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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ニューロン細胞への多能性細胞の分化を誘導するインビトロの方法であって、有効量の
ボールカインポリペプチドを投与することを含んでなり、前記細胞をニューロンマーカー
が検出可能な状態まで分化させる方法。
【請求項２】
　前記ニューロンマーカーがＭＡＰ２である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ニューロン細胞への多能性細胞の分化を誘導するための薬剤であって、有効量のボール
カインポリペプチドを含んでなり、前記細胞をニューロンマーカーが検出可能な状態まで
分化させる薬剤。
【請求項４】
　前記ニューロンマーカーがＭＡＰ２である、請求項３に記載の薬剤。

【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、一般に、新規なＤＮＡの同定及び単離、並びに新規なポリペプチドの組換え
生産に関する。本発明はまたボールカイン(Bolekine)と免疫系及び細胞分化におけるその
役割の使用方法にも関する。
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【０００２】
（発明の背景）
　白血球は単球、マクロファージ、好塩基球、及び好酸球を含み、免疫応答において重要
な役割を果たしている。これらの細胞はＴ及び／又はＢリンパ球により開始される機構に
おいて重要であり、他の炎症性細胞を補充して活性化させ組織破壊に寄与するある範囲の
サイトカインを分泌する。
　従って、白血球がその適切な目的地まで移動し他の細胞と相互作用する調節プロセスの
研究は重要である。現在、白血球は血管壁の内皮細胞に沿って転がることにより損傷を受
けたあるいは炎症を起こした組織まで移動すると考えられている。この移動は、セレクチ
ンとそのリガンドの間の一過性の相互作用により媒介される。次に、白血球は血管壁に沿
って組織内部まで移動しなければならない。この血液からの漏出と管外遊出工程は、また
インテグリンとそのリガンドにより媒介される、より安定した白血球－内皮細胞相互作用
を促進する細胞活性化を含む。
【０００３】
　ケモカインは構造的に関連したポリペプチドサイトカインの大きなファミリーである。
これらの分子は白血球の動きを刺激し、異なった炎症状況における白血球の情報交換を説
明する。ケモカインは内皮細胞上で特定の接着分子の発現を媒介し、それらが特定の細胞
型を活性化する化学誘因物質をつくりだす。また、ケモカインは特定の細胞型の増殖を刺
激し活性化を調節する。これらの活動の双方において、ケモカインは高度の標的細胞特異
性を示す。
【０００４】
　ケモカインファミリーは、二つのアミノ末端システイン残基が直ぐに隣接しているか(
Ｃ-Ｃ)、一つのアミノ酸によって分離しているか(Ｃ-Ｘ-Ｃ)に基づいて二つのサブファミ
リーに分割される。Ｃ-Ｘ-Ｃファミリーのケモカインは一般に好中球と線維芽細胞を活性
化させる一方、Ｃ-Ｃケモカインは単球／マクロファージ、好塩基球、好酸球及びＴリン
パ球を含むより広範なグループ標的細胞に作用する。両方のサブファミリーの既知のケモ
カインは、Thomson A. (1994) The Cytokine Handbook, 第２版, Academic Press, N.Y.
において概説されているように、多くの多様な細胞型により合成される。ケモカインはま
たSchall TJ (1994) Chemotactic Cytokines: Targets for Therapeutic Development. I
nternational Business Communications, Southborough Mass. pp180-270及びPaul WE (1
993) Fundamental Immunology, 第３版, Raven Press, N.Y. pp822-826において概説され
ている。
【０００５】
　Ｃ-Ｘ-Ｃサブファミリーの既知のケモカインには、マクロファージ炎症タンパク質アル
ファ及びベータ（ＭＩＰ-１及びＭＩＰ-２）、インターロイキン-８（ＩＬ-８）及び成長
調節タンパク質（ＧＲＯ-アルファ及びベータ）が含まれる。
　ＭＩＰ-２は最初はリポ多糖類(ＬＰＳ)での刺激時にマウスマクロファージ細胞株ＲＡ
Ｗ２６４．７により分泌された６ｋＤａのヘパリン結合タンパク質として同定された。Ｍ
ＩＰ-２はケモカインのＣ-Ｘ-Ｃ(又はＣＸＣ)サブファミリーのメンバーである。マウス
ＭＩＰ-２はヒト好中球に対して化学走化性であり、マウスの足の裏に注射した場合、局
所的好中球浸潤を誘発する。ラットＭＩＰ-２はマウスＭＩＰ-２に対して８６％のアミノ
酸相同性を示し、ラット好中球に対して化学走化性であるが、ラット肺胞マクロファージ
又はヒト末梢血好酸球又はリンパ球の遊走を刺激しない。また、ラットＭＩＰ-２はラッ
ト肺胞内皮細胞の増殖を刺激するが線維芽細胞の増殖は刺激しないことが実証されている
。
【０００６】
　炎症を生じた又は羅患した組織における異常の診断に対する現在の技術は、臨床的徴候
の観察又はホルモン、ポリペプチド又は様々な代謝物に対する体組織又は体液の血清学的
検査に主に依存している。問題はこれらの診断法にある。第１に、患者は疾患の初期段階
では臨床的徴候を表さないかもしれない。第２に、血清学的検査は浸潤性疾患と遺伝的症
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候群とを必ずしも区別しない。従って、発現されたケモカインを同定することは、新規な
診断法、効果的な治療法の開発、並びに分子的病原の理解の助けとして重要である。
【０００７】
　今日まで、ケモカインは少なくとも次の症状に関与している：乾癬、炎症性腸疾患、腎
疾患、関節炎、免疫媒介脱毛症、脳卒中、脳炎、ＭＳ、肝炎等々。また、非ＥＬＲ含有ケ
モカインは血管形成誘導の阻害に関与しており、よって、これらのケモカインが腫瘍血管
新生及び腫瘍形成においてある役割を有していることを示している。
　従って、サイトカイン誘導好中球化学誘引物質、例えばＭＩＰ-１、ＭＩＰ-２、並びに
その他の関連タンパク質と配列同一性及び類似性を有するポリペプチド及びそれをコード
する核酸を同定することが本発明の目的である。
　我々はここにボールカイン（Bolekine）ポリペプチドと命名した新規なケモカインファ
ミリーポリペプチドの同定と特徴付けを記載する。
【０００８】
（発明の概要）
　一実施態様では、本発明はボールカインポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を
含む単離された核酸分子を提供する。
　一態様では、単離された核酸分子は、(ａ)ここに開示された全長アミノ酸配列、ここに
開示されたシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチドを
伴うか伴わない膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、又はここに開示された全長アミノ酸
配列の他に特別に定められた任意の断片を有するボールカインポリペプチドをコードする
ＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配
列同一性、あるいは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％
の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも
約８４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少
なくとも約８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あ
るいは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同
一性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核
酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９
３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なく
とも約９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるい
は少なくとも約９７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性
、あるいは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む。
【０００９】
　他の態様では、単離された核酸分子は、(ａ)ここに開示された全長ボールカインポリペ
プチドｃＤＮＡのコード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くボールカインポ
リペプチドのコード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない膜貫通ボ
ールカインポリペプチドの細胞外ドメインのコード配列、又はここに開示された全長アミ
ノ酸配列の他に特に定められた任意の断片のコード配列を含むＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)
のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なく
とも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、あるい
は少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列同一性
、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％の核酸配
列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％
の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも
約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、あるいは少
なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あ
るいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同
一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の核
酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９
９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む。
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【００１０】
　さらなる態様では、本発明は、(ａ)ここに開示されたＡＴＣＣに寄託されたヒトタンパ
ク質ｃＤＮＡの任意のものによりコードされる同じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ
分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、
あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の
核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約
９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む単離され
た核酸分子に関する。
　本発明の他の態様は、膜貫通ドメインが欠失されているか膜貫通ドメインが不活性化さ
れているボールカインポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、又はそのようなコー
ド化ヌクレオチド配列に相補的であるものを含んでなる単離された核酸分子を提供し、こ
こでそのようなポリペプチドの膜貫通ドメインがここに開示される。従って、ここに記載
されたボールカインポリペプチドの可溶性細胞外ドメインが考えられる。
【００１１】
　他の実施態様は、ボールカインポリペプチドコード配列の断片、又はその相補鎖に関し
、それらは、例えば、場合によっては抗ボールカイン抗体に対する結合部位を含むポリペ
プチドをコードするボールカインポリペプチドの断片をコードする、ハイブリダイゼーシ
ョンプローブとして、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとしての用途が見い
だされる。そのような核酸断片は通常少なくとも約１０のヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約１５のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２０のヌクレオチド長、あるいは
少なくとも約３０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４０のヌクレオチド長、ある
いは少なくとも約５０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約６０のヌクレオチド長、
あるいは少なくとも約７０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約８０のヌクレオチド
長、あるいは少なくとも約９０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１００のヌクレ
オチド長、あるいは少なくとも約１１０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１２０
のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１３０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも
約１４０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１５０のヌクレオチド長、あるいは少
なくとも約１６０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１７０のヌクレオチド長、あ
るいは少なくとも約１８０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１９０のヌクレオチ
ド長、あるいは少なくとも約２００のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２５０のヌ
クレオチド長、あるいは少なくとも約３００のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約３
５０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４００のヌクレオチド長、あるいは少なく
とも約４５０のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約５００のヌクレオチド長、あるい
は少なくとも約６００のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約７００のヌクレオチド長
、あるいは少なくとも約８００のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９００のヌクレ
オチド長、あるいは少なくとも約１０００のヌクレオチド長であり、ここで、「約」とい
う用語は、その参照している長さのプラス又はマイナス１０％の参照ヌクレオチド配列長
を意味する。ボールカインポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、多く
のよく知られた配列アラインメントプログラムの任意のものを使用して、ボールカインポ
リペプチドコードヌクレオチド配列を他の既知のヌクレオチド配列にアラインメントさせ
、どのボールカインポリペプチドコード化ヌクレオチド配列断片(群)が新規であるかを決
定することにより常套的に決定することができることに留意される。そのようなボールカ
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インポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の全てがここで考えられる。また考えられる
ものは、これらのヌクレオチド分子断片によりコードされるボールカインポリペプチド断
片、好ましくは抗ボールカイン抗体に対する結合部位を含んでなるボールカインポリペプ
チド断片である。
【００１２】
　他の実施態様では、本発明は、上記で同定された単離核酸配列の任意のものにコードさ
れる単離ボールカインポリペプチドを提供する。
　ある態様では、本発明は、ここに開示された全長アミノ酸配列、ここに開示されたシグ
ナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない
膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、又はここに開示された全長アミノ酸配列の任意の他
の特に定められた断片を有するボールカインポリペプチドに対して、少なくとも約８０％
のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同
一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％
のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同
一性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％
のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同
一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％
のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同
一性、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有しているアミノ酸配列を含
む単離されたボールカインポリペプチドに関する。
【００１３】
　さらなる態様では、本発明は、ここに開示されたＡＴＣＣに寄託されたヒトタンパク質
ｃＤＮＡの任意のものによりコードされるアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有しているアミノ酸配列を含む
単離されたボールカインポリペプチドに関する。
【００１４】
　特定の態様では、本発明は、Ｎ末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを持たない
単離されたボールカインポリペプチドを提供し、それは上述したそのようなアミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列によりコードされる。これを生産する方法もまたここに記
載され、ここで、これらの方法はボールカインポリペプチドの発現に適した条件下で適当
なコード化核酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を培養し、細胞培養物からボー
ルカインポリペプチドを回収することを含んでなる。
　本発明の他の態様は、膜貫通ドメインが欠失されたか膜貫通ドメインが不活性化された
単離されたボールカインポリペプチドを提供する。これを生産する方法もまたここに記載
され、ここで、これらの方法はボールカインポリペプチドの発現に適した条件下で適当な
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コード化核酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を培養し、細胞培養物からボール
カインポリペプチドを回収することを含んでなる。
　さらに他の実施態様では、本発明は、ここで定められる天然ボールカインポリペプチド
のアゴニスト及びアンタゴニストに関する。特定の実施態様では、アゴニスト又はアンタ
ゴニストは抗ボールカイン抗体又は小分子である。
【００１５】
　更なる実施態様では、本発明は、ボールカインポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴ
ニストを同定する方法に関し、それは、ボールカインポリペプチドを候補分子と接触させ
、上記ボールカインポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニターすることを
含む。好ましくは、ボールカインポリペプチドは天然ボールカインポリペプチドである。
　また更なる実施態様では、本発明は、ボールカインポリペプチド、又はここに記載する
ボールカインポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ボールカイン抗体を
、担体と組み合わせて含有する組成物に関する。場合によっては、担体は薬学的に許容さ
れる担体である。
　本発明の他の実施態様は、ボールカインポリペプチド、又は上記したようなそのアゴニ
スト又はアンタゴニスト、又は抗ボールカイン抗体の、ボールカインポリペプチド、その
アゴニスト又はアンタゴニスト又は抗ボールカイン抗体に応答性の病状の治療に有用な医
薬の調製のための使用に関する。
【００１６】
　本発明の他の実施態様では、本発明は、ここに記載の任意のポリペプチドをコードする
ＤＮＡを含んでなるベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含んでなる宿主細
胞もまた提供される。例としては、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母であっても
よい。ここに記載の任意のポリペプチドの製造方法が更に提供され、それは、宿主細胞を
所望のポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培地から所望のポリペプチドを
回収することを含む。
　他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した、ここに
記載の任意のポリペプチドを含んでなるキメラ分子を提供する。そのようなキメラ分子の
例は、エピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したここに記載の任意の
ポリペプチドを含む。
　更に他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドの任意のものに特異的
に結合する抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、
抗体断片又は一本鎖抗体である。
【００１７】
　更に他の実施態様では、本発明は、ゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列を単離し、関
連遺伝子の発現を測定又は検出するために、又はアンチセンスプローブとして有用であり
うるオリゴヌクレオチドプローブを提供し、ここでそのプローブは上記又は下記のヌクレ
オチド配列の任意のものから誘導されうる。好適なプローブ長は上述の通りである。
　更に他の実施態様では、本発明は以下の実施例において提示した機能性生物学的アッセ
イに基づいて様々な用途に対して本発明のボールカインポリペプチドを使用する方法に関
する。
　更に他の実施態様では、本発明は実施例１０に提示されたように免疫細胞の増殖を増加
させる方法に関する。
　更に他の実施態様では、本発明は実施例１１に提示されたように血管透過性を増加させ
る使用方法に関する。
【００１８】
（好適な実施態様の詳細な説明）
Ｉ．定義
　ここで使用される際の「ボールカイン」という用語は、天然配列ポリペプチド及びポリ
ペプチド変異体（ここで更に詳細に定義する）を含む。ここで記載されているボールカイ
ンポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離され、ある



(7) JP 4166254 B2 2008.10.15

10

20

30

40

50

いは組換え又は合成方法によって調製されうる。「ボールカインポリペプチド」という用
語は、ここで開示されている各個々のボールカインポリペプチドを指す。「ボールカイン
ポリペプチド」を指すこの明細書中の全ての開示は、各ポリペプチドのそれぞれも組み合
わせものも指す。例えば、その調製、その精製、その誘導、それへの又はそれに対する抗
体の形成、その投与、それを含有する組成物、それでの疾患の治療等々の記述は、本発明
の各ポリペプチドのそれぞれに関係する。また、「ボールカインポリペプチド」という用
語は、ここに開示されているボールカインポリペプチドの変異体を含む。
【００１９】
　「天然配列ボールカインポリペプチド」は、天然由来の対応するボールカインポリペプ
チドと同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような天然配列ボー
ルカインポリペプチドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により
生産することもできる。「天然配列ボールカインポリペプチド」という用語には、特に、
特定のボールカインポリペプチドの自然に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメ
イン配列)、自然に生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシングされた形態)及びそ
のポリペプチドの自然に生じる対立遺伝子変異体が含まれる。本発明の種々の実施態様で
は、ここに開示されている天然配列ボールカインポリペプチドは、添付図に示されている
完全長アミノ酸配列を含有する成熟又は完全長天然配列ポリペプチドである。開始及び終
止コドンは、図中において太い書体及び下線で示されている。しかし、添付図に開示され
ているボールカインポリペプチドは図中でアミノ酸位置１としてここに示されたメチオニ
ン残基で始まることが示されているが、図中のアミノ酸位置１より上流又は下流のいずれ
かに位置する他のメチオニン残基を、ボールカインポリペプチドの開始アミノ酸残基とし
て用いることも考えられるしまた可能である。
【００２０】
　ボールカインポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質ド
メインを実質的に持たないボールカインポリペプチドの形態を意味する。通常、ボールカ
インポリペプチドＥＣＤは、そのような膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満、好
ましくはそのようなドメインを０．５％未満しか持たない。本発明のボールカインポリペ
プチドについて同定される任意の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのそのタイプを同定
するために当該分野において日常的に使用されている基準に従い同定されることが理解さ
れるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり得るが、最初にここで同定されたド
メインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えない可能性が高い。従って、ボールカイ
ンポリペプチド細胞外ドメインは、場合によっては、実施例又は明細書において同定され
た膜貫通ドメイン／細胞外ドメイン境界のいずれかの側から約５又はそれ以下のアミノ酸
を含みうるし、関連するシグナルペプチドを有するか有しないそのようなポリペプチド及
びそれらをコードする核酸は、本発明において考慮される。
【００２１】
　ここに開示する種々のボールカインポリペプチドの「シグナルペプチド」の適切な位置
は、本明細書及び／又は添付図に示される。しかし、シグナルペプチドのＣ-末端境界は
変化しうるが、ここで最初に定義したようにシグナルペプチドＣ-末端境界のいずれかの
側で約５アミノ酸未満である可能性が最も高く、シグナルペプチドのＣ-末端境界は、そ
のようなタイプのアミノ酸配列成分を同定するのに日常的に使用されている基準に従って
同定しうることに留意されたい（例えば、Nielsenら, Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及びvo
n Heinjeら, Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 (1986)）。さらに、幾つかの場合には、
分泌ポリペプチドからのシグナルペプチドの切断は完全に均一ではなく、１つ以上の分泌
種をもたらすことも認められる。シグナルペプチドがここに同定されるシグナルペプチド
のＣ-末端境界の何れかの側の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペプチ
ド、及びそれらをコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００２２】
　「ボールカインポリペプチド変異体」とは、上記又は下記に定義されるように、ここに
開示される完全長天然配列ボールカインポリペプチド、ここに開示されたシグナルペプチ
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ドを欠く完全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、シグナルペプチドを伴うか伴わ
ないここに開示されたボールカインの細胞外ドメイン又はここに開示された完全長ボール
カインポリペプチドの他の断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する活
性なボールカインポリペプチドを意味する。このようなボールカインポリペプチド変異体
には、例えば、完全長天然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端に一又は複数のアミノ酸残基が
付加、もしくは欠失されたボールカインポリペプチドが含まれる。通常、ボールカインポ
リペプチド変異体は、ここに開示される完全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、
ここに開示されたシグナルペプチドを欠くボールカインポリペプチド配列、シグナルペプ
チドを有するか有しないここに開示されたボールカインポリペプチドの細胞外ドメイン又
はここに開示された完全長ボールカインポリペプチド配列の任意の他の特に定まった断片
と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸
配列同一性、あるいは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約
８３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、ある
いは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸
配列同一性、あるいは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約
８８％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸
配列同一性、あるいは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約
９３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸
配列同一性、あるいは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約
９８％のアミノ酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一
性を有している。通常は、ボールカイン変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ
酸長、あるいは少なくとも約２０アミノ酸長、あるいは少なくとも約３０アミノ酸長、あ
るいは少なくとも約４０アミノ酸長、あるいは少なくとも約５０アミノ酸長、あるいは少
なくとも約６０アミノ酸長、あるいは少なくとも約７０アミノ酸長、あるいは少なくとも
約８０アミノ酸長、あるいは少なくとも約９０アミノ酸長、あるいは少なくとも約１００
アミノ酸長、あるいは少なくとも約１５０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２００アミ
ノ酸長、あるいは少なくとも約３００アミノ酸長、又はそれ以上である。
【００２３】
　ここで特定されるボールカインポリペプチドに対する「パーセント(％)アミノ酸配列同
一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を
導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとして、特定のボールカイン
ポリペプチドのアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして
定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、
当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNAS
TAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することによ
り達成可能である。当業者であれば、比較される配列の完全長に対して最大のアラインメ
ントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するため
の適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％アミ
ノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが下記の表１に提供さ
れている配列比較プログラムALIGN-2を使用することによって得られる。ALIGN-2配列比較
コンピュータプログラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソー
スコードは米国著作権庁, ワシントンD.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米
国著作権登録番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2プログラムはジェネンテック
社、サウスサンフランシスコ, カリフォルニアから好適に入手可能であり、あるいは下記
の表１に提供されたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNI
X（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX（登録商標） V4.0D
での使用のためにコンパイルされるべきである。全ての配列比較パラメータがALIGN-2プ
ログラムによって設定され変動しない。
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【００２４】
　アミノ酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与
えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、与え
られたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は
含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
　　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、ＸはＡ及びＢの配列アラインメントプログラムALIGN-2においてその配列アライ
ンメントプログラムによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、Ｙ
はＢの全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる
場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性と
は異なることは理解されるであろう。この方法を用いた％アミノ酸配列同一性の計算の例
として、表２及び３は、「比較タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ボールカイン」
と称されるアミノ酸配列に対する％アミノ酸配列同一性の計算方法を示し、ここで「ボー
ルカイン」は対象となる仮説的ボールカインポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「比較
タンパク質」は対象となる「ボールカイン」ポリペプチドが比較されているポリペプチド
のアミノ酸配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」はそれぞれ異なった仮説的アミノ酸残
基を表す。
【００２５】
　特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性値は上記のようにALIGN-2
コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％アミノ酸配列同一性値は、
WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Altschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480
(1996)）を用いて以下に記載されるようにして決定してもよい。殆どのWU-BLAST-2検索パ
ラメータは初期値に設定される。初期値に設定されないもの、即ち調節可能なパラメータ
は以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．
１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST2
が用いられる場合には、％アミノ酸配列同一性値は、（ａ）天然ボールカインポリペプチ
ドから誘導された配列を有する対象とするボールカインポリペプチドのアミノ酸配列と、
対象とする比較アミノ酸配列（すなわち、対象とするボールカインポリペプチドが比較さ
れるボールカインポリペプチド変異体であってもよい配列）との間の、WU-BLAST-2によっ
て決定した一致する同一アミノ酸残基の数を、（ｂ）対象とするボールカインポリペプチ
ドの残基の総数で除した商によって決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少な
くとも８０％のアミノ酸配列同一性を持つ又は持っているアミノ酸配列Ａを含んでなるポ
リペプチド」という表現では、アミノ酸配列Ａが対象の比較アミノ酸配列であり、アミノ
酸配列Ｂが対象のボールカインポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００２６】
　また、％アミノ酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschulら, Nucle
ic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較
プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき、又は別な方法で米
国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。NCBI-BLAST2は幾つ
かの検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば
、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパス
ｅ-値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオ
フ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
【００２７】
　アミノ酸配列の比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは
、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持
つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
　　　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＡ及びＢのアラインメントに
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よって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基
数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する
％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なることは理解さ
れるであろう。
【００２８】
　「ボールカイン変異体ポリヌクレオチド」又は「ボールカイン変異体核酸配列」とは、
下記に定義されるように、活性ボールカインポリペプチドをコードし、ここに開示する完
全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペプチドを欠いた
完全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、シグナルペプチドを有する又は有しない
ここに開示するボールカインポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示する完全長
ボールカインポリペプチド配列の他の任意の断片をコードする核酸配列と少なくとも約８
０％の核酸配列同一性を有する核酸分子を意味する。通常、ボールカイン変異体ポリペプ
チドは、ここに開示する完全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、ここに開示する
シグナルペプチドを欠いた完全長天然配列ボールカインポリペプチド配列、シグナル配列
を有する又は有しないここに開示するボールカインポリペプチドの細胞外ドメイン、又は
ここに開示する完全長ボールカインポリペプチド配列の他の任意の断片をコードする核酸
配列と、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％の
核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約
８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％の核酸配列
同一性を有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を含まない。
【００２９】
　通常は、ボールカイン変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０ヌクレオチド長、
あるいは少なくとも約６０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９０ヌクレオチド長、
あるいは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１５０ヌクレオチド
長、あるいは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２１０ヌクレオ
チド長、あるいは少なくとも約２４０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２７０ヌク
レオチド長、あるいは少なくとも約３００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４５０
ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約６００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９
００ヌクレオチド長、又はそれ以上である。
【００３０】
　ここで同定されるボールカインコード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列同
一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を
導入し、ボールカイン配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパー
セントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメ
ントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalig
n(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用するこ
とにより達成可能である。ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-
2プログラム用の完全なソースコードが下記の表１に提供されている配列比較コンピュー
タプログラムALIGN-2を使用することによって得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプ
ログラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国
著作権庁,ワシントン D.C.，20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番
号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2プログラムはジェネンテック社、サウスサン
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フランシスコ, カリフォルニアから好適に入手可能であり、あるいは下記の表１に提供さ
れたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIX（登録商標）
オペレーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX（登録商標） V4.0Dでの使用のため
にコンパイルされる。全ての配列比較パラメータがALIGN-2プログラムによって設定され
変動しない。
【００３１】
　核酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた
核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられたアミノ酸配
列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配
列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　　　　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＣ及びＤのアラインメントによっ
て同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸残基数である。核
酸配列Ｃの長さがアミノ酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列同一性
は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。この方法を
用いた％核酸配列同一性の計算の例として、表４及び５は「比較ＤＮＡ」と称される核酸
配列の「ボールカイン-ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方
法を実証し、ここで「ボールカイン-ＤＮＡ」が対象の仮説的ボールカインコード化核酸
配列を表し、「比較ＤＮＡ」が対象の「ボールカイン-ＤＮＡ」核酸分子が比較されてい
る核酸配列を表し、「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」はそれぞれ異なった仮説的アミノ酸残基を
表す。
【００３２】
　特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直ぐ上の段落に示したよ
うにALIGN-2コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％核酸配列同一
性値は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Altschulら, Methods in Enzymology 266:
 460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。さらに、殆どのWU-BLAST-2検索パラメータ
は初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパラメータは以下の値に
設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２５、ワー
ド閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST-2が用いられた
場合、％核酸配列同一性値は、（ａ）天然配列ボールカインポリペプチドコード化核酸か
ら誘導された配列を有する対象とするボールカインポリペプチドコード化核酸分子の核酸
配列と、対象とする比較核酸配列（即ち、対象とするボールカインポリペプチドコード化
核酸分子が比較されるボールカインポリペプチド変異体であってもよい配列）との間の、
WU-BLAST-2によって決定した一致する同一核酸残基の数を、（ｂ）対象とするボールカイ
ンポリペプチドコード化核酸分子のヌクレオチドの総数で除した商によって決定される。
例えば、「核酸配列Ｂに対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を持つ又は持っている
核酸配列Ａを含んでなる単離された核酸分子」という表現では、核酸配列Ａが対象の比較
核酸配列であり、核酸配列Ｂが対象のボールカインポリペプチドコード化核酸分子の核酸
配列である。
【００３３】
　また、％核酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschulら, Nucleic A
cids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較プロ
グラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき、又は別な方法で米国国
立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。NCBI-BLAST2は幾つかの
検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、un
mask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-
値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝
２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
【００３４】
　核酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えら
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れた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸配
列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配
列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　　　　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＣ及びＤのアラインメントに
よって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸残基数である
。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列同一性
は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。
【００３５】
　他の実施態様では、ボールカイン変異体ポリヌクレオチドは、活性なボールカインポリ
ペプチドをコードし、好ましくは緊縮性ハイブリダイゼーション及び洗浄条件下で、ここ
に開示する完全長ボールカインポリペプチドをコードするヌクレオチド配列にハイブリダ
イゼーションする核酸分子である。ボールカイン変異体ポリペプチドは、ボールカイン変
異体ポリヌクレオチドにコードされるものであってもよい。
　「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用する
ときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを
意味する。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質
様溶質が含まれる。好ましい実施態様では、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシー
クエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸
配列を得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色
を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。
単離されたポリペプチドには、ボールカインポリペプチドの自然環境の少なくとも一つの
成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含まれる。しかしなが
ら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００３６】
　「単離された」ボールカインポリペプチドコード化核酸又は他のポリペプチドコード化
核酸は、同定され、該ポリペプチドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なく
とも一つの汚染核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペプチドコード
化核酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離され
たポリペプチドコード化核酸分子は、天然の細胞中に存在する特定のポリペプチドコード
化核酸分子とは区別される。しかし、単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、例え
ば、核酸分子が天然細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプチドを通常発現す
る細胞に含まれるポリペプチド核酸分子を含む。
　「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
【００３７】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読み枠にあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要はな
い。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が存在
しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリンカ
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ーが使用される。
　「抗体」という用語は最も広義に使用され、例えば、単一の抗ボールカインポリペプチ
ドモノクローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多エピトー
プ特異性を持つ抗ボールカイン抗体組成物、一本鎖抗ボールカイン抗体、及び抗ボールカ
イン抗体の断片を特に包含する（下記参照）。ここで使用される「モノクローナル抗体」
という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわち、構成する個々の抗体が、少量存在
しうる自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である集団から得られる抗体を指
す。
【００３８】
　ハイブリダイゼーション反応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され、一般的
にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に、プローブ
が長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短くなると温度は
低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補的鎖がその融点に近いがそれより
低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プローブ
とハイブリダイゼーション可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くなると、使用で
きる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をより緊縮性にする
が、低い温度は緊縮性を低下させる。さらに、緊縮性は塩濃度に逆比例する。ハイブリダ
イゼーション反応の緊縮性の更なる詳細及び説明は、Ausubelら, Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
【００３９】
　ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、（１）洗浄のために低
イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．０
０１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムを用いるもの；（２
）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤、例えば、４２℃において５０％
（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％
のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファー、及び７
５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いるもの；（３）４２℃に
おける５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン
酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナ
トリウム、５ｘデンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％
ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳＳＣ（塩化ナトリ
ウム／クエン酸ナトリウム）中の洗浄及び５５℃での５０％ホルムアミド、次いで５５℃
におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高緊縮性洗浄を用いるものによって同定
される。
【００４０】
　「中程度の緊縮性条件」は、Sambrookら, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (
New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように同定され、上記の緊
縮性より低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件（例えば、温度、イオン強度及び
％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の緊縮性条件は、２０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（１
５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（
ｐＨ７．６）、５ｘデンハード液、１０％デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性
剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃での終夜インキュベーション、次いで１ｘＳＳ
Ｃ中３７－５０℃でのフィルターの洗浄といった条件である。当業者であれば、プローブ
長などの因子に適合させる必要に応じて、どのようにして温度、イオン強度等を調節する
かを認識する。
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融
合したボールカインポリペプチド、又はそれらのドメイン配列を含むキメラポリペプチド
を指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープ、又は幾つかの他の試
薬によって同定できるエピトープを提供するに十分な数の残基を有しているが、その長さ
は対象とするポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポリペプチド
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は、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにかなり独特で
ある。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～
約５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０のアミノ酸残基)を有する。
【００４１】
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」
）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子を指す。構造的に
は、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外で
ある（すなわち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合
物を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター
又はリガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブ
リン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、
ＩｇＡ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫
グロブリンから得ることができる。
　ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるボールカイ
ンの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するボールカインポリペプチドの形態を意味
し、ここで「生物学的」活性とは、天然又は天然に生じるボールカインが保持する抗原性
エピトープに対する抗体の生成を誘発する能力以外の、天然又は天然に生じるボールカイ
ンによって引き起こされる生物機能（阻害又は刺激）を意味し、また「免疫学的」活性と
は、天然又は天然に生じるボールカインが保持する抗原性エピトープに対する抗体の生成
を誘発する能力を意味する。
【００４２】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広義に用いられ、ここに開示した天然ボールカイン
ポリペプチドの生物学的活性を部分的又は完全に阻止、阻害、又は中和する任意の分子を
含む。同様に「アゴニスト」なる用語は最も広義に用いられ、ここに開示した天然ボール
カインポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を含む。好適なアゴニスト又は
アンタゴニスト分子は特に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然ボー
ルカインポリペプチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、アンチセンスオリゴヌ
クレオチド、有機小分子等々を含む。ボールカインポリペプチドのアゴニスト又はアンタ
ゴニストの同定方法は、ボールカインポリペプチドを候補アンタゴニスト又はアゴニスト
と接触させ、ボールカインポリペプチドに通常は伴っている一又は複数の生物学的活性の
検出可能な変化を測定することを含みうる。
【００４３】
　「治療」とは、治癒的処置と予防的療法又は防止的療法の両方を意味し、患者は標的と
する病理学的状態又は疾患を防止又は遅延化（減少）させることである。治療が必要な者
とは、既に疾患に罹っている者、並びに疾患に罹りやすい者又は疾患が防止されている者
を含む。
　「慢性」投与とは、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤を投与し、初期の治療効
果（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与とは、中断無く連続
的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処置である。
　治療のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、動物園、スポーツ、又はペ
ット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどを含む哺乳
類に分類される任意の動物を意味する。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
　一又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順序での
連続した投与を含む。
【００４４】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性であ
る。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許
容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
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えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リシン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、TWEENTM、ポリ
エチレングリコール(PEG)、及びPLURONICSTMを含む。
【００４５】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(d
iabodies)；直鎖状抗体（Zapataら, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一本鎖
抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、
密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。この配置に
おいて各ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬ二量体の表面に抗原結合部位
を決定する。正しくは、６つのＣＤＲが抗体に対する抗原結合特異性を与える。しかしな
がら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半
分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識し結合する能力を持つ
。
【００４６】
　また、Ｆａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も
含む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ド
メインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることによりＦａｂ'断片と相違
する。ここで、Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を持
つＦａｂ'を表す。Ｆ(ａｂ'）２抗体断片は、最初はＦａｂ'断片の対として生成され、そ
れらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている。
　任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異なる型の一方
に分類される。
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異なるクラス
に分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びIｇＡ２に分類される。
【００４７】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含む抗体断
片を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、Ｆｖポリ
ペプチドは、ｓＦｖが抗原結合にとって望ましい構造の形成を可能にする、ＶＨ及びＶＬ

ドメイン間のポリペプチドリンカーを更に含む。ｓＦｖの概説については、The Pharmaco
logy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, 
New York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
　「ダイアボディ(diabodies)」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体断片
を意味し、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイン間に対形成するに
は短すぎるリンカーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相補的ドメインと
対形成して二つの抗原結合部位を生成する。ダイアボディは、例えば、EP404,097；WO93/
11161；及びHollingerら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十
分に記載されている。
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　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。
好ましい実施態様では、抗体は、（１）ローリー法で測定した場合９５重量％を越える抗
体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、(２)スピニングカップシークエネーターを
使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに
充分なほど、あるいは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元
あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体
には、抗体の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサ
イツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一の精製工
程により調製される。
　「特異的に結合する」抗体、又は特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエピ
トープへ「特異的な」抗体とは、他のポリペプチド又はポリペプチドエピトープとは実質
的に結合せずに、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエピトープへ結合する
ものである。
【００４９】
　「標識」なる語は、ここで用いられる場合、「標識」抗体が生成されるように、抗体に
直接又は間接的に抱合している検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は、それ自
身検出可能でもよく（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、検出可
能な基質化合物又は組成物の化学変換を触媒してもよい。
　「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクスを意味す
る。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば、孔制御ガラス）
、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール及びシリコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様では、内容に応じて、
固相はアッセイプレートのウェルを構成することができ；その他では精製カラム（例えば
アフィニティクロマトグラフィーカラム）とすることもできる。また、この用語は、米国
特許第4,275,149号に記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。
【００５０】
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小型の小
胞であり、哺乳動物への薬物（ボールカインポリペプチド又はその抗体など）の輸送に有
用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する二層形式に配列させ
る。
　「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される。
　ここに開示されたポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストの「有効量」と
は、特に記載した目的を実施するのに十分な量である。「有効量」は述べられた目的との
関連で経験的かつ常套的に決定されうる。
　「多能性細胞」は発生系統に固定されない細胞としてここに定義される。
【００５１】
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【００５２】
【表２】

【００５３】
【表３】

【００５４】
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【表４】

【００５５】
【表５】

【００５６】
ＩＩ.　本発明の組成物と方法
　Ａ．完全長ボールカインポリペプチド
　本発明は、本出願でボールカインポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードする新
規に同定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細に説明する
ように、種々のボールカインポリペプチドをコードするｃＤＮＡが同定され単離された。
しかしながら、単純化のために、本明細書において、ここに開示した完全長天然核酸分子
にコードされるタンパク質並びに上記のボールカインの定義に含まれる更なる天然相同体
及び変異体は、それらの由来又は調製方法に関わらず、ボールカインと称する。
　下記の実施例に開示されるように、ボールカインｃＤＮＡクローンはＡＴＣＣに寄託さ
れている。これらのクローンの実際のヌクレオチド配列は、この分野で日常的な方法を用
いて寄託されたクローンを配列決定することにより容易に決定することができる。予測さ
れるアミノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載
したボールカインポリペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可
能な配列情報と最も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定し
た。
【００５７】
　Ｂ．ボールカインポリペプチド変異体
　ここに記載した完全長天然配列ボールカインポリペプチドに加えて、ボールカイン変異
体も調製できると考えられる。ボールカイン変異体は、ボールカインＤＮＡに適当なヌク
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ることにより調製できる。当業者は、グリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固
着特性の変化などのアミノ酸変化がボールカインポリペプチドの翻訳後プロセスを変えう
ることを理解するであろう。
【００５８】
　天然完全長配列ボールカイン又はここに記載したボールカインの種々のドメインにおけ
る変異は、例えば、米国特許第5,364,934号に記載されている保存的及び非保存的変異に
ついての技術及び指針の任意のものを用いてなすことができる。変異は、結果として天然
配列ボールカインと比較してボールカインのアミノ酸配列が変化するボールカインをコー
ドする一又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変異は
少なくとも一のアミノ酸のボールカインの一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸に
よる置換である。いずれのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置
換又は欠失されるかの指針は、ボールカインの配列を相同性の知られたタンパク質分子の
配列と比較し、相同性の高い領域内でなされるアミノ酸配列変化を最小にすることによっ
て見出される。アミノ酸置換は、一つのアミノ酸の類似した構造及び／又は化学特性を持
つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンのセリンでの置換、すなわち保存的アミノ酸置
換の結果とすることができる。挿入及び欠失は、場合によっては約１から５のアミノ酸の
範囲内とすることができる。許容される変異は、配列におけるアミノ酸の挿入、欠失又は
置換を系統的になし、得られた変異体を完全長又は成熟天然配列が示す活性について試験
することにより決定される。
【００５９】
　ボールカインポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、例えば、完全
長天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又は内部残
基を欠いていてもよい。ある種の断片は、ボールカインポリペプチドの所望の生物学的活
性に必須ではないアミノ酸残基を欠いている。
　ボールカイン断片は、多くの一般的な技術の任意のものによって調製することができる
。所望のペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定の
アミノ酸残基によって決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタン
パク質を処理することにより、あるいは適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を
単離することによるボールカイン断片の生成を含む。さらに他の好適な技術は、ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離
し増幅することを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を決定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣ
Ｒの５’及び３’プライマーで用いられる。好ましくは、ボールカインポリペプチド断片
は、ここに開示した天然ボールカインポリペプチドと少なくとも一つの生物学的及び／又
は免疫学的活性を共有する。
　特定の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換と題した表６に示す。こ
のような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と名前を付けた又
は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より実質的な変化が導入され生成物がス
クリーニングされる。
【００６０】
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【表６】

【００６１】
　ボールカインポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的な修飾は、（ａ）置換領
域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の分子の電荷
又は疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果が有意に異なる置換基を
選択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づくグループに
分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;
（２）中性の親水性：cys, ser, thr;
（３）酸性：asp, glu;
（４）塩基性：asn, gln, his, lys, arg;
（５）鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び
（６）芳香族：trp, tyr, phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、より好ましくは残さ
れた（非保存）部位に導入されうる。
【００６２】
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニン
グ、及びＰＣＲ突然変異誘発のようなこの分野で知られた方法を用いてなすことができる
。部位特異的突然変異誘発［Carterら, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zollerら,
 Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wellsら, Gene, 34: 3
15 (1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wellsら, Philos. Trans. R. Soc. London SerA
, 317: 415 (1986)］あるいは他の知られた技術をクローニングしたＤＮＡに対して実施
してボールカイン変異体ＤＮＡを製造することもできる。
　また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸
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分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のア
ミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを
含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくい
ので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWe
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的に好ましい。さらに、それは埋もれた位置と露出した位置の両方に見られ
ることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. M
ol. Biol., 150:1(1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、アイソ
テリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００６３】
　Ｃ．ボールカインの修飾
　ボールカインポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的
修飾の一つのタイプは、ボールカインポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ボール
カインの選択された側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反応可能な有機誘導体化試薬と反応させ
ることである。二官能性試薬での誘導体化は、例えば抗ボールカイン抗体の精製方法に使
用される水不溶性支持体マトリクス又は表面にボールカインを架橋させるためにあるいは
その逆の場合に有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，１-ビス（ジアゾア
セチル）-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエス
テル、例えば４-アジドサリチル酸とのエステル、３，３’-ジチオビス（スクシンイミジ
ルプロピオネート）等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル
、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-
アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬を含む。
　他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアス
パルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオ
ニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα-
アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
 W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、
及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００６４】
　本発明の範囲内に含まれるボールカインポリペプチドの共有結合的修飾の他のタイプは
、ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パターン
の変更」とは、ここで意図されるのは、天然配列ボールカインに見られる一又は複数の炭
水化物部分の欠失（存在するグリコシル化部位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段に
よるグリコシル化の削除のいずれかによる）、及び／又は天然配列ボールカインに存在し
ない１又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。さらに、この文節は、存在する種
々の炭水化物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化における
定性的変化を含む。
　ボールカインポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の変更を伴って
もよい。この変更は、例えば、１又は複数のセリン又はトレオニン残基の天然配列ボール
カイン（Ｏ-結合グリコシル化部位）への付加、又は置換によってなされてもよい。ボー
ルカインアミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、ボールカイン
ポリペプチドをコードするＤＮＡを予め選択された塩基において変異させ、所望のアミノ
酸に翻訳されるコドンを生成させることを通して変更されてもよい。
　ボールカインポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシド
のポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技術分野にお
いて、例えば、１９８７年９月１１日に公開された国際公開８７／０５３３０、及びApli
n及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
【００６５】
　ボールカインポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に、
あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異的



(38) JP 4166254 B2 2008.10.15

10

20

30

40

50

置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られており
、例えば、Hakimuddinら, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及びEdgeら
, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物
部分の酵素的切断は、Thotakuraら, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているよ
うに、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成される。
　ボールカインの共有結合的修飾の他のタイプは、ボールカインポリぺプチドの、種々の
非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、
又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第４，６４０，８３５号；第４，４９６
，６８９号；第４，３０１，１４４号；第４，６７０，４１７号；第４，７９１，１９２
号又は第４，１７９，３３７号に記載された方法での結合を含む。
　また、本発明のボールカインポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配列
に融合したボールカインポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法で修飾してもよい
。
【００６６】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドとボールカインポリペプチドとの融合を含む。エピトープ
タグは、一般的にはボールカインポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する
。このようなボールカインのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗
体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピ
トープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によってボー
ルカインを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体
はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ-his）又はポリ－
ヒスチジン－グリシン（poly-his-gly）タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２
ＣＡ５［Fieldら, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対す
る８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evanら, Molecular and Ce
llular Biology, 5:3610-3616(1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（gD
）タグ及びその抗体［Paborskyら, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む
。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hoppら, BioTechnology, 6:1204-1210(1
988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martinら, Science, 255:192-194 (1992)］；α-チ
ューブリンエピトープペプチド［Skinnerら, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)
］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuthら, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 87:6393-6397(1990)］を含む。
【００６７】
　別の実施態様では、キメラ分子はボールカインの免疫グロブリン又は免疫グロブリンの
特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態（「イムノアドヘシン」とも
呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合
体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも一つの可変領域に換えてボールカインポリペプ
チドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は不活性化）形態を含む。特に好ましい実施態様で
は、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、
ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、１９９
５年６月２７日発行の米国特許第５，４２８，１３０号を参照のこと。
【００６８】
　Ｄ．ボールカインの調製
　以下の説明は、主として、ボールカイン核酸を含むベクターで形質転換又は形質移入さ
れた細胞を培養することによりボールカインを生産する方法に関する。もちろん、当該分
野においてよく知られている他の方法を用いてボールカインを調製することができると考
えられる。例えば、ボールカイン配列、又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド
合成によって生産してもよい［例えば、Stewartら, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.
H. Freeman Co., サンフランシスコ, カリフォルニア(1969)；Merrifield, J. Am. Chem.
 Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。マニュアル技術又は自動によるインビトロタンパク
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質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド
合成機（フォスター　シティー, カリフォルニア）を用いて、製造者の指示により実施し
てもよい。ボールカインの種々の部分は、別々に化学的に合成され、化学的又は酵素的方
法を用いて結合させて完全長ボールカインを生産してもよい。
【００６９】
　　１．ボールカインをコードするＤＮＡの単離
　ボールカインをコードするＤＮＡは、ボールカインｍＲＮＡを保有していてそれを検出
可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから得るこ
とができる。従って、ヒトボールカインＤＮＡは、実施例に記載されるように、ヒトの組
織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができる。またボールカイン-
コード化遺伝子は、ゲノムライブラリから又は公知の合成方法（例えば、自動化核酸合成
）により得ることもできる。
　ライブラリは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質を
同定するために設計されたプローブ(ボールカインに対する抗体又は少なくとも約２０-８
０塩基のオリゴヌクレオチド等)によってスクリーニングできる。選択されたプローブに
よるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、例えばSambrookら, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
)に記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。ボールカインをコー
ドする遺伝子を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrookら,上掲；D
ieffenbachら, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, 1995)］。
【００７０】
　下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している。プロー
ブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性が最小化されるよ
う充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライブ
ラリ内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように標識されているこ
とが好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ標識されたＡ
ＴＰのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度の厳密
性及び高度の厳密性を含むハイブリダイゼーション条件は、上掲のSambrookらに示されて
いる。
　このようなライブラリスクリーニング法において同定された配列は、GenBankなどの公
的なデータベース又は私的な配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている周
知の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内又は全長
に渡っての（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの）配列同一性は、当該分野で知られ
た、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrookらに記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
して選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることによって得られ
る。
【００７１】
　　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したボールカイン生産のための発現又はクローニングベクター
で形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配
列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培養する。培
養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶことが
できる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、及び実用技
術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編 (IRL Press,
 1991)及び上掲のSambrookらに見出すことができる。
【００７２】
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　原核生物細胞形質移入及び真核生物細胞形質移入の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる
宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。
前掲のSambrookらに記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポ
レーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファ
シエンスによる感染が、Shawら, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２９日公開の国
際公開８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いら
れる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Viro
logy, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好ましい。哺乳動物細胞の宿主系
形質転換の一般的な態様は米国特許第４，３９９，２１６号に記載されている。酵母菌中
への形質転換は、典型的には、Van Solingenら, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiaoら,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしなが
ら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレク
トロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン
等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換
するための種々の技術については、Keownら, Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及び Mansourら, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００７３】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞
は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定するもの
ではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような
腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株Ｍ
Ｍ２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）；大腸
菌株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３，６３５）であ
る。他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. coli、エンテロバクター、
エルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、
例えば、ネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチア・マルセサンス(Serratia marces
cans) 、及び赤痢菌などの腸内細菌科、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. su
btilis)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、１９８９年４
月１２日発行のＤＤ２６６，７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ）
、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスを含む。これらの例は限定では
なく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生産物発酵のための共通の宿主株である
ので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパ
ク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードす
る遺伝子における遺伝子変異をするように修飾してもよく、そのような宿主の例としては
、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ
　ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐ
ｈｏＡ　Ｅ１５（ａｒｇＦ-ｌａｃ）１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｋａｎｒを有する大
腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ　５５，２４４）；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔ
ｒ３　ｐｈｏＡ Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｒｂｓ７　ｉ
ｌｖＧ　ｋａｎｒを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠
失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発
行の米国特許第４，９４６，７８３号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有する大腸
菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメ
ラーゼ反応が好ましい。
【００７４】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ボールカインコード化ベ
クターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィシア
は、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセス・ポンベ
(Schizosaccharomyces pombe)（Beach及びNurse, Nature, 290: 140 [1981]; １９８５年
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５月２日公開の欧州特許第１３９，３８３号）；クルベロミセス宿主(Kluyveromyces hos
ts)（米国特許第４，９４３，５２９号; Fleerら, Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)
）、例えばクルベロミセスラクチス(K. lactis)（MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencou
rtら, J. Bacteriol.154(2): 737-742 [1983]）、クルベロミセス・フラギリス(K. fragi
lis)（ＡＴＣＣ　１２，４２４）、クルベロミセス・ブルガリクス(K. bulgaricus)（Ａ
ＴＣＣ　１６，０４５）、クルベロミセス・ウィケラミイ(K. wickeramii)（ＡＴＣＣ ２
４,１７８）、クルベロミセス・ワルチイ(K. waltii)（ＡＴＣＣ　５６，５００）、クル
ベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophilarum)（ＡＴＣＣ　３６，９０６； Van den
 Bergら, Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、クルベロミセス・テモトレランス(K. ther
motolerans)及びクルベロミセス・マルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia
)（欧州特許第４０２，２２６号）；ピチア・パストリス(Pichia pastoris)（欧州特許第
１８３，０７０号； Sreekrishnaら, J. Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988]）；カン
ジダ；トリコデルマ・レーシア(Trichoderma reesia)（欧州特許第２４４，２３４号）；
アカパンカビ（Caseら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]）；シュワ
ニオマイセス(Schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセス・オクシデンタリス(Schwann
iomyces occidentalis)（１９９０年１０月３１日公開の欧州特許第３９４，５３８号）
；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocla
dium)（１９９１年１月１０日公開の国際公開９１／００３５７）；及びアスペルギルス
宿主、例えばアスペルギルスニダランス（Ballanceら, Biochem. Biophys. Res. Commun.
, 112: 284-289 [1983]; Tilburnら, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yeltonら, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及びアスペルギルスニガー（Kelly及びHynes
, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。ここで好ましいメチロトロピック(Ｃ１化
合物資化性、Methylotropic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、
カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピチア(Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス(To
rulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属から選択されたメタノールで成長可
能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、C. Anthony, The Bi
ochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載されている。
【００７５】
　グリコシル化ボールカインの発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物から誘導される。無
脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドプテラＳｆ９のような昆虫
細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な例は、ＳＶ４０によって形質転
換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７，ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５１);ヒト胚腎臓株（293
又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された293細胞、Grahamら, J. Gen Virol.
, 36:59 (1977)）;チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞（TM4, Mather,
 Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）ヒト肺細胞 (Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ ７５); 
ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ　８０６５); 及びマウス乳房腫瘍細胞 （ＭＭＴ ０６０
５６２，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１)を含む。適切な宿主細胞の選択は、この分野の技術常識
内にある。
【００７６】
　　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　ボールカインをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は、クローニング
(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々なベクターが
公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイルス粒子、又
はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によってベクター
に挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレ
アーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものでは
ないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エンハ
ンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の一又は複数
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を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーション技術を用い
る。
　ボールカインは直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配列あ
るいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポ
リペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。一般に、シ
グナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるボールカイン-コード化Ｄ
ＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファターゼ、ペニシリナーゼ
、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択された原核生物シグ
ナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルターゼリ
ーダー、アルファ因子リーダー(サッカロミセス(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス
(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５，０１０，１８２号に記載
されている)、又は酸ホスファターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス（C.albicans)グ
ルコアミラーゼリーダー(１９９０年４月４日公開の欧州特許第３６２１７９号)、又は１
９９０年１１月１５日に公開された国際公開９０／１３６４６に記載されているシグナル
であり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同一あるいは関
連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタ
ンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【００７７】
　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルス
に対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス
開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞にお
けるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート
あるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要
求性欠陥を補い、又は(c)例えばバシリのＤ-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子のよ
うな、複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
【００７８】
　哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼのよ
うにボールカイン-コード化核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定することのでき
るものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaubらにより Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され増殖され
たＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝
子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcombら, Nature, 
282：39(1979)；Kingsmanら, Gene, 7：141(1979)；Tschemperら, Gene, 10：157(1980)
］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１のような
トリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを提供
する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
　発現及びクローニングベクターは、通常、ボールカイン-コード化核酸配列に作用可能
に結合し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞により認
識される好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用に好適なプロモータ
ーはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Changら, Nature, 275:615 (1978)
； Goeddelら, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリフォスファターゼ、トリプトファン
(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］、及
びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoerら, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモーターもまたボールカ
インをコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(S.D.)配列を有する
。
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【００７９】
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラート
キナーゼ［Hitzeman ら, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess
 ら, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1978)］
、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ
、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソ
メラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソ
メラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸フ
ォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素
のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーター
は欧州特許第７３，６５７号に更に記載されている。
【００８０】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのボールカイン転写は、例えば、ポリオーマ
ウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開のＵＫ２，２１１，５０４)、
アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サ
イトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０(ＳＶ４
０)のようなウィルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター
、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモータ
ーから得られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得
る限り制御される。
　より高等の真核生物による所望のボールカインをコードするＤＮＡの転写は、ベクター
中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常は約
１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動
要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビ
ン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、
典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、
複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００-２７０塩基対)、サイトメガロウィル
ス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデ
ノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ボールカインコード化配列の５’
又は３’位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５’
位に位置している。
【００８１】
　また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ボールカインをコードす
るｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメント
を含む。
　組換え脊椎動物細胞培養でのボールカインの合成に適応化するのに適切な他の方法、ベ
クター及び宿主細胞は、Gethingら, Nature, 293:620-625 (1981); Manteiら, Nature, 2
81:40-46 (1979)；欧州特許第１１７，０６０号；及び欧州特許第１１７，０５８号に記
載されている。
【００８２】
　　４．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドット
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ブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダイゼーション法によって、直接的に
試料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-Ｒ
ＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識するこ
とができる抗体を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施すること
ができ、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でそ
の二本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例
えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって、
測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は
、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる
。簡便には、抗体は、天然配列ボールカインポリペプチドに対して、又はここで提供され
るＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はボールカインＤＮＡに融合し特
異的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００８３】
　　５．ポリペプチドの精製
　ボールカインの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することができる。膜結合
性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)又は酵素的切断を用いて膜か
ら引き離すことができる。ボールカインの発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、
超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破
壊することができる。
　ボールカインを、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望ましい。
適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン交換カラムでの
分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥに
よるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウ
ム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような汚染物を除くプ
ロテインＡセファロースカラム；及びボールカインのエピトープタグ形態を結合させる金
属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Methods in Enzymo
logy, 182(1990)；Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer
-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製方法を用いることができる
。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産される特定のボールカ
インの性質に依存する。
【００８４】
　Ｅ．ボールカインの用途
　ボールカインをコードする核酸配列（又はそれらの相補鎖）は、ハイブリダイゼーショ
ンプローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び遺伝子マッピング
において、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡの生成において種々の用途を有している。
また、ボールカイン核酸も、ここに記載される組換え技術によるボールカインポリペプチ
ドの調製に有用である。
【００８５】
　完全長天然配列ボールカイン遺伝子又はその一部は、全長ボールカインｃＤＮＡの単離
又はここに開示した天然ボールカイン配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他のｃＤ
ＮＡ（例えば、ボールカインの天然発生変異体又は他の種からのボールカインをコードす
るもの）の単離のためのｃＤＮＡライブラリ用のハイブリダイゼーションプローブとして
使用できる。場合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。ハイブリダ
イゼーションプローブは、少なくとも部分的に完全長天然ヌクレオチド配列の新規な領域
から誘導してもよく、それらの領域は、過度の実験をすることなく、天然配列ボールカイ
ンのプロモーター、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノム配列から誘導され得る
。例えば、スクリーニング法は、ボールカイン遺伝子のコード化領域を周知のＤＮＡ配列
を用いて単離して約４０塩基の選択されたプローブを合成することを含む。ハイブリダイ
ゼーションプローブは、３２Ｐ又は３５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビジン／ビオ
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チン結合系を介してプローブに結合したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々
の標識で標識されうる。本発明のボールカイン遺伝子に相補的な配列を有する標識された
プローブは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡのライブラリをスクリーニングし
、そのライブラリの何れのメンバーがプローブにハイブリダイズするかを決定するのに使
用できる。ハイブリダイゼーション技術は、以下の実施例において更に詳細に記載する。
【００８６】
　本出願で開示する任意のＥＳＴは、同様に、ここに記載した方法を用いてプローブとし
て用いることができる。
　ボールカイン核酸の他の有用な断片は、標的ボールカイン ｍＲＮＡ（センス）又はボ
ールカイン ＤＮＡ（アンチセンス）配列に結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮ
Ａのいずれか）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを含む。アンチセンス
又はセンスオリゴヌクレオチドは、本発明によると、ボールカイン ＤＮＡのコード化領
域の断片を含む。このような断片は、一般的には少なくとも約１４ヌクレオチド、好まし
くは約１４から３０ヌクレオチドを含む。与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配
列に基づく、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを制御する可能性は、例えば、
Stein及びCohen（Cancer Res. 48: 2659: [1988]）及び van der Krolら,（BioTechnique
s 6: 958, [1988]）に記載されている。
【００８７】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖の形成を
もたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の期外停止を含む幾つかの方法の
一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止する。よって、アンチセンス
オリゴヌクレオチドは、ボールカインタンパク質の発現を阻止するのに用いられる。アン
チセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、修飾糖－ホスホジエステル骨格（又は他の糖
結合、国際公開９１／０６６２９に記載のもの等）を有するオリゴヌクレオチドをさらに
含み、そのような糖結合は内因性ヌクレアーゼ耐性である。そのような耐性糖結合を持つ
オリゴヌクレオチドは、インビボで安定であるが（すなわち、酵素分解に耐えうるが）、
標的ヌクレオチド配列に結合できる配列特異性は保持している。
　センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、国際公開９０／１００４８に
記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への親
和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合したオリゴヌクレオチド
を含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤、アルキル化剤又は金属錯体をセンス又は
アンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ
ドの標的ヌクレオチド配列への結合特異性を改変してもよい。
【００８８】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介ＤＮＡ形質
移入、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方法により、又はエプスタイン-
バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いることにより、標的核酸配列を含む細胞に
導入される。好ましい方法では、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、適切な
レトロウイルスベクターに挿入される。標的核酸配列を含む細胞は、インビボ又はエキソ
ビボで組換えレトロウイルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルスベクターは、
これらに限られないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導されるもの、Ｎ２（
Ｍ-ＭｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５Ｂ及びＤＣＴ
５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（国際公開９０／１３６４１参照）を含む。
　また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９１／０４７５３に記
載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的配列を含む細胞に導
入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが、細胞表面レセプター
、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプターに結合する他のリガンドを含む
。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は、リガンド結合分子がその対応する分子
又はレセプターに結合する、あるいはセンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド又はそ
の複合体の細胞への侵入を阻止する能力を実質的に阻害しない。
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【００８９】
　あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９０／１０４４８
に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核酸配列を含む
細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド－脂質複合体は、好
ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。
　アンチセンス又はセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は一般に少なくとも約５塩基長、約１０
塩基長、約１５塩基長、約２０塩基長、約２５塩基長、約３０塩基長、約３５塩基長、約
４０塩基長、約４５塩基長、約５０塩基長、約５５塩基長、約６０塩基長、約６５塩基長
、約７０塩基長、約７５塩基長、約８０塩基長、約８５塩基長、約９０塩基長、約９５塩
基長、約１００塩基長、あるいはそれよりも長い。
　また、プローブは、ＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したボールカインコード化配列の
同定のための配列のプールを作成することができる。
　また、ボールカインをコードするヌクレオチド配列は、そのボールカインをコードする
遺伝子のマッピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブリダ
イゼーションプローブの作成にも用いることができる。ここに提供されるヌクレオチド配
列は、インサイツハイブリダイゼーション、既知の染色体マーカーに対する結合分析、及
びライブラリでのハイブリダイゼーションスクリーニング等の周知の技術を用いて、染色
体及び染色体の特定領域にマッピングすることができる。
【００９０】
　ボールカインのコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする場合
（例えば、ボールカインがレセプターである場合）、ボールカインは、結合相互作用に関
与している他のタンパク質又は分子を同定するためのアッセイに用いることができる。こ
のような方法により、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することがで
きる。このような結合性相互作用に含まれるタンパク質も、ペプチド又は小分子阻害剤又
は結合性相互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができる。また、レセプタ
ーボールカインは関連するリガンドの単離にも使用できる。スクリーニングアッセイは、
天然ボールカイン又はボールカインのレセプターの生物学的活性に似たリード化合物の発
見のために設計される。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリの高ス
ループットスクリーニングにも用いられ、小分子候補薬剤の同定に特に適したものとする
。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。アッセイは、この分野で良く特
徴付けられているタンパク質－タンパク質結合アッセイ、生物学的スクリーニングアッセ
イ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々の型式で実施される。
【００９１】
　また、ボールカイン又はその修飾型をコードする核酸は、トランスジェニック動物又は
「ノックアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき、これらは治療的に有用な試
薬の開発やスクリーニングに有用である。トランスジェニック動物(例えばマウス又はラ
ット)とは、出生前、例えば胚段階で、その動物又はその動物の祖先に導入された導入遺
伝子を含む細胞を有する動物である。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物が発生す
る細胞のゲノムに組み込まれたＤＮＡである。一実施形態では、ボールカインをコードす
るｃＤＮＡは、ボールカインをコードするＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェニッ
ク動物を作製するために使用するゲノム配列及び確立された技術に基づいて、ボールカイ
ンをコードするゲノムＤＮＡをクローン化するために使用することができる。トランスジ
ェニック動物、特にマウス又はラット等の特定の動物を産生する方法は、当該分野におい
て常套的になっており、例えば米国特許第４，７３６，８６６号や第４，８７０，００９
号に記述されている。典型的には、特定の細胞を組織特異的エンハンサーでのボールカイ
ン導入遺伝子の導入の標的にする。胚段階で動物の生殖系列に導入されたボールカインコ
ード化導入遺伝子のコピーを含むトランスジェニック動物はボールカインをコードするＤ
ＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用できる。このような動物は、例えばその過
剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらすと思われる試薬のテスター動物として
使用できる。本発明のこの態様においては、動物を試薬で治療し、導入遺伝子を有する未
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治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ、病理学的状態に対する治療上の処置
の可能性が示される。
【００９２】
　あるいは、ボールカインの非ヒト相同体は、動物の胚幹細胞に導入されたボールカイン
をコードする変更ゲノムＤＮＡと、ボールカインをコードする内在性遺伝子との間の相同
的組換えによって、ボールカインをコードする欠陥又は変更遺伝子を有するボールカイン
「ノックアウト」動物を作成するために使用できる。例えば、ボールカインをコードする
ｃＤＮＡは、確立された技術に従い、ボールカインをコードするゲノムＤＮＡのクローニ
ングに使用できる。ボールカインをコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり、組み込
みを監視するために使用する選択可能なマーカーをコードする遺伝子等の他の遺伝子で置
換することができる。典型的には、ベクターは無変化のフランキングＤＮＡ(５’と３’
末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同的組換えベクターについてはThomas及びC
apecchi, Cell, 51:503(1987)を参照のこと］。ベクターは胚幹細胞に(例えばエレクトロ
ポレーションによって)導入し、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられ
た細胞が選択された［例えば、Liら, Cell, 69:915(1992)参照］。選択された細胞は次に
動物(例えばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入されて集合キメラを形成する［例えば、
Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. 
Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照のこと］。その後、キメラ性胚
を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウト」動物を作り出す。胚
細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術により同定され、それら
を利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを含む動物を繁殖させることがで
きる。ノックアウト動物は、例えば、ボールカインポリペプチドの欠乏によるある種の病
理的状態及びその病理的状態の進行に対する防御能力によって特徴付けられる。　
【００９３】
　また、ボールカインポリペプチドをコードする核酸は遺伝子治療にも使用できる。遺伝
子治療用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的有効量の遺伝子産物の
インビボ合成を達成するために遺伝子が導入される。「遺伝子治療」とは、１回の処理に
より継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と、治療的に有効なＤＮＡ又はｍＲＮＡの
１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療薬の投与の両方を含む。アンチセンスＲＮＡ及び
ＤＮＡは、ある種の遺伝子のインビボ発現を阻止する治療薬として用いることができる。
短いアンチセンスオリゴヌクレオチドを、細胞膜による制限された取り込みに起因する低
い細胞内濃度にもかかわらず、それが阻害剤として作用する細胞中に移入できることは既
に示されている（Zamecnikら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]）。
オリゴヌクレオチドは、それらの負に荷電したリン酸ジエステル基を非荷電基で置換する
ことによって取り込みを促進するように修飾してもよい。
【００９４】
　生存可能な細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術は、核酸
が培養細胞にインビトロで、あるいは意図する宿主の細胞においてインビボで移入される
かに応じて変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入するのに適した方法は、リポ
ソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デ
キストラン、リン酸カルシウム沈殿法などを含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技術
は、ウイルス（典型的にはレトロウイルス）ベクターでの形質移入及びウイルス被覆タン
パク質-リポソーム媒介形質移入である（Dzauら, Trends in Biotechnology 11, 205-210
(1993)）。幾つかの状況では、核酸供給源を、細胞表面膜タンパク質又は標的細胞に特異
的な抗体、標的細胞上のレセプターに対するリガンド等の標的細胞を標的化する薬剤とと
もに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場合、エンドサイトーシスを伴って細胞
表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、特定の細胞型向性のキャプシドタンパ
ク質又はその断片、サイクルにおいて内部移行を受けるタンパク質に対する抗体、細胞内
局在化を標的とし細胞内半減期を向上させるタンパク質が、標的化及び／又は取り込みの
促進のために用いられる。レセプター媒介エンドサイトーシスは、例えば、Wuら, J. Bio
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l. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及びWagnerら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 341
0-3414 (1990)によって記述されている。遺伝子作成及び遺伝子治療のプロトコールの概
説については、Andersonら, Science 256, 808-813 (1992)を参照のこと。
【００９５】
　ここに記載したボールカインポリペプチドをタンパク質電気泳動目的の分子量マーカー
として用いてもよく、単離された核酸配列を、これらのマーカーを組み換え発現に用いて
もよい。
　ここに記載したボールカインポリペプチド又はその断片をコードする核酸分子は、染色
体の同定に有用である。この点において、実際の配列に基づく染色体マーキング試薬は殆
ど利用可能ではないため、新規な染色体マーカーの同定が必要である。本発明の各ボール
カイン核酸分子は染色体マーカーとして使用できる。
　また、本発明のボールカインポリペプチド及び核酸分子は組織タイピングに使用でき、
本発明のボールカインポリペプチドは、好ましくは同じ型の正常組織に比較して疾患性組
織において、一方の組織で他方に比較して異なる発現をする。ボールカイン核酸分子には
、ＰＣＲ、ノーザン分析、サザン分析及びウェスタン分析のプローブ生成のための用途が
見出されるであろう。
【００９６】
　ここに記載したボールカインポリペプチドは治療薬として用いてもよい。本発明のボー
ルカインポリペプチドは、製薬的に有用な組成物を調製するのに知られた方法に従って製
剤され、これにより、このボールカイン生成物は製薬的に許容される担体媒体と混合され
る。治療用製剤は、凍結乾燥された製剤又は水性溶液の形態で、任意的な製薬上許容可能
なキャリア、賦形剤又は安定剤と、所望の精製度を有する活性成分とを混合することによ
り(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed., [1980])、調
製され保管される。許容される担体、賦形剤又は安定剤は、用いる投与量及び濃度ではレ
シピエントに対して無毒性であり、リン酸、クエン酸及び他の有機酸等の緩衝液；アスコ
ルビン酸を含む抗酸化剤；低分子量(残基数１０個未満)ポリペプチド；血清アルブミン、
ゼラチン又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性重合体；
グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース
、マンノース又はデキストリン等の単糖類、二糖類又は他の炭水化物；EDTA等のキレート
剤、マンニトール又はソルビトール等の糖類；ナトリウム等の塩形成対イオン；及び／又
はTWEENTM、PLURONICSTM又はPEG等の非イオン性界面活性剤を含む。
【００９７】
　インビボ投与に使用される製剤は滅菌されていなくてはならない。これは、凍結乾燥及
び再構成の前又は後に、滅菌フィルター膜を通す濾過により容易に達成される。
　ここで、本発明の製薬組成物は一般に、無菌のアクセスポートを具備する容器、例えば
、皮下注射針で貫通可能なストッパーを持つ静脈内バッグ又はバイアル内に配される。
　投与経路は周知の方法、例えば、静脈内、腹腔内、脳内、筋肉内、眼内、動脈内又は病
巣内経路での注射又は注入、局所投与、又は徐放系による。
　本発明の製薬組成物の用量及び望ましい薬物濃度は、意図する特定の用途に応じて変化
する。適切な用量又は投与経路の決定は、通常の内科医の技量の範囲内である。動物実験
は、ヒト治療のための有効量の決定についての信頼できるガイダンスを提供する。有効量
の種間スケーリングは、Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobiら, 編, Per
gamon Press, New York 1989, pp. 42-96のMordenti, J. 及びChappell, W. 「The use o
f interspecies scaling in toxicokinetics」に記載された原理に従って実施できる。
【００９８】
　ボールカインポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストのインビボ投与が用
いられる場合、正常な投与量は、投与経路に応じて、哺乳動物の体重当たり１日に約１０
ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましくは約１μｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋ
ｇ／日である。特定の用量及び輸送方法の指針は文献に与えられている；例えば、米国特
許第４，６５７，７６０号、第５，２０６，３４４号、又は第５，２２５，２１２号参照
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。異なる製剤が異なる治療用化合物及び異なる疾患に有効であること、例えば一つの器官
又は組織を標的とする投与には、他の器官又は組織とは異なる方式で輸送することが必要
であることが予想される。
　ボールカインポリペプチドの投与を必要とする任意の疾患又は疾病の治療に適した放出
特性を持つ製剤でボールカインポリペプチドの持続放出が望まれる場合、ボールカインポ
リペプチドのマイクロカプセル化が考えられる。持続放出のための組換えタンパク質のマ
イクロカプセル化は、ヒト成長ホルモン（rhGH）、インターフェロン-（rhIFN-）、イン
ターロイキン-２、及びMN rgp120で成功裏に実施されている。Johnsonら, Nat. Med., 2:
 795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Horaら, Bio/Techno
logy, 8: 755-758 (1990); Cleland, 「Design and Production of Single Immunization
 Vaccines Using Polylactide Polyglycolide Microsphere Systems」Vaccine Design: T
he Subunit and Adjuvant Approach, Powell 及び Newman編, (Plenum Press: New York,
 1995), p.439-462; 国際公開９７／０３６９２，国際公開９６／４００７２，国際公開
９６／０７３９９；及び米国特許第５，６５４，０１０号。
【００９９】
　これらのタンパク質の持続放出製剤は、ポリ-乳酸-コグリコール酸（ＰＬＧＡ）ポリマ
ーを用い、その生体適合性及び広範囲の生分解特性に基づいて開発された。ＰＬＧＡの分
解生成物である乳酸及びグリコール酸は、ヒト身体内で即座にクリアされる。さらに、こ
のポリマーの分解性は、分子量及び組成に依存して数ヶ月から数年まで調節できる。Lewi
s, 「Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」: M.
 Chasin及び R. Langer (編), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Mar
cel Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
　本発明は、ボールカインポリペプチドに類似する（アゴニスト）又はボールカインポリ
ペプチドの効果を阻害する（アンタゴニスト）ものを同定するための化合物のスクリーニ
ング方法も包含する。アンタゴニスト候補薬のスクリーニングアッセイは、ここに同定し
た遺伝子にコードされるボールカインポリペプチドと結合又は複合体形成する化合物、又
は他にコード化ポリペプチドの他の細胞性タンパク質との相互作用を阻害する化合物を同
定するために設計される。このようなスクリーニングアッセイは、それを特に小分子候補
薬の同定に適したものにする、化学的ライブラリのハイスループットスクリーニングに適
用可能なアッセイを含む。
　該アッセイは、タンパク質－タンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニングアッセ
イ、イムノアッセイ、及び細胞ベースのアッセイで、この分野で知られたものを含む種々
の方式で実施される。
　アンタゴニストについての全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定された核酸
にコードされるボールカインポリペプチドと、これら２つの成分が相互作用するのに十分
な条件下及び時間で接触させることを必要とすることにおいて共通する。
【０１００】
　結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又
は反応混合物中で検出される。特定の実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードさ
れるボールカインポリペプチド又は候補薬が、共有又は非共有結合により固相、例えばミ
クロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をボールカイン
ポリペプチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化される
ボールカインポリペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を、それを
固体表面に固着させるために用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着
成分を含む被覆表面に、検出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加する
ことにより実施される。反応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固
体表面に固着した複合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している
場合、表面に固定化された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定
化成分が標識を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に
結合する標識抗体によって検出できる。
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【０１０１】
　候補化合物が相互作用するがここに同定した遺伝子にコードされる特定のボールカイン
ポリペプチドに結合しない場合、そのポリペプチドとの相互作用は、タンパク質-タンパ
ク質相互作用を検出するために良く知られている方法によってアッセイすることができる
。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラフィーカラム
を通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク質-タンパク質相互作用は
、Chevray及びNathans［Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示され
ているように、Fields及び共同研究者ら［Fields及びSong, Nature(London) 340, 245-24
6 (1989); Chienら, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記載された
酵母ベースの遺伝子系を用いることによってモニターすることができる。酵母ＧＡＬ４な
どの多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方は
ＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。前出の文
献に記載された酵母発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる）は、この特性の
長所を利用し、並びに２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質が
ＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では候補となる活性化タンパク質が活性化
ドメインに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモ
ーターの制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再
構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに
対する色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパ
ク質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット（MATCHMAKER(商
品名)）は、Clontechから商業的に入手可能である。また、この系は、特定のタンパク質
相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこれら相互作用にとって重
要なアミノ酸残基の特定へ拡大適用することができる。
　ここで同定されたボールカインポリペプチドをコードする遺伝子と細胞内又は細胞外成
分との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常、反応混合物は、遺伝
子産物と細胞外又は細胞内成分を、これら２つの生成物の相互作用及び結合が可能な条件
下及び時間に渡って含むように調製される。候補化合物が結合を阻害する能力を試験する
ために、反応は試験化合物の不存在及び存在下で実施される。さらに、プラシーボを第３
の反応混合物に添加してポジティブコントロールを提供してもよい。混合物中に存在する
試験化合物と細胞内又は細胞外成分との結合（複合体形成）は上記のようにモニターされ
る。試験化合物を含有する反応混合物ではなく、コントロール反応における複合体の形成
は、試験化合物が試験化合物とその結合パートナーとの相互作用を阻害することを示す。
【０１０２】
　アンタゴニストをアッセイするためには、特定の活性についてスクリーニングされる化
合物とともにボールカインポリペプチドを細胞へ添加してもよく、ボールカインポリペプ
チド存在下における対象活性を阻害する化合物の能力は、化合物がボールカインポリペプ
チドのアンタゴニストであることを示す。あるいは、ボールカインポリペプチドと膜結合
ボールカインポリペプチドレセプター又は組換えレセプターを有する潜在的アンタゴニス
トを競合的阻害アッセイに適した条件下で結合させることによって、アンタゴニストを検
出してもよい。放射活性などでボールカインポリペプチドを標識することが可能であり、
潜在的アンタゴニストの有効性を判断するためにレセプターに結合したボールカインポリ
ペプチドの数を利用することができる。レセプターをコードする遺伝子は、当業者に知ら
れた多くの方法、例えばリガンドパンニング及びFACSソートによって同定できる。Coliga
nら, Current Protocols in Immun.,1(2): 第５章(1991)。好ましくは、発現クローニン
グが用いられ、ポリアデニル化ＲＮＡがボールカインポリペプチドに反応性の細胞から調
製され、このＲＮＡから生成されたｃＤＮＡライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞
又はボールカインポリペプチドに対して反応性ではない他の細胞の形質移入に使用される
。スライドガラスで成長させた形質移入細胞を、標識したボールカインポリペプチドで暴
露する。このボールカインポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的タンパク質キナーゼ
の認識部位の封入を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュベーションの後、ス
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ライドにオートラジオグラフィ分析を施す。ポジティブプールを同定し、相互作用サブプ
ール化及び再スクリーニング工程を用いてサブプールを調製して再形質移入し、最終的に
推定レセプターをコードする単一のクローンを生成する。
【０１０３】
　レセプター同定の代替的方法として、標識ボールカインポリペプチドをレセプター分子
を発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることができる。架橋材料をＰＡＧ
Ｅで溶解させ、Ｘ線フィルムへ暴露する。レセプターを含む標識複合体を励起し、ペプチ
ド断片へ分解し、タンパク質マイクロ配列決定を施すことができる。マイクロ配列決定か
ら得たアミノ酸配列は、推定レセプターをコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラ
リをスクリーニングする縮重オリゴヌクレオチドプローブの一組の設計に用いられる。
　アンタゴニストの他のアッセイでは、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調製物
を、候補化合物の存在下で標識ボールカインポリペプチドとともにインキュベートする。
次いで、この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定する。
　潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとボールカインポリペプチ
ドとの融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが、ポリ-及びモノクロ
ーナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びこれらの抗体又は
断片のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。あ
るいは、潜在的アンタゴニストは、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認
識するが効果を与えず、従ってボールカインポリペプチドの作用を競合的に阻害するボー
ルカインポリペプチドの変異形態であってもよい。
【０１０４】
　他の潜在的なボールカインポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス技術を用いて
調製されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ作成物であり、例えば、アンチセンスＲＮＡ又
はＤＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリダイズしてタンパク質翻訳を妨害することによ
りｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。アンチセンス技術は、トリプルへリッ
クス形成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき
、それらの方法はともに、ポリヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例え
ば、ここでの成熟ボールカインポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の５’コ
ード化部分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドの設計
に使用される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領域に相補的であ
るように設計され（トリプルへリックス－Leeら, Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Co
oneyら, Science, 241: 456 (1988); Dervanら, Science, 251: 1360 (1991)参照）、そ
れによりボールカインポリペプチドの転写及び生成を防止する。アンチセンスＲＮＡオリ
ゴヌクレオチドはインビボでｍＲＮＡにハイブリダイズしてｍＲＮＡ分子のボールカイン
ポリペプチドへの翻訳を阻止する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991);
 Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Bo
ca Raton, FL, 1988)）。上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセンス
ＲＮＡ又はＤＮＡをインビボで発現させて、ボールカインポリペプチドの生産を阻害する
こともできる。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子
ヌクレオチド配列の－１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌクレ
オチドが好ましい。
【０１０５】
　潜在的アンタゴニストは、ボールカインポリペプチドの活性部位、レセプター結合部位
、又は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりボールカインポリペプチドの
正常な生物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子の例は、これらに限られないが、小
型ペプチド又はペプチド様分子、好ましくは可溶性ペプチド、及び合成非ペプチジル有機
又は無機化合物を含む。
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、ついで内ヌクレオチド結
合分解性切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知
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の技術で同定できる。更なる詳細は、例えば、上掲のRossi, Current Biology 4:469-471
 (1994)及びＰＣＴ公報番号、国際公開９７／３３５５１（１９９７年９月１８日公開）
を参照。
【０１０６】
　転写阻害に用いられるトリプルヘリックス形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌ
クレオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩基対則
を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の一方
の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。さらなる詳細は、
例えば、ＰＣＴ公報番号、国際公開９７／３３５５１、上掲を参照。
　これらの小分子は、上記で検討したスクリーニングアッセイの一又は複数の任意のもの
により及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術により同定できる
。
　また、ここで開示されている分子の診断的及び治療的利用は、下記に開示及び記載のポ
ジティブ機能アッセイヒットに基づいている。
【０１０７】
　ボールカインのようなＥＬＲモチーフを欠くケモカインはアンジオスタティックである
ので（Strieter RM.ら Journal of Biological Chemistry 1995; 270: 27348-27357）、
ボールカインは腫瘍成長に付随する新血管形成を阻害することによって腫瘍を治療するの
に有用であろう。単独で又は抗ＶＥＧＦのような他のアンジオスタティック因子と組み合
わせてボールカインポリペプチドを投与すると腫瘍成長を制限し又は低減するのに有用で
あることが判明するであろう。
　ケモカインは、ＣＸＣケモカインによる好中球の活性化が示されているので（Baggioli
niら Adv Immunology 1994; 55:97-179）、免疫細胞を活性化することができ、また非Ｃ
ＸＣケモカインは主としてＴリンパ球に対して化学走性である。ボールカインは、そのポ
リペプチドを局所投与すると感染部位に既に存在している免疫細胞を刺激し、より多くの
免疫細胞を誘導してその部位に移動させ、より速い速度で感染を取り除くので感染の治療
に有用であろう。
【０１０８】
　Ｆ．抗ボールカイン抗体
　本発明はさらに抗ボールカイン抗体を提供する。例示的な抗体には、ポリクローナル、
モノクローナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロ結合体抗体が含まれる。
　　１．ポリクローナル抗体
　抗ボールカイン抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体の調製方法は当
業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫化剤、及び所
望するのであればアジュバントを、一又は複数回注射することで産生させることができる
。典型的には、免疫化剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射により、哺
乳動物に注射する。免疫化剤は、ボールカインポリペプチド又はその融合タンパク質を含
みうる。免疫化剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク質に
結合させるのが有用である。このような免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが
、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆
トリプシンインヒビターが含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完
全アジュバント及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント(モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロー
スジコリノミコラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業者によ
り選択されるであろう。
【０１０９】
　　２．モノクローナル抗体
　あるいは、抗ボールカイン抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクローナル
抗体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハイブリ
ドーマ法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハム
スター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫化剤により免疫化することで、免疫化剤
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に特異的に結合する抗体を生成するかあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リ
ンパ球をインビトロで免疫化することもできる。
　免疫化剤は、典型的にはボールカインポリペプチド又はその融合タンパク質を含む。一
般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬｓ」)が使用され、ある
いは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。
次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と
融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodies: Principle
s and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通常は、
形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通
常、ラット又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましく
は、未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培
養培地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシル
トランスフェラーゼ(HGPRT又はHPRT)を欠いていると、ハイブリドーマの培養培地は、典
型的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物
質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【０１１０】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現をサポートし、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より
好ましい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンデ
ィエゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやバージニア州マナッサスのアメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体
を生成するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も記載されている［Koz
bor, J. Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Tec
hniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。
　ついでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ボールカインに対するモノクロー
ナル抗体の存在についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成さ
れたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵
素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合アッセイによって測定される。このよ
うな技術及びアッセイは、当該分野において既知である。モノクローナル抗体の結合親和
性は、例えばMunson及びPollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャ
ード分析法によって測定することができる。
　所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で成長させることができる［Goding, 上掲］。この目的のための適
当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６４０倍地が含
まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として成長さ
せることもできる。
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製される。
【０１１１】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567号に記載
された方法により作製することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮ
Ａは、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に
特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して)、容易に単離し配列決定す
ることができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源とな
る。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に組込むことができ、これが宿主細
胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グ
ロブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモ
ノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に
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換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［米国特許第4,
816,567号；Morrison等, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポ
リペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾することができる
。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき
、あるいは本発明の抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価
抗体を生成する。
【０１１２】
　抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られて
る。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は一
般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、関連
するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
　一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の断片、特にＦａｂ断片を生
成するための抗体の消化は、当該分野において知られている定法的技術を使用して達成で
きる。
【０１１３】
　　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗ボールカイン抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例え
ばマウス)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいはその
断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)
であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレ
シピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望
の特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換さ
れたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)を含む。ある場合には、ヒト免疫グロブリン
のＦｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト
化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見
出されない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全て
のＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ
領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には
２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常
領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる
［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1988); 
及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、
しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換すること
によりWinter及び共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Na
ture, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534-1536 (1988)］の方法に従
って実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実
質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国特許第4,816
,567号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によっ
ては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって置換されたヒト抗
体である。
【０１１４】
　また、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリ［Hoogenboom及びWinter, J. Mol
. Biol., 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含むこの分野
で知られた種々の方法を用いて作成することもできる。また、Cole等及びBoerner等の技
術も、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用することができる(Cole等, Monoclonal Anti
bodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)；Boerner等, J. Immunol., 147
(1)：86-95(1991)］。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック
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動物、例えば内在性免疫グロブリン遺伝子は部分的又は完全に不活性化してマウスに導入
することにより産生することができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパ
ートリーを含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体
の生産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545,806
号；同第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,016号、及び次の
科学文献：Marks等, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等, Nature 368 856-
859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild等, Nature Biotechnolog
y 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及び
Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に記載されている。
　また、抗体は上述した既知の選択及び／又は突然変異誘発法を使用し、親和成熟させて
もよい。好ましい親和成熟抗体は、成熟抗体が調製された(一般的にマウス、ヒト化又は
ヒトの)出発抗体のものよりも、５倍、より好ましくは１０倍、さらに好ましくは２０又
は３０倍の親和性を有する。
【０１１５】
　　４．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。この場合、結合特異性の一方は
ボールカインに対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞表面タンパク質又
はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の共発現に基づく[Milstein及びCuello, Nature, 305:537-539(1983)]。免疫グ
ロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ(クアドローマ)
は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内一種のみが正しい二重特異性
構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によって通
常達成される。同様の手順が1993年5月13日公開のWO 93/08829、及びTraunecker等, EMBO
 J.,10:3655-3659 (1991)に開示されている。
　所望の結合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン定
常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ
３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインと行われる。少なくとも一つの融合
には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)が有することが好ましい。
免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽鎖を
、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗体を
作成するための更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzymology, 121:2
10(1986)を参照されたい。
【０１１６】
　WO 96/27011に記載された他のアプローチによれば、一対の抗体分子間の界面を操作し
て組換え細胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にすることができる。好適な界
面は抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分
子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又は
トリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャ
ビティ」は、大きなアミノ酸側鎖が小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換
えられた第２の抗体分子の界面に作り出される。これにより、ホモダイマーのような不要
の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。
　二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片(例えば、Ｆ(ａｂ')２二重特異性抗体)とし
て調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている
。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Sci
ence, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生
する手順を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存
在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生
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されたＦａｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａ
ｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオー
ルに再転換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成す
る。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる
。
　大腸菌からＦａｂ'断片を直接回収でき、これは化学的に結合して二重特異性抗体を形
成することができる。Shalaby等, J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は完全にヒト化さ
れた二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述している。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から
別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受けて二重特異性抗体を形成する。この
ようにして形成された二重特異性抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞及び
正常なヒトＴ細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細
胞溶解活性の誘因となる。
【０１１７】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し単離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている。
Kostelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用す
ることができる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により
記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供
した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリンカ
ーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従って、一
つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対
形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により
二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報告されている。Gruberら, J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
ttら J.Immunol. 147:60(1991)。
　例示的な二重特異性抗体は、ここに与えられたボールカインポリペプチドの２つの異な
るエピトープに結合しうる。あるいは、抗ボールカインポリペプチドアームは、特定のボ
ールカインポリペプチド発現細胞に細胞防御メカニズムを集中させるように、Ｔ細胞レセ
プター分子(例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７)等の白血球上のトリガー分子又
はＦｃγＲＩ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲＩＩ(ＣＤ３２)及びＦｃγＲＩＩＩ(ＣＤ１６)等のＩ
ｇＧ(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプターに結合するアームと結合しうる。また、二重特異
性抗体は特定のボールカインポリペプチドを発現する細胞に細胞障害薬を局在化させるた
めにも使用されうる。これらの抗体はボールカイン-結合アーム及び細胞障害薬又は放射
性キレート化剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴＥＴＡと結合するア
ームを有する。対象の他の二重特異性抗体はボールカインポリペプチドに結合し、そして
さらに組織因子(ＴＦ)に結合する。
【０１１８】
　　５．ヘテロ結合体抗体
　ヘテロ結合抗体も本発明の範囲内に入る。ヘテロ結合抗体は２つの共有結合した抗体か
らなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさ
せるため［米国特許第4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治療のために［WO 91/00360; WO 9
2/200373; EP 03089］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成タ
ンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考えら
れる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成すること
により、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イミ
ノチオレート及びメチル-４-メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第4,676,98
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0号に開示されているものが含まれる。
【０１１９】
　　６．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌の治療における抗体の有効
性を向上させるのが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより
、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成させるようにしてもよい。そのようにして生成
されたホモダイマー抗体は、向上した内部移行能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷
及び抗体-依存性細胞性細胞毒性(ＡＤＣＣ)を有しうる。Caron等, J. Exp. Med. 176: 11
91-1195 (1992)及びShopes, J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。また、向上した
抗腫瘍活性を持つホモダイマー抗体は、Wolff等, Cancer research 53: 2560-2565 (1993
)に記載されたような異種二官能性架橋を用いても調製しうる。あるいは、抗体は、２つ
のＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能力を向上させる
こともできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参照。
【０１２０】
　　７．免疫結合体
　本発明はまた、化学療法剤、毒素(例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性
毒素、又はその断片)などの細胞障害薬、あるいは放射性同位体(即ち、放射性結合)に結
合された抗体を含む免疫複合体にも関する。
　このような免疫結合体の生成に有用な化学療法剤は上記した。用いることのできる酵素
活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリアトキシンの非結合活性断片、(緑
膿菌からの)エクソトキシンＡ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ-
サルシン、シナアブラギリタンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、ヨウシュヤマ
ゴボウタンパク質(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、ツルレイシインヒビター、
クルシン、クロチン、サパオナリア・オフィシナリス(sapaonaria officinalis)インヒビ
ター、ゲロニン、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマ
イシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)を含む。
様々な放射性ヌクレオチドが放射性結合抗体の生成に利用可能である。例として、２１２

Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅを含む。
　抗体及び細胞障害薬の結合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、
Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート(ＳＰＤＰ)、イミノチ
オラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活
性エステル(ジスクシンイミジルスベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビ
ス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム
誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(ト
リエン２，６-ジイソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１,５-ジフルオロ-２,
４-ジニトロベンゼン等)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, S
cience 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することができる。カーボン-１４-標
識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)
は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合のためのキレート剤の例である。WO 94/11026参
照。
　他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター」(スト
レプトアビジン等)に結合されてもよく、抗体-レセプター結合体は患者に投与され、次い
で清澄化剤を用いて未結合結合体を循環から除去し、次に細胞障害薬(放射性ヌクレオチ
ド等)に結合された「リガンド」(アビジン等)を投与する。
【０１２１】
　　８．免疫リポソーム
　また、ここに開示するタンパク質、抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗
体を含むリポソームは、Epstein等, Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hw
ang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及び米国特許第4,485,045号及
び同第4,544,545号に記載されたような、この分野で知られた方法で調製される。向上し
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た循環時間を持つリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導ホ
スファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含む脂質組成物での逆相蒸発法によって
生成される。リポソームは、定められた孔サイズのフィルターを通して押し出され、所望
の径を有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、Martin等, J. Bi
ol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載されているように、ジスルフィド交換反応を介し
てリポソームに結合され得る。化学療法剤(ドキソルビシン等)は、場合によってはリポソ
ーム内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。
【０１２２】
　　９．抗体の製薬組成物
　ここで同定されたボールカインポリペプチドに特異的に結合する抗体、並びに上記に開
示したスクリーニングアッセイによって同定された他の分子は、種々の疾患の治療のため
に、製薬組成物の形態で投与することができる。
　ボールカインポリペプチドが細胞内にあり、全抗体が阻害剤として用いられる場合、取
り込める抗体が好ましい。しかし、リポフェクション又はリポソームも抗体、又は抗体断
片を細胞に導入するのために使用できる。抗体断片が用いられる場合、標的タンパク質の
結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列
に基づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持したペプチド分子が設計できる。
このようなペプチドは、化学的に合成でき、又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。
例えば、Marascoら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。ここでの
製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１つ以上の活性化合物、好ましくは互いに
悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれに加えて、
組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン又は成長阻害剤を含んでもよい。これらの分子は、
適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。
【０１２３】
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は上掲のRe
mington's Pharmaceutical Science に開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポ
リマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、
又はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は、ポリエステルヒドロゲル
（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール））
、ポリアクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγ-エチル-
Ｌ-グルタメート、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(商品名)（乳酸-グリコ
ール酸コポリマーと酢酸リュープロリドの注射可能な小球）などの分解性乳酸-グリコー
ル酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エチレン-酢酸ビニル及び乳
酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出することができるが、あ
る種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセル化された抗体が
身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることにより変性又は凝集し、
その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化をもたらす。合理的な方法
は、含まれる機構に依存する安定化について工夫することができる。例えば、凝集機構が
チオ－ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ－Ｓ結合形成であると発見された場合、安定化
はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加
剤の付加、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成されうる。
【０１２４】
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Ｇ．抗ボールカイン抗体の用途
　本発明の抗ボールカイン抗体は様々な有用性を有している。例えば、抗ボールカイン抗
体は、ボールカインの診断アッセイ、例えばその特定細胞、組織、又は血清での発現の検
出に用いられる。競合的結合アッセイ、直接又は間接サンドウィッチアッセイ及び不均一
又は均一相で行われる免疫沈降アッセイ［Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of T
echniques, CRC Press, Inc. (1987) pp. 147-158］等のこの分野で知られた種々の診断
アッセイ技術が使用される。診断アッセイで用いられる抗体は、検出可能な部位で標識さ
れる。検出可能な部位は、直接又は間接に、検出可能なシグナルを発生しなければならな
い。例えば、検出可能な部位は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ又は１２５Ｉ等の放射性
同位体、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン又はルシフェリン等の蛍光又は
化学発光化合物、あるいはアルカリホスファターゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ又はセイ
ヨウワサビペルオキシダーゼ等の酵素であってよい。抗体に検出可能な部位を抱合させる
ためにこの分野で知られた任意の方法が用いられ、それにはHunterら, Nature 144:945 (
1962)；Davidら, Biochemistry, 13: 1014 (1974)；Painら, J. Immunol. Meth., 40:219
 (1981)；及びNygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に記載された方法
が含まれる。
【０１２５】
　また、抗ボールカイン抗体は、組換え細胞培養又は天然供給源からのボールカインのア
フィニティー精製にも有用である。この方法においては、ボールカインに対する抗体を、
当該分野でよく知られている方法を使用して、セファデックス樹脂や濾紙のような適当な
支持体に固定化する。次に、固定化された抗体を精製するボールカインを含む試料と接触
させた後、固定化された抗体に結合したボールカイン以外の試料中の物質を実質的に全て
除去する適当な溶媒で支持体を洗浄する。最後に、ボールカインを抗体から脱離させる他
の適当な溶媒で支持体を洗浄する。
　以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限
定することを意図するものではない。
　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む
。
【実施例】
【０１２６】
　実施例で言及されている全ての市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従
い使用した。ＡＴＣＣ受託番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されてい
る細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バージ
ニアである。
【０１２７】
実施例１：ヒトボールカインをコードするｃＤＮＡクローンの単離
　Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の既知の分泌タンパク質からの細胞外ドメ
イン（ECD）配列（もしあれば、分泌シグナル配列を含む）を、配列データベースの検索
に使用した。データベースは、公的データベース（例えば、GenBank）と私的ＥＳＴＤＮ
Ａデータベース（LIFESEQTM, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA）を含んでいた。
検索は、コンピュータプログラムBLAST又はBLAST-2（Altschul等, Methods in Enzymolog
y 266: 460-480 (1996)）を用いて、ＥＣＤタンパク質配列と配列の６フレーム翻訳との
比較として実施した。既知のタンパク質をコードせず、BLASTスコア７０（９０の場合も
ある）又はそれ以上となる比較物は、プログラム「phrap」（Phil Green, University of
 Washington, Seattle, WA; http://bozeman.mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.htm
l）で集団化してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。
　phrapを用いて他のＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。そのコン
センサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象の配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定
するため、及び２）ボールカインの全長コード化配列のクローンを単離するプローブとし
て用いるためにオリゴヌクレオチドを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一
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般的に２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰ
ＣＲ産物を与えるために設計される。プローブ配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長である
。幾つかの場合には、コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいときに付加的な
オリゴヌクレオチドが合成される。全長クローンについて幾つかのライブラリをスクリー
ニングするために、ライブラリからのＤＮＡを、上掲のAusubel等, Current Protocols i
n Molecular Biologyにあるように、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によりスクリー
ニングした。ついで、ポジティブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド及びプライ
マー対の一方を用いて対象とする遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した。
【０１２８】
　一対のPCRプライマー（正方向と逆方向）を合成した：
正方向PCRプライマー 5'-CAGCGCCCTCCCCATGTCCCTG-3' (配列番号：３)
逆方向PCRプライマー 5'-TCCCAACTGGTTTGGAGTTTTCCC-3' (配列番号：４)
　また、合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションプローブを次のヌクレオチド配
列を有するコンセンサス配列から構築した： 
ハイブリダイゼーションプローブ
5'-CTCCGGTCAGCATGAGGCTCCTGGCGGCCGCTGCTCCTGCTGCTG-3' (配列番号：５)。
　全長クローンソースの幾つかのライブラリをスクリーニングするために、上で特定した
ＰＣＲプライマイー対を用いたＰＣＲ増幅によってライブラリのＤＮＡをスクリーニング
した。ついでポジティブなライブラリを用いて、プローブオリゴヌクレオチドとＰＣＲプ
ライマーの一方を用いてボールカイン遺伝子をコードするクローンを単離した。
　ｃＤＮＡライブラリの構築のためのＲＮＡはヒト胎児腎臓組織から単離した。ｃＤＮＡ
クローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、Invitrogen, San Diego, CAからのもの
等の市販試薬を用いて標準的な方法によって作成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含む
オリゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプターに結合させ、Ｎｏ
ｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニングベクタ
ー（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体
である；Holmes等, Science, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独特のＸｈｏＩ及びＮｏ
ｔＩ部位において、所定の方向でクローニングした。
　上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列決定により、ボールカインの全長ＤＮＡ配
列（配列番号：１）及びボールカインの誘導タンパク質配列が得られた。
【０１２９】
　ボールカインの全ヌクレオチド配列は図１（配列番号：１）に示される。ボールカイン
配列は単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置１６７－１６９に
見かけの翻訳開始部位［上掲のKozakら］を持ち、ヌクレオチド位置５００－５０２の終
止コドンで終端する。予測されるポリペプチド前駆体は１１１アミノ酸長である（図２（
配列番号：２））。ボールカインはＡＴＣＣに寄託した。寄託したクローンが実際の配列
を含み、ここに提供される配列は現在の配列決定技術に基づく単なる代表的なものである
ことが理解される。更に、ここに提供された配列と普遍的な遺伝暗号の知識があれば、任
意の与えられたアミノ酸に対応するヌクレオチドを常套的に特定することができ、またそ
の逆もしかりである。
　完全長ボールカインポリペプチドのアミノ酸配列の分析により、その部分がヒトマクロ
ファージタンパク-２、サイトカイン誘発好中球化学誘引物質２、及び好中球化学走化性
因子２-ベータと配列同一性を有していることが示唆され、これはボールカインは新規な
ケモカインであることが示している。
　更に以下において検討するように、ｃＤＮＡをバキュロウイルスベクター中にサブクロ
ーニングし、Ｃ末端タグＩｇＧ融合タンパク質として昆虫細胞中に発現させた。得られた
タンパク質のＮ末端配列決定により、シグナル配列切断部位が同定され、７７アミノ酸の
成熟ポリペプチドが得られた。他のヒトＣＸＣケモカインと３１－４０％の同一性を示す
成熟配列は４のカノニカルなシステイン残基を含むがＥＬＲモチーフを欠いている。
【０１３０】
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実施例２：ボールカインコード化ＤＮＡのハイブリダイゼーションプローブとしての使用
　以下の方法はボールカインをコードしているヌクレオチド配列のハイブリダイゼーショ
ンプローブとしての使用を記載するものである。
　全長ボールカインのコード化配列（図１に示す、配列番号：１）を含んでなるＤＮＡを
、ヒト組織ｃＤＮＡライブラリ又はヒト組織ゲノムライブラリでの相同的ＤＮＡ（例えば
、ボールカインの天然に生じる変異体をコードしているもの）をスクリーニングするため
のプローブとして用いる。
　いずれかのライブラリーＤＮＡを含むフィルターのハイブリダイゼーション及び洗浄を
以下の高緊縮条件下で実施する。放射標識ボールカイン誘導プローブのフィルターへのハ
イブリダイゼーションは、５０％ホルムアルデヒド、５ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、０．
１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘデンハード溶
液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中で、４２℃において２０時間実施される。フィ
ルターの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で実施される。
　ついで、全長天然配列ボールカインをコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤ
ＮＡは、この分野で知られた標準的な方法を用いて同定できる。
【０１３１】
実施例３：大腸菌におけるボールカインポリペプチドの発現
　この実施例は、大腸菌中における組み換え発現によるボールカインポリペプチドの非グ
リコシル化型の調製を例証する。
　ボールカインコード化DNA配列（配列番号：１）は選択されたＰＣＲプライマーを利用
して最初に増幅される。このプライマーは、選択された発現ベクター上の制限酵素部位に
対応する制限酵素部位を含まなければならない。様々な発現ベクターを使用することがで
きる。適したベクターの例としては、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性に対する遺
伝子を含むpBR322(大腸菌由来;Bolivarら, Gene, 2:95 (1997)を参照のこと)がある。ベ
クターは制限酵素によって消化され、脱リン酸化される。ついで、ＰＣＲ増幅配列がベク
ターにライゲーションされる。ベクターは好ましくは抗生物質耐性遺伝子、trpプロモー
ター、ポリhisリーダー(最初の６つのSTIIコドン、ポリhisリーダー、及びエンテロキナ
ーゼ切断部位を含む)、ボールカインコード領域、ラムダ転写集結因子及びargU遺伝子を
コードする配列を含む。
【０１３２】
　ついで、上掲のSambrookらに記載されている方法を用いて選択された大腸菌株を形質転
換するために、このライゲーション混合物を利用した。形質転換体をＬＢプレート上での
その増殖能力によって同定し、ついで抗生物質耐性コロニーを選択する。プラスミドDNA
を単離し、それを制限酵素分析及びDNA配列決定によって確認することができる。
　選択されたクローンを、抗生物質が補填されたＬＢブロスのような液体培地で一晩かけ
て増殖させることができる。この一晩の培養を、引き続きより大きなスケールでの培養を
播種するために使用してもよい。細胞を所望の光学密度になるまで増殖させると、その間
に発現プロモーターが作用し始める。
　更に数時間、細胞を培養した後に、遠心分離によって細胞を収集することが可能である
。遠心分離によって得られた細胞ペレットは、当該分野で公知の様々な薬剤を使用して可
溶化でき、ついで、この溶解したボールカインタンパク質を、タンパク質の堅固な結合を
可能にする条件下において金属キレート化カラムを用いて精製すること可能である。
【０１３３】
実施例４：哺乳動物細胞におけるボールカインポリペプチドの発現
　この実施例は、哺乳動物細胞における組換え発現によるグリコシル化した形態のボール
カインの調製を例証する。
　発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５(1989年3月15日公開のEP307,247参照）を用いる
。場合によっては、ボールカイン ＤＮＡを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結合させ
、上記のSambrook等に記載されたようなライゲーション方法を用いてボールカインＤＮＡ
を挿入させる。得られたベクターは、ｐＲＫ５-ボールカインと呼ばれる。
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　一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞でもよい。ヒト２９３細胞（ATCC C
CL 1573）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及び／又は抗生物質を添加した
ＤＭＥＭなどの培地中で組織培養プレートにおいて増殖させて集密化した。約１０μｇの
ｐＲＫ５-ボールカインＤＮＡを約１μｇのＶＡ ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［Thimmapp
ayaら, Cell, 31:543 (1982))］と混合し、５００μｌの１ｍＭ トリス-ＨＣｌ、０．１
ｍＭ ＥＤＴＡ、０．２２７Ｍ ＣａＣｌ２に溶解させる。この混合物に、５００μｌの５
０ｍＭ ＨＥＰＥＳ(ｐＨ７．３５)、２８０ｍＭ ＮａＣｌ、１．５ｍＭ ＮａＰＯ４を一
滴づつ添加し、２５℃で１０分間析出物を形成させた。析出物を懸濁し、２９３細胞に加
えて３７℃で約４時間定着させる。培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ中２０%グリセロール
を３０秒間添加した。２９３細胞は、ついで無血清培地で洗浄し、新鮮な培地を添加し、
細胞を約５日間インキュベートする。
【０１３４】
　形質移入の約２４時間後、培地を除去し、培地（単独）又は２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ
-システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ-メチオニンを含む培地で置換した。１２時間
のインキュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで濃縮し、１６%ＳＤ
Ｓゲルに添加した。処理したゲルを乾燥させ、ボールカインポリペプチドの存在を現す選
択された時間にわたってフィルムにさらした。形質転換した細胞を含む培地に、更なるイ
ンキュベーションを施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオアッセイで試験する
。
　これに代わる方法では、ボールカインは、Somparyracら, Proc. Natl. Acad. Sci., 12
:7575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過的に導入される
。２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで増殖させ、７００μｇのｐＲＫ５-
ボールカイン ＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心分離によって
濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。DNA-デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で４時間インキュ
ベートした。細胞を２０%グリセロールで９０秒間処理し、組織培地で洗浄し、組織培地
、５μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェリンを含むスピ
ナーフラスコに再度導入した。約４日後に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び細
胞片を除去した。次いで発現されたボールカインを含む試料を濃縮し、透析及び／又はカ
ラムクロマトグラフィー等の選択した方法によって精製した。
【０１３５】
　他の実施態様では、ボールカインをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ５-
ボールカインは、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ-デキストランなどの公知の試薬を用いてＣＨ
Ｏ細胞に形質移入することができる。上記したように、細胞培地をインキュベートし、培
地を培養培地（単独）又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含む培地に置換すること
ができる。ボールカインポリペプチドの存在を同定した後、培地を無血清培地に置換して
もよい。好ましくは、培地を約６日間インキュベートし、次いで条件培地を収集する。次
いで、発現されたボールカインを含む培地を濃縮して、任意の選択した方法によって精製
することができる。
　また、エピトープタグボールカインは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい。ボ
ールカインはｐＲＫ５ベクターからサブクローニングしてもよい。サブクローン挿入物は
、ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベクター中のポリ-hisタグ等の選択されたエピト
ープタグを持つ枠に融合できる。ポリ-hisタグボールカイン挿入物は、次いで、安定なク
ローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブクロ
ーニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４０誘導ベクターで（上記のように）形質移
入した。発現を確認するために、上記のように標識化を行ってもよい。発現されたポリ-h
isタグボールカインを含む培地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋-キレートアフィニティクロ
マトグラフィー等の選択された方法により精製できる。
【０１３６】
実施例５：酵母菌でのボールカインポリペプチドの発現
　以下の方法は、酵母菌中でのボールカインの組換え発現を記載する。最初に、ADH2/GAP
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DHプロモーターからのボールカインの細胞内生産又は分泌のための酵母菌発現ベクターを
作成する。ボールカインをコードするＤＮＡ及びプロモーターを選択したプラスミドの適
当な制限酵素部位に挿入してボールカインの細胞内発現を指示する。分泌のために、ボー
ルカインをコードするＤＮＡを選択したプラスミドに、ADH2/GAPDHプロモーターをコード
するＤＮＡ、天然ボールカインシグナルペプチド又は他の哺乳動物シグナルペプチド、又
は、例えば酵母菌α因子又はインベルターゼ分泌シグナル／リーダー配列、及び（必要な
らば）ボールカインの発現のためのリンカー配列とともにクローニングすることができる
。
　酵母菌株AB110酵母菌株は、ついで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択された発
酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１０%トリクロロ酢酸での沈降及び
ＳＤＳ-ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクーマシーブルー染色でゲルの染色をする
ことができる。
　続いて組換えボールカインは、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、次い
で選択されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び精製
できる。ボールカインを含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラフィー樹脂を用い
てさらに精製してもよい。
【０１３７】
実施例６：ボールカインポリペプチドに結合する抗体の調製
　この実施例は、ボールカインに特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例示す
る。
　モノクローナル抗体の生産のための技術は、当該分野で知られており、例えば上記のGo
dingに記載されている。用いることができる免疫原は、精製ボールカイン、ボールカイン
を含む融合タンパク質、細胞表面に組換えボールカインを発現する細胞を含む。免疫原の
選択は、当業者が過度の実験をすることなくなすことができる。
　Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に
１－１００マイクログラムで注入したボールカイン免疫原で免疫化する。あるいは、免疫
原をＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemical Research, ハミルトン, モンタ
ナ）に乳化し、動物の後フットパッドに注入してもよい。免疫化したマウスは、ついで１
０から１２日後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。そ
の後、数週間、マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗ボールカイン抗体の検出
のためのエライザアッセイで試験するために、レトロオービタル出血からの血清試料をマ
ウスから周期的に採取してもよい。
【０１３８】
　適当な抗体力価が検出された後、抗体に「陽性」の動物に、ボールカイン静脈内注射の
最後の注入をすることができる。3から4日後、マウスを屠殺し、脾臓細胞を取り出した。
次いで脾臓細胞を（３５%ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣから番号CRL1597
で入手可能なP3X63AgU.1等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融合させた。融合により
ハイブリドーマ細胞が生成され、ついで、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、及
びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハイブ
リッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害した。
　ハイブリドーマ細胞は、ボールカインに対する反応性についてのエライザでスクリーニ
ングされる。ボールカインに対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「陽性（ポジテ
ィブ）」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
　陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ボールカイン
モノクローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組織培
養フラスコ又はローラーボトルで増殖させることもできる。腹水中に生成されたモノクロ
ーナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフィ－を
用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親和性に
基づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【０１３９】
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実施例７：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのボールカインポリペプチドの発現
　以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるボールカインポリペプチドの
組換え発現を記載する。
　一般に、ボールカインをコードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれる
エピトープタグの上流に融合させる。このようなエピトープタグは、ポリ-hisタグ及び免
疫グロブリンタグ（IgGのFc領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Novagen）などの市販さ
れているプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることがで
きる。簡単には、ボールカインコード化ＤＮＡ又はボールカインコード化ＤＮＡの所望部
分（例えば膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列）が、５'及び３'領域に
相補的なプライマーでのＰＣＲにより増幅される。５'プライマーは、隣接する（選択さ
れた）制限酵素部位を包含していてもよい。生産物は、ついで、選択された制限酵素で消
化され、発現ベクターにサブクローニングされる。
　ついで断片をその各部位を介してpb.PH.IgG中にサブクローニングした。pb.PH.IgGプラ
スミドはｐＶＬ１３９３プラスミド（Pharmingen）の誘導体であり、クローニング部位の
下流にヒトＩｇＧ遺伝子のＦｃ領域をコードしている。
　一般に組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイルス
ＤＮＡ（Pharmingen）を、Spodoptera frugiperda（「Sf9」）細胞（ATCC CRL 1711）中
にリポフェクチン（GIBCO-BRLから市販）を用いて同時形質移入することにより作成され
る。２８℃で４－５日インキュベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅
に用いた。ウイルス感染及びタンパク質発現は、O'Reilleyら, Baculovirus expression 
vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されて
いるように実施した。
【０１４０】
　この場合、pb.PH.SST DNA.IgGプラスミドを、１０％仔ウシ血清（ＦＢＳ）（Hyclone）
を補填したＨｉｎｋのＴＮＭ-ＦＨ培地（JRH Biosciences）中で成長させた１０５のＳｆ
９細胞中にリポフェクチン（Gibco BRL）を使用してBaculogoldバキュロウイルスＤＮＡ
（Pharmingen）と共に同時形質移入した。細胞を２８℃で５日間インキュベートした。上
清を集めた後、１０の近似感染効率（ＭＯＩ）で１０％ＦＢＳを補填したＨｉｎｋのＴＮ
Ｍ-ＦＨ培地中でＳｆ９細胞を感染させることによって第一回ウイルス増幅に使用した。
細胞を２８℃で３日間インキュベートした。上清を集め、組換えボールカイン-ＩｇＧの
発現を、３０μＬのプロテイン-ＡセファロースＣＬ-４Ｂビーズ（Pharmacia）へ１ｍＬ
の上清をバッチ結合させた後、クーマシーブルー染色によって既知の濃度のタンパク質標
準マーカーと比較する続くＳＤＳ-ＰＡＧＥによって決定した。
　最初のウイルス増幅上清を用いて、０．１の近似ＭＯＩでＥＳＦ-９２１培地（Express
ion Systems LLC）中で成長させたＳｆ９細胞の５００ｍＬの撹拌培養物を感染させた。
細胞を２８℃で３日間インキュベートした。上清を集めて濾過した。バッチ結合とＳＤＳ
-ＰＡＧＥ分析を繰り返して撹拌培養物中の発現を確認した。続いて５００ｍＬの上清を
精製にまわした。
【０１４１】
　一般に、発現されたポリ-hisタグボールカインポリペプチドは、次に、例えばＮｉ２+-
キレートアフィニティクロマトグラフィーにより次のようにして精製される。抽出物は、
Rupertら, Nature, 362:175-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組換
えＳｆ９細胞から調製される。簡便には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー
（２５ｍＬのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭのＥＤＴ
Ａ；１０％グリセロール；０．１％のＮＰ-４０；０．１ＭのＫＣｌ）中に再懸濁し、氷
上で２回２０秒間超音波処理する。超音波処理物を遠心分離で透明化し、上清を充填バッ
ファー（５０ｍＭのリン酸塩、３００ｍＭＮａＣｌ、１０%のグリセロール、ｐＨ７．８)
で５０倍希釈し、０．４５ミクロンのフィルターで濾過する。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロー
スカラム（Qiagenから市販）を５ｍＬの総容積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍ
Ｌの充填バッファーで平衡化させる。濾過した細胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに
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充填される。カラムを、分画回収が始まる点であるＡ２８０のベースラインまで充填バッ
ファーで洗浄する。次に、カラムを、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッ
ファー（５０ｍＭのリン酸塩；３００ｍＭのＮａＣｌ、１０%のグリセロール、ｐＨ６．
０）で洗浄した。Ａ２８０のベースラインに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファ
ー中で０から５００ｍＭのイミダゾール勾配で展開した。１ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ
-ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファターゼ（Qiagen）に結合したＮｉ２＋-ＮＴＡ
でのウェスタンブロットにより分析する。溶離したＨｉｓ１０-タグボールカインポリペ
プチドを含む画分をプールして充填バッファーで透析する。
　あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ボールカインポリペプチドの精製は、例えば、
プロテインＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む既知のクロマトグラフィ
ー技術を用いて実施できる。
【０１４２】
　この場合、形質移入したＳｆ９細胞からの馴化培地（５００ｍＬ、上記を参照）を遠心
分離で集めて細胞を除去し、０．２２ミクロンフィルターで濾過した。ボールカインタン
パク質のイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）構築物を馴化培地から精製した。その馴化培地を
、２０ｍＭのリン酸Ｎａ、ｐＨ６．８バッファーで平衡にした５ｍｌのプロテインＡカラ
ム（Pharmacia）にポンプで供給した。充填後、１００ｍＭのクエン酸、ｐＨ３．５と共
に溶離前の平衡バッファーでカラムを十分に洗浄した。溶離したタンパク質を、２７５μ
Ｌの１Ｍトリス、ｐＨ９バッファーを含むチューブ中に１ｍｌの画分を収集することによ
って即座に中和させた。つづいて高度に精製したタンパク質を、２５ｍｌのＧ２５Superf
ine（Pharmacia）カラムと共に１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％の
マンニトール、ｐＨ６．８を含む貯蔵バッファー中で脱塩し、－８０℃で貯蔵した。タン
パク質の均質性をＳＤＳポリアクリルアミドゲル及びエドマン分解法によるＮ末端アミノ
酸シークエンシングによって評価した。
　ボールカインによってコードされた精製タンパク質をトリス-ＨＣｌゲルで分離し、Ｐ
ＶＤＦメンブレンにエレクトロブロッティングした。対象のバンドを切り取った後、タン
パク質産物を確認するためにエドマン分解法にかけた。
【０１４３】
実施例８：ノーザンブロット分析
　ヒト組織におけるボールカインｍＲＮＡの発現をノーザンブロット分析によって検査し
た。一般に、ヒトＲＮＡブロットを、全長ボールカインｃＤＮＡに基づいて３２Ｐ標識Ｄ
ＮＡプローブにハイブリダイズさせた；プローブはボールカインｃＤＮＡ挿入断片を消化
し精製することにより産生した。ヒト胎児ＲＮＡブロットＭＴＮ(クローンテック)及び成
人ＲＮＡブロットＭＴＮ-ＩＩ(クローンテック)をＤＮＡプローブと共にインキュベート
した。ブロットはハイブリダイゼーションバッファー(５Ｘ ＳＳＰＥ；２Ｘ デンハード
溶液；１００ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡ；５０％のホルムアミド；２％のＳＤ
Ｓ)中でプローブと共に４２℃で６０時間インキュベートした。ブロットを２Ｘ ＳＳＣ；
０．０５％のＳＤＳ中、室温で１時間、数回洗浄し、ついで０．１Ｘ ＳＳＣ；０．１％
のＳＤＳ中、５０℃で３０分間洗浄した。ブロットを終夜露出した後、リン光体イメージ
ャー分析(Fuji)により現像した。
　この場合、様々な組織由来のヒトポリ(Ａ)＋ＲＮＡを含むノーザンブロット（２μｌ／
レーン）をクローンテックから購入した。ボールカインの全コード化領域を含む４６９ｂ
ｐの断片を、それぞれ正方向及び逆方向の次の二つのプライマー：
正方向プライマー：5'AGCGCACGGCCACAGACAG3'（配列番号：６）
及び
逆方向プライマー：5'GACCCTGCGCTTCTCGTTCCA3'（配列番号：７）
を用いてＰＣＲにより増幅させた。
　ボールカイン特異的[３２Ｐ]ｄＣＴＰ標識ｃＤＮＡプローブを、この４６９ｂｐの断片
のランダムプライミング（High Prime, Boehringer Mannheim）によって合成し、導入さ
れなかったヌクレオチドを除去した（NucTrap Probe Purification Column, Stratagene
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）。メンブレンを過去に記載されているようにして（McMaster, M.T.ら, J.Immunol. 154
(8):3778, 1995）ノーザンブロットハイブリダイゼーションによって分析した。
　図３に示されるように、ボールカインｍＲＮＡ転写物が検出された。２ｋｂの転写物が
様々な組織中に低いレベルで検出された。脾臓、リンパ節、大腸において中程度の発現で
、腎臓と小腸で最も高いレベルの発現であった。肺及び刺激されていない末梢血白血球（
ＰＢＬ）では発現が検出することができない。
【０１４４】
実施例９：発現パターンを示すインサイツハイブリダイゼーション
　ホルマリン固定、パラフィン包埋した正常な及び病気のヒト胎児及び成体組織を切片化
し、脱パラフィンし、プロテイナーゼＫ（２０ｍｇ／ｍｌ）で３７℃にて１５分間脱タン
パクし、さらに、記載されているようにして（Lu L.H.及びGillett NA(Cell Vision 1: 1
69-176, 1994）、インサイツハイブリダイゼーションのために加工した。［３３-Ｐ］Ｕ
ＴＰ標識アンチセンスリボプローブを４６３ｂｐのＰＣＲ産物（ノーザン分析に対して記
載したプライマー配列）から生成した。スライドをコダックＮＴＢ２核トラックエマルシ
ョンに浸漬し４週間露出させた。
　検査した胎児組織は次のものを含む：胎盤、臍帯、肝臓、腎臓、副腎、甲状腺、肺、心
臓、大血管、食道、胃、小腸、脾臓、胸腺、膵臓、脳、眼、脊髄、体壁、骨盤及び下肢。
検査した成体組織は、肝臓、腎臓、副腎、心筋、大動脈、脾臓、リンパ節、膵臓、肺、皮
膚、大脳皮質（ｒｍ）、海馬（ｒｍ）、眼、胃、胃癌、大腸、大腸癌、甲状腺（チンパン
ジー）、副甲状腺（チンパンジー）、卵巣（チンパンジー）及び軟骨肉腫を含む。アセト
アミノフェンは肝臓障害及び肝硬変を誘発した。
【０１４５】
　結果は、暗視野（右の枠）と明視野のＨ＆Ｅ染色組織（左の枠）の双方を含む顕微鏡写
真である図４Ａ－４Ｅに示される。強いシグナルが様々なヒト組織で見られた。図４Ａは
基底層の上皮細胞中に特異的な強い発現を示した正常な皮膚を示す；表皮のこの最も深く
最も多い層は、皮膚中のかぶさる上皮細胞の全てに対する前駆体である基底膜に沿う細胞
の単細胞厚層である。下側の層（有棘層、顆粒層等々）の上皮細胞中には発現はなかった
。発現は表皮の直ぐ下にある結合組織である真皮中でまた明らかであった。図４Ｂは胎児
の腎臓を示している。胎児の腎臓では、発現は発育中の細管において特異的であり、発現
は細管上皮に見られた。図４Ｃ及び図４Ｄはそれぞれ胎児腸及び成体腸である。正常な成
人のヒト大腸及び胎児腸の切片について発現を評価した。両方の腸試料には、絨毛の固有
層内に多巣的パターンでの中程度から強い特異的発現があった。図４Ｅは発現について評
価した大脳の切片である。大脳切片では、浅皮質ニューロンのサブセット中に強い特異的
な発現があった；そのパターンは明確であり、皮質中に存在する特異的ニューロン集団で
あることが示唆される。
【０１４６】
実施例１０：混合リンパ球反応(ＭＬＲ）アッセイ（２４番）における刺激活性
　この実施例は、本発明の所定のペプチドが、Ｔリンパ球の増殖の刺激剤として活性であ
ることを示す。リンパ球の増殖を刺激する化合物は、免疫応答の増強が有益な場合に治療
的に有用である。治療剤は、ボールカインのアンタゴニストの形をとり得、例えば、ポリ
ペプチドに対するマウス-ヒトキメラ、ヒト化又はヒト抗体であり、Ｔリンパ球の増殖を
阻害することが期待される。
　このアッセイの基本的プロトコールは、Current Protocols in Immunology, unit3.12
；J E Coligan, A M Kruisbeek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober編, 国立衛生研
究所, John Wiley & Sons, Incに記載されている。
　さらに具体的には、このアッセイの一変形例では、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)を個々の
哺乳類、例えばヒトのボランティアからロイコフェレーシスにより単離する(一人のドナ
ーにはスティミュレーターＰＢＭＣを供給し、他のドナーにはレスポンダーＰＢＭＣを供
給する)。所望される場合、単離後に、細胞を仔ウシ血清及びＤＭＳＯ中で凍結する。凍
結細胞をアッセイ用培地(３７℃、５％ＣＯ２)で一晩解凍し、ついで洗浄し、３ｘ１０６
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細胞／ｍｌのアッセイ用培地(ＲＰＭＩ；１０％仔ウシ血清、１％ペニシリン／ストレプ
トマイシン、１％グルタミン、１％ＨＥＰＥＳ、１％非必須アミノ酸、１％ピルビン酸塩
)に再懸濁する。スティミュレーターＰＢＭＣは、細胞に照射する(約３００ラド)ことに
よって調製される。このアッセイは１００：１の１％又は０．１％に希釈された被験試料
、５０：１の照射を受けたスティミュレーター細胞、及び５０：１のレスポンダーＰＢＭ
Ｃ細胞の混合物を三組ウェルに蒔くことによって調製される。１００マイクロリットルの
細胞培養培地又は１００マイクロリットルのＣＤ４-ＩｇＧをコントロールとして使用す
る。ついで、ウェルを３７℃、５％ＣＯ２で４日間インキュベートする。５日目に、各ウ
ェルへトリチウム化チミジン（１．０ｍＣｉ／ウェル；Amersham）を適用する。６時間後
に細胞を３回洗浄し、ついで標識の取込を評価する。
【０１４７】
　このアッセイの他の変形例では、ＰＢＭＣをＢａｌｂ／ｃマウス及びＣ５７Ｂ６マウス
の脾臓から単離する。細胞を、アッセイ用培地（ＲＰＭＩ；１０％仔ウシ血清、１％ペニ
シリン／ストレプトマイシン、１％グルタミン、１％ＨＥＰＥＳ、１％非必須アミノ酸、
１％ピルバート）において、新たに収集した脾臓から取り出して細かく切断し、ＰＭＢＣ
を、リンパライトＭ(Lympholyte M）（Organon Teknika）上にこれらの細胞をオーバーレ
イし、２０００ｒｐｍで２０分間遠心分離し、回収し、アッセイ用培地で単核細胞層を洗
浄し、アッセイ用培地で１ｘ１０７細胞／ｍｌになるように細胞を再懸濁させることによ
って単離する。ついで、このアッセイは上述のように行われる。本発明の化合物に対する
このアッセイの結果は以下の表７に示される。コントロールに対する増加はポジティブで
あると考えられ、１８０％以上又は１８０％と同等の増加が好ましい。しかしながら、コ
ントロールより大きい全ての値は、試験タンパク質に対して刺激効果を示す。
【表７】

【０１４８】
実施例１１：皮膚血管透過性アッセイ(６４番）
　このアッセイは、ボールカインが免疫系を刺激し、動物の注射部位に単核球、好酸球及
びＰＭＮ浸潤を誘導することにより炎症を誘発し得ることを示す。この皮膚血管透過性ア
ッセイは以下のように行われる。３５０ｇ又はそれ以上の無毛モルモットにケタミン（７
０－８０ｍｇ／ｋｇ）と５ｍｇ／Ｋｇのキシラジンを筋肉内投与(ＩＭ）して麻酔をかけ
る。精製したボールカインポリペプチド又は馴化培地被験試料を、注射部位当たり１００
ｍＬで試験動物の背に皮内注射する。動物当たりおよそ１０－３０、好ましくは１６－２
４の注射部位を有することが可能である。ついで１ｍＬのエバンスブルー染料（１％の緩
衝化された生理的食塩水）を心臓内注射する。そして、注射部位の斑点を注射後１時間、
６時間及び２４時間の時点で測定する(ｍｍ直径）。動物は、注射から適当な時間経過後
に犠牲にした。各々の皮膚注射部位を切り取ってパラホルムアルデヒドに固定する。そし
て、その皮膚を、組織病理学的評価のために調製する。各々の部位は、皮膚への炎症性細
胞湿潤について評価される。可視可能な炎症細胞炎症を持つ部位は、陽性と記録される。
炎症細胞は、好中球、好酸球、単核球又はリンパ球である可能性がある。
　少なくとも、注射部位の最小血管周囲湿潤物は陽性と記録され、注射部位の湿潤物でな
いものは陰性と記録される。このアッセイにおいてボールカインは陽性であった。
【０１４９】
実施例１２：ＥＳ細胞のニューロン分化（１３７番）
　ＥＳ細胞を２日間ＥＳ＋ＬＩＦ培地［分化を停止させるため］中、２４ウェルプレート
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にてクローン密度で成長させ、小コロニーを形成させる。ついで培地を様々な量のボール
カインタンパク質を含むＬＩＦ、ＫＳＲ培地に変え、ＥＳクローンを培養物中で７日間、
成長させ分化させる。７日目に細胞を固定しニューロンマーカーＭＡＰ２に対する抗体を
用いる免疫細胞化学検査のために加工する。ニューロンの分化の程度は蛍光顕微鏡を使用
して評価する。
　ＥＳ培地－高グルコースＤＭＥＭ－１０％仔ウシ血清－ＳＣ培地補填－プラスＬＩＦ－
ＫＳＲ培地－ＧＭＥＭ－１０％ＫＳＲ［ノックアウト血清置換サプリメント］－グルタミ
ン－Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ－非必須アミノ酸－及び２－ＭＥ。固定－４％パラホルムアルデ
ヒド－３％正常ヤギ血清を伴うＰＢＳＴ［０．１％トリトン］中で１：１０００で希釈さ
れたＭＡＰ２抗体［Pharmingen］。
　結果はニューロンを含むＥＳコロニーの％と個々のコロニー内のニューロンの％として
計算する。
　ニューロンコロニーとバックグラウンドより１０ｘの細胞カウントのウェルを、陽性で
、ニューロン分化に影響を及ぼすタンパク質を含むと考える。１２４．００ｎＭの最終濃
度のボールカインはニューロン分化が陽性であるとの試験結果となった。
【０１５０】
実施例１３：特異的抗体を用いたボールカインポリペプチドの精製
　天然又は組換えボールカインポリペプチドは、タンパク質精製の分野の種々の標準的な
方法によって精製できる。例えば、プロボールカインポリペプチド、成熟ボールカインポ
リペプチド、又はプレボールカインポリペプチドは、対象とするボールカインポリペプチ
ドに特異的な抗体を用いた免疫親和性クロマトグラフィーによって精製される。一般に、
免疫親和性カラムは抗ボールカインポリペプチド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂に
共有結合させて構築される。
　ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ
（Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のいずれかにより免疫血
清から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プ
ロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精製さ
れた免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ活性化SEPHAROSETM（Pharmacia LKB Biotechnology）等
のクロマトグラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロックさ
れ、誘導体樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。
【０１５１】
　このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のボールカインポリペプチドを含む細胞か
らの画分を調製することによるボールカインポリペプチドの精製において利用される。こ
の調製物は、界面活性剤の添加又はこの分野で公知の方法により分画遠心法を介して得ら
れる全細胞又は細胞成分画分の可溶化により得られる。あるいは、シグナル配列を含む可
溶性ボールカインポリペプチドは、細胞が増殖される培地中に有用な量で分泌されうる。
　可溶性ボールカインポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラムは
ボールカインポリペプチドの好ましい吸着を可能ならしめる条件下（例えば、洗浄剤存在
下の高イオン強度バッファー）で洗浄される。ついで、カラムは、抗体／ボールカインポ
リペプチド結合を分解する条件下（例えば、約２－３といった低ｐＨ、又は高濃度の尿素
又はチオシアン酸イオン等のカオトロープ）で溶離され、ボールカインポリペプチドが回
収される。
【０１５２】
実施例１４：薬物スクリーニング
　本発明は、種々の薬物スクリーニング技術の任意のものにおいてボールカインポリペプ
チド又はその結合断片を使用することによる化合物のスクリーニングに対して特に有用で
ある。そのような試験に用いられるボールカインポリペプチド又は断片は、溶液中に遊離
した状態でも、固体支持体に固定されても、細胞表面に担持されていても、あるいは細胞
内に位置していてもよい。薬剤スクリーニングの一つの方法では、ボールカインポリペプ
チド又は断片を発現する組換え核酸で安定に形質移入される真核生物又は原核生物宿主細
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胞を利用する。薬剤は、そのような形質移入細胞に対して、競合的結合アッセイによって
スクリーニングされる。生存可能又は固定化形態のいずれかによって、このような細胞は
標準的な結合アッセイで使用できる。例えば、ボールカインポリペプチド又は断片と試験
される試薬の間での複合体の形成を測定してよい。あるいは、試験する試薬によって生ず
るボールカインポリペプチドとその標的細胞又は標的レセプターとの間の複合体形成にお
ける減少を試験することもできる。
　従って、本発明は、ボールカインポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与えうる薬剤
又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、当該分野で良く
知られている手法により、その試薬をボールカインポリペプチド又は断片に接触させ、(
ｉ)試薬とボールカインポリペプチド又は断片との間の複合体の存在について、又は(ｉｉ
)ボールカインポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体の存在について検定すること
を含む。これらの競合結合アッセイでは、ボールカインポリペプチド又は断片が典型的に
は標識される。適切なインキュベーションの後、遊離のボールカインポリペプチド又は断
片を結合形態のものから分離し、遊離又は未複合の標識の量が、特定の試薬がボールカイ
ンポリペプチドに結合する又はボールカインポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の
尺度となる。
【０１５３】
　薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持
つ化合物についてのハイスループットスクリーニングを提供し、1984年9月13日に公開さ
れたWO84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試
験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。ボ
ールカインポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はボールカインポリペプチド
と反応して洗浄される。結合したボールカインポリペプチドはこの分野で良く知られた方
法により検出される。精製したボールカインポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング
技術に使用するためにプレート上に直接被覆することもできる。さらに、非中和抗体は、
ペプチドを捕捉し、それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。
　また、本発明は、ボールカインポリペプチドに結合可能な中和抗体がボールカインポリ
ペプチド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニングア
ッセイの使用も考慮する。このようにして、抗体は、ボールカインポリペプチドで、一又
は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０１５４】
実施例１５：合理的薬物設計
　合理的薬物設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（すなわち、ボールカ
インポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニス
ト、又はインヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの例の任意のものが
、ボールカインポリペプチドのより活性で安定な形態又はインビボでボールカインポリペ
プチドに機能を促進又は阻害する薬物の創り出すのに使用できる（参考、Hodgson, Bio/T
echnology, 9: 19-21 (1991)）。
　一つのアプローチ法では、ボールカインポリペプチド、又はボールカインポリペプチド
-インヒビター複合体の三次元構造が、ｘ-線結晶学により、コンピュータモデル化により
、最も典型的には２つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明し活性部
位を決定するためには、ボールカインポリペプチドの形状及び電荷の両方が確認されなけ
ればならない。数は少ないが、ボールカインポリペプチドの構造に関する有用な情報が相
同タンパク質の構造に基づいたモデル化によって得られることもある。両方の場合におい
て、関連する構造情報は、類似ボールカインポリペプチド様分子の設計又は効果的なイン
ヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用な例は、Braxton及びWells, Bioc
hemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されているような向上した活性又は安定性を持つ分
子、又はAthaudaら,J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に示されているような天然ペプチ
ドのインヒビター、アゴニスト、又はアンタゴニストとして作用する分子を含みうる。
【０１５５】
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　また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離しその結
晶構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎を
おくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。機能的な薬理学的に活性な抗体
に対する抗-イディオタイプ抗体（抗-ids）を生成することにより、タンパク質結晶学を
バイパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの
類似物であると予測できる。抗-idは、ついで、化学的又は生物学的に製造したペプチド
のバンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファ
ーマコアとして機能するであろう。
　本発明によって、Ｘ線結晶学などの分析実験を実施するために十分な量のボールカイン
ポリペプチドが入手可能である。さらに、ここに提供したボールカインポリペプチドアミ
ノ酸配列の知識は、Ｘ線結晶学に代わる又はそれに加わるコンピュータモデル化技術で用
いられるガイダンスを提供する。
【０１５６】
材料の寄託
　次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション, 10801　ユニバーシティ
・ブルバード、マナッサス、バージニア20110-2209米国(ATCC)へ寄託した：
【表８】

【０１５７】
　これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及
びその規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から30年間、
寄託の生存培養物が維持されることを保証するものである。寄託物はブダペスト条約の条
項に従い、またジェネンテック社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣＣから入手する
ことができ、これは、何れが最初に来ようとも、関連した米国特許の発行時又は任意の米
国又は外国特許出願の公開時に、寄託培養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とする
ことを保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号886OG
638の37CFR第1.14条を含む)に従って権利を有すると米国特許庁長官が決定した者に子孫
を入手可能とすることを保証するものである。
　本出願の譲受人は、寄託した材料の培養物が、適切な条件下で培養されていた場合に死
滅もしくは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のものと速やかに取り替
えることに同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認
められた権利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない
　上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分である
と考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として意図されており、
機能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため、寄託された作成物により
、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの材料の寄託は、ここに含まれる文書
による説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側面の実施を可能にするために
不十分であることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して請求の範囲を
制限するものと解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発
明を様々に変形することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付
の請求の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【０１５８】
【図１】天然配列ボールカインｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号：１）を示し、こ
こで配列番号：１はここにおいてボールカインと命名したクローンである。
【図２】図１に示された配列番号：１のコード化配列から誘導されたアミノ酸配列（配列
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番号：２）を示す。
【図３】ボールカインをコードする核酸を分析するノーザンブロットの結果を示す。
【図４Ａ】ボールカインをコードする核酸について実施したインサイツハイブリダイゼー
ションの結果を示す顕微鏡写真である。胎児の皮膚を示し、右の枠は暗視野顕微鏡検査で
、インサイツを示し、左の枠は通常の明視野顕微鏡検査である。
【図４Ｂ】ボールカインをコードする核酸について実施したインサイツハイブリダイゼー
ションの結果を示す顕微鏡写真である。胎児の腎臓を示し、右の枠は暗視野顕微鏡検査で
、インサイツを示し、左の枠は通常の明視野顕微鏡検査である。
【図４Ｃ】ボールカインをコードする核酸について実施したインサイツハイブリダイゼー
ションの結果を示す顕微鏡写真である。胎児の腸を示し、右の枠は暗視野顕微鏡検査で、
インサイツを示し、左の枠は通常の明視野顕微鏡検査である。
【図４Ｄ】ボールカインをコードする核酸について実施したインサイツハイブリダイゼー
ションの結果を示す顕微鏡写真である。成人の腸を示し、右の枠は暗視野顕微鏡検査で、
インサイツを示し、左の枠は通常の明視野顕微鏡検査である。
【図４Ｅ】ボールカインをコードする核酸について実施したインサイツハイブリダイゼー
ションの結果を示す顕微鏡写真である。大脳を示し、右の枠は暗視野顕微鏡検査で、イン
サイツを示し、左の枠は通常の明視野顕微鏡検査である。

【図１】

【図２】

【図３】
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