癇、
頭痛、ハンチントン病、水頭症、髄膜炎、運動障害、筋肉疾患、神経系新生物、神経皮膚
症候群、神経変性疾患、神経毒症候群、眼球運動障害、末梢神経系障害、脳下垂体障害、
孔脳症、レット症候群、睡眠障害、脊髄障害、発作、シデナム舞踏病、ツレット症候群、
神経系外傷、および傷害などを含む。
【０３２２】
　さらに、さらなる実施形態は、副腎脳白質ジストロフィー、クラッベ病（グロボイド細
胞性ロイコジストロフィー）、異染性ロイコジストロフィー、アレキサンダー病、キャナ
ヴァン病（海綿状白質ジストロフィー）、ペリツェウス－メルツバッハー病、コケーン症
候群、ハーラー病、ロー症候群、リー病、ウィルソン病、ハレルフォルデン－スパッツ病
、テイ－サックス病などの代謝障害の治療における本発明の組成物の使用に関する。代謝
プロセスの調整における本発明の組成物の有用性は、例えば脂肪細胞脂質生成または脂肪
細胞脂肪分解を測定するアッセイを含む、当技術分野において公知であり、入手可能であ
る様々な技術のいずれかを使用してモニターされてもよい。
【０３２３】
　本発明のより特定の実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳ組成物は、例えば、細胞シグナ
ル伝達タンパク質（例えばＡｋｔ）を介して、細胞のシグナル伝達を調整するために使用
されてもよい。細胞シグナル伝達は、多くの周知のアッセイのいずれかを使用してモニタ
ーされてもよい。例えば、一般的な細胞シグナル伝達事象の誘発は、様々な標的タンパク
質のリン酸化パターンの改変を通してモニターすることができる。そのため、ＡｓｐＲＳ
ポリペプチドを用いる細胞の治療に応じた細胞シグナル伝達活性の検出は、異なる生物学
的効果のインジケータとして役立つ。このアッセイに使用される標的タンパク質は、主要
な細胞のシグナル伝達カスケードの主要成分を包含するように選択され、それによって、
細胞シグナル伝達状況およびその治療上の関連性についての広範囲の状態を提供してもよ
い。一般に、そのようなアッセイは、ＡｓｐＲＳポリペプチドを用いる細胞治療、その後
に続く、標的タンパク質のリン酸化（活性化）形態を特異的に検出する抗体を用いる免疫
検出を伴う。
【０３２４】
　治療上関連する細胞シグナル伝達事象のモニターのために使用される例示的な標的タン
パク質は、ｐ３８　ＭＡＰＫ（マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ；細胞のストレス
および炎症性サイトカインによって活性化される；細胞分化およびアポトーシスを関与す
る）；ＳＡＰＫ／ＪＮＫ（ストレス活性化プロテインキナーゼ／Ｊｕｎアミノ末端キナー
ゼ；細胞のストレスおよび炎症性サイトカインによって活性化される）；Ｅｒｋ１／２、
ｐ４４／４２　ＭＡＰＫ（マイトジェン活性化プロテインキナーゼＥｒｋ１およびＥｒｋ
２；多種多様の細胞外シグナルによって活性化される；細胞の成長および分化の調節に関
与する）；ならびにＡｋｔ（インスリンおよび様々な成長因子または生存因子によって活
性化される；アポトーシスの阻害、グリコーゲン合成の調節、細胞サイクル調節、および
細胞成長に関与する）を含んでいてもよいが、これらに限定されない。チロシン残基の一
般的なリン酸化も、リン酸化によって媒介される細胞シグナル伝達における変化の一般的
なインジケータとしてモニターされてもよい。
【０３２５】
　当然、細胞接着分子（例えばカドヘリン、インテグリン、クローディン、カテニン、セ
レクチンなど）および／またはイオンチャネルタンパク質などの他のクラスのタンパク質
も、本発明の組成物によって調整される細胞の事象または活性をモニターするためにアッ
セイされてもよいことが認識されるであろう。
【０３２６】
　本発明の他の特定の実施形態では、本発明のＡｓｐＲＳ組成物は、細胞によって、例え
ば、単球および／または白血球などの免疫細胞によってサイトカイン産生を調整するため
に使用されてもよい。サイトカイン産生は、当技術分野において公知の多くのアッセイの
いずれかを使用してモニターされてもよい（つまりＲＴ－ＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳ



(72) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

ｐｏｔ、フローサイトメトリーなど）。一般に、そのようなアッセイは、ＡｓｐＲＳポリ
ペプチドを用いる細胞治療、その後に続く、サイトカイン産生における変化を測定するた
めのサイトカインｍＲＮＡまたはポリペプチドの検出を伴う。そのため、ＡｓｐＲＳポリ
ペプチドを用いる細胞の治療に応じたサイトカイン産生における増加および／または減少
の検出は、異なる生物学的効果のインジケータとして役立つ。本発明のＡｓｐＲＳポリペ
プチドは、サイトカイン産生を調整することによって、免疫または炎症性応答を誘発し、
増強し、および／または阻害してもよい。例えば、本発明のＡｓｐＲＳポリペプチドおよ
び組成物は、被験体におけるサイトカインプロファイル（つまり１型対２型）を改変する
ために使用されてもよい。ＡｓｐＲＳ組成物の生物学的効果をモニターするために測定さ
れてもよい例示的なサイトカインは、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２
、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－
１２、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＬ－２３、ＴＧＦ－β、ＴＮＦ－
α、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β
、ＭＣＰ－１、ＧＲＯ－α、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦなどを含むが、これらに限定され
ない。
【０３２７】
　本明細書に記載の刊行物および特許出願はすべて、あたかも、個々の刊行物または特許
出願がそれぞれ参照によって組み込まれるように明確にかつ個々に示されるかのように、
参照によって本明細書において組み込まれる。
【０３２８】
　先の発明は、理解を明瞭にする目的のために例示および例としてかなり詳細に記載され
たが、本発明の教示に照らして、ある変化および修飾が、添付される請求項の精神または
範囲から逸脱することなくなされてもよいことが当業者に容易に明らかとなるであろう。
以下の実施例は、限定としてではなく例示としてのみ提供される。当業者らは、本質的に
類似する結果を得るために変化させるまたは修飾することができる、様々な重大でないパ
ラメーターを容易に認識するであろう。
【実施例】
【０３２９】
　（実施例１）
　ヒトアスパルチルＴＲＮＡ合成酵素（ＡＳＰＲＳ）断片の生成
　配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する完全長組換えヒトＡｓｐＲＳは、発現され、
ニッケルＩＭＡＣクロマトグラフィーを使用してＥ．ｃｏｌｉから精製した。タンパク質
分解制御によってＡｓｐＲＳの断片を生成するために、完全長タンパク質は、４～１２％
ＭＯＰＳまたは１２％ＭＥＳバッファー（図１ＣおよびＤ）において実行するＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥによる断片の分離の前に、３０分間、４２ｎＭヒト好中球エラスターゼを用いて処
理した。４～１２％ＭＯＰＳにおけるＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で実行した消化は、約１９
ｋＤａの単一のタンパク質断片のみを示した（図１Ｃ）が、１２％ＭＥＳバッファーにお
けるＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で実行した消化は、３～６ｋＤａの少なくとも３つのさらな
るより小さなペプチド断片を示した（図１Ｄ）。
【０３３０】
　（実施例２）
　ＡＳＰＲＳ断片は、内皮細胞においてＡｋｔを活性化する
　ＡｓｐＲＳ断片のプールは、３７℃で、３０分間、２ｕｇ完全長組換えＡｓｐＲＳに４
２ｎＭ好中球エラスターゼを追加することによって生成した。反応は、１０倍過剰のプロ
テアーゼ中アルファ１抗トリプシン（セルピンＡ１）の追加によって止めた。ウシ大動脈
内皮細胞（ｂＡＥＣ）は、好中球エラスターゼを用いて切断されなかったまたは切断され
た５０ｎＭ完全長ＡｓｐＲＳタンパク質のプールを用いて処理した。細胞は、１０および
１５分間、ＡｓｐＲＳ断片と共にインキュベートし、採取し、シグナル伝達分子Ａｋｔの
リン酸化（活性化）形態のみを特異的に認識する抗体と共にウエスタンブロット法にかけ
た。この処理により、リン酸化を介しての、Ａｋｔの強く再現可能な活性化がもたらされ
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た（図２Ａおよび２Ｂ）。この結果は、アポトーシスの調節、グリコーゲン合成、細胞サ
イクル調節、および細胞成長におけるＡｋｔの役割により有意となる。
【０３３１】
　（実施例３）
　ＡＳＰＲＳ上の好中球エラスターゼ切断部位の同定
　好中球エラスターゼを用いる切断によって生成した断片（図１Ｄ）は、各断片について
の正確な質量を決定するためにＬＣ／ＭＳ／ＭＳを使用して分析した。さらに、個々の断
片は、４～１２％ＭＯＰＳまたは１２％ＭＥＳバッファーにおいて実行したＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥゲルから切り取り、断片が生成される完全長タンパク質の部分を同定し、好中球エラ
スターゼに起因し得る非トリプシン切断部位を同定するために、インゲルトリプシン消化
にかけ、その後にＬＣ／ＭＳ／ＭＳ分析を続けた。これらのペプチド範囲の識別点を表２
において概説する。
【０３３２】
【表２】

　（実施例４）
　ＡＳＰＲＳ断片は、ＰＢＭＣからのＴＮＦ－α分泌を増加させる
　健常なドナーに由来する末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）は、２４時間、１００ｎＭ用量の
完全長ＡｓｐＲＳタンパク質およびＡｓｐＲＳ、Ｄ１の断片（表２）を用いて処理した。
ＰＢＭＣからのＴＮＦ－α分泌を増加させることが公知であるＥＭＡＰＩＩ（内皮単球活
性化ポリペプチドＩＩ）は、ポジティブコントロールとして使用した。ＴＮＦ－α分泌の
増加は、完全長ＡｓｐＲＳに応じて観察され、この増加は、ＥＭＡＰＩＩポジティブコン
トロールについて観察された大きさに類似した。しかしながら、予想外に、ＡｓｐＲＳの
Ｄ１断片は、完全長ＡｓｐＲＳまたはＥＭＡＰＩＩポジティブコントロールについて観察
されたものよりも約６倍高いレベルで、ＴＮＦ－α分泌を誘発した（図３）。したがって
、ＡｓｐＲＳのＤ１断片は、完全長タンパク質内で概してマスクされている新しい機能を
有する。
【０３３３】
　（実施例５）
　ＡＳＰＲＳ断片Ｄ１は、完全長ＡＳＰＲＳとは異なる、サイトカインのインビトロにお
ける分泌を誘発する
　完全長ＡｓｐＲＳ（１００ｎＭ）またはＡｓｐＲＳの断片、Ｄ１（１００ｎＭ）は、２
４時間、１×１０６末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）と共にインキュベートした。２４時間の
インキュベーションの後に、上清は、採取し、液体窒素中でスナップ凍結し、次いで、複
数のサイトカインについて分析した。上清は、２７の異なるサイトカインについて測定し
、バッファー処理したＰＢＭＣ上清と比較した。誤差バーは、２つの集団比較（ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅ）を示す。図４において示されるように、ＡｓｐＲＳ
断片Ｄ１は、完全長ＡｓｐＲＳにより観察される刺激を超える、多数のサイトカインの大
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きな刺激を示した（例えばＩＬ１－β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ
４０、ＭＩＰ１－α、ＭＩＰ－１β、ＧＲＯ－α、ＭＣＰ－１、およびＩＬ－１ｒａ）。
【０３３４】
　（実施例６）
　ＡＳＰＲＳ断片は、単球におけるＣＤ７１マーカーアップレギュレーションを誘発する
　末梢血単核細胞（ＰＢＭＣの）は、正常な血液ドナーから単離した。１．５×１０６　
ＰＢＭＣは、２４時間、２００ｎＭ用量のＡｓｐＲＳ断片Ｄ１（完全長のタンパク質の最
初の１５４アミノ酸からなる）を用いて処理した。１０μｇ／ｍＬの植物レクチンフィト
ヘマグルチニン（ＰＨＡ）を用いて処理したＰＢＭＣは、ポジティブコントロールとした
。図５において示されるように、ＣＤ７１増殖マーカーのアップレギュレーションは、抗
ＣＤ７１抗体（Ｂｅｃｋｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて染色し、フローサイトメ
トリーによって試料を分析した後に、Ｄ１処理ゲート制御単球において見られた。同じ試
料のゲート制御リンパ球集団においてＣＤ７１アップレギュレーションの有意な増加はな
かった。したがって、Ｄ１は、ＰＢＭＣ混合物における単球を活性化するための細胞型に
特異的な能力を有する。
【０３３５】
　（実施例７）
　ＡＳＰＲＳ断片は、単球およびマクロファージからのＴＮＦ－α分泌を増加させる
　単球（ＴＨＰ－１）およびマクロファージ（ＲＡＷ２６４．７）細胞株の両方は、１０
０ｎＭのＣ末端にタグをつけたＤ１（Ｃ－Ｄ１）または完全長ＡｓｐＲＳ（Ｃ－ＤＲＳ）
を用いて処理した。上清は、２、４、８、および２４時間に収集し、次いで、ＴＮＦ－α
分泌について分析した。図６において示されるように、最大の量のＴＮＦ－α分泌は、Ｃ
－Ｄ１を用いる処理の２～４時間後に見られたが、次いで、８および２４時間で減少した
。Ｃ－ＤＲＳを用いる処理の後のＴＮＦ－α分泌は、検査したすべての時点で無視できる
ものであった。Ｃ－Ｄ１を用いる処理の後のＴＮＦ－α分泌の増加は、用量依存的であっ
た。さらに、４時間の、１００ｎＭ、５０ｎＭ、２５ｎＭ、１２．５ｎＭ、および６ｎＭ
　Ｃ－Ｄ１、Ｎ－Ｄ１、およびＣ－ＤＲＳを用いる細胞の処理により、Ｃ－Ｄ１処理のみ
がＴＮＦ－α分泌を増加させることが実証された。
【０３３６】
　（実施例８）
　ＤＲＳ断片Ｄ１は、マクロファージ細胞株の走化性を誘発する
　インビトロにおいて細胞移動を評価するために、ポリカーボネート膜を有する２４ウェ
ルＴｒａｎｓｗｅｌｌチャンバー（５μｍ孔径、Ｃｏｓｔａｒ）は、ＰＢＳ中０．５ｍｇ
／ｍｌのゼラチンを用いてコーティングし、風乾させた。脱離したＲＡＷ２６４．７細胞
（マウス単球／マクロファージ細胞株）は、新鮮なＤＭＥＭを用いて一度洗浄し、０．１
％ＢＳＡ／ＤＭＥＭを用いて２×１０７細胞／ｍｌの中に懸濁した。完全長ＡｓｐＲＳ（
ＤＲＳ）またはＤ１は、０．１％ＢＳＡ／ＤＭＥＭを用いて異なる濃度に希釈した。ＲＡ
Ｗ２６４．７細胞は、ウェル当たり１００μｌ中２×１０６細胞で上部のチャンバーに追
加した。下部のチャンバーは、ウェル当たり５００μｌの、ＤＲＳまたはＤ１を含有する
培地を用いて充填した。３７℃での２４時間後に、カルセインＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）は、移動した細胞を染色するために８μＭの最終濃度で下部のチャンバーに追加した
。３０分間のインキュベーションの後に、移動しなかった細胞は、綿棒を用いて、Ｔｒａ
ｎｓｗｅｌｌ膜の上部の表面から除去した。下部の膜表面上で移動する細胞は、高倍率視
野において蛍光顕微鏡下で数えた。図７において示されるように、Ｄ１は、用量依存的に
移動を誘発したが、移動は、同じ濃度の完全長ＡｓｐＲＳによってほとんどまたは全く刺
激されなかった。
【０３３７】
　（実施例９）
　ＡＳＰＲＳ断片が誘発したＴＮＦ－α分泌マクロファージはＵ０１２６によって阻害す
ることができる
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　マクロファージ（ＲＡＷ２６４．７）細胞は、１時間、１００ｎＭで、小分子阻害剤Ｕ
０１２６またはＬＹ２９４０２２を用いて予め処理し、その後、さらに４時間、５０ｎＭ
のＤ１または１ｎｇ／ｍｌのＬＰＳを用いる処理を続けた。上清は、収集し、ＴＮＦ－α
分泌について分析した。図８において示されるように、ＴＮＦ－αの分泌は、Ｄ１および
ＬＰＳで処理した細胞においてＵ０１２６によって阻害された。しかしながら、ＬＹ２９
４０２２は、ＬＰＳで処理した細胞におけるＴＮＦ－α分泌を阻害したのみであった。
【０３３８】
　（実施例１０）
　ＡＳＰＲＳ断片Ｄ１は、ＶＥＧＦ誘発性の血管新生を阻害する
　この実験の目的は、ＡｓｐＲＳのＤ１断片の抗血管新生活性を評価することとした。Ｄ
１タンパク質は、Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）プラグアッセイにお
いてＶＥＧＦ誘発性の血管新生を阻害するその能力を決定するために、Ｍａｔｒｉｇｅｌ
（登録商標）プラグの中に直接組み込んだ。手短に言えば、実験の１日目に体重が２１～
２５ｇあるメスのＮＣＲヌードマウス（８匹のマウス／群）を得た。空気嚢は、２７ゲー
ジ針を使用して、１、４、および６日目に肩甲骨の間の皮下のスペースに１ｍｌの空気を
注射することによって試験動物において生成した。７日目に、ＶＥＧＦ（Ｃｅｌｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）＋生理食塩水、ＶＥＧＦ＋スーテント（Ｐｆｉｚｅｒ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓ）、またはＶＥＧＦ＋Ｄ１タンパク質を含有する０．５ｍｌ　Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ（登録商標）（ＶＷＲ）は、予め生成した空気嚢の中に注射した。１３日目（移植
の６日後）に、動物は安楽死させ、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）プラグは、切り取り、
写真を撮り、計量した。活性を評価するために使用する一次エンドポイントは、湿性のＭ
ａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）プラグ重量の１ｍｇ当たりのヘモグロビン含有率とした。図
９において示されるように、Ｄ１は、ＶＥＧＦ誘発性の血管新生の阻害を引き起こした。
【０３３９】
　（実施例１１）
　Ｃ末端にタグをつけたＡＳＰＲＳ断片は、単球におけるＴＮＦ－α分泌を誘発した
　単球（ＴＨＰ－１）細胞は、４時間、１００ｎＭのＣまたはＮ末端にタグをつけたＤ１
または完全長ＡｓｐＲＳを用いて処理した。その後に、上清は、収集し、ＴＮＦ－α分泌
について分析した。図１０において示されるように、ＴＮＦ－α分泌の誘発は、Ｃ末端に
タグをつけたＤ１を用いて処理した細胞において最も大きかった。Ｎ末端にタグをつけた
Ｄ１は、はるかに小さな応答を誘発し、Ｄ１断片のＮ末端領域が、おそらく、そのサイト
カイン活性における重要な役割を果たすことを示す。他のすべての処理群は、ＴＮＦ－α
分泌の有意に低い誘発を有した。
【０３４０】
　（実施例１２）
　ＡＳＰＲＳ断片Ｄ１は、ヒトＤＲＳの哺乳類特異的ドメインを含有する
　図１１において示されるように、３２アミノ酸ペプチドは、哺乳類ＤＲＳのＮ末端にの
み見つけられ、酵母ＤＲＳにおいて見つからなかった。タンパク質のこの領域は、標準的
なｔＲＮＡ合成酵素アミノアシル化活性に不要であり、推定上の両親媒性ヘリックスを含
有することが予測される（Ｊａｃｏｂｏ－ＭｏｌｉｎａおよびＹａｎｇ（１９８９年）、
ＥｓｃａｌａｎｔｅおよびＹａｎｇ、ＪＢＣ（１９９２年）において報告される）。その
サイトカイン活性に関してのＤ１のＮ末端の観察される重要性に基づいて、この特有の領
域は、Ｄ１についてここで報告されるサイトカイン活性の重要なメディエーターとなり得
る。
【０３４１】
　（実施例１３）
　マクロファージからの内因性Ｄ１断片の同定
　図１２Ａにおいて示されるように、ＡｓｐＲＳの断片は、ＬＣ／ＭＳ／ＭＳプロテオミ
クス分析を使用して、マウスマクロファージ細胞株（ＲＡＷ２６４．７）において検出し
た。図１２Ａは、ＲＡＷ２６４．７マウスマクロファージをＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析にかけ
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るステップを示し、タンパク質バンドは、切り取り、ＬＣ　ＭＳ／ＭＳによって分析し、
ＡｓｐＲＳのＮ末端断片は、Ｄ１として同定した。この質量スペクトル分析は、Ｄ１断片
が、ＡｓｐＲＳホモ二量体の５０１残基単量体ユニットのＮ末端部分を含むことを示した
（完全長ＡｓｐＲＳの約残基１～１７１からなる）。Ｄ１断片は、ヒトＡｓｐＲＳのアン
チコドン結合ドメインを含み（図１２Ｂを参照されたい）、高度に類似するＯＢフォール
ドドメインを含有するＥＭＡＰＩＩサイトカインに対して構造的な類似度を有する。ＥＭ
ＡＰＩＩサイトカインは、ｐ４３において異なるドメインとして見つけられ（哺乳類細胞
の多ｔＲＮＡ合成酵素複合体で結合するタンパク質）、アポトーシスの条件下で、それは
、免疫調節性サイトカインとして役立つように切り取られ、分泌される。類似するＥＭＡ
ＰＩＩ様のドメインは、ヒトＴｙｒＲＳのＣ末端領域において存在する。しかしながら、
ＥＭＡＰ－ＩＩならびにＴｙｒＲＳおよびｐ４３において見つけられる相同性のドメイン
とは対照的に、Ｄ１は、高等真核生物においてのみ見つかり、両親媒性ヘリックスを形成
する、Ｎ末端に特有の２２アミノ酸伸長を有する。
【０３４２】
　（実施例１４）
　ＡＳＰＲＳの構造分析
　Ｄ１の構造および生理学的な起源をよりよく理解するために、天然のヒトＡｓｐＲＳは
、結晶化し、その３次元構造は、１．９Åの分解能で決定した（図１２Ｃを参照されたい
）。Ｄ１に相当する構造の一部は、別々のＯＢフォールド含有ドメインを形成するが、Ｃ
末端触媒ドメインは、酵母および細菌のＡｓｐＲＳにかなり類似している。Ｄ１断片およ
び触媒ドメインをつなぐ残基１５４および１８２を包含するリンカーは、構造的に不規則
であり、その高度な可撓性を示唆する。このリンカー領域の可撓性およびプロテアーゼへ
のその明らかな到達性は、内因性プロテアーゼによるその切断により天然のＡｓｐＲＳか
らＤ１が遊離されるはずであることを示唆した。ＰＭＮエラスターゼを用いる組換え天然
ヒトＡｓｐＲＳの処理は、残基１５４でのＤ１の切断および完全な放出によって、この予
想が確認された（実施例３を参照されたい）。
【０３４３】
　（実施例１５）
　ＡＳＰＲＳ断片Ｄ１は、サイトカインのインビボおよびインビトロにおける分泌を誘発
し、免疫細胞に結合する
　マクロファージは、自然免疫においてキープレーヤーであり、細胞の代謝および炎症に
関与するものを含む多くのタンパク質サイトカインを産生し、分泌する。ＡｓｐＲＳのＤ
１断片および炎症の間の可能性のある関係を探索するために、Ｄ１タンパク質（１０ｍｇ
／ｋｇ）は、健常なマウスに、静脈内に注射し、変化は、ビヒクルコントロールに比べた
、血流の中に分泌された炎症性サイトカイン（炎症促進性および抗炎症性の両方）におい
て測定した。ヒトおよびマウスのＡｓｐＲＳおよびＤ１が９６．８％の配列同一性を有す
るので、組換えヒトＡｓｐＲＳおよびＤ１は、すべての研究に使用した。
【０３４４】
　図１３Ａは、１０ｍｇ／ｋｇ　Ｄ１を静脈内に注射したマウスからのインビボにおける
ＴＮＦ－αおよびＩＬ－１０の血清レベルを示す。マウスは、６時間までに直ちに除去さ
れる、２時間後のＴＮＦ－αの増加を示し、一方、ＩＬ－１０レベルは増加し続ける。
【０３４５】
　これらのインビボにおける結果を確認するために、単球およびリンパ球の両方の混合物
を示し、ヒトドナーから単離されたＰＢＭＣはまた、インビトロにおいてＤ１タンパク質
（および完全長ＡｓｐＲＳタンパク質）に曝露し、処理に応じたＴＮＦ－αまたはＩＬ－
１０の分泌について培地を試験した。インビボにおいて観察された効果に類似して、Ｄ１
を用いる処理により、この混合細胞集団からのＴＮＦ－αおよびＩＬ－１０の両方の分泌
がもたらされた（図１３Ｂ）。効果は、Ｄ１に特異的であり、天然のＡｓｐＲＳでは見ら
れず、切り取りのプロセスによって親ｔＲＮＡ合成酵素からこのＮ末端ドメインを単離す
る効果を示す。
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【０３４６】
　ＰＢＭＣ混合物内のどの細胞がＤ１によって標的とされたかを調査するために、混合物
内の細胞の異なる亜集団へのその結合を、フローサイトメトリーを使用して分析した。図
１３Ｃにおいて示されるように、単球へのＤ１の強い結合が観察され、混合物における単
球のほぼ１００％にＤ１分子が結合した。対照的に、単球への天然のＡｓｐＲＳの結合は
検出されなかった（データ示さず）。Ｄ１タンパク質の結合はまた、リンパ球のサブセッ
トについても観察された（約１４％）。さらに、結合したリンパ球集団の分析により、Ｄ
１結合が、Ｂ細胞（全Ｂ細胞の約８０％に結合した）およびＴ細胞（全Ｔ細胞の約２０％
に結合した）の両方で生じることが示された（図１３Ｃ、挿入図を参照されたい）。単球
およびリンパ球の両方について、効果は、Ｄ１に特異的であり、天然のＡｓｐＲＳでは見
られなかった（データ示さず）。これらのデータは、免疫応答に関与する細胞に直接結合
し、かつおそらく調整する際にＤ１についての役割を支持する。
【０３４７】
　（実施例１６）
　核因子ＫＢ（ＮＦ－ＫＢ）を通してのＤ１シグナル
　核因子－ｋＢ（ＮＦ－ｋＢ）は、炎症促進性サイトカイン（ＴＮＦ－αのような）の転
写の刺激を通して、炎症の発症において重要な役割を果たし、炎症の消散の間に、次いで
、ＩＬ－１０のような抗炎症性サイトカインの発現を刺激すると思われる転写因子である
。ＮＦ－ＫＢはまた、酸化ストレス、ウイルスおよび細菌の病原体、ならびに炎症性サイ
トカインを含む、多くの刺激に対する細胞応答を指示する際に中心的な役割を果たす。そ
のため、マクロファージにおけるＮＦ－ＫＢの活性化に対するＤ１の効果を調査した。
【０３４８】
　この実験のために、ＮＦ－κＢ誘発性の分泌胚アルカリホスファターゼレポーター遺伝
子をコードするＲＡＷ－Ｂｌｕｅ細胞は、ＰＢＳ、Ｄ１、または完全長ＡｓｐＲＳと共に
インキュベートした。図１４Ａにおいて示されるように、処理された細胞は、完全長Ａｓ
ｐＲＳまたはＰＢＳによる活性化の欠如と比較して、Ｄ１による、ＮＦ－κＢの強い用量
依存的な活性化を示した。
【０３４９】
　（実施例１７）
　Ｄ１は、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４に結合し、それらを通してシグナル伝達する
　ＮＦ－κＢは、パターン認識ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）を含む、多くのマクロファー
ジ細胞表面受容体を通してトリガーすることができる。ＴＬＲ受容体ファミリーへの可能
性のある連結を調査するために、７つの異なるＨＥＫ２９３細胞株に、ＮＦ－κＢ誘発性
レポーター遺伝子（分泌胚アルカリホスファターゼをコードする）ならびに別々のｔｏｌ
ｌ様受容体（ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、およびＴ
ＬＲ９）のパネルをコードする遺伝子を安定して、コトランスフェクトした。図１４Ｂに
おいて示されるように、ＮＦ－κＢのＤ１誘発性の活性化は、ＴＬＲ　３、５、７、８、
または９ではなくＴＬＲ２またはＴＬＲ４を通してのみ観察された。
【０３５０】
　フローサイトメトリー実験は、Ｄ２がＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４に結合するかど
うかを確証するために利用した。これらの実験では、Ｖ５タグつきＤ１（１００ｎＭ）ま
たはＡｓｐＲＳ（１００ｎＭ）は、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を安定して発現するＨＥＫ２
９３細胞と共にインキュベートした。空のベクターは、ＨＥＫ２９３細胞にトランスフェ
クトし、ｎｕｌｌの結合コントロールとした。結合は、フローサイトメトリーを使用して
、ＦＩＴＣ－Ｖ５検出によって評価した。図１４Ｃは、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を過剰発
現する、安定してトランスフェクトされたＨＥＫ細胞にＤ１が強く結合したことを示すが
、ベクターのみを用いてトランスフェクトされ、ＴＬＲ２またはＴＬＲ４を発現しなかっ
たＨＥＫ細胞にはほとんど結合しなかった。
【０３５１】
　（実施例１８）



(78) JP 2012-522510 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

　Ｄ１活性における両親媒性ヘリックス
　先の作業は、ＴＬＲ２および４についてのリガンドとしてのＬＰＳを確立した。確かに
、ＴＬＲ２および４についてのリピドＡアゴニスト（ＯＭ１７４）リガンドは、Ｄ１につ
いて観察されたもの、すなわちＴＮＦ－αの一時的な放出（１～２時間）およびＩＬ－１
０分泌の続く増加に類似する効果をインビボにおいて示した。Ｄ１は、ＥＭＡＰ－ＩＩ様
のＯＢフォールドをコードする。Ｄ１のように、ＥＭＡＰ　ＩＩドメインは、タンパク質
分解の切断によってｐ４３から放出された場合、単球からのＴＮＦ－αの分泌を刺激する
。ＥＭＡＰ－ＩＩドメインはまた、好中球上でさらなる活性を示す（ミエロペルオキシダ
ーゼの移動および分泌を刺激する）。しかしながら、Ｄ１は、好中球上で作用しなかった
（データ示さず）。ＥＭＡＰ－ＩＩおよびＤ１のある相違は、Ｄ１の最初の２２アミノ酸
内に含有される特有の両親媒性ヘリックスである。そのため、Ｄ１活性における両親媒性
ヘリックスの役割を調査した。
【０３５２】
　最初に、２２アミノ酸の全両親媒性ヘリックス領域は、Δ２２　Ｄ１を得るためにＤ１
から欠失させた。ある種の点突然変異も生成した。例えば、両親媒性ヘリックスとして、
ヒトＤ１　Ｎ末端ヘリックスは、ヘリックスの一方の側に正電荷残基を、他方に負電荷残
基を含有する。下等真核生物のＤ１は、両側に正電荷のわずかに長いヘリックスを有する
。このヘリックスの正電荷残基は、ｔＲＮＡ結合を強くすることが実証されており、コン
センサス配列ＬＳＫＫＸＬＫＫＸＸＫ（配列番号６）は特に重要である。正電荷から両親
媒性ヘリックスへのこのヘリックスの進化（下等から高等真核生物ＡｓｐＲＳへの進行を
通して）は、３つの高度に保存された残基の協調スイッチ（ｃｏｎｃｅｒｔｅｄ　ｓｗｉ
ｔｃｈ）を介して生じ、高等真核生物において厳密に保存されているヘリックスの一方の
側に負電荷のクラスターを生成する（図４ＡおよびＢ）。これらの負電荷残基が、特にＥ
ＭＡＰ－ＩＩ様のＯＢフォールドとの関連において、Ｄ１に追加される新規な２２アミノ
酸ヘリックスの活性に寄与することができることを仮定した。この可能性を探るために、
置換を、負電荷高等真核生物クラスター（Ｅ１２、Ｅ１６、Ｄ１９）の３つの保存残基で
なし（図１５Ｂを参照）、その正電荷クラスター（ＳＫＫ　Ｄ１）を有する下等真核生物
形態（Ｅ１２Ｓ、Ｅ１６Ｋ、Ｄ１９Ｋ）にそれらをスイッチして戻した。
【０３５３】
　次いで、ＰＢＭＣは、５０ｎｍ　Ｄ１、完全長ＡｓｐＲＳ、Δ２２突然変異体、ならび
に電荷突然変異体ＡＡＡおよびＳＫＫを用いて処理した。完全なＤ１と比較して、Δ２２
　Ｄ１は、ＰＢＭＣからのＴＮＦ－αまたはＩＬ－１０の放出をほとんど誘発しなかった
（図１５Ｃを参照されたい）。ＡＡＫおよびＳＫＫ　Ｄ１突然変異体も、Ｄ１と比較して
、ＴＮＦ－ａおよびＩＬ－１０の分泌の両方について活性を低下させた（ＳＫＫについて
約４分の１）。これらの知見は、受容体結合におけるＮ末端両親媒性ヘリックスについて
の役割を示唆する。
【０３５４】
　この結論をさらに支持するものとして、Ｃ末端ではなくＮ末端にＶ５タグを有するＮ－
Ｖ５－Ｄ１も、構築し、ＴＮＦ－α放出および結合アッセイの両方において試験した。Ｎ
－Ｖ５－Ｄ１は、ＰＢＭＣに結合することもできず、ＰＢＭＣからＴＮＦ－α分泌を誘発
することもできなかった（データ示さず）。したがって、Ｄ１の活性は、Ｎ末端でのペプ
チド融合により低下し得、Ｄ１活性におけるＮ末端両親媒性の領域の役割をさらに支持す
る。
【０３５５】
　（実施例１９）
　Ｄ１活性は内毒素混入物質によらない
　これらの研究において使用される組換えＤ１は、Ｅ．ｃｏｌｉから精製し、１２ＥＵ／
ｍｇ未満のＬＰＳ含有細菌内毒素レベルを有することが示された。それにも関わらず、Ｌ
ＰＳは、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４シグナル伝達の強い刺激物質であり、実験は、Ｄ１を用
いて見られる結果を担う微量内毒素のいかなる可能性をも取り除くために実行した。この
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目的のために、分泌配列と共にＤ１をコードする遺伝子は、トランスフェクトしたＨＥＫ
２９３細胞において発現された。分泌されたＤ１を含有する条件培地は、収集し、濃縮し
、ＰＢＭＣと共にインキュベートした。
【０３５６】
　図１６Ａにおいて示されるように、これらの培地は、ＴＮＦ－αの分泌を刺激したが、
ベクターのみを用いてトランスフェクトされた細胞からの培地は、分泌を刺激しなかった
。さらに、Ｄ１に刺激されたＴＮＦ－α放出は、内毒素の公知の失活剤であるポリミキシ
ンＢに影響されなかった（図１６Ｂを参照されたい）。対照的に、また図１６Ｂにおいて
示されるように、ＴＮＦ－αの分泌の、ＬＰＳにより刺激された活性化は、ポリミキシン
Ｂによって完全にブロックされた。図１６Ｃにおいて示されるように、内毒素ではなくタ
ンパク質を完全に消化するプロテイナーゼＫを用いて処理したＤ１は、ＰＢＭＣにおける
ＴＮＦ－α活性の完全な抑止をもたらした。そのため、Ｄ１活性は、内毒素混入物質によ
らない。
【０３５７】
　（実施例２０）
　Δ２２　ＡＳＰＲＳインビボマウスノックイン実験
　ＡｓｐＲＳのΔ２２変異体が、上記に示されるように、ＴＬＲ２およびＴＬＲ４を通し
てのＴＮＦ－α分泌を刺激しないので、Δ２２　ＡｓｐＲＳノックインマウスの生成は、
ＡｓｐＲＳの標準的で不可欠なアミノアシル化活性を損なうことなく、ＡｓｐＲＳのＮ末
端の生理学的な効果について検討することを可能にする。最初の実験は、ＴＬＲ２および
ＴＬＲ４内因性リガンドとしてＡｓｐＲＳ活性に寄与することが示された、ＡｓｐＲＳの
Δ２２領域の除去について、可能性のある保護効果を検査するものに集中する。
【０３５８】
　内毒素ショック実験は、Δ２２　ＡｓｐＲＳノックインを有するマウスが、ＴＬＲ２お
よびＴＬＲ４についての内因性リガンドをそれらの欠如しているために、内毒素ショック
に対してより抵抗性であるかどうかを試験するために実行する。この実験では、野生型お
よびΔ２２　ＡｓｐＲＳノックインマウスに、用量当たり２００μＬの食塩水中Ｄ－Ｇａ
ｌＮ（２０ｍｇ）と組み合わせたＬＰＳ（１μｇ／マウス）を腹腔内に注射する。これは
、野生型マウスにおいておおよその完全な致死をもたらす内毒素ショックまたは敗血症に
ついての一般に使用されるモデルである（Ｃａｒら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ，１７９巻：１
４３７～４４頁、１９９４年を参照されたい）。内因性炎症促進性ｔｏｌｌ様受容体リガ
ンドを除去することによって（つまりΔ２２によって示されるＡｓｐＲＳ領域）、マウス
は内毒素ショックに誘発される致死に対して抵抗性となるはずであるということが考えら
れる。
【０３５９】
　ＬＰＳ耐性実験は、Δ２２　ＡｓｐＲＳマウスに由来するマクロファージが、ｔｏｌｌ
様受容体シグナル伝達の脱感作の欠如によりＬＰＳ刺激に対してそれほど耐性ではないか
どうかを試験するために実行する。これらのノックインマウスに由来するマクロファージ
は、内因性ＴＬＲ２＆ＴＬＲ４リガンドの炎症促進性効果に対して曝露されなかったはず
である（つまりΔ２２によって示されるＡｓｐＲＳ領域）。この可能性を検査するために
、野生型およびΔ２２　ＡｓｐＲＳノックインマウス腹膜マクロファージは、２４時間、
ＥＬＩＳＡによって分析することができるサイトカインの活性化および産生をもたらすＬ
ＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）を用いてイクスビボにおいて刺激した（Ｓａｔｏら，Ｊ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１６５巻：７０９６－１０１頁，２０００年を参照されたい）。Δ２２　Ａ
ｓｐＲＳマウスに由来するマクロファージは、他の場合には耐性の誘発に寄与する炎症促
進性シグナルの欠如により、ＬＰＳに対してより強い応答を示すはずである。
【０３６０】
　述べたように、上記の開示は説明的で、例示的で、典型的なものであり、続く添付の請
求項によって定義される範囲を限定するものとして解釈されない。
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2G045/DA14 2G045/DA20 2G045/DA36 2G045/DA37 2G045/FA37 2G045/FB01 2G045/FB02 2G045
/FB03 2G045/FB05 2G045/FB12 2G045/FB15 2G045/GC11 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA07 
4B024/CA01 4B024/DA01 4B024/DA02 4B024/DA05 4B024/DA06 4B024/DA11 4B024/EA04 4B024
/GA11 4B024/HA08 4B050/CC03 4B050/CC04 4B050/DD07 4B050/EE10 4B050/LL01 4B050/LL03 
4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QQ40 4B063/QS39 4B063/QX04 4B065/AA01X 4B065/AA26X 4B065
/AA57X 4B065/AA87X 4B065/AA90Y 4B065/AB01 4B065/BA01 4B065/CA27 4B065/CA44 4C084
/AA02 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA01 4C084/CA53 4C084/MA02 4C084/NA14 4C084/ZA011 
4C084/ZA012 4C084/ZA361 4C084/ZA362 4C084/ZB081 4C084/ZB082 4C084/ZB111 4C084/ZB112 
4C084/ZB261 4C084/ZB262 4C084/ZB311 4C084/ZB312 4C084/ZC211 4C084/ZC212 4C086/AA01 
4C086/AA02 4C086/EA16 4C086/MA03 4C086/MA05 4C086/NA14 4C086/ZA01 4C086/ZA36 4C086
/ZB08 4C086/ZB11 4C086/ZB26 4C086/ZB31 4C086/ZC21 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA30 
4H045/BA09 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA89 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA74

代理人(译) 夏木森下

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/67be6bc0-b944-427a-964d-8b239287f8b2
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其他公开文献 JP2012522510A
JP5848236B2

摘要(译)

提供了分离的天冬氨酰-tRNA合成酶多肽和具有非规范生物活性的多核苷
酸，以及与其相关的组合物和方法。


