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(54)【発明の名称】 ＴＮＦリガンドスーパー遺伝子ファミリーの新規のメンバーであるＦｈｍ

(57)【要約】
本発明は、ＴＮＦ遺伝子スーパーファミリーに属するＦ
ｈｍと称される新規のポリペプチドをコードする、精製
されたポリヌクレオチド；精製されたＦｈｍポリペプチ
ド分子；Ｆｈｍを結合する抗体；このような分子を含む
物質；およびこのような分子を使用する方法を提供する
。本発明の単離された核酸分子は、例えば、（ａ）配列
番号３に示すヌクレオチド配列；（ｂ）配列番号４に示
すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；（ｃ）
中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）
または（ｂ）の相補体にハイブリダイズするヌクレオチ
ド配列であって、コードされるポリペプチドは、配列番
号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド
配列；および（ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的
なヌクレオチド配列からなる群より選択されるヌクレオ
チド配列を含む。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）または（ｂ）の

相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプ

チドは、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；お

よび

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項２】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号４に示すポリペプチドに少なくとも約７０パーセント同一のポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、配列番

号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号３に示すヌクレオチド配列の対立遺伝子改変体またはスプライ

ス改変体をコードするヌクレオチド配列であって、コードされるポリペプチドが

、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号３；（ａ）；または（ｂ）のヌクレオチド配列であって、該ポリペ

プチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号３のヌ

クレオチド配列または（ａ）～（ｃ）；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｄ）の相補

体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ポリペプチドが、配列番号

４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；および

  （ｆ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項３】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号４に示すポリペ
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プチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４

に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号４に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示す

ポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号４に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示す

ポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する配列番号４に示すポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、配列番

号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号４に

示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリペプチドが、

配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

のヌクレオチド配列；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、ポリペプチドが

、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

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

    【請求項５】  請求項４に記載のベクターを含む、宿主細胞。

    【請求項６】  真核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項７】  原核生物細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。

    【請求項８】  Ｆｈｍポリペプチドを産生するためのプロセスであって、請

求項５に記載の宿主細胞を、該ポリペプチドを発現するために適切な条件下で培

養する工程、および必要に応じて、該ポリペプチドを該培養物から単離する工程
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を包含する、プロセス。

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

ド。

    【請求項１０】  前記核酸分子が、ＦｈｍポリペプチドをコードするＤＮＡ

に作動可能に連結された、ネイティブなＦｈｍポリペプチドについてのプロモー

ターＤＮＡ以外のプロモーターＤＮＡを含む、請求項８に記載のプロセス。

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

ＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍ

ｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータ

ープログラムを用いて決定される、請求項２に記載の単離された核酸分子。

    【請求項１２】  Ｆｈｍポリペプチド活性またはＦｈｍポリペプチド産生の

候補インヒビターを同定するためのプロセスであって、請求項５、６または７に

記載の細胞を、該候補インヒビターに曝露する工程、および該細胞中でのＦｈｍ

ポリペプチド活性またはＦｈｍポリペプチド産生を測定する工程、該候補インヒ

ビターに曝露された細胞におけるＦｈｍの活性を、該候補インヒビターに曝露さ

れていない細胞における活性と比較する工程を包含する、プロセス。

    【請求項１３】  Ｆｈｍポリペプチド活性またはＦｈｍポリペプチド産生の

候補刺激因子を同定するためのプロセスであって、請求項５、６または７に記載

の細胞を該候補刺激因子に曝露する工程、および該細胞におけるＦｈｍポリペプ

チド活性またはＦｈｍポリペプチド産生を測定する工程、該候補刺激因子に曝露

された細胞におけるＦｈｍの活性を、該候補刺激因子に曝露されていない細胞に

おける活性と比較する工程を包含する、プロセス。

    【請求項１４】  配列番号４に示すアミノ酸配列を含む、単離されたポリペ

プチド。

    【請求項１５】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号４に示す成熟アミノ酸配列であって、残基１で成熟アミノ末端

を含み、必要に応じてさらに、アミノ末端メチオニンを含む、成熟アミノ酸配列

；

  （ｂ）配列番号４のオルソログについてのアミノ酸配列であって、該コードさ
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れるポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、アミノ酸

配列；

  （ｃ）配列番号４のアミノ酸配列に少なくとも約７０パーセント同一であるア

ミノ酸配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性

を有する、アミノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号４に示すアミノ酸配列の

フラグメントであって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活

性を有する、フラグメント；

  （ｅ）配列番号４に示すアミノ酸配列または（ａ）～（ｃ）の少なくとも１つ

のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライス改変体のアミノ酸配列であって

、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、アミノ酸

配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号４に示すアミノ

酸配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有

する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号４に示すアミノ酸配列

であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号４に示すアミノ酸配列

であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する配列番号４に示すア

ミノ酸配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性

を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号４

に示すアミノ酸配列であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチ
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ドの活性を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１７】  配列番号４の１５１位のアミノ酸が、セリン、トレオニン

、アラニンおよびシステインからなる群より選択される、請求項１５または１６

に記載のポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号４の１５３位のアミノ酸が、バリン、イソロイシ

ン、メチオニン、ロイシン、フェニルアラニン、アラニンおよびノルロイシンか

らなる群より選択される、請求項１５または１６に記載のポリペプチド。

    【請求項１９】  配列番号４の１４５位のアミノ酸が、プロリン、アラニン

およびグリシンからなる群より選択される、請求項１５または１６に記載のポリ

ペプチド。

    【請求項２０】  配列番号４の１４６位のアミノ酸が、グルタミン酸または

アスパラギン酸からなる群より選択される、請求項１５または１６に記載のポリ

ペプチド。

    【請求項２１】  配列番号４の１４７位のアミノ酸が、トリプトファン、フ

ェニルアラニン、トレオニン、セリンおよびチロシンからなる群より選択される

、請求項１５または１６に記載のポリペプチド。

    【請求項２２】  配列番号４の１５４位のアミノ酸が、ロイシン、バリン、

イソロイシン、アラニンおよびチロシンからなる群より選択される、請求項１５

または１６に記載のポリペプチド。

    【請求項２３】  請求項１、２または３の核酸分子によってコードされる、

単離されたポリペプチド。

    【請求項２４】  前記パーセント同一性が、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡ

ＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍ

ｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムからなる群より選択されるコンピュータ

ープログラムを用いて決定される、請求項１５に記載の単離されたポリペプチド

。

    【請求項２５】  配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチドで動物を免疫す

ることによって産生される、抗体。
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    【請求項２６】  請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドを特異

的に結合する、抗体またはそのフラグメント。

    【請求項２７】  モノクローナル抗体である、請求項２６に記載の抗体。

    【請求項２８】  配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチドに結合するモノ

クローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項２９】  サンプル中のＦｈｍの量を検出または定量する方法であっ

て、Ｆｈｍポリペプチドを含むと疑われるサンプルを、請求項２５、２６または

２７に記載の抗Ｆｈｍ抗体またはフラグメントと接触させる工程、および該抗体

またはフラグメントの結合を検出する工程、を包含する、方法。

    【請求項３０】  少なくとも１つのポリペプチドを特異的に結合する選択的

結合因子またはそのフラグメントであって、該ポリペプチドが、以下：

  （ａ）配列番号４に示すアミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号４の少なくとも１つに示すアミノ酸配列のフラグメント；なら

びに

  （ｃ）（ａ）または（ｂ）の天然に存在する改変体、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、選択的結合因子またはそのフラ

グメント。

    【請求項３１】  抗体またはそのフラグメントである、請求項３０に記載の

選択的結合因子。

    【請求項３２】  ヒト化抗体である、請求項３０に記載の選択的結合因子。

    【請求項３３】  ヒト抗体またはそのフラグメントである、請求項３０に記

載の選択的結合因子。

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

項３０に記載の選択的結合因子。

    【請求項３５】  モノクローナル抗体またはそのフラグメントである、請求

項３０に記載の選択的結合因子。

    【請求項３６】  キメラ抗体またはそのフラグメントである、請求項３０に

記載の選択的結合因子。

    【請求項３７】  ＣＤＲグラフト化抗体またはそのフラグメントである、請
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求項３０に記載の選択的結合因子。

    【請求項３８】  抗イディオタイプ抗体またはそのフラグメントである、請

求項３０に記載の選択的結合因子。

    【請求項３９】  可変領域フラグメントである、請求項３０に記載の選択的

結合因子。

    【請求項４０】  ＦａｂまたはＦａｂ’フラグメントである、請求項３０に

記載の可変領域フラグメント。

    【請求項４１】  選択的結合因子またはそのフラグメントであって、配列番

号４のアミノ酸配列を有するポリペプチドについての特異性を有する少なくとも

１つの相補性決定領域を含む、選択的結合因子またはそのフラグメント。

    【請求項４２】  検出可能な標識に結合している、請求項３０に記載の選択

的結合因子。

    【請求項４３】  Ｆｈｍポリペプチドの生物学的活性を拮抗する、請求項３

０に記載の選択的結合因子。

    【請求項４４】  疾患、状態または障害を処置、予防または改善するための

方法であって、患者に、請求項３０に記載の有効量の選択的結合因子を投与する

工程を包含する、方法。

    【請求項４５】  動物を、配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドで

免疫することによって産生される、選択的結合因子。

    【請求項４６】  請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドを結合

し得る選択的結合因子を産生する、ハイブリドーマ。

    【請求項４７】  請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドおよび

薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項４８】  前記薬学的に受容可能な処方剤が、キャリア、アジュバン

ト、可溶化剤、安定剤または抗酸化剤である、請求項４７に記載の組成物。

    【請求項４９】  前記ポリペプチドが、配列番号４に示す成熟アミノ酸配列

を含む、請求項４７に記載の組成物。

    【請求項５０】  請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドの誘導

体を含む、ポリペプチド。
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    【請求項５１】  水溶性ポリマーを用いて共有結合的に改変されている、請

求項５０に記載のポリペプチド。

    【請求項５２】  前記水溶性ポリマーが、ポリエチレングリコール、モノメ

トキシ－ポリエチレングリコール、デキストラン、セルロース、ポリ－（Ｎ－ビ

ニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリマー

、ポリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化

ポリオールおよびポリビニルアルコールからなる群より選択される、請求項５１

に記載のポリペプチド。

    【請求項５３】  請求項１、２または３に記載の核酸分子および薬学的に受

容可能な処方剤を含む、組成物。

    【請求項５４】  前記核酸分子が、ウイルスベクターに含まれる、請求項５

３に記載の組成物。

    【請求項５５】  請求項１、２または３に記載の核酸分子を含む、ウイルス

ベクター。

    【請求項５６】  異種のアミノ酸配列に融合された請求項１４、１５または

１６に記載のポリペプチドを含む、融合ポリペプチド。

    【請求項５７】  前記異種のアミノ酸配列が、ＩｇＧ定常ドメインまたはそ

のフラグメントである、請求項５６に記載の融合ポリペプチド。

    【請求項５８】  哺乳動物における、減少したレベルのＦｈｍポリペプチド

によって生じる医学的状態を処置、予防または改善するための方法であって、患

者に、請求項１４、１５もしくは１６に記載のポリペプチドを、または請求項１

、２もしくは３に記載の核酸によってコードされるポリペプチドを該哺乳動物に

投与する工程を包含する、方法

    【請求項５９】  被験体における、異常なレベルのＦｈｍポリペプチドによ

って引き起こされるかまたは異常なレベルのＦｈｍポリペプチドから生じる病理

学的状態または病理学的状態に対する感受性を診断する方法であって、以下：

  （ａ）請求項１４、１５もしくは１６に記載のポリペプチドまたは請求項１、

２または３に記載の核酸分子によってコードされるポリペプチドの発現の、サン

プル中での存在または量を決定する工程；および
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  （ｂ）正常被験体またはより早い時期の該被験体由来の生物学的サンプル、組

織サンプルまたは細胞サンプル中のＦｈｍポリペプチドのレベルを比較する工程

であって、病理学的状態に対する感受性が、該ポリペプチドの発現の存在または

量に基づく、工程、

を包含する、方法。

    【請求項６０】  デバイスであって、以下：

  （ａ）移植に適切な膜；および

  （ｂ）該膜内にカプセル化された細胞

を備え、該細胞が、請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドを分泌し

、そして該膜が、タンパク質に対して透過性であり、そして該細胞に対して有害

な物質に対して不透過性である、デバイス。

    【請求項６１】  デバイスであって、以下：

（ａ）移植に適切な膜；および

（ｂ）該膜内にカプセル化されたＦｈｍポリペプチド

を備え、該膜が、該ポリペプチドに対して透過性である、デバイス。

    【請求項６２】  ポリペプチドに結合する化合物を同定する方法であって、

以下：

  （ａ）請求項１４、１５または１６に記載のポリペプチドを化合物と接触させ

る工程；および

  （ｂ）該化合物に対する該ポリペプチドの結合の程度を決定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６３】  動物におけるポリペプチドのレベルを調節する方法であっ

て、請求項１、２または３に記載の核酸分子を該動物に投与する工程を包含する

、方法。

    【請求項６４】  請求項１、２または３に記載の核酸分子を含む、トランス

ジェニック非ヒト哺乳動物。

    【請求項６５】  診断試薬であって、配列番号４に示すアミノ酸配列、また

はその対立遺伝子改変体およびスプライス改変体を含めて、そのフラグメント、

改変体もしくはホモログをコードする、検出可能に標識されたポリヌクレオチド
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を含む、診断試薬。

    【請求項６６】  前記標識されたポリヌクレオチドが、第１鎖ｃＤＮＡであ

る、請求項６５に記載の診断試薬。

    【請求項６７】  生物学的サンプル中のＦｈｍ核酸の存在を決定するための

方法であって、以下の工程：

  （ａ）Ｆｈｍ核酸を含む疑いのある生物学的サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該生物学的サンプルを、請求項６０に記載の診断試薬と、該診断試薬が

該生物学的サンプル中に含まれる該Ｆｈｍ核酸にハイブリダイズする条件下で接

触させる工程；

  （ｃ）該生物学的サンプルにおけるＦｈｍ核酸と該診断試薬との間のハイブリ

ダイゼーションを検出する工程；および

  （ｄ）該生物学的サンプルと診断試薬との間のハイブリダイゼーションのレベ

ルを、既知濃度のＦｈｍ核酸と該診断試薬との間のハイブリダイゼーションのレ

ベルと比較する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６８】  組織サンプルまたは細胞サンプルにおけるＦｈｍ核酸の存

在を検出するための方法であって、以下の工程：

  （ａ）Ｆｈｍ核酸を含む疑いのある組織サンプルまたは細胞サンプルを提供す

る工程；

  （ｂ）該組織サンプルまたは細胞サンプルを、請求項６０に記載の診断試薬と

、該診断試薬が該Ｆｈｍ核酸とハイブリダイズする条件下で接触させる工程；

  （ｃ）該組織サンプルまたは細胞サンプルにおけるＦｈｍ核酸と該診断試薬と

の間のハイブリダイゼーションを検出する工程；および

  （ｄ）該組織サンプルまたは細胞サンプルと診断試薬との間のハイブリダイゼ

ーションのレベルを、既知濃度のＦｈｍ核酸と該診断試薬との間のハイブリダイ

ゼーションのレベルと比較する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６９】  前記ポリヌクレオチド分子が、ＤＮＡである、請求項６７

または６８に記載の方法。
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    【請求項７０】  前記ポリヌクレオチド分子が、ＲＮＡである、請求項６７

または６８に記載の方法。

    【請求項７１】  Ｆｈｍポリペプチド活性のアンタゴニストであって、Ｆｈ

ｍポリペプチドについての特異性を有する、Ｆｈｍ選択的結合因子、低分子、ア

ンチセンスオリゴヌクレオチドおよびペプチドまたはそれらの誘導体からなる群

より選択される、Ｆｈｍポリペプチド活性のアンタゴニスト。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （関連出願）

  本出願は、米国特許法第１１９条の下、１９９９年８月４日に出願された米国

仮特許出願第６０／１４７，２９４号による優先権を主張する。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、組換え遺伝学の分野にある。特に、本発明は、Ｆｈｍと命名された

、ＴＮＦリガンドスーパー遺伝子ファミリーに属する新規のレセプターリガンド

およびそれをコードする核酸分子に関する。本発明はまた、ベクター、宿主細胞

、抗Ｆｈｍ抗体、およびＦｈｍポリペプチドを産生する組換え方法に関する。本

発明はまた、推定上の結合パートナー／レセプターを同定するための、組換えＦ

ｈｍポリペプチドの使用に関する。さらに、異常なＦｈｍもしくはその推定レセ

プターの異常な発現と関連する疾患の診断のための方法および試薬、ならびに異

常なＦｈｍまたはＦｈｍおよび／もしくはそのレセプターの異常な発現と関連す

る疾患の処置のための方法および薬学的組成物が提供される。本発明はまた、こ

れれらの疾患の処置における使用のための薬学的組成物を開示する。

      【０００３】

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現および操作における技術の進歩は、ヒト

ゲノムの解読に基づいた新規の治療の発見を大いに加速した。急速な核酸配列決

定技術は、現在、空前の速度で配列情報を生じ得、そしてコンピューターを使用

した分析と結び付いて、ゲノム全体への重複配列の組立ておよびポリペプチドコ

ード領域の同定を可能にする。公知のアミノ酸配列のデータベースコンパイルに

対する推定アミノ酸配列の比較は、以前に同定された配列および／または構造の

顕著な特徴に対する相同性の程度を決定することを可能にする。核酸分子のポリ

ペプチドコード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のた

めのポリペプチド産物を提供する。改変体およびその誘導体を産生するための、

核酸分子およびコードされるポリペプチドの操作は、治療薬剤として使用するた
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めの産物に対して有利な特性を与え得る。

      【０００４】

  しかし、過去１０年にわたるゲノム研究におけるかなりの技術進歩にかかわら

ず、ヒトゲノムに基づく新規の治療薬剤の開発能力は、まだ大部分実現されてい

ない。潜在的に有益なタンパク質治療薬剤をコードする多数の遺伝子、または治

療分子について「標的」として作用し得るポリぺプチドをコードする遺伝子が、

組換えＤＮＡ技術を使用して同定されたが、哺乳動物のゲノムにおける多数の遺

伝子の構造および機能は、まだ未知である。

      【０００５】

  （リガンドおよびレセプターのＴＮＦファミリーの同定および特徴付け）

  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）は、カルメットゲラン桿菌（ＢＣＧ）を感染させ、そ

して内毒素を注射したマウスおよびウサギの血清において最初に同定された。こ

れらの動物の血清におけるＴＮＦ活性は、その細胞傷害性活性および抗腫瘍活性

に基づいて認識された。ＴＮＦαといわれるこのＴＮＦ活性は、特に、活性化さ

れた単球およびマクロファージにより産生され、そして正常な増殖プロセスなら

びに種々の疾患に関係している。

      【０００６】

  ＴＮＦ－αの発見後、独立した研究によって、炎症性応答リンホトキシン－α

（ＬＴ－α）と関連する別のサイトカインが同定され、ＬＴ－αは、リンパ球に

より独占的に産生されることが示された。ＬＴ－αは次に、ＴＮＦ－αと３０％

相同であることが示され、そしてＴＮＦ－βと改名された。ＴＮＦ－αおよびＴ

ＮＦ－βは、ＬＴ－βと名付けられるさらに別のメンバーを含む遺伝子ファミリ

ーのメンバーである（Ｂｒｏｗｎｉｎｇら、Ｃｅｌｌ  ７２：８４７－８５６，

１９９３）。この３つの遺伝子は、ＭＨＣ複合体内にしっかりと連結しており、

そして類似の構成を示す。さらに、生物学的に活性な形態のＴＮＦ－αおよびＴ

ＮＦ－βは、ホモトリマーであり、そして同じ細胞表面レセプターに対して競合

することを含む、同じ生物学的活性のうちの多くを共有する（Ａｇａｒｗａｌら

、Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：６６５－６６７，１９８５）。２つの異なるが、構造

的に相同なレセプターが同定され、そして各々が、両方のリガンドを結合し、そ
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してそれらの効果を媒介することが示されている。

      【０００７】

  しかし、ＴＮＦが、急速に拡大するスーパー遺伝子ファミリーの代表的なメン

バーにすぎないことが認識されている。スーパー遺伝子ファミリーとしては、Ｔ

ＮＦ－α、ＴＮＦ－β／リンホトキシン－α（ＬＴ－α）、リンホトキシン－β

（ＬＴ－β）、ＦａｓＬ、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ２７Ｌ、４－１ＢＢＬ

、およびＴＮＦ関連アポトーシス誘導リガンド（ＴＲＡＩＬ）、ＲＡＮＫＬ、Ｇ

ＩＴＲＬおよびＴＮＦ－２が挙げられる。一般に、Ｏｒｌｉｎｉｃｋら、Ｃｅｌ

ｌ  Ｓｉｇｎａｌ，１０（８）：５４３－５５１（１９９８）を参照のこと。Ｔ

ＮＦファミリーのメンバーのリガンドと、それらの同族の細胞表面レセプターと

の相互作用の後、それらのリガンドにより誘導される、特有であるが、重複する

細胞性応答は、リンパ系統、造血系統、および他の系統の細胞における明らかに

規定される発生変化および調節変化を生じる。例えば、リガンドのＴＮＦファミ

リーは、炎症、免疫プロセスおよび造血に関わる細胞の増殖調節および分化に関

与する（Ｂａｙｅｒｔ，Ｒ．およびＦｉｒｅｓ，Ｗ．，Ｔｕｍｏｒ  Ｎｅｃｒｏ

ｓｉｓ  Ｆａｃｔｏｒ  ａｎｄ  Ｌｙｍｐｈｏｋｉｎｅｓ  ｉｎ：Ｃｙｔｏｋｉ

ｎｅｓ、編、Ａｎｔｈｏｎｙ  Ｍｉｒｅ－ＳｌｕｉｓおよびＲｏｂｉｎ  Ｔｈｏ

ｒｐｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ  ＣＡ，１９９８

）。ＴＮＦファミリーのリガンドは、寄生生物に対する免疫防御を活性化し、そ

して免疫反応および炎症プロセスにおける伝達物質として直接または間接に作用

する。しかし、ＴＮＦおよび／またはＴＮＦファミリーの他のメンバーの投与に

は、ショックおよび組織損傷のような有害な現象が付随し得る（Ｂａｙｅｒｔ，

Ｒ．およびＦｉｅｒｓ，Ｗ．，前出）。ＴＮＦファミリーのリガンドの主要な生

理学的役割は、微生物の感染、寄生生物の感染、ウイルス感染または機械的なス

トレスおよび癌に対する生物の第１線の反応である。例えば、ＴＮＦ関連アポト

ーシス誘導リガンド（ＴＲＡＩＬ）は、多数の異なる型の癌細胞ならびにウイル

スに感染された細胞のアポトーシスを誘導することが示された。

      【０００８】

  さらに、多数の観察によってまた、ＴＮＦファミリーのリガンドもまた、種々
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の病理学的状態（悪液質、トキシックショック症候群、リウマチおよび変形性関

節症のような炎症性疾患を含む）、ならびに対宿主性移植片反応（ＧＶＨＲ）の

急速な腫瘍壊死、アポトーシス、免疫刺激および寄生生物およびウイルスに対す

る耐性から生じる致死に関与するとの結論に到達した（Ｂａｙｅｒｔ，Ｒ．およ

びＦｉｅｒｓ，Ｗ．，前出）。

      【０００９】

  他のサイトカインのように、リガンドのＴＮＦファミリーのメンバーは、特異

的細胞表面レセプターを介して作用する。例外が２つあるが、これらのレセプタ

ーは、１型膜結合タンパク質である。それらの間の配列相同性は、細胞外ドメイ

ンにほとんど完全に制限される。例えば、大きさおよび結合親和性において異な

る２つのＴＮＦレセプターがクローン化されている（Ｂａｙｅｒｔ，Ｒ．および

Ｆｉｅｒｓ，Ｗ．，前出）。レセプターは両方とも、ＴＮＦ－αおよびＴＮＦ－

βを結合し、そして膜結合タンパク質である。この２つのレセプターは、ＴＮＦ

を結合する（そして２８％相同である）細胞外ドメイン、１つの膜貫通ドメイン

、およびお互いに完全に異なり、そして任意の特定の機能と関連している任意の

認識可能な構造モチーフを含まない細胞内ドメインからなる。それらの細胞外ド

メインにおける類似性に基づいて、これらのレセプターは、低親和性神経増殖因

子（ＮＧＦ）レセプター、Ｆａｓ抗原、ヒトＢリンパ球活性化分子ＣＤ４０、Ｃ

Ｄ２７、４－１ＢＢ、ＰＶ－Ｔ２、ＣＤ３０、ＴＮＦＲ－ＲＰ、ＴＲＡＩＬ－Ｒ

、ＰＶ－Ａ５３Ｒ、ＲＡＮＫ、ＧＩＴＲ、および活性化Ｔ細胞に見出されるＯＸ

４抗原を含む、レセプター遺伝子スーパーファミリーに属する（Ｓｍｉｔｈら，

Ｃｅｌｌ，７６（６）：９５９－９６２，１９９４；ＢａｋｅｒおよびＲｅｄｄ

ｙ，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１２（１）：１－９，１９９６）。

      【００１０】

  上記の膜関連レセプター分子に加え、ＴＮＦレセプタースーパーファミリーに

属する多数のレセプターは、可溶性リガンド結合タンパク質として存在する。膜

貫通レセプターの多くの可溶性形態はその後、このレセプターの細胞外リガンド

結合ドメインのみを含むと同定された。例えば、ＴＮＦレセプターの可溶性形態

は、尿および血清で見出され（米国特許第５，８４３，７８９号およびＮｏｐｈ
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ａｒら、ＥＭＢＯＪ．，９（１０）：３２６９－３２７８，１９９０を参照のこ

と）、そして細胞表面ＴＮＦ－レセプターのタンパク分解切断により生じること

が示されている（Ｗａｌｌａｃｈら、Ａｇｅｎｔｓ  Ａｃｔｉｏｎｓ  Ｓｕｐｐ

ｌ．，３５：５１－５７  １９９１）。レセプター分子のこれらの可溶性形態は

、そのレセプターに対するＴＮＦ結合を妨害するだけでなく、ＴＮＦ構造を安定

化し、そしてその活性を保存することにより、ＴＮＦ活性の調節に関係し、従っ

て、その効果のいくつかを延長する（Ａｄｅｒｋａら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ  ＆  

Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒ  Ｒｅｖｉｅｗ，７（３）：２３１－２４０，１９

９６）。

      【００１１】

  リガンドのＴＮＦファミリーのメンバーの活性は、分泌およびレセプターの発

現のレベルにおいてきちんと調節される。さらなる調節メカニズムが、細胞表面

および生物学的液体において存在する特異的な阻害タンパク質の作用により提供

される。これらの阻害タンパク質のいくつかは、レセプター分子の可溶性形態と

して同定されているが、多くのこれらのサイトカイン調節タンパク質の同定は、

まだ未知である。しかし、これらの物質の産生における異常は、種々の疾患（免

疫疾患および腫瘍性疾患を含む）の病態生理学に寄与し得る。インビボでのサイ

トカイン活性を調節する役割の上に、これらの調節分子は、非常に特異的なイン

ヒビター／抗サイトカイン因子としての治療的使用、ならびに免疫機能の診断お

よび評価における指標および種々の自己免疫疾患および悪性疾患における増殖パ

ラメーターとしての治療的使用について有意な潜在性を保持する。

      【００１２】

  健康および疾患におけるリガンド（およびそれらのレセプター）のＴＮＦファ

ミリーの重要な役割から、疾患および病理学的状態を診断および処置することに

おける使用のために、ファミリーのさらなるメンバーを同定し、単離し、そして

特徴付ける必要性が存在する。

      【００１３】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規のセリン／トレオニンキナーゼファミリーおよびその使用に関
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する。より詳細には、本発明は、新規のＦｈｍ核酸分子およびコードされるポリ

ペプチド、ならびにそれらの使用に関する。

      【００１４】

  本発明は、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる群よ

り選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）配列番号３に示すヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号４に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；

  （ｃ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）または（ｂ）の

相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペ

プチドが、配列番号３に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

および

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【００１５】

  本発明はまた、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下からなる

群より選択されるヌクレオチド配列を含む：

  （ａ）ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、Ｂ

ＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズム

からなる群より選択されるコンピュータープログラムを用いて決定した場合、４

に示すポリペプチドに少なくとも約７０、７５、８０、８５、９０、９５、９６

、９７、９８または９９パーセント同一のポリペプチドをコードするヌクレオチ

ド配列であって、このポリペプチドが、配列番号４に示すコードされるポリペプ

チドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号３に示すヌクレオチド配列の対立遺伝子改変体またはスプライ

ス改変体をコードするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペプチド

が、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号３、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列であって、このポリペ

プチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）配列番号３～４のいずれかに示す１～２５１アミノ酸残基の置換および
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／または欠失を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、そ

のコードするポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、

ヌクレオチド配列；

  （ｅ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号３また

は（ａ）～（ｄ）のヌクレオチド配列；

  （ｆ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｅ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、そのコードす

るポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチ

ド配列；ならびに

  （ｇ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【００１６】

  本発明はさらに、以下からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む単離

された核酸分子を提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号４に示すポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペプチドが

、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号４に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペプチドが、配列

番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号４に示すポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペプチドが、配列

番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する配列番号４に示すポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、そのコードするポリペプチ

ドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号４に

示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、このポリペプチドが

、配列番号４に示すコードされるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配
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列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、（ａ）～（ｅ）

のヌクレオチド配列；

  （ｇ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で（ａ）～（ｆ）のいず

れかの相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列であって、そのコードする

ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド

配列；および

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。

      【００１７】

  本発明はまた、単離されたポリペプチドを提供し、このポリペプチドは、以下

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む：

  （ａ）配列番号４に示す成熟アミノ酸配列であって、残基１で成熟アミノ末端

を含み、必要に応じてさらに、アミノ末端メチオニンを含む、成熟アミノ酸配列

；

  （ｂ）配列番号４のオルソログについてのアミノ酸配列であって、そのポリペ

プチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列；

  （ｃ）ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、Ｂ

ＬＡＳＴＸ、ＢｅｓｔＦｉｔおよびＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズム

からなる群より選択されるコンピュータープログラムを用いて決定した場合、配

列番号４のアミノ酸配列に少なくとも約７０、７５、８０、８５、９０、９５、

９６、９７、９８または９９パーセント同一であるアミノ酸配列であって、その

ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、アミノ酸配列

；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む、配列番号４に示すアミノ酸配列

のフラグメントであって、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチド

の活性を有する、フラグメント；

  （ｅ）配列番号４に示すアミノ酸配列または（ａ）～（ｃ）の少なくとも１つ

のいずれかの対立遺伝子改変体またはスプライス改変体のアミノ酸配列であって

、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、アミノ
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酸配列。

      【００１８】

  本発明はさらに、以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む単離され

たポリペプチドを提供する：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号４に示すアミノ

酸配列であって、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を

有する、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号４に示すアミノ酸配列

であって、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する

、アミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号４に示すアミノ酸配列

であって、該ポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活性を有する、

アミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮化および／またはＮ末端短縮化を有する配列番号４に示すア

ミノ酸配列であって、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプチドの活

性を有する、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮化およびＮ末

端短縮化からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する、配列番号４

に示すアミノ酸配列であって、このポリペプチドが、配列番号４に示すポリペプ

チドの活性を有する、アミノ酸配列。

      【００１９】

  上記の段落の上記（ａ）～（ｅ）のポリペプチド配列を含む融合ポリペプチド

もまた提供される。

      【００２０】

  本発明はまた、本明細書中に示す単離された核酸分子を含む発現ベクター、本

明細書中に示す組換え核酸分子を含む組換え宿主細胞、ならびにこの宿主細胞を

培養する工程および必要に応じてこのように産生されたポリペプチドを単離する

工程を包含するＦｈｍポリペプチドを産生する方法を提供する。

      【００２１】
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  Ｆｈｍポリペプチドをコードする核酸分子を含むトランスジェニック非ヒト動

物もまた本発明によって包含される。Ｆｈｍ核酸分子は、発現および増加したレ

ベルのＦｈｍポリペプチド（これは、増加した循環レベルを含み得る）を可能に

する様式で動物中に導入される。トランスジェニック非ヒト動物は好ましくは、

哺乳動物である。

      【００２２】

  本発明のＦｈｍポリペプチドの誘導体もまた提供される。

      【００２３】

  本発明のＦｈｍポリペプチドを特異的に結合し得る選択的結合因子（例えば、

抗体およびペプチド）がさらに提供される。このような抗体およびペプチドは、

作用性または拮抗性であり得る。

      【００２４】

  本発明のヌクレオチド、ポリペプチドまたは選択的結合因子、および１以上の

薬学的に受容可能な処方剤を含む薬学的組成物もまた、本発明によって包含され

る。薬学的組成物は、治療有効量の本発明のヌクレオチドまたはポリペプチドを

提供するように用いられる。本発明はまた、ポリペプチド、核酸分子および選択

的結合因子を使用する方法に関する。本発明はまた、膜中にカプセル化されたＦ

ｈｍポリペプチドを投与するためのデバイスを提供する。

      【００２５】

  本発明のＦｈｍポリペプチドおよびＦｈｍ核酸分子を用いて、本明細書中に記

載される疾患および障害を含む疾患および障害を処置、予防、改善、診断および

／または検出し得る。生物学的サンプル、細胞サンプルまたは組織サンプルにお

ける発現分析は、Ｆｈｍポリペプチドが、以下を含むがこれらに限定されない、

ＴＮＦ関連疾患の診断および／または処置において役割を果たし得ることを示唆

する：後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）、貧血、自己免疫疾患、悪疫質、癌、

大脳マラリア、糖尿病、汎発性血管内凝固症候群、甲状腺機能正常な病的症候群

（ｅｒｙｔｈｒｙｏｉｄ  ｓｉｃｋ  ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、出血性ショック、肝

炎、インスリン抵抗性、らい、白血病、リンパ腫、髄膜炎、多発性硬化症、心筋

虚血、肥満、移植器官の拒絶、慢性関節リウマチ、敗血症性ショック症候群、発
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作、成人呼吸促進症候群（ＡＲＤＳ）、結核および多数のウイルス疾患。この発

現は、診断薬剤（例えば、Ｆｈｍヌクレオチド）を用いて検出され得る。

      【００２６】

  本発明は、被験体における、異常なレベルのＦｈｍポリペプチドによって引き

起こされるかまたは異常なレベルのＦｈｍポリペプチドから生じる病理学的状態

または病理学的状態に対する感受性を診断することを包含し、これは、Ｆｈｍポ

リペプチドの発現の、サンプル中の存在または量を決定する工程；および正常被

験体またはより早い時期の該被験体のいずれか由来の生物学的サンプル、組織サ

ンプルまたは細胞サンプル中のこのポリペプチドのレベルを比較する工程であっ

て、病理学的状態に対する感受性が、このポリペプチドの発現の存在または量に

基づく、工程を包含する。

      【００２７】

  本発明はまた、Ｆｈｍポリペプチドに結合する試験分子を同定するための試験

分子をアッセイする方法を提供する。この方法は、Ｆｈｍポリペプチドを、試験

分子と接触させる工程、およびポリペプチドに対する試験分子の結合の程度を決

定する工程を含む。この方法はさらに、このような試験分子がＦｈｍポリペプチ

ドのアゴニストであるかまたはＦｈｍポリペプチドのアンタゴニストであるかを

決定する工程を包含する。本発明はさらに、Ｆｈｍポリペプチドの発現またはＦ

ｈｍポリペプチドの活性に対する分子の影響を試験する方法を提供する。

      【００２８】

  Ｆｈｍポリペプチドの発現を調節する方法およびＦｈｍポリペプチドのレベル

を調整する（すなわち、上昇または低下させる）方法もまた本発明によって包含

される。１つの方法は、動物に、Ｆｈｍポリペプチドをコードする核酸分子を投

与する工程を包含する。別の方法では、Ｆｈｍポリペプチド発現を調節または調

整するエレメントを含む核酸分子が、投与され得る。これらの方法の例としては

、本明細書中にさらに記載されるように、遺伝子治療、細胞治療およびアンチセ

ンス治療が挙げられる。

      【００２９】

  驚くべきことに、Ｆｈｍポリペプチドは、広範な範囲の原発性ヒト腫瘍におい
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て高度に発現された。それゆえ、本発明のポリペプチドおよびその有用な核酸（

ｎｕｃｌｅｉｄ  ａｃｉｄ）中間体は、バックグラウンドから形質転換された細

胞を区別する際の有用性が実証された。

      【００３０】

  本発明の別の局面では、Ｆｈｍポリペプチドは、レセプターまたはその結合パ

ートナー（「Ｆｈｍレセプター」または「Ｆｈｍ結合パートナー」）を同定する

ために用いられ得る。種々の形態の「発現クローニング」は、タンパク質または

補因子についてのレセプターをクローニングするために広範に用いられている。

例えば、ＳｉｍｏｎｓｅｎおよびＬｏｄｉｓｈ，Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｐｈａｒ

ｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１５：４３７－４４１，１９９４

およびＴａｒｔａｇｌｉａら，Ｃｅｌｌ，８３：１２６３－１２７１，１９９５

を参照のこと。ＦｈｍレセプターまたはＦｈｍ結合パートナーの単離は、Ｆｈｍ

ポリペプチドシグナル伝達経路の新規のアゴニストおよびアンタゴニストを同定

または開発するために有用である。

      【００３１】

  このようなアゴニストおよびアンタゴニストとしては、Ｆｈｍポリペプチドを

結合し得る、可溶性Ｆｈｍリガンド、抗Ｆｈｍ選択的結合因子（例えば、Ｆｈｍ

抗体およびその誘導体）、低分子、ペプチドもしくはそれらの誘導体、またはア

ンチセンスオリゴヌクレオチドが挙げられ、これらの任意のものは、本明細書中

に記載される疾患または障害を含む、１以上の疾患または障害を潜在的に処置す

るために用いられ得る。

      【００３２】

  特定の実施形態では、Ｆｈｍポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニスト

は、Ｆｈｍポリペプチドと相互作用してその活性を調節する、タンパク質、ペプ

チド、炭水化物、脂質または低分子量分子であり得る。

      【００３３】

  本発明の別の局面では、Ｆｈｍポリペプチドは、そのレセプター（「Ｆｈｍレ

セプター」）を同定するために用いられ得る。種々の形態の「発現クローニング

」は、タンパク質リガンドについてのクローンレセプターをクローニングするた
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めに広範に用いられている。例えば、Ｈ．ＳｉｍｏｎｓｅｎおよびＨ．Ｆ．Ｌｏ

ｄｉｓｈ，Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎ

ｃｅｓ，第１５巻，４３７－４４１１５：４３７－４４，１９９４およびＴａｒ

ｔａｇｌｉａら，Ｃｅｌｌ，８３：１２６３－１２７１，１９９５を参照のこと

。Ｆｈｍレセプターの単離は、Ｆｈｍポリペプチドシグナル伝達経路の新規のア

ゴニストおよびアンタゴニストを同定または開発するために有用である。このよ

うなアゴニストおよびアンタゴニストとしては、可溶性Ｆｈｍレセプター、抗Ｆ

ｈｍレセプター選択的結合因子（例えば、抗体およびその誘導体）、低分子およ

びアンチセンスオリゴヌクレオチドが挙げられ、これらの任意のものは、本明細

書中に記載される疾患または障害を含む、１以上の疾患または障害を処置するた

めに用いられ得る。

      【００３４】

  （発明の詳細な説明）

  本明細書におけるセクションの見出しは、組織化の目的のみのためであり、そ

こに記載される対象物を限定すると解釈されるべきではない。

      【００３５】

  （定義）

  用語「Ｆｈｍ遺伝子」、「Ｆｈｍ核酸分子」、または「Ｆｈｍポリヌクレオチ

ド」とは、配列番号４に記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含

むか、または本質的に配列番号４に記載のポリペプチドをコードするヌクレオチ

ド配列から構成される、配列番号３に記載のヌクレオチド配列を含むか、または

本質的に、配列番号３に記載のヌクレオチド配列から構成される核酸分子、ある

いはこれらに関する核酸分子をいう。「関連する」核酸分子は、配列番号３に示

されるヌクレオチド配列と約７０％同一であるヌクレオチド配列を含むか、また

は本質的にこのようなヌクレオチド配列から構成されるか、あるいは配列番号４

に示されるアミノ酸配列と約７０％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチ

ドをコードするヌクレオチド配列を含むか、または本質的にこのようなヌクレオ

チド配列から構成される。好ましい実施形態において、このヌクレオチド配列は

、配列番号３に示されるヌクレオチド配列に、約７５％、または約８０％、また
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は約８５％、または約９０％、または約９５、９６、９７、９８、もしくは９９

％同一であるか、あるいはこのヌクレオチド配列は、配列番号４に示されるポリ

ペプチド配列に、約７５％、または約８０％、または約８５％、または約９０％

、または約９５、９６、９７、９８、もしくは９９％同一であるポリペプチドを

コードする。関連する核酸分子はまた、上記のＦｈｍ核酸分子のフラグメントを

含み、このフラグメントは、少なくとも約１０の連続するヌクレオチド、または

約１５、もしくは約２０、もしくは約２５、もしくは約５０、もしくは約７５、

もしくは約１００、または約１００より大きい連続するヌクレオチドである。関

連する核酸分子はまた、上記のＦｈｍ核酸分子のフラグメントを含み、このフラ

グメントは、少なくとも約２５のアミノ酸残基、または約５０、もしくは約７５

、もしくは約１００、もしくは約１００より大きいアミノ酸残基のポリペプチド

をコードする。関連する核酸分子はまた、配列番号４のポリペプチドに比較して

、１～２５１アミノ酸残基の置換および／または欠失を含むか、または本質的に

これから構成されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。関連す

るＦｈｍリガンド核酸分子は、本明細書に規定される中程度または高度にストリ

ンジェントな条件下で、任意の上記の核酸分子とハイブリダイズするヌクレオチ

ド配列を含むような分子を含む。好ましい実施形態では、関連する核酸分子は、

中程度もしくは高度にストリンジェントな条件下で、配列番号３に示される配列

と、またはポリペプチド（このポリペプチドは、配列番号４に示されるアミノ酸

配列を含む）をコードする分子と、または上記の核酸フラグメントと、または上

記に規定されるポリペプチドをコードする核酸フラグメントと、ハイブリダイズ

する配列を含む。関連する核酸分子が上記の核酸のいずれかの対立遺伝子改変体

またはスプライス改変体を含むこと、そして上記のヌクレオチド配列のいずれか

に相補的な配列を含むことがまた理解される。

      【００３６】

  用語「Ｆｈｍポリペプチド対立遺伝子改変体」とは、生物体または生物体の集

団の染色体上の所定の遺伝子座を占める、いくつかの可能性のある天然に存在す

る別の形態の遺伝子の１つをいう。

      【００３７】
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  用語「Ｆｈｍポリペプチドスプライス改変体」とは、核酸分子（通常ＲＮＡ）

をいう。この核酸分子は、配列番号４に記載されるＦｈｍポリペプチドアミノ酸

配列のＲＮＡ転写物中のイントロン配列の選択的プロセシングによって生成され

る。

      【００３８】

  用語「発現ベクター」とは、宿主細胞における使用に適切であり、かつ挿入さ

れた異種核酸配列の発現を指向するか、および／または制御する核酸配列を含む

、ベクターをいう。発現は、転写、翻訳およびＲＮＡスプライシング（イントロ

ンが存在する場合）のようなプロセスを含むがこれらに限定されない。

      【００３９】

  用語「Ｆｈｍポリペプチド」とは、配列番号４および関連ポリペプチドのアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドをいう。関連ポリペプチドとしては、以下が挙げら

れる：Ｆｈｍ対立遺伝子改変体、Ｆｈｍスプライス改変体、Ｆｈｍフラグメント

、Ｆｈｍ誘導体、Ｆｈｍ置換改変体、Ｆｈｍ欠失改変体、および／またはＦｈｍ

挿入改変体、Ｆｈｍ融合ポリペプチド、ならびにＦｈｍオルソログ。Ｆｈｍポリ

ペプチドは、本明細書に規定されるように、成熟ポリペプチドであり得、そして

調製方法によっては、アミノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

      【００４０】

  用語、Ｆｈｍポリペプチドフラグメントとは、配列番号４に示されるＦｈｍポ

リペプチドの全長アミノ酸配列未満を含むペプチドまたはポリペプチドをいう。

このようなフラグメントは、例えば、アミノ末端（リーダー配列を有するかまた

は有さない）の短縮化、カルボキシ末端の短縮化、および／またはアミノ酸配列

の内部欠失から生じ得る（ここで、得られたポリペプチドは、少なくとも６アミ

ノ酸またはそれ以上の長さである）。Ｆｈｍフラグメントは、選択的ＲＮＡスプ

ライシングからか、またはインビボプロテアーゼ活性から生じ得る。

      【００４１】

  好ましい実施形態において、短縮は、約１０アミノ酸、または約２０アミノ酸

、または約５０アミノ酸、または約７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、ま

たは１００アミノ酸より多いアミノ酸を含む。このように産生されたポリペプチ
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ドフラグメントは、約２５連続するアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約

７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、または約１５０アミノ酸、または約２

００アミノ酸を含む。このようなＦｈｍポリペプチドフラグメントは、必要に応

じて、アミノ末端メチオニン残基を含み得る。このようなフラグメントは、例え

ば、Ｆｈｍポリペプチドに対する抗体を生成するために用いられ得ることが理解

される。

      【００４２】

  用語「Ｆｈｍポリペプチド改変体」とは、配列番号４に記載のＦｈｍポリペプ

チドアミノ酸配列（リーダー配列を有するか、または有さない）に比べて、１つ

以上のアミノ酸配列の置換、欠失（例えば、内部欠失および／またはＦｈｍフラ

グメント）、および／または付加（例えば、内部付加および／またはＦｈｍ融合

ポリペプチド）を含むアミノ酸配列を含むＦｈｍポリペプチドをいう。改変体は

、天然に存在し得る（例えば、Ｆｈｍポリペプチド対立遺伝子改変体、Ｆｈｍポ

リペプチドオルソログ、またはＦｈｍスプライス改変体）か、または人工的に構

築され得る。このようなＦｈｍ－ポリペプチド改変体は、このような改変体をコ

ードする対応する核酸分子から調製され得る。この核酸分子は、配列番号３に記

載の野生型Ｆｈｍ－レセプターポリペプチドのＤＮＡ配列から変化しているＤＮ

Ａ配列を有する。

      【００４３】

  用語「Ｆｈｍ融合ポリペプチド」、「Ｆｈｍ融合ポリペプチド」とは、配列番

号４に記載のポリペプチド、Ｆｈｍポリペプチド対立遺伝子改変体、Ｆｈｍポリ

ペプチドオルソログ、Ｆｈｍポリペプチドスプライス改変体、またはＦｈｍポリ

ペプチド改変体（配列番号４に記載のＦｈｍポリペプチドアミノ酸配列と比較し

て、１つ以上のアミノ酸欠失、置換、または内部付加を有する）のアミノ末端ま

たはカルボキシ末端での１つ以上のアミノ酸（例えば、異種ペプチドまたは異種

ポリペプチド）の融合物をいう。

      【００４４】

  用語「Ｆｈｍポリペプチド誘導体」とは、Ｆｈｍポリペプチド改変体、または

そのフラグメントをいい、これは、例えば、１つ以上の水溶性ポリマー、Ｎ結合
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型炭水化物、Ｏ結合型炭水化物、糖、リン酸、および／または他のこのような分

子の共有結合によって、化学的に修飾されている。このような修飾は、精製タン

パク質または粗タンパク質の標的アミノ酸残基を有機誘導体化剤（選択した側鎖

または末端残基と反応し得る）と反応させることによって分子中に導入され得る

。得られた共有誘導体は、また、生物学的活性について重要な残基を同定するこ

とを指向するプログラムにおいて有用である。この誘導体は、ポリペプチドに結

合した分子の型または位置のいずれかの点で、天然に存在するＦｈｍポリペプチ

ドとは異なる様式で改変される。誘導体はさらに、Ｆｈｍポリペプチドに天然に

結合された１つ以上の化学基の欠失を含む。

      【００４５】

  用語「生物学的に活性なＦｈｍポリペプチド」、「生物学的に活性なＦｈｍポ

リペプチドフラグメント」、「生物学的に活性なＦｈｍポリペプチド改変体」、

および「生物学的に活性なＦｈｍポリペプチド誘導体」とは、生物学的アッセイ

においてＴＮＦ－レセプタースーパー遺伝子（タンパク質）ファミリーの１つ以

上のメンバーに結合する能力のような、Ｆｈｍポリペプチドの少なくとも１つの

活性の特徴を有するＦｈｍポリペプチド（このポリペプチドは、配列番号４のア

ミノ酸配列を含む）をいう。Ｆｈｍポリペプチドの免疫学的フラグメントは、Ｆ

ｈｍフラグメントに対する抗体を宿主動物中に誘導し得るフラグメントである。

      【００４６】

  用語「Ｆｈｍポリペプチドオルソログ」とは、配列番号４に記載されるＦｈｍ

ポリペプチドアミノ酸配列に対応する別の種由来のポリペプチドをいう。例えば

、マウスおよびヒトのＦｈｍポリペプチドは、互いにオルソログであるとみなさ

れる。

      【００４７】

  用語「成熟Ｆｈｍポリペプチド」とは、リーダー配列を欠くＦｈｍポリペプチ

ドをいう。成熟Ｆｈｍポリペプチドはまた、アミノ末端（リーダー配列を有する

か、または有さない）および／またはカルボキシ末端のタンパク質分解性プロセ

シング、より長い前駆体からのより小さいポリペプチドの切断、Ｎ結合型グリコ

シル化および／またはＯ結合型グリコシル化などのようなポリペプチドの他の改
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変を含み得る。

      【００４８】

  用語「抗原」は、選択的結合因子（例えば、抗体）により結合され得る分子ま

たは分子の一部であって、そしてさらに、その各抗原のエピトープに結合し得る

抗体を産生するために動物において用いられ得る、分子または分子の一部をいう

。

      【００４９】

  用語、「ムテイン」は、Ｆｈｍポリペプチドの変異体タンパク質、ポリペプチ

ド、改変体、アナログまたはフラグメントをいう。Ｆｈｍのムテインは、欠失、

挿入、置換、点変異、短縮化、付加、転位、ＰＣＲ増幅、部位特異的変異誘発、

または当該分野で公知の他の方法によって調製され得る。

      【００５０】

  用語「有効量」および「治療的に有効な量」とは、患者に意味のある利益（す

なわち、処置、治癒、予防、または状態の緩和）をもたらすために、上記のＴＮ

Ｆレセプター遺伝子ファミリーの１つ以上のメンバーの１つ以上の生物学的活性

のレベルの観察可能な変化を支持するために必要なＦｈｍポリペプチド（または

Ｆｈｍアンタゴニスト）の量をいう。個々の活性成分について適用する場合、用

語、単独で投与される（ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ  ａｌｏｎｅ）とは、その成

分が単独であることをいう。組合せ（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）に適用される場

合、この用語は、続けてか、または同時に、組合せて投与した場合、治療効果を

生じる活性成分の組合せた量をいう。本発明を実施する際に用途を有するＦｈｍ

ポリペプチドは、天然に生じる全長ポリペプチド、または短縮化ポリペプチドも

しくは改変相同体もしくはアナログまたは誘導体もしくはペプチドフラグメント

であり得る。例示的アナログとしては、２つの種の間の１つ以上の不一致（ｄｉ

ｅｒｇｅｎｔ）アミノ酸が別の種由来の不一致アミノ酸で置換されるものが挙げ

られる。不一致アミノ酸はまた、任意の他のアミノ酸（これが保存的アミノ酸で

あっても、非保存的アミノ酸であっても）で置換され得る。

      【００５１】

  用語「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」は、当該分野で公知のように、２つ以上
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のポリペプチド分子、または２つ以上の核酸分子の配列の間にあって、この配列

を比較することによって決定される、関係をいう。当該分野では、「同一性」は

また、核酸分子またはポリペプチド配列の配列関連性の程度（この場合、おそら

く、２つ以上のヌクレオチドまたは２つ以上のアミノ酸配列のストリングの間の

一致により決定されるような）を意味する。「同一性」は、特定の算術モデルの

コンピュータープログラム（すなわち、アルゴリズム）によって位置付けられた

、ギャップ整列（もし存在するならば）を有する２つ以上の配列のより短い方の

間の同一性一致のパーセントを測定する。用語「類似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

）」は、関連の概念であるが、「同一性」とは対照的に、同一性適合および保存

的置換適合の両方を含む類似性の尺度をいう。２つのポリペプチド配列が、例え

ば、１０／２０の同一のアミノ酸を有し、そして残りが全て非保存的置換である

ならば、同一性パーセントおよび類似性ペーセントは、両方とも５０％である。

同じ例で、さらに５つの位置があり、それが保存的置換であるならば、同一性パ

ーセントは、５０％のままであるが、類似性パーセントは７５％（１５／２０）

である。従って、保存的置換が存在する場合、２つのポリペプチド配列の間の類

似性パーセントの程度は、これらの２つの配列の間の同一性パーセントよりも高

い。

      【００５２】

  用語「単離された核酸分子」とは、以下のような本発明の核酸分子をいう：（

１）タンパク質、脂質、炭水化物、または全ＤＮＡが供給源細胞から単離された

場合に一緒に天然に見出される他の物質の、少なくとも約５０％から分離された

核酸分子、（２）「単離された核酸分子」が天然において結合される、ポリヌク

レオチドの全体または部分に結合していない核酸分子、（３）天然において結合

していないポリヌクレオチドに作動可能に連結された核酸分子、または（４）比

較的大きなポリヌクレオチド配列の一部として天然に存在しない核酸分子。好ま

しくは、本発明の単離された核酸分子は、実質的に任意の他の夾雑核酸分子がな

いか、あるいはポリペプチド産生における使用、または治療用途、診断用途、予

防用途もしくは研究用途を妨害する、天然の環境において見出される他の夾雑物

を含まない。
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      【００５３】

  用語「単離されたポリペプチド」とは、以下のような本発明のポリペプチドを

いう：（１）ポリヌクレオチド、脂質、炭水化物、または供給源細胞から単離さ

れた場合に天然に見出される他の物質の、少なくとも約５０％から分離されたポ

リペプチド、（２）「単離されたポリペプチド」が天然において結合されている

ポリペプチドの全体または部分に（共有結合性の相互作用または非共有結合性の

相互作用によって）結合していないポリペプチド、（３）天然に結合されないポ

リペプチドに（共有結合性の相互作用または非共有結合性の相互作用によって）

作動可能に連結されたポリペプチド、または（４）天然に存在しないポリペプチ

ド。好ましくは、単離されたポリペプチドは、実質的に任意の他の夾雑ポリペプ

チドがないか、またはその治療用途、診断用途、予防用途または研究用途を妨害

する、天然の環境において見出される他の夾雑物を含まない。

      【００５４】

  用語「核酸配列」または「核酸分子」とは、ＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列をい

う。この用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡの任意の公知の塩基アナログから形成され

た分子を含み、例えば、以下を含むが、これらに限定されない：４－４－アセチ

ルシトシン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリジニル－シトシ

ン、シュードイソシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、

５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチ

ル－２－チオウラシル、５－カルボキシ－メチルアミノメチルウラシル、ジヒド

ロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソ－ペンテニルアデニン、１－メチルアデニン

、１－メチルシュードウラシル、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２

，２－ジメチル－グアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メ

チルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－メチルグアニ

ン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウ

ラシル、β－Ｄ－マンノシルキューオシン、５’－メトキシカルボニル－メチル

ウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデ

ニン、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、

オキシブトキソシン（ｏｘｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、シュードウラシル、キュ
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ーオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシ

ル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、Ｎ－ウラシル－５－オキシ酢酸メ

チルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、シュードウラシル、キューオシン、

２－チオシトシン、および２，６－ジアミノプリン。

      【００５５】

  用語「天然に存在する」または「ネイティブ」は、核酸分子、ポリペプチド、

宿主細胞などのような生物学的材料に関して使用される場合、天然に見出されか

つ人によって操作されていない材料をいう。同様に、「天然に存在しない」また

は「非ネイティブ」は、本明細書中において使用される場合、天然には見出され

ないか、または人によって構造的に変更されたかもしくは合成された材料をいう

。

      【００５６】

  用語「作動可能に連結された」は、隣接配列の配置方法をいうために本明細書

中に使用される。ここで、このように記載される隣接配列は、その有用な機能を

実行するように構成されるかまたは組立てられる。従って、コード配列に作動可

能に連結された隣接配列は、コード配列の複製、転写および／または翻訳をもた

らし得る。例えば、プロモーターがコード配列の転写を指向し得る場合、このコ

ード配列は、このプロモーターに作動可能に連結される。隣接配列は、正確に機

能する限り、コード配列と連続している必要はない。従って、例えば、翻訳され

ないが転写される介在配列は、プロモーター配列とコード配列との間に存在し得

、そして、このプロモーター配列はなお、このコード配列に「作動可能に連結さ

れた」とみなされ得る。

      【００５７】

  本明細書中に使用される場合、用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「

生理学的に受容可能なキャリア」は、薬学的組成物としてＦｈｍポリペプチド、

Ｆｈｍ核酸分子、またはＦｈｍ選択的結合因子の送達を、達成するかまたは増強

するために適切な１つ以上の処方材料をいう。

      【００５８】

  用語「選択的結合因子」は、Ｆｈｍポリペプチドに対して特異性を有する分子
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をいう。本明細書中に使用される場合、用語「特異的」および「特異性」は、ヒ

トＦｈｍポリペプチドに結合するがヒト非Ｆｈｍポリペプチドに結合しない、選

択的結合因子の能力をいう。しかし、選択的結合因子が、配列番号４に示される

ようなポリペプチドのオルソログ（すなわち、その種間のバージョン（例えば、

マウスポリペプチドおよびラットポリペプチド））もまた結合し得ることが、理

解される。

      【００５９】

  用語「形質導入」は、１つの細菌から別のものへの（通常、ファージによる）

遺伝子の移入をいうために使用される。「形質導入」はまた、レトロウイルスに

よる真核生物細胞配列の獲得および移入をいう。

      【００６０】

  用語「トランスフェクション」は、細胞による外来ＤＮＡまたは異種ＤＮＡの

取り込みをいうために使用される。そして、細胞は、異種ＤＮＡが細胞膜の内側

に導入された場合、「トランスフェクト」されている。多数のトランスフェクシ

ョン技術は、当該分野で周知であり、そして、本明細書中に開示される。例えば

、Ｇｒａｈａｍら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，５２：４５６，１９７３；Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍ

ａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ

ｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８９；Ｄａｖｉｓら、Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ

  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，１９８６；

およびＣｈｕら、Ｇｅｎｅ，１３：１９７，１９８１を参照のこと。このような

技術は、１つ以上の異種ＤＮＡ部分を適切な宿主細胞に導入するために使用され

得る。

      【００６１】

  用語「形質転換」は、本明細書中に使用される場合、細胞の遺伝特徴における

変化をいい、そして細胞は、変更されて新規ＤＮＡを含む場合、形質転換されて

いる。例えば、細胞は、そのネイティブな状態から遺伝的に変更された場合、形

質転換されている。トランスフェクションおよび形質導入に続いて、形質転換Ｄ

ＮＡは、細胞の染色体へ物理的に介入させることによって、細胞のＤＮＡと再び
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合わせ得、これは、複製されることなくエピソームエレメントとして一過性に維

持され得るか、またはプラスミドとして独立して複製され得る。細胞は、ＤＮＡ

が細胞の分裂と共に複製される場合、安定に形質転換されているとみなされる。

      【００６２】

  用語「ベクター」は、コード情報を宿主細胞へ移入させるために使用される、

任意の分子（例えば、核酸、プラスミド、またはウイルス）をいうために使用さ

れる。

      【００６３】

  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  関連する核酸分子が、配列番号３の核酸分子の対立遺伝子またはスプライス改

変体を含み、そして上記のヌクレオチド配列のいずれかに相補的である配列を含

むことが、理解される。関連する核酸分子はまた、配列番号４のポリペプチドと

比較して、１つ以上のアミノ酸残基の置換、変更、付加、および／または欠失を

含むか、またはこれらから本質的になるポリペプチドをコードするヌクレオチド

配列を含む。

      【００６４】

  フラグメントは、配列番号４のポリペプチドのアミノ酸残基の、少なくとも約

２５アミノ酸残基、または約５０、または約７５、または約１００、または約１

００より多いポリペプチドをコードする分子を含む。

      【００６５】

  さらに、関連するＦｈｍ核酸分子としては、本明細書中に規定されるような中

程度にストリンジェントな条件または高度にストリンジェントな条件下で、配列

番号３の核酸分子の完全な相補配列とか、配列番号４に示されるようなアミノ酸

配列を含むポリペプチドをコードする分子の完全な相補配列とか、または本明細

書中に規定されるような核酸フラグメントの完全な相補配列とか、または本明細

書中に規定されるようなポリペプチドをコードする核酸フラグメントの完全な相

補配列とハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む分子が挙げられる。ハイブ

リダイゼーションプローブは、本明細書中に提供されるＦｈｍ配列を用いて調製

されて、関連する配列に関して、ｃＤＮＡライブラリー、ゲノムライブラリー、
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または合成ＤＮＡライブラリーをスクリーニングし得る。既知の配列と有意な同

一性を示すＦｈｍポリペプチドのＤＮＡ配列および／またはアミノ酸配列の領域

は、本明細書中に記載されるような配列アラインメントアルゴリズムを用いて容

易に決定され、そしてこのような領域は、スクリーニングのためのプローブを設

計するために使用され得る。

      【００６６】

  用語「高度にストリンジェントな条件」は、配列が高度に相補的であるＤＮＡ

鎖のハイブリダイゼーションを可能にし、そして有意に不一致な（ｍｉｓｍａｔ

ｃｈｅｄ）ＤＮＡのハイブリダイゼーションを除外するように設計された条件を

いう。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、主に、温度、イオン強

度、およびホルムアミドのような変性剤の条件によって決定される。ハイブリダ

イゼーションおよび洗浄に関する「高度にストリンジェントな条件」の例は、０

．００１５Ｍ  塩化ナトリウム、０．００１５Ｍ  クエン酸ナトリウム、６５～

６８℃、または０．０１５Ｍ  塩化ナトリウム、０．００１５Ｍ  クエン酸ナト

リウム、および５０％  ホルムアミド、４２℃である。Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒ

ｉｔｓｃｈ  ＆  Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ

  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈ

ａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，

Ｎ，Ｙ．１９８９）；およびＡｎｄｅｒｓｏｎら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  

Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  ａｐｐｒｏａｃｈ、第

４章、ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ）

．Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄを参照のこと。よりストリン

ジェントな条件（例えば、より高い温度、より低いイオン強度、より高いホルム

アミド、または他の変性剤）を、使用してもよい；しかし、ハイブリダイゼーシ

ョンの速度は、影響される。他の薬剤が、非特異的なハイブリダイゼーションお

よび／またはバックグラウンドのハイブリダイゼーションを減少する目的で、ハ

イブリダイゼーション緩衝液および洗浄緩衝液に含まれ得る。例としては、０．

１％ウシ血清アルブミン、０．１％ポリビニル－ピロリドン、０．１％ピロリン

酸ナトリウム、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム（ＮａＤｏｄＳＯ４またはＳＤ
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Ｓ）、フィコール、デンハルト溶液、超音波処理されたサケ精子ＤＮＡ（または

別の非相補的ＤＮＡ）、および硫酸デキストランであるが、他の適切な薬剤もま

た、使用され得る。これらの添加物の濃度および型は、ハイブリダイゼーション

条件のストリンジェンシーに実質的に影響を与えることなく変更され得る。ハイ

ブリダイゼーション実験は、通常、ｐＨ６．８～７．４で実施されるが；代表的

なイオン強度条件において、ハイブリダイゼーションの速度は、ほとんどｐＨ独

立である。Ａｎｄｅｒｓｏｎら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｚ

ａｔｉｏｎ：ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、第４章、ＩＲＬ  Ｐ

ｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ）を参照のこと。

      【００６７】

  ＤＮＡ二重鎖の安定性に影響を与える因子としては、塩基の組成、長さおよび

塩基対不一致の程度が挙げられる。ハイブリダイゼーション条件は、当業者によ

って調整され得、これらの変数を適用させ、そして異なる配列関連性のＤＮＡが

ハイブリッドを形成するのを可能にする。完全に一致したＤＮＡ二重鎖の融解温

度は、以下の式によって概算され得る：

  Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ

）－６００／Ｎ－０．７２（％ホルムアミド）

、ここで、Ｎは、形成される二重鎖の長さであり、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイ

ゼーション溶液または洗浄溶液中のナトリウムイオンのモル濃度であり、％Ｇ＋

Ｃは、ハイブリッド中の（グアニン＋シトシン）塩基のパーセンテージである。

不完全に一致したハイブリッドに関して、融解温度は、各１％不一致に対して約

１℃ずつ減少する。

      【００６８】

  用語「中程度に」ストリンジェントな条件は、「高度にストリンジェントな条

件」下で生じ得るよりもより大きい程度の塩基対不一致を有するＤＮＡ二重鎖が

、形成し得る条件をいう。代表的な「中程度にストリンジェントな条件」の例は

、０．０１５Ｍ  塩化ナトリウム、０．００１５Ｍ  クエン酸ナトリウム、５０

～６５℃、または０．０１５Ｍ  塩化ナトリウム、０．００１５Ｍ  クエン酸ナ

トリウム、および２０％ホルムアミド、３７～５０℃である。例として、０．０
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１５Ｍ  ナトリウムイオン中、５０℃の「中程度にストリンジェントな」条件は

、約２１％の不一致を許容する。

      【００６９】

  「高度」にストリンジェントな条件と「中程度」にストリンジェントな条件と

の間に完全な区別は存在しないことが、当業者によって理解される。例えば、０

．０１５Ｍ  ナトリウムイオン（ホルムアミドなし）において、完全に一致した

長いＤＮＡの融解温度は、約７１℃である。６５℃（同じイオン強度）での洗浄

において、これは、約６％不一致を許容にする。より離れた関連する配列を捕獲

するために、当業者は、単に温度を低下させ得るか、またはイオン強度を上昇し

得る。

      【００７０】

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

おける融解温度の適切な概算は、以下：

  Ｔｍ＝１つのＡ－Ｔ塩基につき２℃＋１つのＧ－Ｃ塩基対につき４℃

によって提供される。*６×クエン酸ナトリウム塩（ＳＳＣ）におけるナトリウ

ムイオン濃度は、１Ｍである。Ｓｕｇｇｓら、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂ

ｉｏｌｏｇｙ  Ｕｓｉｎｇ  Ｐｕｒｉｆｉｅｄ  Ｇｅｎｅｓ、６８３頁、Ｂｒｏ

ｗｎおよびＦｏｘ（編）（１９８１）を参照のこと。オリゴヌクレオチドに対し

て高度にストリンジェンシーな洗浄条件は、通常、６×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ

において、このオリゴヌクレオチドのＴｍの０～５℃下の温度である。

      【００７１】

  別の実施形態において、関連する核酸分子は、配列番号３に示されるようなヌ

クレオチド配列に約７０パーセント（７０％）同一であるヌクレオチド配列を含

むかもしくはこれからなるか、または配列番号４に示されるポリペプチドに約７

０パーセント（７０％）同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

を含むかもしくはこれから本質的になる。好ましい実施形態において、このヌク

レオチド配列は、配列番号３に示されるヌクレオチド配列に、約７５パーセント

、または約８０パーセント、または約８５パーセント、または約９０パーセント

、または約９５、９６、９７、９８または９９％同一であるか、あるいは、この
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ヌクレオチド配列は、配列番号４に示されるポリペプチド配列に、約７５パーセ

ント、または約８０パーセント、または約８５パーセント、または約９０パーセ

ント、または約９５、９６、９７、９８、または９９パーセント同一であるポリ

ペプチドをコードする。

      【００７２】

  核酸配列における差異は、配列番号４のアミノ酸配列と比較して、保存的変更

のアミノ酸配列または非保存的変更のアミノ酸配列を生じ得る。

      【００７３】

  配列番号４のアミノ酸配列に対して保存的な変更（またはコード化ヌクレオチ

ドに対する対応する変更）は、天然に存在するＦｈｍポリペプチドに類似した機

能特徴および化学特徴を有するＦｈｍポリペプチドを生成する。対照的に、Ｆｈ

ｍポリペプチドの機能特徴および／または化学特徴における実質的な変更は、配

列番号４のアミノ酸配列において置換を選択することによって達成され得、これ

は、（ａ）置換領域における分子骨格の構造（例えば、シートコンフォメーショ

ンまたはらせんコンフォメーション）、（ｂ）標的部位における分子の電荷また

は疎水性、あるいは（ｃ）大部分の側鎖、の維持に対するその影響がかなり異な

る。

      【００７４】

  例えば、「保存的アミノ酸置換」は、その位置におけるアミノ酸残基の極性ま

たは電荷にほとんど影響がないか、またはこれらの影響がないような、ネイティ

ブなアミノ酸残基の非ネイティブな残基を用いた置換を含み得る。さらに、ポリ

ペプチド中の任意のネイティブな残基はまた、「アラニン走査変異誘発」に関し

て以前に記載されたように、アラニンで置換され得る。

      【００７５】

  天然に存在する残基は、共通の側鎖の特性に基づいてグループに分けられ得る

：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
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  ４）塩基性：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の方向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

      【００７６】

  非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のクラス由来

のメンバーへの交換を含み得る。このような置換された残基は、非ヒトＦｈｍポ

リペプチドオルソログと相同性であるヒトＦｈｍポリペプチドの領域、またはこ

の分子の非相同性領域に導入され得る。

      【００７７】

  このような変更を作製する場合、アミノ酸の疎水性親水性指標（ｈｙｄｒｏｐ

ａｔｈｉｃ  ｉｎｄｅｘ）が、考慮され得る。各アミノ酸は、その疎水性特徴お

よび荷電特徴に基づいて疎水性親水性指標が割り当てられる。これらは、イソロ

イシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルア

ラニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．

９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）；スレオニン（－０．７）

；セリン（－０．８）；トリプトファン（－０．９）；チロシン（－１．３）；

プロリン（－１．６）；ヒスチジン（－３．２）；グルタミン酸（－３．５）；

グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸（－３．５）；アスパラギン（－３．

５）；リジン（－３．９）およびアルギニン（－４．５）である。

      【００７８】

  タンパク質に相互作用的な生物学的機能を与える疎水性親水性アミノ酸指標の

重要性は、当該分野で理解される。Ｋｙｔｅら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１５

７：１０５－１３１，１９８２。特定のアミノ酸が、類似した疎水性親水性の指

標またはスコアを有する他のアミノ酸に置換され得、そしてなお、類似した生物

学的活性を保持するということは公知である。疎水性親水性指標に基づいて変更

を作製する際、疎水性親水性指標が±２内であるアミノ酸の置換が好ましく、疎

水性親水性指標が±１内であるアミノ酸の置換が特に好ましく、そして疎水性親

水性指標が±０．５内であるアミノ酸置換がなおより特に好ましい。

      【００７９】
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  このようなアミノ酸の置換が親水性に基づいて効果的になされ得ること、特に

、それによって作製される生物学的に機能的に等価なタンパク質またはペプチド

が本発明における場合と同様に免疫学的な実施形態において使用されることが意

図される場合になされることもまた、当該分野で理解される。タンパク質の最も

大きな局所平均親水性は、隣接アミノ酸の親水性によって支配される場合、その

免疫原性および抗原性（すなわち、そのタンパク質の生物学的特性）と相関する

。

      【００８０】

  以下の親水性値は、これらのアミノ酸残基に対して割りあてられる：アルギニ

ン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グル

タミン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；

グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン

（－０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイ

ン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－

１．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニ

ン（－２．５）；（－２．５）およびトリプトファン（－３．４）。類似した親

水性値に基づいて変更を作製する際、親水性値が±２内であるアミノ酸の置換が

好ましく、親水性値が±１内であるアミノ酸の置換が特に好ましく、そして親水

性値が±０．５内であるアミノ酸置換がなおより特に好ましい。当業者はまた、

親水性に基づいて、一次アミノ酸配列からエピトープを同定し得る。これらの領

域はまた、「エピトープコア領域」ともいわれる。

      【００８１】

  所望のアミノ酸置換（保存的または非保存的にかかわらず）は、そのような置

換が所望されるときに当業者によって決定され得る。例えば、アミノ酸置換は、

Ｆｈｍポリペプチドの重要な残基を決定するために使用され得るか、または本明

細書中に記載されるＦｈｍポリペプチドの親和性を増加もしくは減少させるため

に使用され得る。

      【００８２】

  例示的なアミノ酸置換を、表Ｉに示す。
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      【００８３】

【表１】

  当業者は、周知技術を用いて配列番号４に示されるポリペプチドの適切な改変

体を決定し得る。活性を崩壊させずに変更され得るその分子の適切な領域を決定

するために、当業者は、活性に関して重要であると考えらない領域を標的化し得

る。例えば、同じ種由来または他の種由来の、類似した活性を有する類似したポ

リペプチドが既知の場合、当業者は、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をその

ような類似したポリペプチドと比較し得る。そのような比較を用いて、当業者は
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、類似したポリペプチドの間で保存されているその分子の残基および部分を同定

し得る。そのような類似したポリペプチドに対して保存されていないＦｈｍポリ

ペプチドの領域における変化は、Ｆｈｍポリペプチドの生物学的活性および／ま

たは構造に逆の影響をおそらくほとんど与えないことが理解される。当業者はま

た、たとえ比較的保存された領域においても、活性を維持しながら天然に存在す

る残基を化学的に類似したアミノ酸で代用し得る（保存的アミノ酸残基置換）こ

とを理解する。従って、生物学的活性または構造に対して重要であり得る領域で

さえ、生物学的活性を崩壊させることなく、またはポリペプチド構造に逆の影響

を与えることなく、保存的アミノ酸置換に供され得る。

      【００８４】

  さらに、活性または構造に重要である類似したポリペプチドにおける残基を同

定する、構造－機能研究を当業者は、再検討し得る。そのような比較を考慮して

、当業者は、類似したポリペプチドにおいて活性もしくは構造に重要であるアミ

ノ酸残基に対応する、Ｆｈｍポリペプチドにおけるアミノ酸残基の重要性を予測

し得る。当業者は、Ｆｈｍポリペプチドのそのような予測された重要なアミノ酸

残基に関して、化学的に類似したアミノ酸置換を選択し得る。

      【００８５】

  当業者はまた、類似したポリペプチドにおける三次元構造に関連して、三次元

構造およびアミノ酸配列を分析し得る。そのような情報を考慮して、当業者は、

三次元構造についてＦｈｍポリペプチドのアミノ酸残基のアラインメントを推測

し得る。当業者は、タンパク質の表面上であると推測されるアミノ酸残基に対し

て急激な変更を作製しないように選択し得る。なぜなら、そのような残基は、他

の分子との重要な相互作用に関与し得るからである。さらに、当業者は、各所望

のアミノ酸残基において単一アミノ酸置換を含む試験改変体を作製し得る。次い

で、この改変体は、当業者に公知の活性アッセイを用いてスクリーニングされ得

る。そのような改変体を使用して、適切な改変体に関する情報を集め得る。例え

ば、当業者は、特定のアミノ酸残基に対する変更が、崩壊された活性、不適当に

減少された活性、または不適切な活性を生じることを発見した場合、そのような

変更を有する改変体は、回避される。言い換えると、そのような慣用的な実験か
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ら集められた情報に基づいて、当業者は、さらなる置換が単独または他の変異と

組み合わせてかのいずれかで回避されるべきであるアミノ酸を、容易に決定し得

る。

      【００８６】

  多数の科学刊行物が、二次構造の推測に向けられている。Ｍｏｕｌｔ  Ｊ．、

Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈ．、７（４）：４２２－４２７、１９９

６、Ｃｈｏｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１３（２）：２２２－２４５、１

９７４；Ｃｈｏｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１１３（２）：２１１－２２

２、１９７４；Ｃｈｏｕら、Ａｄｖ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｒｅｌａｔ．Ａｒｅａｓ

  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、４７：４５－１４８，１９７８；Ｃｈｏｕら、Ａｎｎ．

Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、４７：２５１－２７６およびＣｈｏｕら、Ｂｉｏｐ

ｈｙｓ．Ｊ．、２６：３６７－３８４、１９７８を参照のこと）。さらに、コン

ピュータープログラムが、現在利用可能であり、二次構造の予測によって補助す

る。二次構造を推測する１つの方法は、相同性モデリングに基づく。例えば、３

０％よりも大きい配列同一性、または４０％よりも大きい配列類似性を有する２

つのポリペプチドまたはタンパク質は、しばしば、類似した構造トポロジーを有

する。タンパク質構造データベース（ＰＤＢ）の近年の成長により、二次構造の

推測可能性（ポリペプチド構造またはタンパク質構造内の潜在的な折り畳みの数

を含む）の促進がもたらされた。Ｈｏｌｍら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．、

２７（１）：２４４－２４７，１９９９を参照のこと。所定のポリペプチドもし

くはタンパク質における限定された数の折り畳みが存在すること、および一旦構

造の臨界の数が決定されると、構造予測が劇的により正確になること、が示唆さ

れている（Ｂｒｅｎｎｅｒら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．、７

（３）３６９－３７６、１９９７）。

      【００８７】

  二次構造を予測するさらなる方法としては、「スレッディング（ｔｈｒｅａｄ

ｉｎｇ）」（Ｊｏｎｅｓ，Ｄ．、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ

．、７（３）：３７７－８７、１９９７；Ｓｉｐｐｌら、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、

４（１）：１５－９、１９９６）、「プロフィール分析」（Ｂｏｗｉｅら、Ｓｃ
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ｉｅｎｃｅ．２５３：１６４－１７０、１９９１；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、Ｍｅｔ

ｈ．Ｅｎｚｙｍ．、１８３：１４６－１５９、１９９０；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、８４（１３）４３５５－４３５８、１

９８７）、および「進化的連鎖（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ  ｌｉｎｋａｇｅ）

」（Ｈｏｍｅ、前出、およびＢｒｅｎｎｅｒ、前出を参照のこと）が、挙げられ

る。

      【００８８】

  好ましいＦｈｍポリペプチド改変体としては、グリコシル化改変体が挙げられ

、ここで、グリコシル化部位の数および／または種類は、配列番号４に記載され

るアミノ酸配列と比較して変更されている。１つの実施形態において、Ｆｈｍポ

リペプチド改変体は、配列番号４に記載のアミノ酸配列よりも多いかまたは少な

い数のＮ結合型グリコシル化部位を含む。Ｎ結合型グリコシル化部位は、配列Ａ

ｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒによって特徴付けられ、ここで、Ｘ

として示されるアミノ酸残基は、プロリン以外の任意のアミノ酸残基であり得る

。この配列を作製するためのアミノ酸残基の置換は、Ｎ結合型炭水化物鎖の付加

のための潜在的に新たな部位を提供する。あるいは、この配列を除去する置換は

、存在するＮ結合型炭水化物鎖を除く。また、Ｎ結合型炭水化物鎖の再配列が提

供され、ここで、一つ以上のＮ結合型グリコシル化部位（代表的には、天然にあ

る部位）が除去されて一つ以上の新しいＮ結合型部位が作製される。

      【００８９】

  さらに好ましいＦｈｍ改変体としては、システイン改変体が挙げられ、ここで

、一つ以上のシステイン残基が、配列番号４に記載されるアミノ酸と比較して、

欠失されているか、または別のアミノ酸（例えば、セリン）を置換している。シ

ステイン改変体は、Ｆｈｍポリペプチドが、不溶性封入体の単離の後のように、

生物学的に活性なコンフォメーションに折り畳まれなければならない場合に有用

である。システイン改変体は、一般的に、ネイティブなタンパク質よりも少ない

システイン残基を有し、そして代表的には、不対システインから生じる相互作用

を最少化するために偶数を有する。

      【００９０】
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  さらに、配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドまたはＦｈｍポリペプ

チド改変体は、相同なポリペプチドに融合されてホモダイマーを形成し得るか、

または異種のポリペプチドに融合されてヘテロダイマーを形成し得る。異種のペ

プチドおよびポリペプチドとしては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：Ｆｈｍ融合タンパク質の検出および／または単離を可能するためのエピトー

プ；膜貫通レセプタータンパク質またはその一部分（例えば、細胞外ドメインま

たは膜貫通および細胞内ドメイン）；膜貫通レセプタータンパク質に結合するリ

ガンドまたはその一部分；触媒活性である酵素またはその一部分；オリゴマー化

を促進するポリペプチドまたはペプチド（例えば、ロイシンジッパードメイン）

；安定性を増加するポリペプチドまたはペプチド（例えば、免疫グロブリン定常

領域）；ならびに配列番号４に記載されるアミノ酸配列を含むポリペプチドまた

はＦｈｍポリペプチド改変体とは異なる治療活性を有するポリペプチド。

      【００９１】

  融合は、配列番号４に記載されるアミノ酸配列を含むポリペプチドまたはＦｈ

ｍポリペプチド改変体のアミノ末端またはカルボキシ末端のいずれかでなされ得

る。融合は、リンカー分子またはアダプター分子なしで直接的であり得るか、あ

るいはリンカー分子またはアダプター分子を使用して間接的であり得る。リンカ

ー分子またはアダプター分子は、１つ以上のアミノ酸残基、代表的には約２０～

約５０個のアミノ酸残基であり得る。リンカー分子またはアダプター分子はまた

、ＤＮＡ制限エンドヌクレアーゼ、またはプロテアーゼの切断部位を有するよう

に設計され得て融合部分の分離を可能にする。一旦構築されると、融合ポリペプ

チドは、本明細書中に記載される方法に従って誘導され得ることが理解される。

      【００９２】

  本発明のさらなる実施形態において、配列番号４に記載されるアミノ酸配列を

含むポリペプチドまたはＦｈｍポリペプチド改変体は、ヒトＩｇＧのＦｃ領域の

一つ以上のドメインに融合される。抗体は、２つの機能的に独立した部分（「Ｆ

ａｂ」として公知の可変ドメイン（抗原に結合する）および「Ｆｃ」として公知

の定常ドメイン（食細胞による攻撃および補体活性化のようなエフェクター機能

に関係する）を含む。Ｆｃは、長い血清半減期を有し、一方、Ｆａｂは短寿命で
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ある（Ｃａｐｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ、３３７：５２５－３１、１９８９）。治療

タンパク質と一緒に構築される場合、Ｆｃドメインは、より長い半減期を提供し

得るか、またはＦｃレセプター結合、プロテインＡ結合、補体固定およびおそら

く胎盤輸送のような機能を組込み得る（同書）。表ＩＩは、当該分野で公知の特

定のＦｃ機能の使用を要約する。

      【００９３】

【表２】
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  一つの例において、ヒトＩｇＧヒンジ領域、ＣＨ２およびＣＨ３領域の全てま

たは一部は、当業者に公知の方法を使用してＦｈｍポリペプチドのＮ末端または

Ｃ末端のいずれかに融合され得る。得られるＦｈｍ融合ポリペプチドは、プロテ

インＡアフィニティーカラムの使用によって精製され得る。Ｆｃ領域に融合され

たペプチドおよびタンパク質は、融合されていない対応物よりも実質的に長い半

減期を示すことが見出された。また、Ｆｃ領域への融合は、融合ポリペプチドの

二量化／多量体化を可能にする。Ｆｃ領域は、天然に存在するＦｃ領域であり得

るか、または特定の質（例えば、治療的質、循環時間、凝集の減少など）を改善

するために変更され得る。

      【００９４】

  関連する核酸分子およびペプチドの同一性および類似性は、公知の方法によっ

て容易に計算され得る。このような方法としては、以下が挙げられるがこれらに

限定されない：Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏ

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

ｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８８；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａ

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

，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９３；Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｄａｔａ，Ｐａｒｔ  １，

Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．，およびＧｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．編，Ｈｕｍａｎａ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ，１９９４；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ

，Ｇ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，１９８７；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａ

ｌｙｓｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ，Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．およびＤｅｖｅｒｅｕｘ，

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

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

１０７３，１９８８に記載される方法。

      【００９５】

  同一性および／または類似性を決定するための好ましい方法は、試験される配

列間に最も大きな一致を与えるように設計される。同一性および類似性を決定す
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るための方法は、公に利用可能なコンピュータプログラムに記載される。２つの

配列間の同一性および類似性を決定するための好ましいコンピュータプログラム

方法としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＧＣＧプログラムパ

ッケージ（ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．，１２

：３８７，１９８４；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎ

ｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を含む

）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、およびＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら，Ｊ

．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５：４０３－４１０，１９９０）。ＢＬＡＳＴＸプ

ログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（ＢＬＡＳＴ  

Ｍａｎｕａｌ，Ａｌｔｓｃｈｕｌら、ＮＣＢ／ＮＬＭ／ＮＩＨ  Ｂｅｔｈｅｓｄ

ａ，ＭＤ  ２０８９４；Ａｌｔｓｃｈｕｌら，上記）から公に入手可能である。

周知のＳｍｉｔｈ  Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムもまた同一性を決定するため

に使用され得る。

      【００９６】

  ２つのアミノ酸配列を整列させるための特定の整列スキームは、２つの配列の

短い領域のみの一致を生じ得、この小さな整列された領域は、２つの全長配列間

に有意な関係がないとしても非常に高い配列同一性を有し得る。従って、好まし

い実施形態においては、選択された整列方法（ＧＡＰプログラム）は、標的ポリ

ペプチドの少なくとも５０個の連続するアミノ酸にわたる整列を生じる。

      【００９７】

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

ｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄ

ｉｓｏｎ，ＷＩ）を使用して、配列同一性の割合が決定される２つのポリペプチ

ドは、それらのそれぞれのアミノ酸の最適の一致（アルゴリズムによって決定さ

れる「一致したスパン（ｍａｔｃｈｅｄ  ｓｐａｎ）」）について整列される。

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

）（これは、平均ダイアゴナルの３倍として計算され；「平均ダイアゴナル」は

、使用される比較マトリクスのダイアゴナルの平均であり；「ダイアゴナル」は
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、特定の比較マトリクスによってそれぞれの完全なアミノ酸一致に割り当てられ

るスコアまたは数である）およびギャップエクステンションペナルティー（これ

は、通常ギャップオープニングペナルティーの１／１０である）、ならびにＰＡ

Ｍ２５０またはＢＬＯＳＵＭ６２のような比較マトリクスがアルゴリズムととも

に使用される。標準比較マトリクス（ＰＡＭ２５０比較マトリクスのついてＤａ

ｙｈｏｆｆら、Ａｔｌａｓ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ

  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、第５巻、補遺３５（３）、１９７８；ＢＬＯＳＵＭ６２

比較マトリクスについてＨｅｎｉｋｏｆｆら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ  ＵＳＡ、８９：１０９１５－１０９１９、１９９２）もまたアルゴリズ

ムによって使用される。

      【００９８】

  ポリペプチド配列の比較に好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられる

：

  アルゴリズム（Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）：ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃ

ｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－４５３（１９７０）、

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

２、ＨｅｎｉｋｏｆｆおよびＨｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１０９１９（１９９２）より。  

      【００９９】

  ギャップペナルティー（Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ）：１２

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

４

  類似性の閾値：０。

      【０１００】

  ＧＡＰプログラムは、上記パラメーターを用いて有用である。上記パラメータ

ーは、ＧＡＰアルゴリズムを使用してポリペプチド比較についてのデフォルトパ

ラメーター（末端ギャップについてペナルティーなしで）である。

      【０１０１】

  核酸分子配列比較についての好ましいパラメーターとしては、以下が挙げられ
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る：

  アルゴリズム：ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ  Ｂｉｏ

ｌ．４８：４４３－４，１９７０

  比較マトリクス：一致＝＋１０、不一致＝０

  ギャップペナルティー：５０

  ギャップレングスペナルティー：３。

      【０１０２】

  ＧＡＰプログラムはまた、上記パラメーターを用いて有用である。上記パラメ

ーターは、核酸分子比較に付いてのデフォルトパラメーターである。

      【０１０３】

  他の例示的なアルゴリズム、ギャップオープニングペナルティー、ギャップエ

クステンションペナルティー、比較マトリクス、同一性の閾値などが当業者によ

って使用され得、これには、Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ，１９９７に記

載されるものを含む。なされる特定の選択は、当業者に明らかであり、なされる

特定の比較（例えば、ＤＮＡ－ＤＮＡ間、タンパク質－タンパク質間、タンパク

質－ＤＮＡ間）；さらに、比較が配列の対間である（この場合、ＧＡＰまたはＢ

ｅｓｔＦｉｔが一般的に好ましい）か、一つの配列と配列の大きなデータベース

との間（この場合、ＦＡＳＴＡまたはＢＬＡＳＴＡが好ましい）であるか）に依

存する。

      【０１０４】

  (合成）

  本明細書中に記載される核酸およびポリペプチド分子が組換え手段および他の

手段によって作製され得ることが当業者に理解される。

      【０１０５】

  （核酸分子）

  核酸分子は、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプチドをコード

し、種々の方法（化学合成、ｃＤＮＡまたはゲノムライブラリースクリーニング

、発現ライブラリースクリーニングおよび／またはｃＤＮＡのＰＣＲ増幅を含む
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がこれらに限定されない）で容易に得られ得る。

      【０１０６】

  本明細書中で使用される組換えＤＮＡ方法は、一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅ

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

たはＡｕｓｕｂｅｌら編（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．

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

法である。

      【０１０７】

  本発明は、本明細書中に記載される核酸分子およびこのような分子を得るため

の方法を用意する。Ｆｈｍポリペプチドをコードする遺伝子が一つの種から同定

された場合、その遺伝子の全てまたは一部は、同じ種からのオーソロガス遺伝子

または関連遺伝子を同定するためのプローブとして使用され得る。プローブまた

はプライマーは、Ｆｈｍポリペプチドを発現すると考えられる種々の組織供給源

からのｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために使用され得る。

      【０１０８】

  さらに、配列番号３に記載される配列を有する核酸分子の一部または全てを使

用してゲノムライブラリーをスクリーニングし、Ｆｈｍをコードする遺伝子を同

定および単離し得る。代表的には、中程度または高いストリンジェンシーの条件

は、スクリーニングのために使用されてスクリーニングから得られた偽陽性の数

を最小にする。

      【０１０９】

  Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子はまた、発現クロー

ニング（これは、発現されたタンパク質の性質に基づく陽性クローンの検出を使

用する）によって同定され得る。代表的には、核酸ライブラリーは、宿主細胞表

面において発現されそして示されるクローン化タンパク質への抗体または他の結

合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド）の結合によってスクリーニ
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ングされる。抗体または結合パートナーは、検出可能な標識を用いて修飾されて

所望のクローンを発現するそれらの細胞を同定する。

      【０１１０】

  以下に記載される説明に従って行われる組換え発現技術は、これらのポリヌク

レオチドを作製し、そしてコードされるポリペプチドを発現するために従われ得

る。例えば、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸配列を適切な

ベクターに挿入することによって、当業者は、大量の所望のヌクレオチド配列を

容易に作製し得る。次いで、この配列を使用して検出プローブまたは増幅プライ

マーを作製し得る。あるいは、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードする

ポリヌクレオチドを発現ベクターに挿入し得る。発現ベクターを適切な宿主に導

入することによって、コードされるＦｈｍポリペプチドは、大量に作製され得る

。

      【０１１１】

  適切な核酸配列を得るための別の方法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で

ある。この方法において、ｃＤＮＡは、酵素逆転写酵素を使用してポリ（Ａ）＋

ＲＮＡまたは全ＲＮＡから調製される。次いで、２つのプライマー（代表的には

、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードするｃＤＮＡ（オリゴヌクレオチ

ド）の２つの別の領域に相補的である）を、Ｔａｑポリメラーゼのようなポリメ

ラーゼとともにｃＤＮＡに加え、そしてポリメラーゼは、２つのプライマー間の

ｃＤＮＡ領域を増幅する。

      【０１１２】

  Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を調製する別の方法

は、Ｅｎｇｅｌｓら，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．，２８：７１６

－７３４，１９８９に記載されるような当業者に周知の方法を使用する化学合成

による。これらに方法には、特に、核酸合成のためのホスホトリエステル、ホス

ホルアミダイト、およびＨ－ホスホネート法が挙げられる。このような化学合成

のための好ましい方法は、標準的なホスホラミダイト化学を使用するポリマー支

持合成である。代表的には、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードするＤ

ＮＡは、数百個のヌクレオチドの長さである。約１００個のヌクレオチドよりも
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大きい核酸は、この方法を使用していくつかのフラグメントとして合成され得る

。次いでこのフラグメントは、Ｆｈｍポリペプチドの全長ヌクレオチド配列を形

成するために一緒に連結され得る。通常、ポリペプチドのアミノ末端をコードす

るＤＮＡフラグメントは、ＡＴＧ（これは、メチオニン残基をコードする）を有

する。このメチオニンは、宿主細胞から産生されるポリペプチドが、宿主細胞か

ら分泌されるように設計されるか否かに依存して、Ｆｈｍポリペプチドの成熟形

態に存在してもよいし存在しなくてもよい。

      【０１１３】

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所与の宿主細胞におけるＦｈｍポリ

ペプチドの最適な発現のために変更されているコドンを含む。特定のコドンの改

変は、発現について選択されるＦｈｍポリペプチドおよび宿主細胞に依存する。

このような「コドン最適化」は、種々の方法（例えば、所与の宿主細胞において

高度に発現された遺伝子における使用に好ましいコドンを選択すること）によっ

て行われ得る。高度に発現された細菌遺伝子のコドンの性能について「Ｅｃｏｈ

ｉｇｈ．ｃｏｄ」のようなコドン頻度表を組み込むコンピュータアルゴリズムが

使用され得、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇ

ｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕ

ｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩによって提供されている。他の有用なコドン頻度表と

しては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ  ｌｏ

ｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｈｕｍａｎ  

ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、および「Ｙｅａｓｔ

  ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」が挙げられる。

      【０１１４】

  他の実施形態において、核酸分子は、上で定義されるような保存的なアミノ酸

置換をともなうＦｈｍ改変体をコードし、Ｆｈｍ改変体は、一つ以上のＮ結合型

またはＯ連結グリコシル化部位の付加および／または欠失、あるいは上記のＦｈ

ｍポリペプチドフラグメントを含む。さらに、この方法で改変されるＤＮＡがＴ

ＮＦ超遺伝子ファミリーのリガンドおよびレセプターの一つ以上のメンバーを見

つけ出すことが可能であるポリペプチドをコードするならば、核酸分子は、本明
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細書中に記載されるＦｈｍ改変体、フラグメント、および融合ポリペプチドの任

意の組み合わせをコードし得る。

      【０１１５】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子は、標準的なライゲ

ーション技術を使用して適切な発現ベクターに挿入され得る。ベクターは、代表

的には、使用される特定の宿主細胞において機能的であるように選択される（す

なわち、ベクターは、遺伝子の増幅および／または遺伝子の発現が生じ得るよう

に宿主細胞機構と適合性である）。Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をコード

する核酸分子は、原核生物、酵母、昆虫（バキュロウイルス系）、および／また

は真核生物宿主細胞において増幅／発現され得る。宿主細胞の選択は、Ｆｈｍポ

リペプチドが翻訳後修飾（例えば、グリコシル化および／またはホスホリル化）

されるか否かに一部依存する。そうなら、酵母、昆虫または哺乳動物宿主細胞が

好ましい。発現ベクターの総説について、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．ｖｏｌ．１８５  

Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓｎａ  Ｄｉｅｇ

ｏ  ＣＡ，１９９０を参照のこと。

      【０１１６】

  代表的には、任意の宿主細胞において使用される発現ベクターは、プラスミド

維持のための配列ならびに外因性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発現の

ための配列を含む。このような配列は、集合的に「隣接配列」と呼ばれる（特定

の実施形態において、これは、代表的には、１つ以上の以下のヌクレオチド配列

を含む：プロモーター、１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列

、ドナースプライス部位およびアクセプタースプライス部位を含む完全イントロ

ン配列、分泌のためのリーダー配列をコードする配列、リボソーム結合部位、ポ

リアデニル化配列、発現されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するための

ポリリンカー領域、および選択マーカーエレメント）。これらの配列のそれぞれ

は以下に議論される。

      【０１１７】

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」配列、すなわちＦｈｍポリペプチドコー
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ド配列の５’または３’末端に位置するオリゴヌクレオチド分子を含み得；オリ

ゴヌクレオチド分子は、ポリＨｉｓ（例えば、ヘキサＨｉｓ）、あるいは市販の

抗体が存在するＦＬＡＧ、ＨＡ（ヘマグルチニン（ｈｅｍａｇｌｕｔｉｎｉｎ）

インフルエンザウイルス）またはｍｙｃのような別の「タグ」をコードする。必

要に応じて、Ｆｈｍ遺伝子はまた、例えばＩｇＧ  Ｆｃ領域にＮ末端においてイ

ンフレームで融合され得る。このタグは、代表的にはポリペプチドの発現時にポ

リペプチドに融合し、そしてタグはＦｈｍポリペプチドの循環半減期を長くし得

るが、宿主細胞からのＦｈｍポリペプチドのアフィニティー精製のための手段と

して役立ち得る。アフィニティー精製は、例えば、アフィニティーマトリクスと

してタグに対して抗体を使用してカラムクロマトグラフィーによって達成され得

る。必要に応じて、タグは、後に切断のために特定のペプチダーゼを使用するよ

うな種々の手段によって、精製されるＦｈｍポリペプチドから除去され得る。

      【０１１８】

  隣接配列は、同種（すなわち宿主細胞とおなじ種および／または菌株由来）、

異種（すなわち、宿主細胞種または菌株とは異なる種由来）、ハイブリッド（す

なわち、１つより多い供給源由来の隣接配列の組み合わせ）もしくは合成であり

得るか、または隣接配列は、Ｆｈｍ発現を制御するように通常機能するネイティ

ブな配列であり得る。このように、隣接配列の供給源は、隣接配列が宿主細胞機

構において機能的であり活性化され得るならば、任意の原核生物、任意の真核生

物、任意の脊椎生物、任意の無脊椎生物、または任意の植物であり得る。

      【０１１９】

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野で周知のいくつかの方法の任

意によって得られ得る。代表的には、Ｆｈｍ遺伝子に隣接する配列以外の本明細

書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エンドヌクレアーゼ消

化によって以前に同定されており、従って適切な制限エンドヌクレアーゼを使用

して適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場合において、隣接配列の

全ヌクレオチド配列が公知であり得る。ここで、隣接配列は、核酸合成またはク

ローニングについて本明細書中に記載される方法を使用して合成され得る。

      【０１２０】
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  隣接配列の全てまたは一部のみが公知である場合、それは、ＰＣＲを使用して

、そして／あるいはゲノムライブラリーを同じかもしくは別の種由来の適切なオ

リゴヌクレオチドおよび／または隣接配列フラグメントでスクリーニングするこ

とによって得られ得る。

      【０１２１】

  隣接配列が公知でない場合、隣接配列を含むＤＮＡのフラグメントは、例えば

、コード配列または別の遺伝子でさえ含み得る大きな片のＤＮＡから単離され得

る。単離は、制限エンドヌクレアーゼ消化によって達成されて、適切なＤＮＡフ

ラグメントを産生し得、続いてアガロースゲル精製、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）

カラムクロマトグラフィー（Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、ＣＡ）、または当業者に公

知の他の方法を使用して単離され得る。この目的を達成するための適切な酵素の

選択は、当業者に容易に明らかである。

      【０１２２】

  複製起点は、代表的に、市販の原核生物発現ベクターの一部であり、この開始

点は、宿主細胞におけるベクターの増幅に役立つ。特定のコピー数へのベクター

の増幅は、ある場合、Ｆｈｍポリペプチドの最適の発現に重要であり得る。選択

されたベクターが複製部位の開始点を含まない場合、公知の配列に基づいて化学

的に合成され得、そしてベクターに連結され得る。例えば、プラスミドｐＢＲ３

２２（製品番号３０３－３ｓ、Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅ

ｖｅｒｌｙ、ＭＡ）からの複製の開始点は、大部分のグラム陰性細菌に適切であ

り、そして種々の起源（例えば、ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、水疱

性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）あるいはＨＰＶまたはＢＰＶのようなパピローマウ

イルス）が、哺乳動物細胞におけるベクターをクローニングするために有用であ

る。一般的に、複製成分の開始点は、哺乳動物発現ベクターに必要ではない（例

えば、ＳＶ４０の開始点は、しばしば、初期プロモーターを含むという理由だけ

で使用される）。

      【０１２３】

  転写終結配列は、代表的に、ポリペプチドコード領域の３’末端に位置し、転

写を終結させるために役立つ。通常、原核生物細胞における転写終結配列は、Ｇ
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－Ｃリッチフラグメントであり、ポリＴ配列が続く。この配列はライブラリーか

ら容易にクローニングされるかまたはベクターの一部として市販さえされるが、

この配列は本明細書中に記載されるような核酸合成のための方法を使用して容易

に合成され得る。

      【０１２４】

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地で増殖される宿主細胞の生存

および増殖の必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝子は、

（ａ）原核生物宿主細胞に抗生物質または毒素（例えば、アンピシリン、テトラ

サイクリン、またはカナマイシン）に対する耐性を与えるか、（ｂ）細胞の栄養

要求性の欠乏を補うか；または（ｃ）複合培地から入手可能でない重要な栄養を

供給するタンパク質をコードする。好ましい選択マーカーは、カナマイシン耐性

遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、およびテトラサイクリン耐性遺伝子である。

ネオマイシン耐性遺伝子はまた、原核生物宿主細胞および真核生物宿主細胞にお

ける選択に使用され得る。

      【０１２５】

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の生成に非常に必要である遺伝子が、組換え細胞の連

続的生成の染色体内でタンデムに繰り返されるプロセスである。哺乳動物細胞に

適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）およ

びチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体を、この形質転換体

のみがベクターに存在する選択遺伝子によって生存するのに独特に適合する淘汰

圧下に配置する。培地中の選択因子の濃度が連続的に変化する条件下で形質転換

された細胞を培養し、それによって選択遺伝子とＦｈｍをコードするＤＮＡの両

方の増幅を導くことによって、淘汰圧がかせられる。結果として、増加した量の

Ｆｈｍが増幅されたＤＮＡから合成される。

      【０１２６】

  リボソーム結合部位は、通常ｍＲＮＡの転写開始に必要とされ、そしてＳｈｉ

ｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核生物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）に

より特徴付けられる。このエレメントは典型的に、プロモーターに対して３’に
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位置し、そして発現されるＦｈｍポリペプチドのコード配列に対して５’に位置

する。Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、変化するが典型的にはポリプリン

である（すなわち、高いＡ－Ｇ含量を有する）。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａ

ｒｎｏ配列が同定されており、これらのそれぞれは、本明細書中に記載される方

法および原核生物ベクターにおいて使用される方法を使用して、容易に合成され

得る。

      【０１２７】

  リーダー配列またはシグナル配列は、Ｆｈｍポリペプチドが合成される場合に

、宿主細胞からのＦｈｍポリペプチドの分泌を指向するために使用され得る。代

表的に、シグナル配列をコードするヌクレオチド配列は、Ｆｈｍ核酸分子のコー

ド領域に配置されるか、または直接Ｆｈｍポリペプチドコード領域の５’末端に

配置される。多くのシグナル配列が同定されており、そして選択された宿主細胞

において機能的であるこれらのいずれかが、Ｆｈｍの遺伝子またはｃＤＮＡとの

結合体化に使用され得る。従って、シグナル配列は、Ｆｈｍの遺伝子またはｃＤ

ＮＡに対して相同（天然に存在する）または非相同であり得、そしてＦｈｍの遺

伝子またはｃＤＮＡに対して相同または非相同であり得る。さらに、シグナル配

列は、本明細書中に記載される方法を使用して化学的に合成され得る。ほとんど

の場合、シグナルペプチドの存在を介する宿主細胞からのＦｈｍポリペプチドの

分泌は、Ｆｈｍポリペプチドからのシグナルペプチドの除去を生じる。

      【０１２８】

  シグナル配列は、ベクターの構成要素であってもよいし、またはこれはベクタ

ーに挿入されるＦｈｍ核酸分子の一部であってもよい。ネイティブなＦｈｍ  Ｄ

ＮＡは、分子の翻訳後プロセシングの間に切断されて成熟Ｆｈｍタンパク質産物

を形成するシグナル配列をタンパク質のアミノ末端にコードする。ネイティブな

シグナル配列を有するＦｈｍヌクレオチド、ならびにネイティブなシグナル配列

が欠失されそして相同シグナル配列で置換されたＦｈｍヌクレオチドは、本発明

の範囲内に含まれる。選択された相同シグナル配列は、宿主細胞により認識され

そしてプロセシングされた（すなわち、シグナルペプチダーゼにより切断された

）シグナル配列である。ネイティブなＦｈｍシグナル配列を認識およびプロセシ
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ングしない原核生物宿主細胞について、シグナル配列は、例えば、アルカリホス

ファターゼ、ペニシリン、または熱安定エンテロトキシンＩＩのリーダーの群か

ら選択される原核生物シグナル配列により置換される。酵母分泌について、ネイ

ティブなＦｈｍシグナル配列は、酵母インベルターゼ、α因子、または酸性ホス

ファターゼシグナル配列により置換される。哺乳動物細胞発現について、Ｆｈｍ

ポリペプチドのネイティブなシグナル配列は十分であるが、他の哺乳動物シグナ

ル配列が適切であり得る。

      【０１２９】

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において所望されるようないくつかの

場合、種々のプレ配列を操作してグリコシル化または収率を改良し得る。例えば

、特定のシグナルペプチドのペプチダーゼ切断部位を変更するかまたはプレ配列

を付加し得、これはまた、グリコシル化に影響し得る。最終タンパク質産物は、

（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して）－１位に、発現に付随する１以上

のさらなるアミノ酸残基を有し得、これは、完全に取り除かれていなくてもよい

。例えば、最終タンパク質産物は、Ｎ末端に付加されたペプチダーゼ切断部位に

おいて見出される１または２つのアミノ酸を有し得る。あるいは、いくつかの酵

素切断部位の使用は、その酵素が成熟ポリペプチド内のそのような領域で切断す

る場合、所望のＦｈｍポリペプチドの、わずかに短縮された形態を生じる。

      【０１３０】

  多くの場合、核酸分子の転写は、ベクター中の１以上のイントロンの存在によ

り増加する；すなわち、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺乳動物宿主

細胞）において産生される場合に特にその通りである。使用されるイントロンは

、Ｆｈｍ遺伝子（特に、使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメ

ントである場合）内に天然に存在し得る。イントロンが、遺伝子（ほとんどのｃ

ＤＮＡに関して）天然に存在しない場合、そのイントロンは、他の供給源から得

られ得る。隣接配列およびＦｈｍ遺伝子に関するイントロンの位置は、イントロ

ンが有効であるように転写されなければならない場合に、一般に重要である。従

って、Ｆｈｍ  ｃＤＮＡ分子が転写されている場合、イントロンについての好ま

しい位置は、転写開始位置に対して３’であり、かつポリＡ転写終結配列に対し
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て５’である。好ましくは、イントロンは、ｃＤＮＡの１つの部位または他の部

位（すなわち５’または３’）上に位置し、その結果、イントロンは、そのコー

ド配列を中断する。そのイントロンが挿入された宿主細胞と一致する場合に、任

意の供給源（ウイルス、原核生物および真核生物（植物または動物）が挙げられ

る）由来の任意のイントロンを使用して、本発明を実施し得る。また、本明細書

中には、合成イントロンが含まれる。必要に応じて、１以上のイントロンをベク

ターにおいて使用し得る。

      【０１３１】

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、それぞれ代表的には、

宿主生物により認識され、そしてＦｈｍポリペプチドをコードする分子に作動可

能に連結されているプロモーターを含む。

      【０１３２】

  プロモーターは、特定の分子（例えば、Ｆｈｍをコードする分子）の転写およ

び翻訳を制御する構成遺伝子（一般的には、約１００～１０００ｂｐ以内）の開

始コドンに対して上流（５’）に位置する非転写配列である。プロモーターは従

来、２つのクラス（誘導プロモーターおよび構成プロモーター）のうちの一方に

分類される。誘導プロモーターは、培養条件下でいくらかの変化（例えば、養分

の存在もしくは非存在または温度の変化）に応答して、それらの制御下のＤＮＡ

からの増加したレベルの転写を開始する。一方、構成プロモーターは、連続した

遺伝子産生を開始する；すなわち、遺伝子発現に対する制御は、ほとんどまたは

まったくない。種々の潜在的な宿主細胞により認識される大量のプロモーターが

周知である。適切なプロモーターが、制限酵素消化により供給源ＤＮＡ由来のプ

ロモーターを取り除きそしてベクターへ所望のプロモーター配列を挿入すること

によりＦｈｍをコードするＤＮＡに作動可能に連結される。ネイティブなＦｈｍ

プロモーター配列は、Ｆｈｍコード核酸分子の増幅および／または発現を指向す

るために使用され得る。しかし、異種プロモーターがネイティブプロモーターと

比較して、発現タンパク質のより多い転写およびより高収率を可能にする場合、

および使用のために選択された宿主細胞系と一致する場合、異種プロモーターが

好ましい。
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      【０１３３】

  原核宿主を用いる使用に適切なプロモーターとしては、以下が挙げられるがこ

れらに限定されない：β－ラクタマーゼおよびラクトースプロモーター系；アル

カリホスファターゼ、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系；およびｔａｃ

プロモーターのようなハイブリッドプロモーター。他の公知の細菌性プロモータ

ーもまた適切である。これらの配列は、公開されており、それにより、任意の有

用な制限部位を供給することが必要とされる場合に、これにより当業者が、任意

の有用な制限部位を供給する必要がある場合に、リンカーまたはアダプターを使

用して所望のＤＮＡ配列にそれらを連結することを可能にする。

      【０１３４】

  酵母宿主を用いる使用に適切なプロモーターもまた、当該分野で周知である。

酵母エンハンサーは、酵母プロモーターと共に有利に使用される。哺乳動物細胞

との使用に適切なプロモーターは、周知であり、そして以下が挙げられるがこれ

らに限定されない：ポリオーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例え

ば、アデノウイルス２）、ウシパピローマウイルス、鳥類肉腫ウイルス、サイト

メガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、そし

て最も好ましくはシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）のようなウイルスのゲノム

から得られるプロモーター。他の適切な哺乳動物プロモーターとしては、異種哺

乳動物プロモーター（例えば、熱ショックプロモーターおよびアクチンプロモー

ター）が挙げられる。

      【０１３５】

  Ｆｈｍ転写を制御する際の目的のプロモーターであり得るさらなるプロモータ

ーとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：ＳＶ４０初期プロモー

ター領域（ＢｅｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２９０：３

４－３１０，１９８１）；ＣＭＶプロモーター；ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）

の３’末端反復配列（ＬＴＲ）において得られるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔ

ｏら，Ｃｅｌｌ，２２：７８７－７９７，１９８０）；ヘルペスチミジンキナー

ゼ（ＴＫ）プロモーター（Ｗａｇｎｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７８：１４４－１４４５，１９８１）、メタロチオネイン
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遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ，２９６：３９－４２，

１９８２）、βラクタマーゼプロモーターのような原核生物発現ベクター（Ｖｉ

ｌｌａ－Ｋａｍａｒｏｆｆら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ

．Ａ．，７５：３７２７－３７３１，１９７８）、ｔａｃプロモーター（ＤｅＢ

ｏｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８０：２１

－２５，１９８３）。以下の動物転写制御領域もまた使用され、これらは、組織

特異性を示し、そしてトランスジェニック動物において利用されている：膵臓腺

房細胞において活性であるエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔら，Ｃｅ

ｌｌ，３８：６３９－６４６，１９８４；Ｏｒｎｉｔら，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎ

ｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０：３９９－４０９，

１９８６；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，７：４２５－５１５，

１９８７）；膵臓β細胞中で活性化されるインスリン遺伝子制御領域（Ｈａｎａ

ｈａｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３１５：１１５－１２２，１９８５）；リンパ系細胞中

で活性化される免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄら，Ｃｅｌ

ｌ，３８：６４７－６５８，１９８４；Ａｄａｍｅら，Ｎａｔｕｒｅ，３１８：

５３３－５３８，１９８５；Ａｌｅｘａｎｄｅｒら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ

ｌ．，７：１４３６－１４４４，１９８７）；精巣細胞、胸部細胞、リンパ系細

胞および肥胖細胞において活性化されるマウス乳腺癌ウイルス（Ｌｅｄｅｒら，

Ｃｅｌｌ，４５：４８５－４９５，１９８６）；肝臓において活性化されるアル

ブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．，

１：２６８－２７６，１９８７）；肝臓において活性化されるαフェトプロテイ

ン遺伝子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，５：

１６３９－１６４８，１９８５；Ｈａｍｍｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３５：５３

－５８，１９８７）；肝臓において活性化されるα１アンチトリプシン遺伝子制

御配列（Ｋｅｌｓｅｙら，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．，１：１６１－１

７１，１９８７）；骨髄性細胞において活性化されるβグロビン遺伝子制御領域

（Ｍｏｇｒａら，Ｎａｔｕｒｅ，３１５：３３８－３４０，１９８５；Ｋｏｌｌ

ｉａｓら，Ｃｅｌｌ，４６：８９－９４，１９８６）；脳中の稀突起膠細胞にお

いて活性化されるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄｈｅａｄ
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ら，Ｃｅｌｌ，４８：７０３－７１２，１９８７）；骨格筋において活性化され

るミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域（Ｓａｎｉ，Ｎａｔｕｒｅ，３１４：２８３

－２８６，１９８５）；および視床下部において活性化される性腺刺激放出ホル

モン遺伝子制御領域（Ｍａｓｏｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３４：１３７２－１３

７８，１９８６）。

      【０１３６】

  エンハンサー配列は、高等真核生物により本発明のＦｈｍポリペプチドをコー

ドするＤＮＡの転写を増加するためにベクターへ挿入され得る。エンハンサーは

、ＤＮＡのシス作用性エレメントであり、通常約１０～３００ｂｐ長であり、こ

れは、プロモーターに対して作用し、その転写を増加させる。エンハンサーは、

比較的配向性でありそして位置依存性である。エンハンサーは、転写ユニットに

対して５’および３’を見出されてきた。哺乳動物遺伝子から得られるいくつか

のエンハンサー配列（例えば、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェ

トプロテインおよびインスリン）が公知である。しかし、代表的に、ウイルス由

来のエンハンサーが使用される。ＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス

初期プロモーターエンハンサー、ポリオーマエンハンサーおよびアデノウイルス

エンハンサーは、真核生物プロモーターの活性化または上方制御についての例示

的なエンハンサーエレメントである。エンハンサーは、Ｆｈｍ核酸分子に対して

５’位または３’位に位置するベクターへスプライスされ得るが、エンハンサー

は、代表的には、プロモーターから５’部位に配置される。

      【０１３７】

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような出発ベクターから構成され

得る。このようなベクターは、全ての所望の隣接配列を含んでも含まなくてもよ

い。上記の所望の隣接配列のうちの１以上がベクター中にまだ存在しない場合、

これらは、それぞれ入手され、そしてベクターへ連結され得る。それぞれの隣接

配列を得るために使用される方法は、当業者に周知である。

      【０１３８】

  本発明を実施するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞お

よび哺乳動物宿主細胞と適合するベクターである。このようなベクターとしては
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、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅ

ｎｅ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａｇｅ

ｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ

，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａ

ｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）、ｐＥＴＬ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ

ｎ）、ｐＤＳＲ－α（ＰＣＴ公開番号ＷＯ９０／１４３６４）およびｐＦａｓｔ

ＢａｃＤｕａｌ（Ｇｉｂｃｏ－Ｂｒｌ  Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）が挙

げられる。

      【０１３９】

  さらなる適切なベクターとしては、コスミドベクター、プラスミドベクターま

たは改変ベクターが挙げられるがこれらに限定されない。しかし、このベクター

系が選択された宿主細胞と適合しなければならないことが理解される。このよう

なベクターとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：例えば、Ｂｌ

ｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商標）プラスミド誘導体（高コピー数ＣｏｌＥ１ベース

のファージミド，Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｉ

ｎｃ．，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  ＣＡ）、Ｔａｑ－増幅されたＰＣＲ産物について設

計されたＰＣＲクローニングプラスミド（例えば、ＴＯＰＯTM  ＴＡ  Ｃｌｏｎ

ｉｎｇ（登録商標）  Ｋｉｔ，ＰＣＲ２．１（登録商標）プラスミド誘導体、Ｉ

ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、ならびに哺乳動物ベクター、

酵母ベクターおよびウイルスベクター（例えば、バキュロウイルス発現ベクター

（ｐＢａｃＰＡＫプラスミド誘導体，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，

ＣＡ））。

      【０１４０】

  ベクターが構築され、そしてＦｈｍポリペプチドをコードする核酸分子がベク

ターの適切な部位に挿入された後、完成されたベクターは、増幅および／または

ポリペプチド発現のために適切な宿主細胞へ挿入され得る。選択された宿主細胞

へのＦｈｍポリペプチドについての発現ベクターの形質転換は、周知の方法（例

えば、トランスフェクション、感染、塩化カルシウム、エレクトロポレーション
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、マイクロインジェクション、リポフェクチンもしくはＤＥＡＥ－デキストラン

法または、他の周知の技術）により達成され得る。選択された方法は、部分的に

、使用される宿主細胞の型の関数（ｆｕｎｃｔｉｏｎ）である。これらの方法お

よび他の適切な方法は、当業者に周知であり、そして例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ

ら（前出）に記載される。

      【０１４１】

  宿主細胞は、原核細胞宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）または真核細胞宿主

細胞（酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であり得る。適切な条件下で

培養された場合、宿主細胞は、Ｆｈｍポリペプチドを合成し、これは引き続き培

養培地から収集され得るか（宿主細胞がＦｈｍポリペプチドを配置へ分泌する場

合）、またはＦｈｍポリペプチドを産生する宿主細胞から直接収集される（分泌

されない場合）。適切な宿主細胞の選択が、ウイルス因子（例えば、発現レベル

、活性にとって所望であるかまたは必要であるポリペプチド改変（例えば、グリ

コシル化またはリン酸化）および生物学的に活性な分子への折り畳みの簡便性）

に依存する。

      【０１４２】

  酵母細胞および哺乳動物細胞は、本発明の好ましい宿主である。このような宿

主の使用は、それらがまたグリコシル化を含む翻訳後ペプチド改変を行い得る実

質的な利点を提供する。多くの組換えＤＮＡストラテジーが存在し、これは、こ

れらの宿主において所望のタンパク質の産生に使用される強力なプロモーター配

列および高コピー数のプラスミドを利用する。

      【０１４３】

  クローン化された哺乳動物遺伝子上の酵母認識リーダー配列は、ペプチド保有

リーダー配列（すなわち、プレペプチド）を産生しそして分泌する。哺乳動物細

胞は、正しい折り畳みまたは正しい部位でのグリコシル化を含むタンパク質分子

に対する翻訳後修飾を提供する。

      【０１４４】

  宿主として有用であり得る哺乳動物細胞としては、線維芽起源の細胞（例えば

、ＶＥＲＯまたはＣＨＯ－Ｋ１）およびそれらの誘導体が挙げられる。哺乳動物
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宿主について、いくつかの潜在的なベクター系が、所望のＦｈｍタンパク質の発

現のために利用可能である。宿主の性質に依存して、広範な種々の転写調節配列

および翻訳調節配列が使用され得る。転写調節シグナルおよび翻訳調節シグナル

は、ウイルス供給源（例えば、アデノウイルス、ウシパピローマウイルス、シミ

アンウイルスなど）に由来し得、ここでこれらの調節シグナルは、高レベルの発

現を有する特定の遺伝子と関連する。あるいは、哺乳動物発現産物（例えば、ア

クチン、コラーゲン、ミオシンなど）由来のプロモーターが使用され得る。抑制

または活性化を可能にする転写阻害調節シグナルが分泌され得、その結果、遺伝

子の発現が調節され得る。有用なシグナルは、温度感受性である調節シグナルで

ある（その結果、温度を変化させることにより、発現が抑制もしくは阻害され得

る）か、または化学調節（例えば、代謝産物）に供される。

      【０１４５】

  広く公知であるように、真核生物ｍＲＮＡの翻訳は、開始メチオニンをコード

するコドンにおいて開始される。この理由のために、真核生物プロモーターと、

メチオニンをコードし得る（すなわち、ＡＵＧ）任意の介在コドンを含まない所

望のレセプター分子をコードするＤＮＡ配列との間の連結を確実にすることが好

ましい。このようなコドンの存在は、結果として、融合タンパク質の形成（ＡＵ

Ｇコドンが、ＤＮＡ配列をコードする所望のレセプター分子として同じリーディ

ングフレーム中に存在する場合）またはフレームシフト変異（ＡＵＧコドンが、

所望のＦｈｍタンパク質コード配列として同じリーディングフレーム中に存在し

ない場合）のどちらかを生じる。

      【０１４６】

  Ｆｈｍタンパク質の発現はまた、原核細胞中で達成され得る。好ましい原核宿

主としては、細菌（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、バチルス属、ストレプトミセス属、

シュードモナス属、サルモネラ属、セラチア属など）が挙げられる。最も好まし

い真核生物宿主は、Ｅ．ｃｏｌｉである。特別な目的の細菌宿主としては、Ｅ．

ｃｏｌｉ  Ｋ１２株２９４（ＡＴＣＣ  ３１４４６）、Ｅ．ｃｏｌｉ  Ｘ１７７

６（ＡＴＣＣ  ３１５３７）、Ｅ．ｃｏｌｉ  Ｗ３１１０（Ｆ‾，Λ‾，原栄養

菌株（ＡＴＣＣ  ２７３２５））、および他の腸内細菌（例えば、ネズミチフス
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菌または霊菌）ならびに種々のシュードモナス種が挙げられる。原核宿主は、発

現プラスミド中のレプリコンおよび制御配列と適合しなければならない。

      【０１４７】

  原核細胞（例えば、Ｅ．  ｃｏｌｉ、枯草菌、シュードモナス属、ストレプト

ミセス属など）中で所望のＦｈｍタンパク質を発現するために、所望のレセプタ

ー分子をコードする配列を機能性原核プロモーターに作動可能に連結することが

必要である。このようなプロモーターとしては、どちらの構成であってもよいが

、好ましくは、調節可能（すなわち、誘導的または抑制解除的）である。誘導プ

ロモーターの例としては、バクテリオファージλのｉｎｔプロモーター、および

ｐＢＲ３２２のβ－ラクタマーゼ遺伝子のｂｌａプロモーターなどが挙げられる

。誘導原核生物プロモーターの例としては、バクテリオファージλ（ＰLおよび

ＰR）の主要な右プロモーターおよび左プロモーター、ならびにＥ．ｃｏｌｉの

ｔｒｐ、ｒｅｃＡ、ｌａｃＺ、ｌａｃＩ、ｇａｌおよびｔａｃプロモーター、α

－アミラーゼ（Ｕｌｍａｎｅら，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１６２：１７６－１

８２，１９８５）、枯草菌のσ２８－特異的プロモーター（Ｇｉｌｍａら，Ｇｅ

ｎｅ  ３２：１１－２０，１９８４）、バチルスのバクテリオファージのプロモ

ーター（Ｇｒｙｃｚａｎ，Ｔ．Ｊ．，Ｔｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｂａｃｉｌｌｉ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ

．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８２）、およびストレプトミセス属プロモーター（

Ｗａｒｄら，Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２０３：４６８－４７８  １９８６

）が挙げられる。原核生物プロモーターは、Ｇｌｉｃｋ（Ｊ．Ｉｎｄ．Ｍｉｃｒ

ｏｂｉｏｌ．１：２７７－２８２，１９８７）；Ｃｅｎａｔｉｅｍｐｏ，Ｂｉｏ

ｃｈｉｍｉｅ  ６８：５０５－５１６，１９８６）；およびＧｏｔｔｅｓｍａｎ

，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．１８：４１５－４４２  １９８４）により概説

される。

      【０１４８】

  原核生物細胞における適切な発現はまた、遺伝子コード配列から上流のリボソ

ーム結合部位の存在を必要とする。このようなリボソーム結合部位は、例えば、

Ｇｏｌｄら（Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３５：３６５－４０４，１
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９８１）により開示されている。

      【０１４９】

  所望のＦｈｍタンパク質コード配列および作動可能に連結されたプロモーター

は、非複製ＤＮＡ（またはＲＮＡ）分子（これは、植線であってもよいし、また

はより好ましくは閉じられた共有結合環状分子であってもよい）としてレシピエ

ントの原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。このような分子は、自

律複製不可能であることから、所望のレセプター分子の発現は、導入配列の一過

性の発現を介して生じ得る。あるいは、持続性発現は、宿主染色体へ導入された

配列の組み込みを介して生じ得る。

      【０１５０】

  １つの実施形態では、所望の遺伝子配列を宿主細胞染色体へ組み込み得るベク

ターが使用される。細胞の染色体へ導入ＤＮＡを安定に組み込んだ細胞は、発現

ベクターを含む宿主細胞の選択を可能にする１以上のマーカーを導入することに

よっても選択され得る。マーカーは、宿主中に栄養要求性（例えば、共通の酵母

栄養要求性マーカーであるｌｅｕ２１またはｕｒａ３）、殺生剤（ｂｉｏｃｉｄ

ｅ）耐性（例えば、抗生物質）または重金属（例えば、銅）などを補い得る。こ

の選択マーカー遺伝子は、発現されるＤＮＡ遺伝子配列に直接連結されていても

よいし、同時トランスフェクションにより同じ細胞に導入されてもよい。

      【０１５１】

  好ましい実施形態では、導入された配列は、レシピエント宿主における自律複

製し得るプラスミドベクターまたはウイルスベクターへ組み込まれる。広範な種

々のベクターのいずれかが、この目的のために使用され得る。特定のプラスミド

ベクターまたはウイルスベクターを選択する際の重要な因子（例えば、ベクター

を含むレシピエントな細胞での簡便性）（特定の宿主において所望されるベクタ

ーのコピーの数；および異なる種の宿主細胞間をベクターを「シャトル」し得る

に望ましいか否か）は、認識され得、そしてこれらのベクターを含まないレシピ

エントな細胞から選択され得る。

      【０１５２】

  一連の酵母遺伝子発現系のいずれかがまた使用され得る。このような発現ベク
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ターの例としては、酵母の２ミクロンの環、発現プラスミド（ＹＥＰ１３、ＹＶ

ＰおよびＹＲＰなど）またはそれらの誘導体が挙げられる。このようなプラスミ

ドは当該分野で周知である（Ｂｏｔｓｔｅｉｎら，Ｍｉａｍｉ  Ｗｎｔｒ．Ｓｙ

ｍｐ．１９：２６５－２７４（１９８２）；Ｂｒｏａｃｈ，Ｔｈｅ  Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｙｅａｓｔ  Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ

ｃｅｓ：Ｌｉｆｅ  Ｃｙｃｌｅ  ａｎｄ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ，Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，４４５－４７０頁（１９８１）；Ｂｒｏａｃｈ，Ｃ

ｅｌｌ  ２８：２０３－２０４  １９８２）。

      【０１５３】

  哺乳動物宿主について、いくつかの可能なベクター系が発現のために利用可能

である。染色体外プラスミドを自律複製を提供するＤＮＡエレメントを使用する

ベクターの１つのクラスは、動物ウイルス（例えば、ウシパピローマウイルス、

ポリオーマウイルスまたはＳＶ４０ウイルス）に由来する。ベクターの第２のク

ラスは、宿主染色体への所望の遺伝子配列の組み込みに依存する。導入ＤＮＡが

それらの染色体へ安定に組み込まれた細胞は、発現ベクターを含む宿主細胞の選

択を可能にする１以上のマーカーを組み込むことによっても選択され得る。マー

カーは、栄養要求性宿主に対してプロトトロピー（殺生物剤耐性（例えば、抗生

物質）、または重金属（例えば、銅）など）を提供し得る。選択マーカー遺伝子

は、発現されるＤＮＡ配列に作動可能に連結されていてもよいし、または同時形

質転換により同じ細胞へ導入されても良い。さらなるエレメントはまた、ｍＲＮ

Ａの最適な合成に必要とされ得る。これらのエレメントは、スプライスシグナル

、ならびに転写プロモーター、エンハンサー、および終結シグナルを含み得る。

このようなエレメントを組み込んでいるｃＤＮＡ発現ベクターは、Ｏｋａｙａｍ

ａ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２８０  １９８３，および他により記載

される。好ましい真核生物ベクターとしては、ＰＷＬＮＥＯ、ＰＳＶ２ＣＡＴ、

ＰＯＧ４４、ＰＸＴＩ、ｐＳＧ、ｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＬ（

Ｐｈａｒｍａｃｉａ）が挙げられる。

      【０１５４】
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  好ましい原核生物ベクターとしては、Ｅ．ｃｏｌｉ中で複製され得るプラスミ

ドのようなプラスミド（例えば、ｐＢＲ３２２、ＣｏｌＥｌ、ｐＳＣ１０１、ｐ

ＡＣＹＣ  １８４、πＶＸ、ｐＱＥ７０、ｐＱＥ６０、ｐＱＥ９、ｐＢＧ、ｐＤ

１０、Ｐｈａｇｅ  ｓｃｒｉｐｔ、ｐｓｉｘｌ７４、ｐｂｍｅｓｃｒｉｐｔ  Ｓ

Ｋ、ｐｂｓｋｓ、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨＩＢａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ（Ｓ

Ｌ  ｒａｒｅ  ｇｏｎｅ）、ｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３

－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５）が挙げられる。例えば、このようなプラスミ

ドは、Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．ら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８２）

）により開示される。Ｂａｃｉｌｌｕｓプラスミドとしては、ｐＣ１９４、ｐＣ

２２１、ｐＴ１２７などが挙げられる。このようなプラスミドは、Ｇｒｙｃｚａ

ｎ，Ｔ．（Ｔｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｂａ

ｃｉｌｌｉ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  （１９８２）

３０７－３２９頁）により開示される。適切なストレプトミセス属プラスミドと

しては、ｐＩＳＪ１０１（Ｋｅｎｄａｌｌら，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１６９

：４１７７－４１８３  １９８７）およびΦＣ３１のようなストレプトミセス属

バクテリオファージ（Ｃｈａｔｅｒら，Ｓｉｘｔｈ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ

ｌ  Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ  ｏｎ  Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ，Ａｋａｄｅｍｉａｉ  Ｋａｉｄｏ，Ｂｕｄａｐｅｓｔ，Ｈｕｎｇａｒｙ，

１９８６，４５－５４１頁）が挙げられる。ストレプトミセス属プラスミドは、

Ｊｏｈｎら（Ｒｅｖ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．８：６９３－７０４，１９８６，

およびＩｚａｋｉ，Ｋ．（Ｊｐｎ．Ｊ．ＢａｃｔｅｒｉｏＬ３３：７２９－７４

２  １９７８）により概説される。しかし、任意の他のプラスミドまたはベクタ

ーは、それらが宿主細胞中で複製可能および生存可能であるかぎり使用され得る

。

      【０１５５】

  一旦、ベクターまたは構築物を含むＤＮＡ配列が発現のために調製されると、

ＤＡＮ構築物は、適切な宿主へ導入され得る。種々の技術（例えば、プロトプラ



(72) 特表２００３－５０６０８８

スト融合物、リン酸カルシウム沈澱、エレクトロポレーションまたは他の従来技

術）が、使用され得る。融合後、細胞は、培地中で増殖され、そして適切な活性

についてスクリーニングされる。配列の発現は、Ｆｈｍタンパク質の産生を生じ

る。

      【０１５６】

  適切な宿主細胞または細胞株は、哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムス

ター卵巣細胞（ＣＨＯ；ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ６１）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ細胞（Ｕ

ｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ，９７：４

２１６－４２２０，１９８０）、ヒト胎児腎臓（ＨＥＫ），２９３細胞もしくは

２９３Ｔ細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ  １５７３），または３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ

番号ＣＲＬ９２０））であり得る。適切な哺乳動物宿主細胞の選択ならびに形質

転換、培養、増幅、スクリーニング、産物産生および精製のための方法は、当該

分野で公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ番

号ＣＲＬ  １６５０）およびＣＯＳ－７（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ  １６５１）細胞

株ならびにＣＶ－１（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ７０）細胞株である。さらなる例示的

な哺乳宿主細胞としては、形質転換された細胞株を含む、霊長類細胞株およびげ

っ歯類細胞株が挙げられる。正常な二倍体細胞、一次組織のインビトロ培養に由

来する細胞株、ならびに一次外植片もまた適切である。候補細胞は、選択遺伝子

において遺伝子型的に欠損していてもよいし、または優性に作用する選択遺伝子

を含んでいてもよい。他の適切な哺乳動物細胞株としては、以下が挙げられるが

、これらに限定されない：Ｓｗｉｓｓ、Ｂａｌｂ－ｃもしくはＮＩＨマウスに由

来するマウス神経芽細胞種Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ細胞、マウスＬ－９２９細胞、

３Ｔ３株またはＨａＫハムスター細胞株（これらはＡＴＣＣから入手可能である

）。各々これらの細胞株は、公知であり、そしてタンパク質発現の分野の当業者

にとって利用可能である。

      【０１５７】

  本発明に適切な宿主細胞として同様に有用であるのは、細菌細胞である。例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉの種々の株（例えば、ＨＢ１０１、ＤＨ５α（ＡＴＣＣ  Ｎｏ

．３３６９４）、ＤＨ１０、およびＭＣ１０６１（ＡＴＣＣ  Ｎｏ．５３３３０
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））が、バイオテクノロジーの分野において宿主細胞として周知である。Ｂ．ｓ

ｕｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．、他のＢａｃｉｌｌｕｓ  

ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の株もまた、本方法

において使用され得る。

      【０１５８】

  当業者に公知の酵母細胞の多くの株もまた、本発明のポリペプチドの発現のた

めの宿主細胞として利用可能である。好ましい酵母株としては、例えば、Ｓａｃ

ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅおよびＰｉｃｈｉａ  ｐａｓｔｏ

ｒｉｓが挙げられる。

      【０１５９】

  さらに、所望される場合、昆虫細胞系が、本発明において利用され得る。この

ような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら（Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：８１

０～８１７、１９９３）、Ｌｕｃｋｌｏｗ（Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃ

ｈｎｏｌ．４：５６４～５７２、１９９３）およびＬｕｃｋｌｏｗら（Ｊ．Ｖｉ

ｒｏｌ．６７：４５６６～４５７９、１９９３）に記載される。好ましい昆虫細

胞は、Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ

）である。

      【０１６０】

  グリコシル化Ｆｈｍポリペプチドを発現するためにトランスジェニック動物も

また使用し得る。例えば、トランスジェニック乳汁産生動物（例えば、ウシまた

はヤギ）を使用し得、そしてその動物の乳汁中の本発明のグリコシル化ポリペプ

チドを入手し得る。Ｆｈｍポリペプチドを産生するために植物もまた使用し得る

が、一般に、植物中で生じるグリコシル化は、哺乳動物細胞にて産生されるもの

と異なり、そしてヒト治療用途に適切でないグリコシル化生成物を生じ得る。

      【０１６１】

  （ポリペプチド産生）

  Ｆｈｍ発現ベクターを含む（すなわち、形質転換またはトランスフェクトされ

た）宿主細胞が、当業者に周知の標準的培地を使用して培養され得る。この培地

は、通常、その細胞の増殖および生存に必要な栄養素すべてを含む。Ｅ．ｃｏｌ
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ｉ細胞を培養するのに適切な培地は、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）

および／またはＴｅｒｒｉｆｉｃ  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）である。真核生物細胞を

培養するのに適切な培地は、Ｒｏｓｅｗｅｌｌ  Ｐａｒｋ  Ｍｅｍｏｒｉａｌ  

Ｍｅｄｉａ  １６４０（ＲＰＭＩ  １６４０）、最少必須培地（ＭＥＭ）、Ｄｕ

ｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ  Ｍｅｄｉａ（ＤＭＥＭ）で

あり、これらすべては、培養される特定の細胞株により示される血清および／ま

たは増殖因子が補充され得る。昆虫培養に適切な培地は、必要な場合にはｙｅａ

ｓｔｉｌａｔｅ、ラクトアルブミン加水分解物および／またはウシ胎仔血清を補

充した、グレース培地である。

      【０１６２】

  代表的には、形質転換細胞の選択的増殖に有用な抗生物質または他の化合物が

、この培地に補充物として添加される。使用される化合物は、宿主細胞が形質転

換されたプラスミド上に存在する選択マーカーエレメントにより決定される。例

えば、その選択マーカーエレメントがカナマイシン耐性である場合、培養培地に

添加される化合物は、カナマイシンである。選択的増殖培地のための他の化合物

としては、アンピシリン、テトラサイクリンおよびネオマイシンが挙げられる。

宿主細胞により産生されるＦｈｍポリペプチドの量は、当該分野で公知の標準的

方法を使用して評価され得る。このような方法としては、限定はしないが、ウェ

スタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動、非変性ゲル電

気泳動、ＨＰＬＣ分離、免疫沈降、および／または活性アッセイ（例えば、ＤＮ

Ａ結合ゲルシフトアッセイ）が挙げられる。

      【０１６３】

  Ｆｈｍポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計された場合、ポリペ

プチドの大部分は、細胞培養培地にて見出され得る。しかし、Ｆｈｍポリペプチ

ドが宿主細胞から分泌される場合、Ｆｈｍポリペプチドは細胞質および／または

核（真核生物宿主細胞について）あるいは細胞質ゾル（細菌宿主細胞）に存在す

る。

      【０１６４】

  細胞内物質（グラム陰性細菌について封入体を含む）が、当業者に公知の任意
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の標準的技術を使用して宿主細胞から抽出され得る。例えば、宿主細胞は、フレ

ンチプレス、ホモジナイゼーション、および／または超音波処理、それに続く遠

心分離によって、ペリプラズム／細胞質の中身を放出するように溶解され得る。

      【０１６５】

  Ｆｈｍポリペプチドが細胞質ゾルにおいて封入体を形成した場合、その封入体

は、しばしば、内側細胞膜および／または外側細胞膜に結合し得、従って、遠心

分離後に、主にペレット物質中に見出される。次いで、このペレット物質は、極

端なｐＨ状態で処理され得るか、またはカオトロピック剤（例えば、界面活性剤

、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、または尿素誘導体）を還元剤（例えば

、ジチオスレイトール（アルカリ性ｐＨ）もしくはトリスカルボキシエチルホス

フィン（酸性ｐＨ））の存在下で用いて処理され得て、封入体を遊離、破壊およ

び可溶化し得る。ここで可溶化形態のＦｈｍポリペプチドは、次いで、ゲル電気

泳動、免疫沈降などを使用して分析され得る。Ｆｈｍポリペプチドを単離するこ

とが所望される場合、単離は、本明細書中に記載される方法およびＭａｒｓｔｏ

ｎら（Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８２：２６４－２７５、１９９０）に記載される方

法のような、標準的方法を使用して達成され得る。

      【０１６６】

  いくつかの場合において、Ｆｈｍポリペプチドは、単離の際に生物学的に活性

でないかもしれない。そのポリペプチドを「リフォールディング」すなわちその

３次構造に変換してジスルフィド結合を産生するための種々の方法が、生物学的

活性を回復するために使用され得る。このような方法は、可溶化されたポリペプ

チドを通常は７を超えるｐＨに、特定の濃度のカオトロープの存在下で曝すこと

を包含する。カオトロープの選択は、封入体可溶化のために使用される選択に非

常に類似するが、通常このカオトロープは、より低い濃度で使用されそして可溶

化に使用されるカオトロープと必ずしも同じではない。ほとんどの場合、リフォ

ールディング／酸化溶液はまた、還元剤を含むかまたは還元剤プラスその酸化形

態を特定の比で含んで、特定の酸化還元ポテンシャルを生じ、それによりそのタ

ンパク質のシステイン架橋の形成を生じるようなジスルフィドシャッフリングを

可能にする。一般的に使用される酸化還元カップルのいくつかとしては、システ
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イン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチオビスＧＳＨ、塩化銅（ＩＩ

）、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴＴ、２－メルカプトエタノー

ル（βＭＥ）／ジチオ－β（ＭＥ）が挙げられる。共溶媒が、リフォールディン

グの効率を高めるために必要であり、そしてこの目的に使用されるより一般的な

試薬としては、グリセロール、種々の分子量のポリエチレングリコール、アルギ

ニンなどが挙げられる。

      【０１６７】

  封入体が、Ｆｈｍポリペプチドの発現の際に有意な程度まで形成されない場合

は、そのポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中に見出

される。そのポリペプチドは、本明細書中に記載されるような方法を使用して、

上清からさらに単離され得る。

      【０１６８】

  溶液からのＦｈｍポリペプチドの精製は、種々の技術を使用して達成され得る

。そのポリペプチドがそのカルボキシ末端もしくはアミノ末端のいずれかに、ヘ

キサヒスチジンのようなタグを含む（Ｆｈｍポリペプチド／ヘキサＨｉｓ）かま

たはＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ．、Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ、Ｃ

Ｔ）もしくはｍｙｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）のよう

な他の小さいペプチドを含むように合成されている場合、そのポリペプチドは、

カラムマトリックスがそのタグに高い親和性を有するアフィニティーカラムにそ

の溶液を通すことによって、１工程で精製され得る。

      【０１６９】

  例えば、ポリヒスチジンはニッケルに大きな親和性および特異性で結合し（従

ってａｎｎｉｃｋｅｌ）；従ってニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑ

ｉａｇｅｎ（登録商標）ニッケルカラム）が、Ｆｈｍポリペプチド／ポリＨｉｓ

の精製に使用され得る。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、１０．１１．８節

、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３を参照の

こと。

      【０１７０】
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  さらに、Ｆｈｍポリペプチドは、Ｆｈｍポリペプチドを特異的に認識し得そし

て結合し得るモノクローナル抗体の使用を介して、精製され得る。

      【０１７１】

  従って、精製に適切な手順としては、限定はしないが、アフィニティークロマ

トグラフィー、イムノアフィニティー、イオン交換クロマトグラフィー、分子ふ

るいクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、電気泳動

（ネイティブゲル電気泳動を含む）と続くゲル溶出、ならびに調製的等電収束法

（「Ｉｓｏｐｒｉｍｅ」マシーン／技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

、Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）が挙げられる。いくつかの場合、２つ以

上の精製技術が、純度の増加を達成するために組み合わされ得る。

      【０１７２】

  Ｆｈｍポリペプチド、そのフラグメント、および／または誘導体もまた、当該

分野で公知の技術を使用して化学合成法（例えば、固相ペプチド合成）により調

製され得、その公知技術は、たとえば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら（Ｊ．Ａｍ．Ｃ

ｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９、１９３）、Ｈｏｕｇｈｔｏｎら（Ｐｒｏｃ  

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

ＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ（Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏ

ｒｄ、ＩＬ、１９８４）に示される技術である。このようなポリペプチドは、ア

ミノ末端にメチオニンを含んで合成され得るし、または含まずに合成され得る。

化学合成されたＦｈｍポリペプチドもしくはフラグメントは、これらの参考文献

に示される方法を使用して、ジスルフィド架橋を形成するように酸化され得る。

化学合成されたＦｈｍポリペプチド、フラグメントもしくは誘導体は、組換え産

生されるかもしくは天然の供給源から精製された対応するＦｈｍポリペプチド、

フラグメントもしくは誘導体に匹敵する生物学的活性を有すると予測され、従っ

て、組換えＦｈｍポリペプチドもしくは天然のＦｈｍポリペプチドと互換可能に

使用され得る。

      【０１７３】

  Ｆｈｍポリペプチドを得るための別の手段は、そのＦｈｍポリペプチドが天然
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で見出される生物学的サンプル（例えば、供給源組織および／または流体）から

の精製を介する。このような精製は、上記のようなタンパク質精製のための方法

を使用して実行され得る。精製の間のＦｈｍポリペプチドの存在は、例えば、組

換え産生されたＦｈｍポリペプチドもしくはそのペプチドフラグメントに対して

調製された抗体を使用して、モニターされ得る。

      【０１７４】

  核酸およびポリペプチドを産生するためのさらなる多数の方法が、当該分野で

公知であり、そしてその方法は、Ｆｈｍに対する特異性を有するポリペプチドを

産生するために使用され得る。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９４：１２２９７－１２３０３、１９９７を参照

のこと。これは、ｍＲＮＡとそのコードされるペプチドとの間の融合タンパク質

の産生を記載する。また、Ｒｏｂｅｒｔｓ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂ

ｉｏｌ．３：２６３－２７３、１９９９も参照のこと。

      【０１７５】

  さらに、米国特許第５，８２４，４６９号は、特定の生物学的機能を実行し得

るオリゴヌクレオチドを得る方法を記載する。この手順は、各々が５’ランダム

配列、所定の中心配列、および３’ランダム配列を有する、オリゴヌクレオチド

の不均質プールを産生することを包含する。生じた不均質プールは、所望の生物

学的機能を示さない細胞集団に導入される。次いで、この細胞の部分集団が、所

定の生物学的機能を示す部分集団についてスクリーニングされる。この部分集団

から、所望の生物学的機能を実行し得るオリゴヌクレオチドが、単離される。米

国特許第５，７６３，１９２号、同第５，８１４，４７６号、同第５，７２３，

３２３号および同第５，８１７，４８３号は、ペプチドもしくはポリペプチドを

産生するためのプロセスを記載する。これは、確率的（ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃ）

遺伝子もしくはそのフラグメントを産生すること、次いでこれらの遺伝子を、そ

の確率的遺伝子によりコードされる１つ以上のタンパク質を産生する宿主細胞に

導入することによって、なされる。次いで、この宿主細胞は、所望の活性を有す

るペプチドもしくはポリペプチドを産生するクローンを同定するためにスクリー

ニングされる。



(79) 特表２００３－５０６０８８

      【０１７６】

  ペプチドもしくはポリペプチドを産生するための別の方法は、「Ｒａｎｄｏｍ

  Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｆｏｒ  Ｇ

ｅｎｅ  Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ」（ＲＡＧＥ－ＧＤ）として公知である、Ａｔｈｅ

ｒｓｙｓ，Ｉｎｃ．により出願されたＰＣＴ／ＵＳ９８／２００９４（ＷＯ９９

／１５６５０）に記載され、このプロセスは、インサイチュ組換え方法による内

因性遺伝子発現の活性化もしくは遺伝子の過剰発現を包含する。例えば、内因性

遺伝子の発現は、非相同組換えもしくは非正統的（ｉｌｌｅｇｉｔｉｍａｔｅ）

組換えによってその遺伝子の発現を活性化し得る標的細胞に調節配列を組み込む

ことによって、活性化もしくは増加される。標的ＤＮＡは、まず、放射線に供さ

れ、そして遺伝子プロモーターが挿入される。このプロモーターは、最終的には

遺伝子の前の途切れ目に位置し、その遺伝子の転写を開始する。これは、所望の

ペプチドもしくはポリペプチドの発現を生じる。

      【０１７７】

  これらの方法がまた、包括的ＩＬ－１７様タンパク質発現ライブラリーを生じ

るために使用され得、このライブラリーが続いて種々のアッセイ（例えば、生化

学的アッセイ、細胞アッセイ、および生物全体アッセイ（例えば、植物、マウス

など））における高スループット表現型スクリーニングに使用され得ることが、

理解される。

      【０１７８】

  （Ｆｈｍのタンパク質、ポリペプチド、フラグメント、改変体およびムテイン

）

  本発明のポリペプチドは、単離されたＦｈｍポリペプチドおよびそれに関する

ポリペプチド（本明細書中上記されるような、フラグメント、改変体、融合ポリ

ペプチドおよび誘導体を含む）を包含する。

      【０１７９】

  本発明のＦｈｍフラグメントは、そのポリペプチドのアミノ末端での短縮化（

リーダー配列を含むかまたは含まない）、カルボキシ末端での短縮化、および／

または内部での欠失から生じ得る。ほとんどの欠失および挿入、ならびに特に置
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換は、Ｆｈｍタンパク質の特徴での極端な変化を生じると予測されない。しかし

、実行する前に置換、欠失もしくは挿入の正確な効果を予測することが困難であ

る場合、当業者は、この効果が慣用的スクリーニングアッセイにより評価される

ことを認識する。例えば、改変体は、代表的には、Ｆｈｍをコードする核酸の部

位特異的変異誘発、組換え細胞培養物におけるその改変体核酸の発現、そして必

要に応じてその細胞培養物からの精製により産生され、その精製は例えば、ポリ

クローナル抗Ｆｈｍ抗体カラム上でのイムノアフィニティー吸着（少なくとも１

つの残りの免疫エピトープにその改変体を結合することによりその改変体を吸着

するため）による。好ましい実施形態において、短縮化および／または欠失は、

約１０アミノ酸、または約２０アミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７５

アミノ酸、または約１００アミノ酸、または約１００を超えるアミノ酸を含む。

そうして産生されたポリペプチドフラグメントは、約２５個連続するアミノ酸、

または約５０アミノ酸、または約７５アミノ酸、または約１００アミノ酸、また

は約１５０アミノ酸、または約２００アミノ酸を含む。このようなＦｈｍポリペ

プチドフラグメントは、必要に応じて、アミノ末端メチオニン残基を含み得る。

      【０１８０】

  本発明のＦｈｍポリペプチド改変体は、配列番号４と比較して、１つ以上のア

ミノ酸置換、付加および／または欠失を含む。好ましい実施形態において、この

改変体は、１～３、または１～５、または１～１０、または１～１５、または１

～２０、または１～２５、または１～５０、または１～７５、または１～１００

、または１００を超える、アミノ酸置換、挿入、付加および／もしくは欠失を有

し、ここでその置換が、上記のように保存的であり得るか、または非保存的であ

り得るか、あるいはその組み合わせであり得る。より詳細には、Ｆｈｍ改変体は

、配列番号４に示されるアミノ酸配列を含み得、この配列において、アミノ酸２

、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、

１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、

２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、

４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、

５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、
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６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、

７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、

８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００

、１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９

、１１０、１１、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、

１１９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１２６、１２７、

１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３３、１３４、１３５、１３６、

１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４３、１４４、１４５、

１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５３、１５４、

１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６３、

１６４、１６５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、

１７３、１７４、１７５、１７６－２５１までからなる群からの１つ以上のアミ

ノ酸が別のアミノ酸で置換されている。この改変体は、カルボキシ末端またはア

ミノ末端（リーダー配列を含むかもしくは含まない）のいずれかに、アミノ酸残

基の付加を有し得る。

      【０１８１】

  好ましいＦｈｍポリペプチド改変体は、ネイティブＦｈｍポリペプチドと比較

してグリコシル化部位の数および／または型が変化している、グリコシル化改変

体を含む。１つの実施形態において、Ｆｈｍ改変体は、より多くの数またはより

少ない数のＮ結合型グリコシル化部位を含む。Ｎ結合型グリコシル化部位は、配

列Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒにより特徴付けられ、ここでＸとして示されるアミノ酸残

基は、プロリンを除く任意の型のアミノ酸であり得る。この配列を作製するため

のアミノ酸残基の置換は、Ｎ結合型等鎖の付加のために可能な新規な部位を提供

する。あるいは、この配列を除去するための置換が、既存のＮ結合型等鎖を除去

する。また、１つ以上のＮ結合型グリコシル化部位（代表的には天然に存在する

部位）が除去されかつ１つ以上の新規なＮ結合部位が産生される、Ｎ結合型等鎖

の再構成も提供される。

      【０１８２】

  当業者は、周知の技術を使用して、ネイティブのＦｈｍポリペプチドの適切な
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改変体を決定し得る。例えば、生物学的活性を破壊することなく変化され得る分

子を適切な領域を推定し得る。また、当業者は、生物学的活性または構造に重要

であり得る領域さえも、その生物学的活性を破壊することもしくはそのポリペプ

チド構造に不利に影響することなく、保存的アミノ酸置換に供され得ることを認

識する。

      【０１８３】

  活性を破壊することなく変化され得る分子の適切な領域を予測するために、当

業者は、活性に重要であると考えられる領域を標的とし得る。例えば、同じ種ま

たは他の種由来の類似の活性を有する類似のポリペプチドが公知である場合、当

業者は、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列をそのような類似のポリペプチドと

比較し得る。このような比較を行った後、当業者は、類似のポリペプチド間で保

存される分子の残基および部分を決定し得る。当業者は、保存されないＦｈｍ分

子の領域での変化が生物学的活性および／または構造に不利に影響しそうにない

ことを知っている。当業者はまた、比較的保存された領域においてさえ、活性を

保持するしつつ、天然に存在する残基に代わって化学的に類似するアミノ酸でお

そらく置換し得る（例えば、保存的アミノ酸残基置換）。

      【０１８４】

  また、当業者は、活性もしくは構造に重要な類似のポリペプチド中の残基を同

定する構造－機能研究を検討し得る。このような比較を考慮して、当業者は、類

似のポリペプチド中の活性もしくは構造に重要なアミノ酸残基に対応するＦｈｍ

中のアミノ酸残基の重要性を予測し得る。当業者は、Ｆｈｍのこのような推定さ

れた重要なアミノ酸残基に代わる化学的に類似のアミノ酸置換を選択し得る。

      【０１８５】

  利用可能な場合、当業者はまた、類似のポリペプチドにおける結晶構造、およ

びその構造に関連するアミノ酸配列を分析し得る。その情報を考慮して、当業者

は、その３次元構造に関するＦｈｍポリペプチドのアミノ酸残基の整列を予測で

き得る。当業者は、そのタンパク質の表面上にあると予測されるアミノ酸残基に

対する急激な変化を作製しないように選択し得る。なぜなら、そのような残基は

、他の分子との重要な相互作用に関与し得るからである。
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      【０１８６】

  さらに、当業者は、各アミノ酸残基で単一アミノ酸置換を含む、試験改変体を

産生し得る。この改変体は、本願に開示される活性アッセイを使用してスクリー

ニングされ得る。このような改変体は、適切な改変体についての情報を集めるた

めに使用される、例えば、特定のアミノ酸残基への変化が活性の破壊を生じたこ

とを発見した場合、このような変化を含む改変体が回避される。従って、このよ

うな実験から収集された情報に基づいて、受容可能なさらなる改変体を見出すよ

うに試みる場合、当業者は、さらなる置換が単独でかもしくは他の変異と組み合

わせてのいずれかで回避されるべきアミノ酸を決定し得る。

      【０１８７】

  本発明のＦｈｍポリペプチドアナログは、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ酸配列

を関連ファミリーのメンバーと比較することにより決定され得る。例示的Ｆｈｍ

ポリペプチド関連ファミリーのメンバーとしては、ＴＮＦ－α、ＴＮＫ－β、Ｌ

ｙＴ－β、ＦａｓＬ、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、ＯＰＧＬおよびＴＲＡＩＬが挙

げられるが、これらに限定されない。この比較は、Ｐｉｌｅｕｐ整列（Ｗｉｓｃ

ｏｎｓｉｎ  ＧＣＧ  Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｐａｃｋａｇｅ）を使用すること、また

は保存領域および非保存領域内での複数のファミリーメンバーとの等価（重複）

比較を使用することによって、達成され得る。

      【０１８８】

  図１に示されるように、Ｆｈｍポリペプチドの推定アミノ酸配列（配列番号４

）は、ヒトＦａｓＬ、マウスＦａｓＬ、ラットＦａｓＬ、ヒトＣＤ４０Ｌ、マウ

スＣＤ４０Ｌ、マウスＯＰＧＬ、ヒトＯＰＧＬ、ヒトＴＲＡＩＬ、マウスＴＲＡ

ＩＬ、ヒトＣＤ３０Ｌ、ヒトＣＤ３０Ｌ、ヒトＬｙＴ－β、マウスＬｙＴ－β、

ヒトＴＮＦ－β、マウスＴＮＦ－β、ヒトＴＮＦ－α、およびマウスＴＮＦ－α

（配列番号５－２１）の対応する領域と整列される。他のＦｈｍポリペプチドア

ナログは、これらの方法もしくは当業者に公知の他の方法を使用して決定され得

る。これらの重複配列は、さらなるＦｈｍアナログを生じる保存的アミノ酸置換

および非保存的アミノ酸置換についての指針を提供する。これらのアミノ酸置換

は、天然に存在するアミノ酸からなってもよいし、もしくは天然に存在しないア
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ミノ酸からなってもよいことが、理解される。例えば、図１に示されるように、

これらのリガンドのＢ／Ｂ’ループとＤ／Ｅループとの整列は、可能なＦｈｍア

ナログが、１５３位のＶａｌ残基がＩｌｅ、Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、Ａｌａま

たはノルロイシン残基で置換され得、１４７位のＴｙｒ残基が置換され得、ある

いは、１５４位のＰｈｅ残基がＬｅｕ、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、ＡｌａまたはＴｙｒ残

基で置換され得ることを示す。さらに、１５１位のＳｅｒ残基は、Ｔｈｒ、Ａｌ

ａ、またはＣｙｓで置換され得、１４５位のＧｌｙ残基はＰｒｏもしくはＡｌａ

で置換され得、そして１５０位のＴｙｒは、Ｔｒｐ、Ｐｈｅ、ＴｈｒもしくはＳ

ｅｒで置換され得る。

      【０１８９】

  本発明のＦｈｍ融合ポリペプチドは、１つ以上の異種ペプチドもしくはタンパ

ク質に融合された、Ｆｈｍポリペプチド、フラグメント、改変体もしくは誘導体

を含む。異種ペプチドおよびタンパク質としては、Ｆｈｍ融合ポリペプチドの検

出および／もしくは単離を可能にするエピトープ、膜貫通レセプタータンパク質

もしくはその部分（例えば、細胞外ドメイン）、または膜貫通レセプタータンパ

ク質に結合するリガンドもしくはその部分、触媒活性な酵素もしくはその部分、

オリゴマー化を促進するタンパク質もしくはペプチド（例えば、ロイシンジッパ

ードメイン）および安定性を増大させるタンパク質もしくはペプチド（例えば、

免疫グロブリン定常領域）が挙げられるが、これらに限定されない。Ｆｈｍポリ

ペプチドは、それ自体またはそのフラグメント、改変体もしくは誘導体に融合さ

れ得る。融合は、Ｆｈｍポリペプチドのアミノ末端もしくはカルボキシ末端のい

ずれかでなされ得、そしてリンカーまたはアダプター分子なしで直接であり得る

し、あるいはリンカーまたはアダプター分子（例えば、１つ以上のアミノ酸残基

～約２０アミノ酸残基まで、もしくは約５０アミノ酸残基まで）を介してであり

得る。あるいは、そのＦｈｍ融合タンパク質は、１つもしくは２つのＴＮＦリガ

ンドポリペプチド、またはＴＮＦリガンドファミリーのメンバーもしくはサイト

カインレセプター（例えば、インターロイキン－１（ＩＬ－１）ポリペプチド）

に共有結合した、１つもしくは２つのＦｈｍポリペプチドを含み得る。このリガ

ンドは、好ましくは、組換えＤＮＡ技術を使用して、融合タンパク質として産生
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される。リンカーまたはアダプター分子はまた、融合部分の分離およびその後の

フォールディングを可能にするように、ＤＮＡ制限エンドヌクレアーゼについて

の切断部位もしくはタンパク質分解切断についての切断部位を含んで設計され得

る。

      【０１９０】

  また、Ｆｈｍポリペプチドの循環的に入れ換えられた（ｃｉｒｃｕｌａｒｌｙ

  ｐｅｒｍｕｔｅｄ）構造アナログが、本発明の一部として想像される。

      【０１９１】

  組換えＤＮＡ方法の開発により、タンパク質のフォールディング、構造および

機能に対する配列転位の効果を研究することが可能になった。新規な配列を作製

する際に使用されるアプローチは、そのアミノ酸配列の線形再構成（ｌｉｎｅａ

ｒ  ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）による関連するタンパク質の天然に存在す

る対のアプローチと類似する（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７６：３２１８～３２２２、１９７９；Ｔｅａ

ｔｈｅｒおよびＥｒｆｌｅ、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１７２：３８３７－３８

４１、１９９０；Ｓｃｈｉｍｍｉｎｇら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０４

：１３－１９、１９９２；ＹａｍｉｕｃｈｉおよびＭｉｎａｍｉｋａｗａ、ＦＥ

ＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２６０：１２７－１３０、１９９１；ＭａｃＧｒｅｇｏｒら、

ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．３７８：２６３～２６６、１９９６）。この型の再構成を

タンパク質に初めてインビトロで適用したことが、Ｇｏｉｄｅｎｂｅｒｇおよび

Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１６５：４０７～４１３、１９８

３）により記載された。新規なＮ末端が、もとの配列の内部部位（区切り点（ｂ

ｒｅａｋｐｏｉｎｔ））に選択され、その新規な配列は、もとのＣ末端もしくは

その付近にあるアミノ酸に到達するまで、その区切り点からもとと同じアミノ酸

順序を有する。この点で、新規な配列は、直接にかもしくはさらなる配列部分（

リンカー）を介してのいずれかで、もとのＮ末端もしくはその付近にあるアミノ

酸に結合され、そしてその新規な配列は、もとの配列の区切り部位のＮ末端側に

あったアミノ酸もしくはその付近点に到達するまで、もとと同じ配列が続き、こ

の残基はその鎖の新規なＣ末端を形成する。
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      【０１９２】

  このアプローチは、５８～４６２アミノ酸のサイズ範囲のタンパク質に適用さ

れている（Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ  ＆  Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ

ｏｌ．１６５：４０７－４１３、１９８３；Ｌｉ  ＆  Ｃｏｆｆｉｎｏ、Ｍｏｌ

．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１３：２３７７－２３８３、１９９３）。試験されたタ

ンパク質は、広範な構造的クラスを表し、これらには、主にα－ヘリックスを含

むタンパク質（インターロイキン－４；Ｋｒｅｉｔｍａｎら、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

  ７：３１１－３１８、１９９５）、主にβ－シートを含むタンパク質（インタ

ーロイキン－１；Ｈｏｒｌｉｃｋら、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇ．５：４２７－４

３１、１９９２）またはこの２つの混合物を含むタンパク質（酵母ホスホリボシ

ルアントラニル酸イソメラーゼ；Ｌｕｇｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４３：２０

６－２１０、１９８９）が挙げられる。

      【０１９３】

  好ましい実施形態において、Ｆｈｍポリペプチド、フラグメント、改変体およ

び／または誘導体を、ヒトＩｇＧのＦｃ領域に融合させる。１つの例において、

当業者に公知の方法を使用して、ヒトＩｇＧのヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３領域

を、ＦｈｍポリペプチドのＮ末端またはＣ末端のいずれかに融合させ得る。別の

例において、ヒンジ領域の一部ならびにＣＨ２およびＣＨ３領域を、融合し得る

。このように産生されたＦｈｍ  Ｆｃ融合ポリペプチドは、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａ

アフィニティーカラム（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を用いて精製

され得る。さらに、Ｆｃ領域に融合されたペプチドおよびタンパク質は、その融

合されていない対応物よりも実質的に大きい、インビボでの半減期を示すことが

見い出されている。また、Ｆｃ領域への融合は、この融合ポリペプチドのダイマ

ー化／マルチマー化を可能にする。このＦｃ領域は、天然に存在するＦｃ領域で

あり得るか、または治療的品質、循環時間、凝集の減少などのような、特定の質

を改善するように変更され得る。

      【０１９４】

  Ｆｈｍポリペプチド誘導体はまた、本発明の範囲に含まれる。本発明のＦｈｍ

タンパク質の共有結合改変は、本発明の範囲内に含まれる。改変体Ｆｈｍタンパ
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ク質は、インビトロ合成によって都合よく調製され得る。このような改変は、精

製タンパク質または粗タンパク質の標的アミノ酸残基を、選択した側鎖または末

端残基と反応し得る有機誘導体化薬剤と反応させることによって、その分子内に

導入され得る。得られた共有結合誘導体は、生物学的活性について重要な残基を

同定するためのプログラムにおいて有用である。

      【０１９５】

  システイン残基は、最も通常には、α－ハロアセテート（および対応するアミ

ン）（例えば、クロロ酢酸またはクロロアセトアミド）と反応させて、カルボキ

シメチル誘導体またはカルボキシアミドメチル誘導体を生じる。システイン残基

はまた、ブロモトリフルオロアセトン、α－ブロモ－β（５－イミダゾイル）プ

ロピオン酸、クロロアセチルホスフェート、Ｎ－アルカリマレイミド、３－ニト

ロ－２－ピリジルジスルフィド、メチル２－ピリジルジスルフィド、ｐ－クロロ

メルクリ安息香酸、２－クロロメルクリ－４－ニトロフェノール、またはクロロ

－７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾールとの反応によって誘導体

化される。

      【０１９６】

  ヒスチジン残基は、ｐＨ５．５～７．０でのジエチルプロカーボネートとの反

応によって誘導体化される。なぜなら、この薬剤は、ヒスチジン側鎖に比較的特

異的であるからである。ｐ－ブロモフェナシルブロミドもまた有用であり；この

反応は、好ましくは、ｐＨ６．０の０．１Ｍカコジル酸ナトリウム中で行われる

。

      【０１９７】

  リジン残基およびアミノ末端残基は、コハク酸無水物またはカルボン酸無水物

と反応させる。これらの薬剤での誘導体化は、リジン残基の電荷を逆転させる効

果を有する。α－アミノ含有残基を誘導体化するための他の適切な試薬としては

、イミドエステル（例えば、メチルピコリンイミダート）；ピリドキサルホスフ

ェート；ピリドキサル；クロロ水素化ホウ素；トリニトロベンゼンスルホン酸；

Ｏ－メチルイソ尿素；２，４ペンタンジオン；およびトランスアミナーゼ（グリ

オキシレートとの触媒反応）が挙げられる。
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      【０１９８】

  アルギニン残基は、１つまたはいくつかの従来の試薬（とりわけ、フェニルグ

リオキサル、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロヘキサンジオンおよびニン

ヒドリン）との反応によって改変される。アルギニン残基の誘導体化は、グアニ

ジン官能基の高いｐＫaに起因して、その反応が、アルカリ条件で行われること

を必要とする。さらに、これらの試薬は、リジンの官能基およびアルギニンのε

アミノ基と反応し得る。

      【０１９９】

  チロシン残基の特異的改変は、それ自体、広範に研究されており、特に、芳香

族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンとの反応による、チロシン残基

へのスペクトル標識の導入に特に関心が置かれる。最も通常には、Ｎ－アセチル

イミダゾールおよびテトラニトロメタンが、それぞれ、Ｏ－アセチルチロシン種

および３－ニトロ誘導体を形成するために使用される。チロシン残基は、125Ｉ

または131Ｉを使用してヨウ素化され、ラジオイムイアッセイ（上記のクロラミ

ンＴ法が適切である）における使用のための標識タンパク質を調製する。

      【０２００】

  カルボキシル側鎖基（アスパラギン酸またはグルタミン酸）は、カルボジイミ

ド（Ｒ1）（例えば、１－シクロヘキシル－３－（２－モルホリニル－（４－エ

チル）カルボジイミドまたは１－エチル－３（４アゾニア４，４－ジメチルペン

チル）カルボジイミド）との反応によって選択的に改変される。さらに、アスパ

ラギン酸残基およびグルタミン残基は、アンモニウムイオンとの反応によってア

スパラギン酸残基およびグルタミン酸残基に変換される。

      【０２０１】

  二官能性薬剤での誘導体化は、Ｆｈｍタンパク質／ポリペプチドを、Ｆｈｍタ

ンパク質融合ポリペプチドを切断して、切断されたポリペプチドを放出および回

収するための方法における使用のための、水不溶性支持体のマトリックスまたは

表面に架橋するために有用である。通常使用される架橋剤としては、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
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テル）、ホモ二官能性イミドエステル（ジスクシンイミジルエステル（例えば、

３，３’－ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート））を含む）および二

官能性マレイミド（例えば、ビス－Ｎ－マレイミド－１，８－オクタン）が挙げ

られる。メチル－３－［ｐ－アジドフェニル）ジチオ］プロピオイミダートのよ

うな誘導体化薬剤は、光の存在下で架橋を形成し得る、光活性化性の中間体を生

じる。あるいは、米国特許第３，９６９，２８７号；同第３，６９１，０１６号

；同第４，１９５，１２８号；同第４，２４７，６４２号；同第４，２２９，５

３７号；および同第４，３３０，４４０号（本明細書中に参考として援用される

）に記載される反応性の水不溶性マトリックス（例えば、臭化シアン活性化炭化

水素）およびその反応性基質が、タンパク質の固定に使用される。

      【０２０２】

  グルタミン残基およびアスパラギン残基は、しばしば、対応するグルタミン酸

残基およびアスパラギン酸残基に脱アミド化される。あるいは、これらの残基は

、穏やかな酸性条件下で脱アミド化される。これらの残基のいずれかの形態は、

本発明の範囲内である。

      【０２０３】

  他の改変としては、プロリンおよびセリンのヒドロキシル化、セリン残基また

はスレオニン残基のヒドロキシル基のリン酸化、リジン、アルギニンおよびヒス

チジン側鎖のα－アミノ基のメチル化（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｐｒｏｔ

ｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌｅ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉ

ｅｓ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、７

９－８６頁、１９８３）、Ｎ末端アミンのアシル化、およびいくつかの場合にお

いて、Ｃ末端カルボキシル基のアミド化が挙げられる。このような誘導体は、Ｆ

ｈｍポリペプチドがポリマーに連結されている、化学的に改変されたＦｈｍポリ

ペプチド組成物である。選択されるポリマーは、代表的には水溶性であり、その

結果、そのポリマーに連結されているタンパク質は、水性環境（例えば、生理学

的環境）下で沈殿しない。選択されたポリマーは、通常、単一の反応基（例えば

、アシル化のための活性エステルまたはアルキル化のためのアルデヒド）を有す

るように改変され、その結果、ポリマー化の程度は、本発明の方法に提供される
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ように、制御され得る。このポリマーは、任意の分子量であり得、そして分枝さ

れていても分枝されていなくてもよい。ポリマーの混合物が、Ｆｈｍポリペプチ

ドポリマーの範囲内に含まれる。好ましくは、最終生成物の調製物の治療的使用

のために、このポリマーは、薬学的に受容可能である。

      【０２０４】

  ポリマーは、各々、任意の分子量のポリマーであり得、そして分枝しても分枝

しなくてもよい。ポリマーは、各々、代表的に、約２ｋＤａ～約１００ｋＤａの

間の平均分子量を有する（用語「約」とは、水溶性ポリマーの調製物において、

ある分子は、示された分子量よりも大きく、ある分子は、示された分子量より小

さいことを示す）。各ポリマーの平均分子量は、約５ｋＤａ～約５０ｋＤａの間

、より好ましくは、約１２ｋＤａ～約４０ｋＤａの間、そして最も好ましくは、

約２０ｋＤａ～約３５ｋＤａの間である。

      【０２０５】

  適切な水溶性ポリマーまたはそれらの混合物としては、以下が挙げられるが、

これらに限定されない：Ｎ結合型炭水化物またはＯ結合型炭水化物、糖類、ホス

フェート、炭水化物；糖類；ホスフェート；ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）

（モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ－またはアリールオキシ－ポリエチレング

リコールを含む、タンパク質を誘導体化するために使用されているＰＥＧの形態

を含む）；モノメトキシ－ポリエチレングリコール；デキストラン（例えば、低

分子量（例えば、約６ｋＤ）のデキストラン）、セルロース；セルロース；他の

炭水化物ベースのポリマー、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレングリ

コール、プロピレングリコールホモポリマー、ポリプロピレンオキシド／エチレ

ンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール（例えば、グリセロール

）およびポリビニルアルコール。配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチド

またはＦｈｍポリペプチド改変体の共有結合されたマルチマーを調製するために

使用され得る、二官能性架橋分子もまた、本発明に含まれる。

      【０２０６】

  一般に、化学誘導体化は、タンパク質を活性化ポリマー分子と反応させるため

に使用される任意の適切な条件下で行われ得る。ポリペプチドの化学誘導体を調
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製するための方法は、一般に、以下の工程を包含する：（ａ）配列番号４のアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドまたはＦｈｍポリペプチド改変体が、１以上のポリ

マー分子に結合されるような条件下で、ポリペプチドを、活性化したポリマー分

子（例えば、ポリマー分子の反応性エステルまたはアルデヒド誘導体）と反応さ

せる工程、および（ｂ）反応生成物を得る工程。最適な反応条件は、公知のパラ

メーターおよび所望の結果に基づいて決定される。例えば、ポリマー分子：タン

パク質の比が大きいほど、結合されるポリマー分子の割合は大きくなる。１つの

実施形態において、Ｆｈｍポリペプチド誘導体は、そのアミノ末端で単一のポリ

マー分子部分を有し得る（例えば、米国特許第５，２３４，７８４号を参照のこ

と）。

      【０２０７】

  本発明における使用に特に好ましい水溶性ポリマーは、ポリエチレングリコー

ル（略称、ＰＥＧ）である。本明細書中で使用される場合、ポリエチレングリコ

ールは、他のタンパク質を誘導体化するために使用されてきた、任意の形態のＰ

ＥＧ（例えば、モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ－またはアリールオキシ－ポ

リエチレングリコール）を含むことが意味される。ＰＥＧは、広範な分子量で入

手可能な、直鎖状または分枝状の中性のポリエーテルであり、水および多くの有

機溶媒に可溶性である。ＰＥＧは、水中に存在する場合、他のポリマーまたはペ

プチドを排除するのに効果的であり、これは、主に、他のタンパク質またはポリ

マー表面に結合した場合に、水のシェルまたは水和球（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ  ｓ

ｐｈｅｒｅ）を形成する、その高い動的な鎖可動性および親水性性質による。Ｐ

ＥＧは、非毒性であり、非免疫原性であり、そして食品医薬庁に承認されている

。

      【０２０８】

  ＰＥＧに結合体化されたタンパク質または酵素は、動物に投与した場合に、生

体活性、非抗原性特性およびクリアランス速度の減少を示した。Ｆ．Ｍ．Ｖｅｒ

ｏｎｅｓｅら、Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ  ｏｆ

  Ｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ  ｇｌｙｃｏ．）－ｍｏ

ｄｉｆｉｅｄ  Ｅｎｚｙｍｅｓ  ｆｏｒ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ  Ａｐｐｌｉ
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ｃａｔｉｏｎｓ，Ｊ．Ｍ．Ｈａｒｉｉｓ編、Ｐｏｌｙ（Ｅｔｈｙｌｅｎｅ  Ｇｌ

ｙｃｏｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ－－Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ  ａｎｄ  Ｂｉｏ

ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  １２７－３６、１９９２（本明細

書中に参考として援用される）。これは、免疫系による認識の阻止における、Ｐ

ＥＧの排除特性に起因する。さらに、ＰＥＧは、タンパク質吸着を減少させ、血

液適合性を改善するための、表面改変手段に広範に使用されている。Ｓ．Ｗ．Ｋ

ｉｍら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５１６：１１６－３０  １９８７

；Ｊａｃｏｂｓら、Ａｒｔｉｆ．Ｏｒｇａｎｓ  １２：５００－５０１，１９８

８；Ｐａｒｋら、Ｊ．Ｐｏｌｙ．Ｓｃｉ，Ｐａｒｔ  Ａ  ２９：１７２５－３１

，１９９１（本明細書中で参考として援用される）。疎水性ポリマー表面（例え

ば、ポリウレタンおよびポリスチレン）は、ＰＥＧ（ＭＷ  ３，４００）のグラ

フティングによって改変され、非トロンボゲン形成性表面として使用されている

。これらの研究において、表面特性（接触角）は、ＰＥＧの水和効果に起因して

、親水性表面とより一致した。より重要なことに、タンパク質（アルブミンおよ

び他の血漿タンパク質）の吸着は、非常に減少され、これは、ＰＥＧの高い鎖可

動性、水和球およびタンパク質排除特性から生じる。

      【０２０９】

  ＰＥＧ（ＭＷ  ３，４００）は、表面固定研究（Ｐａｒｋら、Ｊ．Ｂｉｏｍｅ

ｄ．Ｍａｔ．Ｒｅｓ．２６：７３９－４５，１９９２）において最適なサイズと

して決定され、一方、ＰＥＧ（ＭＷ  ５，０００）は、タンパク質抗原性の減少

において最も有利であった（Ｆ．Ｍ．Ｖｅｒｏｎｅｓｅら、Ｊ．Ｍ．Ｈａｒｒｉ

ｓ編、Ｐｏｌｙ（Ｅｔｈｙｌｅｎｅ  Ｇｌｙｃｏｌ）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ－－Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ  ａｎｄ  Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉ

ｏｎｓ  １２７－３６、前出（本明細書中で参考として援用される））。

      【０２１０】

  一般に、化学誘導体化は、生物学的に活性な物質を活性化ポリマー分子と反応

させるために使用される任意の適切な条件下で行われ得る。ペグ（ＰＥＧ）化Ｆ

ｈｍポリペプチドを調製するための方法は、一般に以下の工程を包含する：（ａ

）Ｆｈｍポリペプチドが、１以上のＰＥＧ基に結合されるような条件下でポリペ
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プチドをポリエチレングリコール（例えば、ＰＥＧの反応性エステルまたはアル

デヒド誘導体）と反応させる工程、および（ｂ）反応生成物を得る工程。一般に

、アシル化反応に最適な反応条件は、公知のパラメーターおよび所望の結果に基

づいて決定される。例えば、ＰＥＧ：タンパク質の比が大きいほど、ポリ－ペグ

化生成物の割合が高くなる。

      【０２１１】

  好ましい実施形態において、Ｆｈｍポリペプチド誘導体は、Ｎ末端で単一のＰ

ＥＧ部分を有する。米国特許第８，２３４，７８４号（本明細書中で参考として

援用される）を参照のこと。

      【０２１２】

  一般に、本発明のＦｈｍポリペプチド誘導体の投与によって緩和または調節さ

れ得る状態としては、Ｆｈｍポリペプチドについて本明細書中で記載される状態

が挙げられる。しかし、本明細書中に開示されるＦｈｍポリペプチド誘導体は、

非誘導体化分子と比較して、さらなる活性、増強または減少された生物学的活性

、または他の特徴（例えば、増加または減少された半減期）を有し得る。

      【０２１３】

  （遺伝子操作した非ヒト動物）

  ネイティブＦｈｍポリペプチドをコードする遺伝子が破壊（「ノックアウト」

）されて、その結果、この遺伝子の発現レベルが、有意に減少されているかまた

は完全に消失されている、非ヒト動物（例えば、マウス、ラットまたは他の齧歯

目、ウサギ、ヤギまたはヒツジ、あるいは他の家畜動物）も、本発明にさらに含

まれる。このような動物は、米国特許第５，５５７，０３２号に記載されるよう

な技術および方法を使用して調製され得る。

      【０２１４】

  本発明はさらに、その動物についてネイティブな形態のＦｈｍ遺伝子または異

種Ｆｈｍ遺伝子のいずれかが、その動物によって過剰発現されている（それによ

って「トランスジェニック」動物が作製される）非ヒト動物（例えば、マウス、

ラットまたは他の齧歯目、ウサギ、ヤギまたはヒツジ、あるいは他の家畜動物）

を包含する。このようなトランスジェニック動物は、米国特許第５，４８９，７
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４３号およびＰＣＴ出願番号ＷＯ９４／２８１２２に記載のような、周知の方法

を使用して調製され得る。

      【０２１５】

  本発明はさらに、本発明の１以上のＦｈｍポリペプチドに対するプロモーター

が、活性化または不活性化されて（例えば、相同組換え法を使用することによっ

て）１以上のネイティブＦｈｍポリペプチドの発現レベルが変更されている非ヒ

ト動物を包含する。

      【０２１６】

  これらの非ヒト動物は、薬物候補スクリーニングに使用され得る。このような

スクリーニングにおいて、動物に対する薬物候補の影響が測定され得；例えば、

薬物候補は、Ｆｈｍ遺伝子の発現を減少または増加し得る。特定の実施形態にお

いて、産生されるＦｈｍポリペプチドの量は、薬物候補への動物の曝露後に測定

され得る。さらに、特定の実施形態において、動物に対する薬物候補の実際の影

響を検出し得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、疾患または病理学的状態

を生じ得るか、またはそれらに関連し得る。このような場合において、遺伝子の

発現を減少する薬物候補の能力または病理学的状態を防止または阻止する能力を

試験し得る。他の例において、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラグ

メント）の産生が、疾患または病理学的状態を生じ得るか、またはそれらに関連

し得る。このような場合において、このような代謝産物の産生を減少する薬物候

補の能力または病理学的状態を防止または阻止する能力を試験し得る。

      【０２１７】

  （マイクロアレイ）

  ＤＮＡマイクロアレイ技術が、本発明に従って利用され得ることは明らかであ

る。ＤＮＡマイクロアレイは、固体支持体（例えば、ガラス）上に配置された、

核酸の微小の高密度アレイである。このアレイ内の各セルまたはエレメントは、

単一種のＤＮＡの多くのコピーを有し、このＤＮＡは、その同族のｍＲＮＡに対

するハイブリダイゼーションのための標的として作用する。ＤＮＡマイクロアレ

イ技術を使用する発現プロファイリングにおいて、最初に、ｍＲＮＡが、細胞ま

たは組織サンプルから抽出され、次いで、蛍光標識されたｃＤＮＡに酵素的に変
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換される。この材料を、マイクロアレイにハイブリダイズさせ、そして未結合ｃ

ＤＮＡを洗浄により除去する。次いで、アレイ上に提示される別々の遺伝子の発

現を、各標的ＤＮＡに特異的に結合された標識ｃＤＮＡの量を定量することによ

って可視化する。このようにして、数千の遺伝子の発現を、生物学的材料の単一

のサンプルから、高スループットの並行様式で定量し得る。

      【０２１８】

  この高スループット発現プロファイリングは、本発明のＦｈｍ分子に関する広

範な適用を有する。これらの適用としては、以下が挙げられるが、これらに限定

されない：治療用標的としてのＦｈｍ疾患関連遺伝子の同定および確証；Ｆｈｍ

分子およびそのインヒビターの分子毒性研究；集団の層別化および臨床試験用の

代理マーカーの作製；ならびに高スループットスクリーニング（ＨＴＳ）におけ

る選択的な化合物の同定を補助することによるＦｈｍ関連小分子薬物発見の増大

。

      【０２１９】

  （選択的結合因子）

  本明細書中で使用される場合、用語「選択的結合因子」とは、１以上のＦｈｍ

ポリペプチドに対する特異性を有する分子をいう。適切な選択的結合因子として

は、抗体およびその誘導体、ポリペプチド、ならびに小分子が挙げられるが、こ

れらに限定されない。適切な選択的結合因子は、当該分野で公知の方法を使用し

て調製され得る。本発明の例示的Ｆｈｍポリペプチド選択的結合因子は、Ｆｈｍ

ポリペプチドの特定の部分を結合し得、それによって、Ｆｈｍポリペプチドレセ

プターへのＦｈｍポリペプチドの結合を阻害する。

      【０２２０】

  Ｆｈｍポリペプチドを結合する選択的結合因子（例えば、抗体および抗体フラ

グメント）は、本発明の範囲内にある。抗体は、ポリクローナル（単一特異的な

ポリクローナルを含む）抗体、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）、組換え抗体、キ

メラ抗体、ヒト化抗体（例えば、ＣＤＲグラフト化抗体）、ヒト抗体、単鎖抗体

および／または二特異性抗体、ならびにそれらのフラグメント、改変体または誘

導体であり得る。抗体フラグメントは、Ｆｈｍポリペプチドのエピトープに結合
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する抗体の部分を含む。このようなフラグメントの例としては、全長抗体の酵素

的切断によって生成される、ＦａｂフラグメントおよびＦ（ａｂ’）フラグメン

トが挙げられる。他の結合フラグメントとしては、組換えＤＮＡ技術（例えば、

抗体可変領域をコードする核酸配列を含む組換えプラスミドの発現）によって精

製されるフラグメントが挙げられる。

      【０２２１】

  Ｆｈｍポリペプチドに対するポリクローナル抗体は、一般に、Ｆｈｍおよびア

ジュバントの複数回の皮下注射または腹腔内注射によって、動物（例えば、ウサ

ギまたはマウス）において産生される。Ｆｈｍポリペプチドあるいはその改変体

、フラグメントまたは誘導体を、キャリアタンパク質に結合体化することが有用

であり得、このキャリアタンパク質は、免疫される種において免疫原性である（

例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清、アルブミン、ウシサイログ

ロブリンまたはダイズトリプシンインヒビター）。また、凝集因子（例えば、ミ

ョウバン）も、免疫応答を増強するために使用される。免疫後、動物を採血し、

そして血清を、抗Ｆｈｍ抗体力価についてアッセイする。

      【０２２２】

  Ｆｈｍに対するモノクローナル抗体は、培養物中の継代細胞株による抗体分子

の産生を提供する、任意の方法を使用して産生される。モノクローナル抗体を調

製するための適切な方法の例としては、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ  ２５６

：４９５－４９７、１９７５のハイブリドーマ法、およびＫｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１、１９８４；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌ

ｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  

ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、５１～６３頁（Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅ

ｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８７）のヒトＢ細胞ハイブリドーマ法が

挙げられる。

      【０２２３】

  Ｆｈｍポリペプチドと反応性のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ

細胞株もまた、本発明によって提供される。

      【０２２４】
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  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤としての使用のために改変され得る。

１つの実施形態は、「キメラ」抗体であり、ここで、重鎖および／または軽鎖の

一部が、特定の種に由来するかまたは特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに

属する抗体における対応する配列と、同一であるかまたは相同であり、鎖の残り

の部分は、別の種に由来するかまたは別の抗体のクラスもしくはサブクラスに属

する抗体における対応する配列と、同一であるかまたは相同である。このような

抗体のフラグメントもまた、それらが、所望の生物学的活性を示す限り、含まれ

る（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８１：６８５１－６８５５、１９８５（本

明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。

      【０２２５】

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である（米国特許第

５，５８５，０８９号および同第５，６９３，７６２号を参照のこと）。一般に

、ヒト化抗体は、非ヒト供給源由来のそのヒト化抗体に１以上のアミノ酸残基が

導入されている。ヒト化は、例えば、齧歯目の相補的決定領域（ＣＤＲ）の少な

くとも一部を、ヒト抗体の対応する領域で置換することによる、当該分野で記載

される方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５２２－５２、１９８６；

Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３２：３２３－３２７、１９８８；Ｖ

ｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４－１５３６、１９８８

）によって、行われ得る。

      【０２２６】

  Ｆｈｍポリペプチド、フラグメント、改変体および／または誘導体を結合する

、完全ヒト抗体もまた、本発明に含まれる。このような抗体は、必要に応じてキ

ャリアに結合体化されたＦｈｍ抗原（すなわち、少なくとも６個連続するアミノ

酸を有する）で免疫することによって産生される。内因性免疫グロブリン産生の

非存在下でヒト抗体のレパートリーを産生し得る、トランスジェニック動物（例

えば、マウス）を使用する。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：２５５１－２５５５、１９９３；
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Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５－２５８、１９９３；

Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ．７：３３、１９９

３を参照のこと。１つの方法において、このようなトランスジェニック動物は、

免疫グロブリンの重鎖および軽鎖をその中でコードする内因性遺伝子座を不活化

し、ヒト重鎖および軽鎖タンパク質をコードする遺伝子座を、そのゲノム内に導

入することによって産生される。次いで、部分的に改変された動物（完全未満の

補体の改変を有する）を交雑育種して、所望の免疫系の改変の全てを有する動物

を得る。免疫原を投与した場合、これらのトランスジェニック動物は、これらの

抗原に免疫特異的な可変領域を含む、（例えば、マウスよりもむしろ）ヒトのア

ミノ酸配列を有する抗体を産生する。ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９６／０５９

２８およびＰＣＴ／ＵＳ９３／０６９２６を参照のこと。さらなる方法は、米国

特許第５，５４５，８０７号、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９１／２４５、ＰＣ

Ｔ／ＧＢ８９／０１２０７、ならびにＥＰ５４６０７３Ｂ１およびＥＰ５４６０

７３Ａ１に記載される。ヒト抗体はまた、本明細書中に記載されるような、宿主

細胞における組換えＤＮＡの発現またはハイブリドーマ細胞における発現によっ

て産生される。

      【０２２７】

  代替的な実施形態において、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリー

において生成され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２

７：３８１，１９９１；Ｍａｒｋｓら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１

，１９９１）。これらのプロセスは、糸状バクテリオファージの表面上での抗体

レパートリーのディスプレイ、引き続いて、選択された抗原に対するそれらの結

合によるファージの選択によって免疫選択を模倣する。１つのこのような技術は

、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９８／１７３６４（これは、このようなアプロー

チを用いたＭＰＬ－レセプターおよびｍｓｋ－レセプターに対する高親和性でか

つ機能的アゴニスト抗体の単離を記載する）に記載される。

      【０２２８】

  キメラ抗体、ＣＤＲグラフト化抗体、およびヒト化抗体は、代表的には、組換

え方法により生成される。これらの抗体をコードする核酸は、宿主細胞に導入さ
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れ、そして本明細書中に記載される材料および方法を用いて発現される。好まし

い実施形態において、抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）におい

て発現される。モノクローナル（例えば、ヒト）抗体は、宿主細胞における組換

えＤＮＡの発現によるか、または本明細書中に記載のハイブリドーマ細胞におけ

る発現により生成され得る。

      【０２２９】

  本発明の抗Ｆｈｍ抗体は、Ｆｈｍポリペプチドの検出および定量について、任

意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的サンドイッチアッ

セイおよび間接的サンドイッチアッセイ、ならびに免疫沈降アッセイ（Ｓｏｌａ

，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｔ

ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｐｐ．１４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，

１９８７））において用いられ得る。抗体は、使用されるアッセイ方法に適切な

親和性でＦｈｍポリペプチドを結合する。

      【０２３０】

  診断適用に関しては、特定の実施形態において、抗Ｆｈｍ抗体は、代表的には

検出可能な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的の

いずれかで検出可能なシグナルを生じ得る任意の部分である。例えば、検出可能

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

化合物もしくは化学発光化合物（例えば、フルオロセインイソチオシアネート、

ローダミンもしくはルシフェリン）；または酵素（例えば、アルカリホスファタ

ーゼ、β－ガラクトシダーゼまたは西洋ワサビベルオキシダーゼ）であり得る。

Ｂａｙｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．１８４：１３８－１６３，１９９０を参照の

こと。

      【０２３１】

  本発明の抗Ｆｈｍ抗体は、Ｆｈｍポリペプチドの検出および定量について、任

意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的サンドイッチアッ

セイおよび間接的サンドイッチアッセイ、ならびに免疫沈降アッセイ（Ｓｏｌａ

，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｔ

ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｐｐ．１４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，
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１９８７））において用いられ得る。この抗体は、使用されるアッセイ方法につ

いて適切な親和性でＦｈｍポリペプチドを結合する。

      【０２３２】

  次いで、細胞溶解物または精製Ｆｈｍタンパク質改変体の活性は、所望の特徴

についての適切なスクリーニングアッセイにおいてスクリーニングされる。例え

ば、リガンドに対する結合親和性またはＦｈｍタンパク質の免疫学的特徴（例え

ば、所定の抗体に対する親和性）の変化は、競合型のイムノアッセイにより測定

される。免疫調節活性の変化は、適切なアッセイによって測定される。このよう

なタンパク質特性の改変は、酸化還元または熱安定性、疎水性、タンパク質分解

に対する感受性またはキャリアとの凝集傾向またはマルチマーへの凝集傾向とし

て、当業者に周知の方法によりアッセイされる。競合結合アッセイは、限定され

た量の抗体との結合について試験サンプル分析物（Ｆｈｍポリペプチド）と競合

する標識された標準物質（例えば、Ｆｈｍポリペプチドまたはその免疫学的に反

応性の部分）の能力に依存する。試験サンプル中のＦｈｍポリペプチドの量は、

この抗体に結合する標準物質の量に逆比例する。結合する標準物質の測定を容易

にするために、この抗体は、代表的には、競合の前または後に不溶化され、その

結果、この抗体に結合する標準物質および分析物は、結合しないままの標準物質

および分析物から簡単に分離され得る。

      【０２３３】

  サンドイッチイムノアッセイは、代表的には、２つの抗体（各々、検出され、

そして／または定量されるタンパク質の異なる免疫原性部分、エピトープに結合

し得る）の使用に関する。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル分

析物は、代表的には、固体支持体に固定化された第１の抗体、その後第２の抗体

が分析物に結合し、このようにして不溶性の３部分で構成される複合体を形成す

る。例えば、米国特許第４，３７６，１１０号を参照のこと。第２の抗体は、そ

れ自体検出可能な部分で標識され得るか（例えば、直接サンドイッチアッセイ）

、または検出可能な部分で標識された抗免疫グロブリン抗体を用いて測定され得

る（間接サンドイッチアッセイ）。例えば、サンドイッチアッセイの１つの型は

、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）であり、この場合、この検
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出可能な部分は酵素である。

      【０２３４】

  選択的結合因子（抗Ｆｈｍ抗体を含む）はまた、インビボ画像化のために有用

である。検出可能な部分で標識された抗体は、動物に（好ましくは、血流に）投

与され得、そして宿主における標識化抗体の存在および位置がアッセイされる。

この抗体は、動物において（核磁気共鳴、放射線学または当該分野で公知の他の

検出手段のいずれかで）検出可能な任意の部分で標識され得る。

      【０２３５】

  選択的結合因子（本発明の抗体を含む）は、治療剤として使用され得る。これ

らの治療的抗体は、一般に、それらがＦｈｍポリペプチドの生物学的活性の少な

くとも１つを増強または減少するかのいずれかであるという点で、それぞれ、ア

ゴニストまたはアンタゴニストである。１つの実施形態において、本発明のアン

タゴニスト抗体は、Ｆｈｍポリペプチド、フラグメント、改変体および／または

誘導体に特異的に結合し得、そしてＦｈｍポリペプチドの機能的活性をインビボ

またはインビトロで阻害または排除し得る抗体またはその結合フラグメントであ

る。好ましい実施形態において、アンタゴニスト抗体は、Ｆｈｍポリペプチドの

機能的活性を少なくとも約５０％、好ましくは少なくとも約８０％、より好まし

くは９０％、そして最も好ましくは１００％阻害する。別の実施形態において、

この選択的結合因子は、Ｆｈｍ結合パートナー（例えば、レセプター）と相互作

用し、それによりインビトロまたはインビボでＦｈｍ活性を阻害または排除し得

る抗体であり得る。選択的結合因子（アゴニスト抗Ｆｈｍ抗体およびアンタゴニ

スト抗Ｆｈｍ抗体を含む）は、当該分野で周知のスクリーニングアッセイにより

同定される。

      【０２３６】

  本発明はまた、Ｆｈｍ選択的結合因子（例えば、抗体）および生物学的サンプ

ルにおいてＦｈｍポリペプチドレベルを検出するに有用な他の試薬を含むキット

に関する。このような試薬としては、以下が挙げられ得る：検出可能な標識、ブ

ロッキング血清、陽性コントロールサンプルおよび陰性コントロールサンプル、

ならびに検出試薬。
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      【０２３７】

  本発明のＦｈｍポリペプチドは、発現クローニングストラテジーを用いて、Ｆ

ｈｍレセプターをクローニングするために使用され得る。放射性標識（125ヨウ

素）Ｆｈｍポリペプチドまたは親和性／活性タグ化Ｆｈｍポリペプチド（例えば

、Ｆｃ部分またはアルカリホスファターゼの融合物）を結合アッセイに用いて、

Ｆｈｍレセプターを発現する細胞型または細胞株または組織を同定し得る。この

ような細胞または組織から単離されたＲＮＡは、ｃＤＮＡに変換され、哺乳動物

発現ベクターにクローニングされ、そして哺乳動物細胞（例えば、ＣＯＳ細胞ま

たは２９３細胞）にトランスフェクトされて、発現ライブラリーを作製し得る。

次いで、放射性標識されたか、またはタグ化されたＦｈｍポリペプチドは、親和

性リガンドとして用いられて、このライブラリーから細胞の表面でＦｈｍレセプ

ターを発現する細胞のサブセットが同定および単離され得る。次いで、これらの

細胞からＤＮＡが単離され、そして哺乳動物細胞にトランスフェクトされて、第

２の発現ライブラリーが作製され得る。この第２の発現ライブラリーにおいて、

Ｆｈｍレセプターを発現する細胞の割合は、最初のライブラリーの数倍高い。こ

の富化プロセスは、Ｆｈｍレセプターを含む単一の組換えクローンが単離される

まで、繰り返し反復され得る。Ｆｈｍレセプターの単離は、Ｆｈｍポリペプチド

シグナル伝達経路の新規なアゴニストおよびアンタゴニストを同定または開発す

るために有用である。このようなアゴニストおよびアンタゴニストとしては、可

溶性Ｆｈｍレセプター、抗Ｆｈｍレセプター抗体、低分子またはアンチセンスオ

リゴヌクレオチドが挙げられ、そしてそれらは、１つ以上の疾患または障害（本

明細書中に記載のものを含む）を処置、予防または診断するために用いられ得る

。

      【０２３８】

  （診断キットおよび試薬）

  本発明は、レセプターおよび／または抗体の存在を検出するための種々の診断

キットおよび方法におけるＦｈｍタンパク質、そのフラグメント、ペプチド、結

合組成物、ならびにその融合産物の使用を企図する。代表的には、このキットは

、Ｆｈｍペプチドもしくは遺伝子セグメント、またはその一方もしくは他方を認



(103) 特表２００３－５０６０８８

識する試薬（例えば、結合試薬）を含む区画を有する。

      【０２３９】

  Ｆｈｍに対する結合パートナーまたは試験化合物の結合親和性を決定するため

のキットは、代表的には、結合パートナー試験化合物；標識化合物（例えば、こ

のタンパク質に対する公知の結合親和性を有する抗体）；または結合パートナー

の供給源（天然に存在するか、または組換え）、および結合した標識化化合物か

ら遊離の標識化化合物を分離するための手段（例えば、リガンドもしくはその結

合パートナーを固定化するための固相）を含む。一旦化合物がスクリーニングさ

れると、リガンドまたはその結合パートナーに対する適切な結合親和性を有する

化合物を適切な生物学的アッセイ（当該分野で周知）において評価して、これら

の化合物がＦｈｍ活性のアゴニストまたはアンタゴニストとして働き得るか否か

を決定し得る。組換えＦｈｍおよび／またはレセプターポリペプチドの利用可能

性はまた、このようなアッセイを較正するためのまたは陽性コントロールサンプ

ルとしての充分に規定された標準物質を提供する。

      【０２４０】

  例えば、サンプル中のＦｈｍリガンドおよび／またはそのコグネイト結合パー

トナーの濃度を決定するための好ましいキットは、代表的には、標的に対する公

知の結合親和性を有する標識化化合物（例えば、抗体）、リガンドまたはレセプ

ターの供給源（天然に存在するか、または組換え）、および結合した標識化化合

物を遊離の標識化化合物から分離するための手段（例えば、リガンドまたはレセ

プターを固定化するための固相）を含む。通常、試薬、および使用または廃棄の

ための説明書を含む区画が提供される。

      【０２４１】

  抗体（リガンドまたはレセプターに特異的な抗原結合フラグメントを含む）ま

たはフラグメントは、リガンド、レセプターおよび／またはそのフラグメントの

上昇したレベルの存在を検出するための診断適用において有用である。このよう

な診断アッセイは、溶解物、生細胞、固定細胞、免疫蛍光、細胞培養物、体液を

使用し得、そしてさらに、血清などにおいてリガンドまたはレセプターに関連す

る抗原の検出を含む。診断アッセイは、均質系（遊離の試薬と抗原複合体との間
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の分離工程が必要ない）であっても、不均質系（分離工程を必要とする）であっ

てもよい。種々の市販のアッセイが存在し、これらとしては、例えば、ラジオイ

ムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、

酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）、酵素複合イムノアッセイ技術（ｅｎｚｙｍｅ－

ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ  ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ  ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）（ＥＭ

ＩＴ）、基質標識蛍光イムノアッセイ（ＳＬＦＩＡ）などが挙げられる。例えば

、非標識抗体は、標識され、かつリガンドもしくはレセプターもしくはその特定

のフラグメントに対する１次抗体を認識する二次抗体を用いることにより使用さ

れ得る。類似のアッセイはまた、文献中で広範に議論されている（例えば、Ｈａ

ｒｌｏｗ  ａｎｄ  Ｌａｎｅ（１９８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓを参照のこと）。

      【０２４２】

  抗イディオタイプ抗体は、リガンドまたはレセプターに対する抗体の存在を診

断するために類似の用途を有し得、このようにして種々の異常状態を診断し得る

。例えば、リガンドまたはレセプターの過剰生成は、異常な生理的状態（特に種

々の炎症状態またはアレルギー状態において）の診断であり得る種々の免疫学的

反応の生成を生じ得る。

      【０２４３】

  頻繁には、診断アッセイについての試薬は、アッセイの感度を最適化するため

にキット中で供給される。本発明に関しては、アッセイの性質、プロトコル、お

よび標識、標識抗体もしくは非標識抗体のいずれかまたは標識リガンドもしくは

レセプターに依存して、提供される。これは、通常、他の付加物（例えば、緩衝

液、安定化剤、シグナル生成に必要な材料（例えば、酵素の基質など））と関連

している。好ましくは、キットは、適正な使用および使用後の内容物の廃棄につ

いての説明書もまた含む。代表的には、このキットは、各有用な試薬のための区

画または容器を有する。望ましくは、この試薬は、凍結乾燥粉末として提供され

、ここで、この試薬は、このアッセイを実行するための試薬の適切な濃度を提供

する水性媒体中で再構成され得る。
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      【０２４４】

  薬物スクリーニングおよび診断アッセイの前述の構成成分は、改変されずに使

用されてもよいし、種々の方法で改変されても良い。例えば、標識化は、直接的

または間接的に検出可能なシグナルを提供する部分を共有結合または非共有結合

することにより達成され得る。これらのアッセイのいずれにおいても、リガンド

、試験化合物、レセプター、またはそれらに対する抗体は、直接的または間接的

にかのいずれかで標識され得る。直接標識化の可能性としては、以下の標識群が

挙げられる：放射性標識（例えば、125Ｉ）、ペルオキシダーゼおよびアルカリ

ホスファターゼのような酵素（米国特許第３，６４５，０９０号）、および蛍光

強度の変化、波長シフトまたは蛍光分極をモニターし得る蛍光標識（米国特許第

３，９４０，４７５号）。間接標識化の可能性としては、以下が挙げられる：１

つの成分のビオチン化に続き、上記の標識基の１つに結合したアビジンへの結合

。

      【０２４５】

  結合リガンドを遊離リガンドから分離する方法、あるいは結合試験化合物から

遊離試験化合物を分離する方法もまた多数存在する。このリガンドまたはレセプ

ターは、おそらく界面活性剤または関連する脂質とともに、種々のマトリックス

に固定化され得、続いて洗浄され得る。適切なマトリックスとしては、ＥＬＩＳ

Ａプレート、フィルター、およびビーズのようなプラスチックが挙げられる。リ

ガンドまたはレセプターをマトリックスに固定化する方法としては、以下が挙げ

られるが、これらに限定されない：プラスチックへの直接接着、捕捉抗体の使用

、化学的カップリング、およびビオチン－アビジン。このアプローチの最後の工

程は、いくつかの方法（例えば、ポリエチレングリコールのような有機溶媒また

は硫酸アンモニウムのような塩を利用する方法を含む）のいずれかにより抗原／

抗体複合体の沈降を含み得る。他の適切な分離技術としては、以下が挙げられる

が、これらに限定されない：Ｒａｔｔｌｅら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，３０：１

４５７－１４６１，１９８４に記載される蛍光抗体磁性可能粒子法、および米国

特許第４，６５９，６１７８号（本明細書中に参考として援用される）に記載さ

れる二重磁性粒子分離。
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      【０２４６】

  タンパク質またはそれらのフラグメントを種々の標識に連結するための方法は

、文献中に広範に報告されており、本明細書中で詳細に議論する必要はない。こ

の技術の多くは、ペプチド結合を形成するためのカルボジイミドまたは活性エス

テルの使用、メルカプト基と活性化ハロゲン（例えば、クロロアセチル）との反

応によるチオエステルの形成、活性化オレフィン（例えば、マレイミド）、連結

などのいずれかによる活性化カルボキシル基の使用を含む。融合タンパク質はま

た、これらの適用における使用を見出す。

      【０２４７】

  本発明の核酸分子は、染色体に対するＦｈｍ遺伝子または関連遺伝子の位置を

マッピングするために使用され得る。マッピングは、当該分野で公知の技術（例

えば、ＰＣＲ増幅、インサイチュハイブリダイゼーション、およびＦＩＳＨ）に

より行われ得る。

      【０２４８】

  本発明はまた、変異したＦｈｍ遺伝子の存在に関連した疾患またはこの疾患に

対する感受性を検出するための診断アッセイの一部としてのＦｈｍ遺伝子の使用

に関する。このような疾患は、Ｆｈｍの異常な発現（例えば、腫瘍および癌のよ

うな異常な細胞増殖）に関する。

      【０２４９】

  ヒトＦｈｍ遺伝子において変異を有する固体は、種々の技術によりＤＮＡレベ

ルで検出され得る。診断のための核酸は、例えば、血液、尿、唾液、組織生検お

よび剖検材料のような患者の細胞から得られ得る。ゲノムＤＮＡを検出のために

直接用いてもよいし、分析前にＰＣＲを用いて酵素的に増幅してもよい（Ｓａｉ

ｋｉら，Ｎａｔｕｒｅ，３２４：１６３－１６６，１９８６）。ＲＮＡまたはｃ

ＤＮＡはまた、同じ目的で使用され得る。例として、Ｆｈｍポリペプチドをコー

ドする核酸に相補的なＰＣＲプライマーは、Ｆｈｍ変異を同定および分析するた

めに用いられ得る。例えば、欠失および挿入は、正常遺伝子型と比較して、増幅

産物のサイズの変化により検出され得る。点変異は、増幅したＤＮＡを、放射性

標識したＦｈｍ  ＲＮＡあるいは放射性標識したＦｈｍアンチセンスＤＮＡ配列
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にハイブリダイズすることにより同定され得る。完全に適合した配列は、ＲＮａ

ｓｅＡ消化によるか、または融解温度の差異により不一致二重鎖から区別され得

る。

      【０２５０】

  ＤＮＡ配列差異に基づく遺伝子試験は、変性剤を伴っても伴わなくても、ゲル

中のＤＮＡフラグメントの電気泳動移動度の変化の検出により達成され得る。小

さな配列欠失および挿入は、高分解能ゲル電気泳動により可視化され得る。異な

る配列のＤＮＡフラグメントは、変性したホルムアミド勾配ゲル上でのフラグメ

ントに対して区別され得る。ここで、異なるＤＮＡフラグメントの移動度は、そ

れらの特異的融解温度または部分的融解温度に従って異なる位置でゲル中で妨害

される（例えば、Ｍｙｅｒｓら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３０：１２４２，１９８５

）。

      【０２５１】

  特異的位置での配列変化はまた、ヌクレアーゼ保護アッセイ（例えば、ＲＮａ

ｓｅおよびＳ１保護）または化学的切断方法により明らかにされ得る（例えば、

Ｃｏｔｔｏｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８５：４

３９７－４４０１，１９８５）。

      【０２５２】

  従って、特異的ＤＮＡ配列の検出は、ハイブリダイゼーション、ＲＮａｓｅ保

護、化学的切断、直接ＤＮＡ配列決定または制限酵素の使用（例えば、制限フラ

グメント長多型（ＲＦＬＰ））およびゲノムＤＮＡのサザンブロッティングのよ

うな方法により達成され得る。

      【０２５３】

  より多くの従来のゲル電気泳動およびＤＮＡ配列決定に加えて、変異はまた、

インサイチュ分析により検出され得る。

      【０２５４】

  本発明はまた、種々の組織におけるＦｈｍタンパク質の変化したレベルを検出

するための診断アッセイに関する。なぜなら、正常コントロール組織サンプルと

比較して、タンパク質の過剰発現は、疾患（例えば、腫瘍、脳マラリアおよび遺
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伝性周期熱症候群）の存在または疾患に対する感受性を検出し得るからである。

宿主から得られたサンプル中のＦｈｍタンパク質のレベルを検出するために用い

られるアッセイは、当業者に周知であり、そして以下が挙げられる：ラジオイム

ノアッセイ、競合結合アッセイ、ウェスタンブロット分析、ＥＬＩＳＡアッセイ

および「サンドイッチ」アッセイ。ＥＬＩＳＡアッセイ（Ｃｏｌｉｇａｎら，Ｃ

ｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１（２），

Ｃｈａｐｔｅｒ  ６，１９９１）は、部分的に、Ｆｈｍ抗原に特異的な抗体（好

ましくは、モノクローナル抗体）の調製を包含する。さらに、レポーター抗体が

、モノクローナル抗体に対して調製される。検出可能な試薬（例えば、放射活性

、蛍光、またはこの例では西洋ワサビペルオキシダーゼ酵素）がレポーター抗体

に結合される。ここでサンプルは、宿主から取り出され、そしてサンプル中のタ

ンパク質を結合する固体支持体（例えば、ポリスチレンディッシュ）上でインキ

ュベートされる。次いで、このディッシュ上の任意のフリーのタンパク質結合部

位は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）のような非特異的タンパク質とともにイン

キュベートすることにより、覆われる。次に、モノクローナル抗体は、ポリスチ

レンディッシュに結合した任意のＦｈｍタンパク質にモノクローナル抗体が結合

する時間の間に、ディッシュ中でインキュベートされる。全ての非結合モノクロ

ーナル抗体は、緩衝液で洗い流される。西洋ワサビペルオキシダーゼに連結した

レポーター抗体は、ここでディッシュに入れられ、Ｆｈｍに結合した任意のモノ

クローナル抗体に対するレポーター抗体の結合を生じる。次いで、結合していな

いレポーター抗体は、洗い流される。次いで、ペルオキシダーゼ基質がディッシ

ュに添加され、そして所定の時間で発色した呈色の量は、標準曲線に対して比較

した場合、所定の用量の患者サンプル中に存在するＦｈｍタンパク質の量の測定

値である。

      【０２５５】

  競合アッセイが用いられ得、ここで、Ｆｈｍに特異的な抗体は、固体支持体に

結合され、そして標識されたＦｈｍおよび宿主由来のサンプルが、固体支持体に

対して分配され、そして検出された標識の量（例えば、液体シンチレーションク

ロマトグラフィーによる）は、サンプル中のＦｈｍの量と相関され得る。さらに
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、上記のサンドイッチイムノアッセイはまた、生物学的サンプル中のＦｈｍの量

を定量するために行われ得る。

      【０２５６】

  本発明の配列は、染色体同定およびマッピングについて評価可能である。この

配列は、個々のヒト染色体上の特定位置に特異的に標的化され得、そしてこの位

置とハイブリダイズし得る。さらに、遺伝子が位置し得る染色体上での特定の部

位を同定することが現在必要である。実際の配列データ（反復多型）に基づく染

色体マーキング試薬は、染色体位置をマーキングするには現在ほとんど利用可能

ではない。本発明に従う染色体に対するＤＮＡのマッピングは、配列と、疾患と

関連する遺伝子とを相関させることにおいて重要な第一の工程である。

      【０２５７】

  簡潔には、配列は、ｃＤＮＡからＰＣＲプライマー（好ましくは、１５～２５

ｂｐ）を調製することにより染色体にマッピングされ得る。この配列の３’非翻

訳領域のコンピューター分析は、ゲノムＤＮＡ中の１つのエキソンを超えてまた

がらない、従って、増幅プロセスを複雑にするプライマーを迅速に選択するため

に用いられる。次いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色体を含む体細胞

ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために用いられる。このプライマーに対

応するヒト遺伝子を含むハイブリッドのみが増幅フラグメントを生じる。

      【０２５８】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定のＤＮＡを割

り当てるための迅速な手順である。同じオリゴヌクレオチドプライマーとともに

本発明を用いると、同様な様式で、特定の染色体またはより大きなゲノムクロー

ンのプールからフラグメントのパネルを用いて下位の位置決定が達成され得る。

その染色体に対してＦｈｍをマッピングするために同様に用いられ得る他のマッ

ピングストラテジーとしては、以下が挙げられる：インサイチュハイブリダイゼ

ーション、フローソーティングされて標識された（ｌａｂｅｌｅｄ  ｆｌｏｗ－

ｓｏｒｔｅｄ）染色体での予備スクリーニングおよび染色体特異的ｃＤＮＡライ

ブラリーを構築するためのハイブリダイゼーションによる予備選択。

      【０２５９】
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  ｃＤＮＡクローンの中期染色体スプレッドへの蛍光インサイチュハイブリダイ

ゼーション（ＦＩＳＨ）を用いて、一工程で正確な染色体位置を提供し得る。こ

の技術は、５００または６００塩基程度の短さのｃＤＮＡとともに使用され得る

；しかし、２，０００ｂｐより大きなクローンは、簡単な検出のために十分なシ

グナル強度で独特の染色体位置に結合するという尤度がより高い。ＦＩＳＨは、

ゲノムクローンまたは発現配列タグ（ＥＳＴ）が由来するクローンの使用を必要

とし、そして大きくなるほど、良好になる。例えば、２，０００ｂｐは好ましく

、４，０００ｂｐはより好ましく、そして４，０００を超えるものは、妥当な割

合の時間で良好な結果を得るためにはおそらく必要でない。この技術の総説につ

いては、Ｖｅｒｍａら，Ｈｕｍａｎ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａ

ｌ  ｏｆ  Ｂａｓｉｃ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８８）を参照のこと。

      【０２６０】

  一旦配列が正確な染色体位置にマッピングされると、染色体に対する配列の物

理的位置は遺伝子マップデータと相関され得る。このようなデータは、例えば、

Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋ，Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ  

Ｍａｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍ

ｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通じてオンラインで利用可能）において見出さ

れ得る。次いで、同じ染色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患との関連は、

連鎖分析（物理的に隣接した遺伝子の同時遺伝）を通じて同定される。

      【０２６１】

  次に、罹患個体と非罹患個体との間のｃＤＮＡ配列またはゲノム配列における

差異を決定することが必要である。変異が罹患個体のいくらかまたは全てにおい

て観察されたが、いずれの正常個体においても観察されなかった場合、この変異

は、疾患の原因因子である可能性が高い。

      【０２６２】

  物理的マッピングおよび遺伝子マッピング技術の現在の分解能では、疾患と関

連した染色体領域に正確に位置決定されたｃＤＮＡは、５０と５００の潜在的原

因遺伝子のうち１つであり得る（これは、１メガ塩基マッピング分解能および２
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０ｋｂにつき１遺伝子と推定される）。

      【０２６３】

  本発明の核酸分子はまた、Ｆｈｍ発現のアンチセンスインヒビターとして有用

である。このような阻害は、発現制御配列（三重ヘリックス形成）またはＦｈｍ

  ｍＲＮＡに相補的であり、かつこれにハイブリダイズする核酸分子によりもた

らされ得る。アンチセンスプローブは、本明細書中に開示されたＦｈｍの配列を

用いて利用可能な技術により設計され得る。アンチセンスインヒビターは、細胞

または器官中のＦｈｍポリペプチドの減少または非存在に関する情報を提供する

。

      【０２６４】

  本発明の核酸分子は、遺伝子治療のために使用され得る。Ｆｈｍをインビボで

発現する核酸分子は、細胞または生物においてそのポリペプチドの効果に関連す

る情報を提供する。Ｆｈｍ核酸分子、フラグメントおよび／または誘導体であっ

て、それ自体は生物学的に活性なポリペプチドをコードしないものは、哺乳動物

組織または体液のサンプルにおいて、Ｆｈｍ  ＤＮＡまたは対応するＲＮＡの存

在について、定性的であれ定量的であれ、試験するための診断アッセイにおいて

ハイブリダイゼーションプローブとして有用であり得る。

      【０２６５】

  Ｆｈｍポリペプチドフラグメント、改変体および／または誘導体は、生物学的

に活性であってもそうでなくても、Ｆｈｍポリペプチドに結合する抗体を調製す

るために有用である。この抗体は、インビボおよびインビトロの診断目的のため

に有用であり得る（例えば、体液または細胞サンプルにおいてＦｈｍポリペプチ

ドの存在を検出するために標識された形態で）。この抗体は、Ｆｈｍポリペプチ

ドの少なくとも１つの活性特性を減少またはブロックするようにＦｈｍポリペプ

チドに結合し得るか、または活性を増加させるようにポリペプチドに結合し得る

。

      【０２６６】

  （Ｆｈｍポリペプチド活性のモジュレーターについてのアッセイ）

  いくつかの状況において、Ｆｈｍポリペプチドの活性のモジュレーターである
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分子（すなわち、アゴニストまたはアンタゴニスト）を同定することが所望され

得る。Ｆｈｍポリペプチドを調節する天然または合成の分子は、１つ以上のスク

リーニングアッセイ（例えば、本明細書において記載されるようなもの）を用い

て同定され得る。そのような分子は、インビボもしくはエキソビボでのいずれか

の様式でか、または局所もしくは静脈内（ｉｖ）注射によってインビボ様式で、

または経口送達、移植デバイスなどにより、投与され得る。

      【０２６７】

  「試験分子」とは、Ｆｈｍポリペプチドの活性を調節（すなわち、増加または

減少）させる能力について評価される状態にある分子をいう。最も一般的には、

試験分子は、Ｆｈｍポリペプチドと直接相互作用する。しかし、試験分子はまた

、Ｆｈｍ遺伝子発現に影響を与えることにより、またはＦｈｍ結合パートナー（

例えば、レセプター）に結合することにより、Ｆｈｍポリペプチド活性を間接的

に調節し得ることもまた企図される。１つの実施形態において、試験分子は、少

なくとも約１０-6Ｍ、好ましくは約１０-8Ｍ、より好ましくは約１０-9Ｍ、そし

てさらにより好ましくは約１０-10Ｍの親和性定数でＦｈｍポリペプチドに結合

する。

      【０２６８】

  Ｆｈｍレセプターポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法は

、本発明に包含される。特定の実施形態において、Ｆｈｍレセプターポリペプチ

ドは、試験分子と、その試験分子がそのレセプターポリペプチドとの相互作用を

可能にする条件下で、生活性のＦｈｍの存在下または非存在下で、インキュベー

トされ、そしてその相互作用の程度が測定され得る。この試験分子は、実質的に

精製された形態で、または粗混合物中でスクリーニングされ得る。

      【０２６９】

  特定の実施形態において、Ｆｈｍポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニ

ストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質または低分子量分子であって、

Ｆｈｍポリペプチドと相互作用してその活性を調節するものであり得る。Ｆｈｍ

ポリペプチド発現を調節する分子としては、Ｆｈｍポリペプチドをコードする核

酸に相補的であるか、またはＦｈｍポリペプチドの発現を指向または制御する核
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酸配列に相補的であり、そして発現のアンチセンスレギュレーターとして作用す

る核酸が挙げられる。

      【０２７０】

  試験分子と、推定Ｆｈｍレセプターポリペプチドとの、Ｆｈｍリガンドの存在

下または非存在下での相互作用の測定は、いくつかの形式で行われ得、これには

、細胞ベースの結合アッセイ、膜結合アッセイ、溶液相アッセイおよび免疫アッ

セイが含まれる。一般的に、試験分子は、特定時間にわたり、推定Ｆｈｍレセプ

ターポリペプチドとインキュベートされ、そしてＦｈｍポリペプチド活性は、生

物学的活性を測定する１つ以上のアッセイにより決定される。

      【０２７１】

  試験分子とＦｈｍポリペプチドとの相互作用はまた、ポリクローナル抗体また

はモノクローナル抗体を用いて直接アッセイされ得る。あるいは、本明細書に記

載されるようなエピトープタグを含む、改変された形態のＦｈｍポリペプチドは

、免疫アッセイにおいて使用され得る。

      【０２７２】

  放射能についての均質アッセイ技術（ＳＰＡ；Ａｍｅｒｓｈａｍ）および時間

解像蛍光（ＨＴＲＦ；Ｐａｃｋａｒｄ）もまた、実施され得る。結合は、放射性

同位体（125Ｉ、35Ｓ、3Ｈ）、蛍光色素（フルオレセイン）、ランタニド（例え

ば、ユーロピウム（Ｅｕ3+）キレートまたはクリプテート、オリビピリジル－ル

テニウム（Ｒｕ2+）錯体で標識することによって検出され得る。標識されたプロ

ーブの選択は、使用される検出系に依存することが理解される。あるいは、Ｆｈ

ｍまたは推定Ｆｈｍのアゴニストもしくはアンタゴニストは、標識されていない

エピトープタグ（例えば、ビオチン、ペプチド、Ｈｉｓ６、ｍｙｃ、Ｆｃ）で改

変され得、ストレプトアビジン、抗ペプチドまたは抗タンパク質抗体であって、

上記のような検出標識を有するものに結合され得る。

      【０２７３】

  試験分子の推定Ｆｈｍレセプターポリペプチドの結合もまた、免疫アッセイに

おいてポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を用いて直接アッセイされ

得る。あるいは、上記のようなエピトープタグを含む、改変形態の推定Ｆｈｍレ
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セプターポリペプチドは、溶液中でおよび免疫アッセイにおいて使用され得る。

      【０２７４】

  １つの実施形態において、Ｆｈｍリガンドのモジュレーターは、タンパク質、

ペプチド、炭水化物、脂質または低分子量分子であり得る。Ｆｈｍの可能なタン

パク質アンタゴニストとしては、そのポリペプチドの活性領域に結合し、そして

Ｆｈｍのその推定レセプターへの結合を阻害または除去する抗体が挙げられる。

Ｆｈｍポリペプチド発現を調節する分子は、Ｆｈｍポリペプチドをコードする核

酸に相補的である、またはポリペプチドの発現を指向または制御する核酸配列に

相補的であり、発現のアンチセンスレギュレーターとして作用する核酸が挙げら

れ得る。

      【０２７５】

  Ｆｈｍポリペプチドが結合パートナー（例えば、レセプター）との相互作用を

介して生物学的活性を提示する事象において、種々のインビトロアッセイを使用

して、Ｆｈｍポリペプチドの対応する結合パートオナー（例えば、選択結合因子

またはリガンド）への結合を測定し得る。これらのアッセイを使用して、試験分

子を、それらがＦｈｍポリペプチドのその結合パートナーへの結合の速度および

／または程度を増加もしくは減少させる能力について、スクリーニングし得る。

１つのアッセイにおいて、Ｆｈｍポリペプチドは、マイクロタイタープレートの

ウェル中に固定される。次いで、放射標識されたＦｈｍ結合パートナー（例えば

、ヨード化Ｆｈｍ結合パートナー）および試験分子は、１回にいずれか一方を（

いずれの順番でも）または同時にそのウェルに加えることができる。インキュベ

ーション後、そのウェルを洗浄し得、そして放射能について計数して（シンチレ

ーションカウンターを用いて）その結合パートナーがＦｈｍポリペプチドへ結合

した結合の程度を決定し得る。代表的に、その分子は、ある範囲の濃度にわたっ

て試験され得、そしてその試験アッセイの１つ以上の要素を欠く一連のコントロ

ールウェルを、その結果の評価における精確さのために使用し得る。この方法の

代替としては、そのタンパク質の「位置」を反転させること（すなわち、Ｆｈｍ

結合パートナーを、マイクロタイタープレートウェルに固定すること）、その試

験分子および評者標識されたＦｈｍとインキュベートすること、ならびにＦｈｍ
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結合の程度を決定すること（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉ

ｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．，ｅ

ｄｓ．，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ，１９

９５の第１８章を参照のこと）が含まれる。

      【０２７６】

  放射標識の代替として、Ｆｈｍポリペプチドまたはその結合パートナーは、ビ

オチンと結合体化され得、次いでビオチン化タンパク質の存在は、酵素（例えば

、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）もしくはアルカリホスファターゼ（Ａ

Ｐ））に結合したストレプトアビジン（これは、比色測定で検出され得る）また

はストレプトアビジンの蛍光タグ化によって、検出され得る。Ｆｈｍポリペプチ

ドまたはＦｈｍ結合体パートナーに対して指向され、そしてビオチンと結合体化

された抗体もまた使用され得、そしてＡＰまたはＨＲＰに結合した酵素結合スト

レプトアビジンとのインキュベーション後に、検出され得る。

      【０２７７】

  ＦｈｍポリペプチドおよびＦｈｍ結合パートナーもまた、アガロースビーズ、

アクリルビーズまたは他の型のそのような不活性固相基体への付着によって固定

され得る。この基体－タンパク質複合体は、その相補タンパク質およびその試験

化合物を含む溶液中に配置され得る。インキュベーション後、そのビーズは、遠

心分離によって沈降され得、そしてＦｈｍポリペプチドとその結合パートナーと

の間の結合量を上記の方法を用いて検討し得る。あるいは、その基体－タンパク

質複合体は、カラムに固定され得、そしてその試験分子および相補タンパク質は

、そのカラムを通過させられ得る。次いで、Ｆｈｍポリペプチドとその結合パー

トナーとの間の複合体の形成は、本明細書において記載される技術（すなわち、

評者標識、抗体結合など）のいずれかを用いて検討され得る。

      【０２７８】

  別のインビトロアッセイであって、Ｆｈｍ結合タンパク質と結合パートナーと

の複合体の形成を増加または減少する試験分子を同定するために有用であるアッ

セイは、表面プラズモン共鳴検出器系（例えば、ＢＩＡｃｏｒｅアッセイ系（Ｐ

ｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）である。ＢＩＡｃｏｒｅ系は
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、製造業者のプロトコルを用いて実施され得る。このアッセイは、本質的に、Ｆ

ＨｍまたはＦｈｍ結合パートナーのいずれかを、デキストランコーティングされ

たセンサーチップであって、検出器に配置されているものへの共有結合を包含す

る。

      【０２７９】

  次いで、この試験化合物および他の相補タンパク質は、同時または連続的のい

ずれかでそのセンターチップを含むチャンバーへと注射され得る。相補タンパク

質の結合量は、そのチップのデキストランコーティングされた側と物理的に結合

した分子量の変化に基づいて評価され得、分子量における変化は、その検出器系

によって測定され得る。

      【０２８０】

  いくつかの場合において、２つ以上の試験化合物を一緒に、それらがＦｈｍポ

リペプチドとＦｈｍ結合パートナー複合体との複合体の形成を増加または減少す

る能力について、評価することが所望され得る。これらの場合において、本明細

書において記載されたアッセイは、そのようなさらなる試験化合物を、第一の試

験化合物と同時またはその後のいずれかで加えることによって、容易に改変され

得る。このアッセイにおける残りの工程は、本明細書において記載されるとおり

である。

      【０２８１】

  インビトロアッセイ（例えば、本明細書に記載されるようなアッセイ）は、Ｆ

ｈｍおよびＦｈｍ結合パートナーによる複合体形成に対する効果について、大多

数の化合物を迅速にスクリーニングするために有利に使用され得る。このアッセ

イは、ファージディスプレイにおいて生成された化合物、合成ペプチドおよび化

学合成ライブラリーをスクリーニングするように自動化され得る。

      【０２８２】

  ＦｈｍポリペプチドとＦｈｍ結合パートナーとの複合体の形成を増加または減

少させる化合物もまた、ＦｈｍまたはＦｈｍ結合パートナーのいずれかを発現す

る細胞および細胞株を用いて細胞培養物中においてスクリーニングされ得る。細

胞および細胞株は、任意の哺乳動物から入手され得るが、好ましくは、ヒトまた
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は他の霊長類、イヌ、または齧歯類起源由来であり得る。Ｆｈｍポリペプチドの

、表面にＦｈｍ結合パートナーを発現する細胞への結合は、試験分子の存在また

は非存在下で評価され、そして結合の程度は、例えば、Ｆｈｍ結合パートナーへ

のビオチン化抗体を用いたフローサイトメトリーにより決定され得る。細胞培養

アッセイは、本明細書に記載されるタンパク質結合アッセイにおいて陽性と評価

される化合物をさらに評価するために有利に使用され得る。

      【０２８３】

  細胞培養物は薬物候補の効果をスクリーニングするために用いられ得る。例え

ば、薬物候補は、Ｆｈｍ遺伝子の発現を減少または増加し得る。特定の実施形態

において、産生されるＦｈｍポリペプチドの量は、その細胞培養物をその薬物候

補へ暴露した後に測定され得る。特定の実施形態において、その細胞培養物に対

する実際の効果が検出され得る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、その細胞

培養物に対して特定の効果を有し得る。そのような場合、薬物候補がその遺伝子

の発現を増加または減少する能力、あるいはそれがその細胞培養物に対する特定

の効果を妨害または阻害する能力が試験され得る。他の実施例において、特定の

代謝産物の生成（例えば、ポリペプチドのフラグメント）は、疾患または病理学

的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。そのような場合、薬物候補が

細胞培養物においてそのような代謝産物の生成を減少する能力が試験され得る。

      【０２８４】

  （Ｐ３８インヒビター）

  細胞外刺激と細胞からのＥＬ－１およびＴＮＦαとの間へと介在するための新

たなアプローチは、シグナル経路に存在するキナーゼの阻害を介したシグナル伝

達を遮断することを包含する。一例としては、Ｐ－３８の阻害を介したものがあ

る（これはまた、「ＲＫ」または「ＳＡＰＫ－２」とも呼ばれる。Ｌｅｅ  ｅｔ

  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３７２：７３９，１９９４）、公知のｓｅｒ／ｔｈｒ

キナーゼ（クローンは以下に報告された：Ｈａｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉ

ｍｉｃａ  Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ  Ａｃｔａ，１２６５：２２４-２２７，１９

９５）の阻害を介したものがある。Ｐ－３８に対する競合結合アッセイにおける

効力、およびＬＰＳ刺激後の単球からのＩＬ－１のレベルを減少する同じインヒ
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ビターについて、線形関係が示された。単球のＬＰＳ刺激後、ＴＮＦ－αについ

てのメッセンジャーＲＮＡのレベルは、１００倍に増加することが示されたが、

ＴＮＦ－αのタンパク質レベルは、１０，０００倍増加する。従って、ＴＮＦシ

グナル伝達のかなりの増幅は、翻訳レベルで起こる。ｐｒｅｓインヒビターにお

ける単球のＬＰＳ刺激後、ＴＮＦ－αおよびＩＬ－１の両方の翻訳効率に対する

Ｐ－３８インヒビターの効果に関する上記の生物学的証拠に加えて、強力な原因

および効果の関係が生じる。細胞におけるＰ－３８の役割は、いまだ解明中であ

り、従って、その阻害から得られる炎症疾患または他の疾患状態に関する他の有

利な効果が解明され得る。

      【０２８５】

  上昇したレベルのＴＮＦαおよび／またはＩＬ－１は、発症、病因に寄与し得

、または多数の疾患状態を悪化させ得る。このような疾患状態には以下が含まれ

るがそれらに限定されない：慢性関節リウマチ；骨関節炎；リウマチ脊椎炎；痛

風間接；炎症性腸疾患；成人呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）；乾癬；クローン病；

アレルギー性鼻炎；潰瘍性腸炎；アナフィラキシー；接触性皮膚炎；喘息；抗ウ

イルス（ＴＮＦα阻害に対して感受性のあるウイルス（ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２

、ＨＩＶ－３、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、インフルエンザ、アデノウイ

ルスおよびヘルペスウイルス（ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２および帯状疱疹ヲ含む）

））治療；筋変性；悪液質；ライター症候群；ＩＩ型糖尿病；骨吸収疾患；宿主

対移植片反応；虚血性再灌流障害；粥状硬化症；脳外傷；アルツハイマー病；多

発性硬化症；脳マラリア；敗血症；敗血ショック；毒性ショック症候群；感染に

起因する熱およびミラギア（ｍｙｌａｇｉａｓ）。

      【０２８６】

  置換されたイミダゾール、ピロール、ピリジン、ピリミジンなどの化合物は、

前炎症性サイトカイン（例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８およびＴＮＦ）

の阻害によるサイトカイン媒介性疾患の処置における用途について記載されてい

る。サイトカイン媒介性疾患の処置における使用のための置換されたイミダゾー

ルは、以下に記載されている：米国特許第５，５９３，９９２号；ＷＯ９３／１

４０８１；ＷＯ９７／１８６２６；ＷＯ９６／２１４５２；ＷＯ９６／２１６５
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４；ＷＯ９６／４０１４３；ＷＯ９７／０５８７８；ＷＯ９７／０５８７８（こ

れらの各々は、本明細書においてその全体が参考として援用される）。炎症の処

置における使用のための置換されたイミダゾールは、米国特許第３，９２９，８

０７号（これは本明細書においてその全体が参考として援用される）に記載され

ている。サイトカイン媒介性疾患の処置における使用のための置換されたピロー

ル化合物は、ＷＯ９８／２２４５７（これは本明細書においてその全体が参考と

して援用される）に記載されている。サイトカイン媒介性疾患の処置における使

用のための、置換されたピリジン、ピリミジン、ピリミジノン、およびピリダジ

ン化合物は、以下に記載されている：ＷＯ９８／２４７８０；ＷＯ９８／２４７

８２；ＷＯ９９／２４４０４；および  ＷＯ９９／３２４４８（これらの各々は

、本明細書においてその全体が参考として援用される）。

      【０２８７】

  （インターナライズするタンパク質）

  ＴＡＴタンパク質配列（ＨＩＶ由来）を使用して、細胞膜の脂質二重層成分を

標的化することにより、タンパク質を細胞へとインターナライズさせ得る。例え

ば、以下を参照のこと：Ｆａｌｗｅｌｌ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９１：６６４-６６８，１９９４。例えば、ＨＩＶ  Ｔ

ＡＴタンパク質の１１アミノ酸配列（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ；配列番号２２）

（「タンパク質貫通ドメイン」または「ＴＡＴ  ＰＤＴ」と称する）は、β－ガ

ラクトシダーゼおよびｐ２７Ｋｉｐのような大きな生活性のタンパク質の、細胞

質膜および細胞の核膜を横切る送達を媒介することが示されている。以下を参照

のこと：Ｓｃｈｗａｒｚｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８５：１５６９

-１５７２，１９９９；およびＮａｇａｈａｒａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ

  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，４：１４４９-１４５２，１９９８。Ｓｃｈｗａｒｔｚｅ

  ｅｔ  ａｌ．（Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８５：１５６９-７２，１９９９）は、培

養された細胞が、ＴＡＴ  ＰＤＴとβガラクトシダーゼとの融合物に暴露された

ときにβ－ｇａｌ活性を獲得することを実証した。ＴＡＴ－βｇａｌ融合タンパ

ク質のマウスへの注入は、多数の組織（肝臓、腎臓、肺、心臓および脳の組織を

含む）におけるｇａｌ発現を生じた。
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      【０２８８】

  従って、ＴＡＴタンパク質配列を使用して所望のタンパク質またはポリペプチ

ドを細胞へとインターナライズし得ることが理解される。本発明の状況では、Ｔ

ＡＴタンパク質配列は、Ｆｈｍアンタゴニスト（すなわち、抗Ｆｈｍ選択結合因

子または低分子）のような別の分子と融合され得、そして細胞内へと投与されて

、Ｆｈｍ分子の活性を阻害させ得る。所望の場合、上記の手順を用いて細胞へと

投与するために、Ｆｈｍタンパク質自体またはＦｈｍのペプチドフラグメントも

しくは改変された形態をそのようなタンパク質トランスデューサーと融合させ得

る。

      【０２８９】

  （治療用途）

  ＴＮＦリガンドファミリーのメンバーは、多数の疾患の媒介に相関づけられて

いる。ＴＮＦの多面的な性質および関連するリガンドファミリーメンバーは、特

定のポリペプチドが有利であるかまたは有害であるかについての一般化を妨害す

る。いくつかの場合、ＴＮＦおよびサイトカインのＴＮＦリガンドファミリーの

他のメンバーの局所的効果は、基質を可動化すること、免疫細胞機能を増強する

こと、炎症を刺激することによる宿主防御機構を、および癌細胞を殺傷するにお

いて改善することは明らかである。しかし、他の場合において、ＴＮＦの毒性お

よび関連するサイトカインがショック、組織損傷または異化損傷を媒介すること

により疾患を引き起こし得る。ＴＮＦ離ファンドファミリーのメンバーによって

媒介される傷害が、ＴＮＦレセプター遺伝子ファミリーまたはＴＮＦ様リガンド

分子のメンバーの可溶性形態の投与によって処置または改善され得る、多くの疾

患が存在する。これらの疾患としては以下が挙げられる：後天性免疫不全症候群

（ＡＩＤＳ）、貧血、自己免疫疾患、悪液質、癌、脳マラリア、糖尿病、播種性

血管内凝固症（ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ  ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ  ｃｏ

ａｇｕｌｏｐａｔｈｙ）、赤芽球疾患症候群、出血性ショック、肝炎、インスリ

ン抵抗性、ハンセン病、白血病、リンパ腫、髄炎、多発性硬化症、心筋虚血、肥

満、移植器官拒絶、慢性関節リウマチ、敗血症ショック症候群、不全、成体呼吸

窮迫症候群（ＡＲＤＳ）、結核および多くのウイルス疾患。
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      【０２９０】

  （Ｆｈｍ組成物および投与）

  Ｆｈｍのポリペプチドの薬学的組成物は、Ｆｈｍの異常発現から生じる適応症

に関しヒトおよび動物の予防的および治療処置のため、またはその適応症の改善

または治癒をＦｈｍポリペプチドの投与が生じることを決定する場合、本発明の

範囲内である。そのような組成物は、治療有効量のＦｈｍポリペプチドおよび／

または結合パートナー、あるいはその治療的活性フラグメント、改変体または誘

導体を、薬学的に受容可能な添加物および／またはキャリアと混合されて含み得

る。適切な処方物材料または薬学的に受容可能な因子としては、以下が挙げられ

るがそれらに限定されない：抗酸化剤、保存剤、着色料、風味料、および希釈剤

、乳化剤、懸濁化剤、溶媒、フィラー、増量剤、緩衝剤、送達ビヒクル、希釈剤

、賦形剤および／または薬学的アジュバント。代表的には、Ｆｈｍポリペプチド

を含む治療的化合物は、精製されたポリペプチド、フラグメント、改変体または

誘導体を、１つ以上の生理的に受容可能なキャリア、賦形剤または希釈剤ととも

に組成物の形態で投与される。例えば、適切なビヒクルは、注射用水、生理的溶

液、または人工脳脊髄液であり得、これらには、非経口送達のための組成物に一

般的な他の物質を補充することが可能である。

      【０２９１】

  中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと混合された生理食塩水は、例

示の適切なキャリアである。好ましくは、その生成物は、適切な賦形剤（例えば

、スクロース）を用いて凍結乾燥剤として処方される。他の標準的なキャリア、

希釈剤および賦形剤は所望に応じて含まれ得る。他の例示的な組成物は、ｐＨ７

．０－８．５のＴｒｉｓ緩衝剤またはｐＨ４．０－５．５の酢酸緩衝剤を含み、

これらは、さらに、ソルビトールまたはその適切な代替物を含み得る。その溶液

のｐＨはまた、種々のｐＨにおいて、Ｆｈｍの相対的溶解度に基づいて選択され

るべきである。

      【０２９２】

  組成物における主要な溶媒は、天然で水性または非水性のいずれかであり得る

。さらに、そのビヒクルは、処方物の、ｐＨ、容量オスモル濃度、粘性、明澄性
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、色、滅菌性、安定性、等張性、崩壊速度、または臭いを改変または維持するた

めの他の処方物材料を含み得る。同様に、その組成物は、Ｆｈｍタンパク質の放

出速度を改変または維持するため、またはＦｈｍタンパク質の吸収もしくは透過

を促進するための他の処方物材料を含み得る。

      【０２９３】

  Ｆｈｍポリペプチド組成物を含む組成物は、非経口的に投与され得る。あるい

は、その組成物は、静脈内または皮下で投与され得る。全身投与されるとき、本

発明における使用のための治療組成物は、発熱物質を含ない、経口的に受容可能

な水溶液の形態であり得る。そのような薬学的に受容可能なタンパク質溶液の調

製は、ｐＨ、等張性、安定性などに相当な注意を払えば、当業者の範囲内である

。

      【０２９４】

  本発明を実施するために有用なＦｈｍポリペプチド組成物の治療所放物は、必

要に応じて生理学的に受容可能なキャリア、賦型剤または安定化剤（Ｒｅｍｉｎ

ｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ  

Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，ｅｄ．，Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈ

ｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０）と、所望の程度の純度を有する選択された

組成物とを混合することによって、凍結乾燥されたケーキまたは水溶液の形態で

、保存のために調製され得る。

      【０２９５】

  受容可能なキャリア、賦形剤または安定化剤は、レシピエントに対して非毒性

であり、そして好ましくは、使用される投薬量および濃度において不活性であり

、そして以下が挙げられる：リン酸塩、クエン酸塩、または他の有機酸；抗酸化

剤（例えば、アスコルビン酸）；低分子量ポリペプチド；タンパク質（例えば、

血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリン）；親水性ポリマー（例えば、

ポリビニルピロリドン）；アミノ酸（例えば、グリシン、グルタミン、アスパラ

ギン、アルギニンまたはリジン）；モノサッカリド、ジサッカリドおよび他の炭

水化物（グルコース、マンノース、またはデキストリンを含む）；キレート剤（

例えば、ＥＤＴＡ）；糖アルコール（例えば、マンニトールまたはソルビトール
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）；塩形成対イオン（例えば、ナトリウム）；ならびに／あるいは非イオン性表

面活性化剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）またはポ

リエチレングリコール（ＰＥＧ））。

      【０２９６】

  治療的に用いられる有効量のＦｈｍポリペプチド組成物は、例えば、治療目的

（例えば、組成物が用いられる適応症、投与経路（例えば、局所投与されるかま

たは全身投与されるか）、および患者の状態（例えば、患者の一般的健康状態、

アナウレウエシス（ａｎａｕｒｅｕｅｓｉｓ）、年齢、体重、性別））に依存す

る。治療有効用量を決定する場合、この疾患の原因であるＦｈｍまたはＴＮＦフ

ァミリーの他のメンバーの量を考慮することが必須である。基本的に、サイトカ

イン（例えば、Ｆｈｍ）の過剰発現によって誘発される疾患の有効な処置のため

には、少なくとも同じモル量のＦｈｍポリペプチドが必要とされ、そしておそら

く複数過剰が必要とされ得るが、レセプターの性質およびＦｈｍとのその相互作

用の性質に依存してより少ないことが必要とされ得ることが仮定され得る。従っ

て、治療者は、最適の治療効果を得るために必要に応じて、投薬量を力価測定す

ることおよび／または投与経路をインビボで改変することが必要である。代表的

な日投薬量は、上記の因子に依存して約０．１ｍｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ以

上の範囲であり得る。代表的に、臨床医は、所望の効果を達成する投薬量に到達

するまで組成物を投与する。それゆえ、この組成物は、単一用量として、または

経時的に２以上の用量（これは、同じ量のＦｈｍポリペプチドを含んでも含まな

くてもよい）で、または移植デバイスもしくはカテーテルを介して連続注入とし

て投与され得る。

      【０２９７】

  さらなる研究が行われるほど、種々の患者における種々の状態の処置のために

適切な投薬量レベルに関する情報が明らかになり、そして当業者は、治療的状況

、処置されている障害の種類、レシピエントの年齢および一般的健康状態を考慮

して、適切な投薬を確実にし得る。

      【０２９８】

  インビボでの投与のために用いられるＦｈｍポリペプチド組成物は無菌でなけ
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ればならない。このことは、滅菌濾過膜を通した濾過によって容易に達成される

。組成物が凍結乾燥される場合、これらの方法を用いた滅菌は、凍結乾燥および

再構成の前または後のいずれかで行われ得る。非経口投与のための組成物は通常

、凍結乾燥形態で、または溶液中に保存される。

      【０２９９】

  治療組成物は一般的に、無菌アクセスポートを有する容器（例えば、皮下注射

針によって穿孔可能なストッパーを有する、静脈内溶液バッグまたはバイアル）

中に入れられる。一旦、薬学的組成物が処方されたら、これは、溶液、懸濁物、

ゲル、乳濁物、固体として、または脱水もしくは凍結乾燥された粉末として無菌

バイアル中に保存され得る。このような処方物は、すぐ使用可能な（ｒｅａｄｙ

－ｔｏ－ｕｓｅ）形態でまたは投与の前に再構成を必要とする形態（例えば、凍

結乾燥形態）のいずれかで保存され得る。

      【０３００】

  有効投与形態（例えば、（１）徐放（ｓｌｏｗ－ｒｅｌｅａｓｅ）処方物、（

２）吸入ミスト（ｉｎｈａｌａｎｔ  ｍｉｓｔ）または（３）経口活性な処方物

）もまた、想定される。治療有効用量のＦｈｍポリペプチドを含む薬学的組成物

もまた、非経口投与のために処方され得る。このような非経口投与される治療的

組成物は代表的に、薬学的に受容可能なビヒクル中にＦｈｍを含む、発熱物質を

含まない、非経口的に受容可能な水溶液の形態である。Ｆｈｍの薬学的組成物は

また、ポリマー性化合物（例えば、ポリ乳酸、ポリグリコール酸など）の粒状調

製物またはリポソームへのＦｈｍの導入を含み得る。ヒアルロン酸もまた用いら

れ得、そしてこれは、循環中の持続期間を助長する効果を有し得る。

      【０３０１】

  非経口注射のために特に適切なビヒクルは、適切に保護された無菌の等張性溶

液としてＦｈｍが処方された、滅菌蒸留水である。なお別の調製物は、タンパク

質産物の制御されたかまたは持続した放出を提供し、次いで、蓄積注射として送

達され得る、因子（例えば、注射可能なミクロスフェア、生体侵食性（ｂｉｏ－

ｅｒｏｄｉｂｌｅ）粒子もしくはビーズ、またはリポソーム）を伴うＦｈｍの処

方物を含み得る。Ｆｈｍの導入のための他の適切な手段としては、Ｆｈｍおよび
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／またはその結合パートナーを含む、移植可能な薬物送達デバイスが挙げられる

。

      【０３０２】

  本発明の調製物は、当該分野で周知のように、他の成分（例えば、非経口的に

受容可能な保存剤、張度（ｔｏｎｉｃｉｔｙ）剤、共溶媒、湿潤剤、錯化剤、緩

衝剤、抗菌剤、抗酸化剤および界面活性剤）を含み得る。例えば、適切な張度増

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

リ金属ハライド（好ましくは、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）、マンニト

ール、ソルビトールなどが挙げられる。適切な保存剤としては、塩化ベンザルコ

ニウム、チメロサール、フェネチルアルコール、メチルパラベン、プロピルパラ

ベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸などが挙げられるがこれらに限定されない

。過酸化水素もまた、保存剤として用いられ得る。適切な共溶媒は、例えば、グ

リセリン、プロピレングリコールおよびポリエチレングリコールである。適切な

錯化剤は、例えば、カフェイン、ポリビニルピロリドン、β－シクロデキストリ

ンまたはヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンである。適切な界面活性

剤または湿潤剤としては、ソルビタンエステル、ポリソルベート（例えば、ポリ

ソルベート８０）、トロメタミン、レシチン、コレステロール、チロキサポール

（ｔｙｌｏｘａｐａｌ）などが挙げられる。緩衝剤は、従来の緩衝剤（例えば、

ボレート、シトレート、ホスフェート、バイカーボネートまたはＴｒｉｓ－ＨＣ

ｌ）であり得る。

      【０３０３】

  処方物成分は、投与部位に受容可能である濃度で存在する。例えば、緩衝剤は

、組成物を生理学的ｐＨにまたはわずかに低いｐＨに（代表的には、約５～約８

のｐＨ範囲内に）維持するために用いられ得る。

      【０３０４】

  非経口投与が意図される場合、本発明において使用するための治療的組成物は

、所望のＦｈｍ分子を薬学的に受容可能なビヒクル中に含む、発熱物質を含まな

い、非経口的に受容可能な水溶液の形態であり得る。非経口注射のために特に適

切なビヒクルは、適切に保存された無菌の等張性溶液としてＦｈｍ分子が処方さ
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れている、無菌蒸留水である。なお別の調製物は、産物の制御されたかまたは持

続した放出を提供し、次いで、蓄積注射を介して送達され得る、因子（例えば、

注射可能なミクロスフェア、生体侵食性粒子、ポリマー性化合物（例えば、ポリ

乳酸またはポリグリコール酸）またはビーズもしくはリポソーム）とともに所望

の分子の処方物を含み得る。ヒアルロン酸もまた用いられ得、そしてこれらは、

循環中の持続期間を助長する効果を有し得る。所望の分子の導入のための他の適

切な手段としては、移植可能な薬物送達デバイスが挙げられる。

      【０３０５】

  薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例えば、Ｆｈｍは、吸入のため

の乾燥粉末として処方され得る。ＦｈｍポリペプチドまたはＦｈｍ核酸分子の吸

入溶液はまた、エアゾール送達のためのプロペラントを用いて処方され得る。な

お別の実施形態では、溶液が噴霧化され得る。肺投与はさらに、ＰＣＴ出願第Ｐ

ＣＴ／ＵＳ９４／０１８７５号に記載される。ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９４／

０１８７５号は、化学的に改変されたタンパク質の肺性送達を記載する。

      【０３０６】

  Ｆｈｍポリペプチドを含む特定の処方物が経口投与され得ることもまた意図さ

れる。１つの実施形態では、この様式で投与されるＦｈｍリガンドは、固体投薬

形態の混合物（例えば、錠剤およびカプセル剤）において習慣的に用いられるキ

ャリアを伴ってまたは伴わずに処方され得る。例えば、カプセル剤は、胃腸管に

ある時点で（このとき、バイオアベイラビリティが最大にされ、そして全身以前

（ｐｒｅ－ｓｙｓｔｅｍｉｃ）の分解が最少にされる）処方物の活性な部分を放

出するために設計され得る。さらなる薬剤は、Ｆｈｍポリペプチドの吸収を促進

するために含まれ得る。希釈剤、矯味矯臭剤、低融点ろう、植物油、滑沢剤、懸

濁剤、錠剤崩壊剤および結合剤もまた用いられ得る。

      【０３０７】

  別の薬学的組成物は、錠剤の製造に適切である非毒性賦形剤を伴う混合物中で

有効量のＦｈｍポリペプチドを含み得る。滅菌水または他の適切なビヒクル中に

錠剤を溶解することによって、溶液は、単位用量形態で調製され得る。適切な賦

形剤としては、不活性希釈剤（例えば、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウムもしく
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は炭酸水素ナトリウム、ラクトースまたはリン酸カルシウム）；または結合剤（

例えば、デンプン、ゼラチンまたはアカシア）；または滑沢剤（例えば、ステア

リン酸マグネシウム、ステアリン酸または滑石）が挙げられるがこれらに限定さ

れない。

      【０３０８】

  さらなるＦｈｍポリペプチド薬学的組成物は、持続送達処方物または制御送達

処方物においてＦｈｍポリペプチドを含む処方物を含めて、当業者には明らかで

ある。種々の他の持続送達手段または制御送達手段を処方するための技術（例え

ば、リポソームキャリア、生体侵食性微粒子または多孔質ビーズおよび蓄積注射

）もまた、当業者に公知である。例えば、薬学的組成物の送達のための制御放出

多孔性ポリマー性微粒子を記載する、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９３／００８２

９号を参照のこと。さらなる例としては、成形品（例えば、フィルムまたはミク

ロスフェア）の形態の半透性ポリマーマトリックスが挙げられる。

      【０３０９】

  特定の実施形態では、本発明は、単回用量投与単位を産生するためのキットに

関する。このキットは各々、所望のタンパク質を有する第１の容器および水性処

方物を有する第２の容器の両方を備え得る。本発明の範囲内には、単一の室のお

よび複数の室の予め充填されたシリンジ（例えば、液体シリンジおよび凍結乾燥

シリンジ（ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅ））を含むキットもまた含まれ得る。

      【０３１０】

  治療的に用いられる有効量のＦｈｍ薬学的組成物は、例えば、治療的状況およ

び目的に依存する。従って、当業者は、処置に適切な投薬量レベルが、部分的に

、送達される分子、Ｆｈｍ分子が用いられる適応症、投与経路、ならびに患者の

大きさ（体重、体表面積または器官の大きさ）および患者の状態（年齢および一

般的健康状態）に依存して変動することを認識する。従って、臨床医は、投薬量

を力価測定し得、そして投与経路を改変して最適な治療効果を獲得し得る。代表

的な投薬量は、上記の因子に依存して、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋ

ｇ以上の範囲にわたり得る。他の実施形態では、投薬量は、０．１ｍｇ／ｋｇ～

約１００ｍｇ／ｋｇ；または１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ；または５ｍｇ
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／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの範囲にわたり得る。

      【０３１１】

  投薬頻度は、用いられる処方物中のＦｈｍ分子の薬物動態学的パラメーターに

依存する。代表的に、臨床医は、所望の効果を達成する投薬量に到達するまで組

成物を投与する。それゆえ、組成物は、単一用量として、または経時的に２以上

の用量（これは、同じ量の所望の分子を含んでも含まなくてもよい）として、ま

たは移植デバイスもしくはカテーテルを介して連続注入として投与され得る。適

切な投薬量のさらなる改善は、当業者によって慣用的に行われ、そして当業者に

よって慣用的に行われる作業の範囲内に入る。適切な投薬量は、適切な用量応答

データの使用を通して確認され得る。

      【０３１２】

  薬学的組成物の投与経路は、公知の方法（例えば、経口的、静脈内、腹腔内、

大脳内（実質内）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、門脈内（ｉｎｔｒａｐｏｒ

ｔａｌ）もしくは病変内の経路による注射を通して；持続放出系によって、また

は移植デバイスによって）に従う。所望の場合、組成物は、ボーラス注射によっ

て、または注入によって連続的に、または移植デバイスによって投与され得る。

      【０３１３】

  あるいは、またはさらに、組成物は、所望の分子が吸収またはカプセル化され

た膜、スポンジまたは別の適切な材料の移植を介して局所投与され得る。移植デ

バイスが用いられる場合、このデバイスは、任意の適切な組織または器官内に移

植され得、そして所望の分子の送達は、拡散、時限放出（ｔｉｍｅｄ－ｒｅｌｅ

ａｓｅ）ボーラスまたは連続投与を介してであり得る。

      【０３１４】

  本発明の薬学的組成物を、肺投与によってさらに投与し得る。例えば、国際公

開第ＷＯ  ９４／２００６９号を参照のこと。国際公開第ＷＯ  ９４／２００６

９号は、化学的に改変されたタンパク質肺性送達を開示し、本明細書中に参考と

して援用される。肺性送達については、粒子の大きさは、肺の遠位への送達に適

切であるべきである。例えば、粒子の大きさは、１ｍｍ～５ｍｍであり得るが、

例えば、各粒子がかなり多孔性であれば、より大きな粒子が用いられ得る。ある
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いは、またはさらに、この組成物は、罹患した領域への、レセプターポリペプチ

ドが吸収またはカプセル化された膜、スポンジまたは他の適切な材料の移植を介

して局所投与され得る。移植デバイスが用いられる場合、このデバイスは、任意

の適切な組織または器官に移植され得、そして送達は、ボーラスを介して、また

は連続投与を介して、または連続注入を用いたカテーテルを介して、デバイスを

通して直接的であり得る。

      【０３１５】

  Ｆｈｍ－リガンドポリペプチドおよび／またはその結合パートナーもまた、持

続放出処方物または調製中で投与され得る。適切なポリマー組成物は好ましくは

、以下であるために固有のおよび制御可能な生分解性を有する：約１週間から約

６週間持続し；有意な毒性モノマーを含まず、そして非毒性成分へと分解せず、

非毒性であり；生体適合性であり、送達されるべき物質と化学的に適合性であり

、そして活性な物質を変性させる傾向はなく；生物学的に活性な分子の取り込み

、その後の拡散、腐食もしくはそれらの組み合わせによるポリマーからのそれら

の遊離を可能にするに十分に多孔質であり；接着もしくは幾何学的作用（ｇｅｏ

ｍｅｔｒｉｃ  ｆａｃｔｉｏｎ）によって適用部位に残存し得（例えば、適切に

形成されるかもしくは軟化され、そしてその後、微粒子に成形および形成され、

この微粒子は、所望の位置で捕獲される）；侵襲性が最少の技術によって（例え

ば、カテーテル、腹腔鏡または内視鏡によって）送達され得る。持続放出マトリ

ックスとしては、ポリエステル、ヒドロゲル、ポリラクチド（米国特許第３，７

７３，９１９号、ＥＰ  ５８，４８１）、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチル－Ｌ－

グルタメートとのコポリマー（Ｓｉｄｍａｎら，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２

：５４７－５５６，１９８３）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート

）（Ｌａｎｇｅｒら，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．，１５：１６７

－２７７，１９８１およびＬａｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．，１２：９８－

１０５，１９８２）、エチレンビニル酢酸（Ｌａｎｇｅｒら，前出）またはポリ

－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（ＥＰ  １３３，９８８）が挙げられる。持続

放出組成物はまた、リポソームを含み得る。リポソームは、当該分野で公知のい

くつかの方法のいずれかによって調製され得る（例えば、本明細書中に参考とし
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て援用される、Ｅｐｐｓｔｅｉｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ，８２：３６８８－３６９２，１９８５；ＥＰ  ３６，６７６；ＥＰ  ８

８，０４６；ＥＰ  １４３，９４９）。

      【０３１６】

  Ｆｈｍポリペプチド、その改変体、誘導体またはフラグメントは、単独で、一

緒に、または他の薬学的組成物と組み合わせで用いられ得る。Ｆｈｍポリペプチ

ド、フラグメント、改変体および誘導体は、処置される適応症について適切であ

る場合、サイトカイン、サイトカインインヒビター、増殖因子、抗生物質、抗炎

症剤および／または化学療法剤と組み合わせて用いられ得る。

      【０３１７】

  いくつかの場合、Ｆｈｍポリペプチドの薬学的組成物をエキソビボの様式で使

用することが所望され得る。このような場合には、患者から取り出された細胞、

組織または器官がＦｈｍポリペプチドの薬学的組成物に曝露され、その後、この

細胞、組織および／または器官が続いて、その患者に移植し戻される。

      【０３１８】

  他の場合、Ｆｈｍポリペプチドは、方法（例えば、本明細書中に記載された方

法）を用いて、このポリペプチド、フラグメント、改変体または誘導体を発現お

よび分泌するように遺伝子操作された特定の細胞を患者に移植することによって

送達され得る。このような細胞は、動物またはヒトの細胞であり得、そして自己

、異種（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ）または異種（ｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃ）であ

り得る。必要に応じて、この細胞は、不死化され得る。免疫学的応答の機会を減

少させるために、この細胞がカプセル化されて、周囲の組織の浸潤を回避し得る

ことが好ましい。カプセル化物質は代表的に、タンパク質産物の放出を可能にす

るが、患者の免疫系または周囲の組織からの他の有害な因子によるこの細胞の破

壊を妨げる、生体適合性の半透性ポリマー性の被包物（ｅｎｃｌｏｓｕｒｅ）ま

たは膜である。

      【０３１９】

  細胞の膜カプセル化のために使用される方法は、当業者に周知であり、そして

カプセル化された細胞の調製および患者中でのそれらの移植は、過度の実験を伴
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わずに達成され得る。例えば、本明細書中に参考として援用される、米国特許第

４，８９２，５３８号；同第５，０１１，４７２号；および同第５，１０６，６

２７号を参照のこと。生きている細胞をカプセル化するための系は、国際公開第

ＷＯ  ９１／１０４２５号に記載されている。種々の他の持続送達手段または制

御送達手段を処方するための技術（例えば、リポソームキャリア、生体侵食性粒

子またはビーズ）もまた当業者に周知であり、そして例えば、本明細書中に参考

として援用される、米国特許第５，６５３，９７５号に記載される。カプセル化

を伴うかまたは伴わない細胞は、患者の適切な身体組織または器官に移植され得

る。

      【０３２０】

  本明細書中に考察されるように、適切な場合、１以上のＦｈｍポリペプチド、

改変体、誘導体および／またはフラグメントを添加して、単離された細胞集団（

例えば、幹細胞、リンパ球、赤血球、軟骨細胞、ニューロンなど）を処置するこ

とが所望され得る。このことは、単離された細胞を、このポリペプチド、改変体

、誘導体またはフラグメントに直接曝露することによって達成され得、ここで、

これらは、細胞膜に透過性である形態である。

      【０３２１】

  本発明は、治療的タンパク質のインビトロ産生、ならびに遺伝子治療による治

療的タンパク質の産生および送達の両方のための改善された方法に関する。

      【０３２２】

  （相同組換え）

  さらに、ＦｈｍをコードするＤＮＡを既に含む細胞に導入された制御エレメン

トを利用して、相同組換えによって、または組換え産生方法を用いて、Ｆｈｍタ

ンパク質が産生され得ることが想定される。例えば、相同組換え方法を用いて、

正常には転写的にサイレントなＦｈｍ遺伝子または過少発現される遺伝子を含む

細胞を改変し、それによって、治療的に効力のある量のＦｈｍを発現する細胞を

産生し得る。相同組換えは、転写的に活性な遺伝子における変異を誘導または正

すために遺伝子を標的化するために元々開発された技術である（Ｋｕｃｈｅｒｌ

ａｐｔｉ，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．ａｎｄ  Ｍｏｌ．Ｂ
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ｉｏｌ．，３６：３０１，１９８９）。基本的技術は、特定の変異を、哺乳動物

ゲノムの特定の領域へ導入するための方法として（Ｔｈｏｍａｓら、Ｃｅｌｌ，

４４：４１９－４２８，１９８６；ＴｈｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅ

ｌｌ，５１：５０３－５１２，１９８７；Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら，Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８５：８５８３－８５８７，１９８８）、また

は欠損遺伝子内の特定の変異を正すための方法として（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら

，Ｎａｔｕｒｅ，３３０：５７６－５７８，１９８７）開発された。例示的な相

同組換え技術は、本明細書中に参考として援用される、米国特許第５，２７２，

０７１号、ＥＰ公開第９１  ９０  ３０５１号、ＥＰ公開第５０５  ５００号；

ＰＣＴ／ＵＳ９０／０７６４２、国際公開第ＷＯ  ９１／０９９５５に記載され

る。

      【０３２３】

  相同組換えを通して、ゲノム中に挿入されるべきＤＮＡ配列は、標的化ＤＮＡ

にこのＤＮＡ配列を結合することによって目的の遺伝子の特定の領域に指向され

得る。標的化ＤＮＡは、配列の挿入が求められるゲノムＤＮＡ領域に相補的であ

る（相同である）ヌクレオチド配列である。ゲノムの特定の領域に相補的である

、標的化ＤＮＡの小片は、ＤＮＡ複製プロセスの間に親鎖と接触させられる。ハ

イブリダイズする、それゆえ、共有された相同領域を通して内因性ＤＮＡの他の

小片と組み換わることは、細胞内に挿入されたＤＮＡの一般的な特性である。こ

の相補鎖が、変異または異なる配列またはさらなるヌクレオチドを含むオリゴヌ

クレオチドに結合された場合、これもまた、新たに合成された鎖に組換えの結果

として組み込まれる。プルーフリーディング機能の結果として、新たなＤＮＡ配

列が、テンプレートとして役立つことが可能である。従って、移入されたＤＮＡ

は、ゲノム内に組み込まれる。

      【０３２４】

  標的化ＤＮＡのこれらの小片に結合されるのは、Ｆｈｍポリペプチドと相互作

用し得るかまたはＦｈｍポリペプチドの発現を制御し得る、ＤＮＡ領域（例えば

、隣接配列）である。例えば、プロモーター／エンハンサーエレメント、サプレ

ッサーまたは外因性転写調節エレメントは、所望のＦｈｍポリペプチドをコード
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するＤＮＡの転写に影響を与えるに十分に近位でかつ十分な方向で、意図される

宿主細胞のゲノムに挿入される。制御エレメントは、宿主細胞ゲノム中に存在す

る一部のＤＮＡを制御する。従って、Ｆｈｍタンパク質の発現は、Ｆｈｍ遺伝子

自体をコードするＤＮＡのトランスフェクションによってではなく、Ｆｈｍタン

パク質の転写について認識可能なシグナルと内因性遺伝子配列を提供するＤＮＡ

調節セグメントと結合された標的化ＤＮＡ（目的の内因性遺伝子と相同な領域を

含む）の使用によって達成され得る。

      【０３２５】

  例示的な方法では、細胞内の所望の標的化された遺伝子（すなわち、所望の内

因性細胞性遺伝子）の発現は、導入によって、予め選択された部位での細胞ゲノ

ムへの相同組換えによって、少なくとも調節配列、エキソンおよびスプライスド

ナー部位を含むＤＮＡの導入によって変更される。これらの成分は、事実上、こ

れらの成分が、新たな転写単位（ここでは、ＤＮＡ構築物中に存在する調節配列

、エキソおよびスプライスドナー部位が内因性遺伝子に作動的に連結される）の

産生をもたらす様式で染色体（ゲノム）ＤＮＡ中に導入される。染色体ＤＮＡへ

のこれらの成分の導入の結果として、所望の内因性遺伝子の発現が変更される。

      【０３２６】

  変更された遺伝子発現は、本明細書中に記載されるように、得られたときの細

胞において通常サイレントな（発現されない）遺伝子を活性化すること（または

発現されるのを引き起こすこと）、ならびに得られたときの細胞において生理学

的に重要なレベルで発現されない遺伝子の発現を増大させることを包含する。こ

の実施形態はさらに、得られたときの細胞において生じる調節または誘導のパタ

ーンとは異なるように調節または誘導のパターンを変更すること、ならびに得ら

れたときの細胞において発現される遺伝子の発現を減少させること（除去するこ

とを含む）を包含する。

      【０３２７】

  相同組換えを用いて、細胞の内因性Ｆｈｍ遺伝子からのＦｈｍポリペプチド産

生を増大させ得るかまたは生じさせ得る１つの方法は、第１に、相同組換えを用

いて部位特異的組換え系（例えば、Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ、ＦＬＰ／ＦＲＴ）  （Ｓ
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ａｕｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｙ，５：５２１－５２７，１９９４；およびＳａｕｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉｎ

  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２２５：８９０－９００，１９９３を参照のこと）由

来の組換え配列を、細胞のゲノムの内因性Ｆｈｍポリペプチドコード領域の上流

に（すなわち、５’に）配置することを含む。ゲノムのＦｈｍポリペプチドコー

ド領域のすぐ上流に配置された部位に相同な組換え部位を含むプラスミドは、改

変された細胞株に、適切なレコンビナーゼ酵素を伴って導入される。このレコン

ビナーゼ酵素は、このプラスミドが、プラスミドの組換え部位を介して、その細

胞株においてゲノムのＦｈｍポリペプチドコード領域のすぐ上流に位置する組換

え部位に組み込まれることを引き起こす（ＢａｕｂｏｎｉｓおよびＳａｕｅｒ，

Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２１：２０２５－２０２９，１９９３

；およびＯ’Ｇｏｒｍａｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：１３５１－１３５５，

１９９１）。転写を増大させることが公知の任意の隣接配列（例えば、エンハン

サー／プロモーター、イントロンまたは翻訳エンハンサー）は、このプラスミド

内に適切に配置された場合、新たなまたは改変された転写単位を作製するような

様式で組み込まれて、細胞の内因性Ｆｈｍ遺伝子からのデノボＦｈｍポリペプチ

ド産生または増大したＦｈｍポリペプチド産生をもたらす。

      【０３２８】

  部位特異的な組換え配列が、その細胞の内因性ゲノムＦｈｍポリペプチドコー

ド領域のすぐ上流に位置する細胞株を使用するためのさらなる方法は、相同組換

えを使用して、第２の組換え部位を、この細胞株のゲノムの他の箇所に導入する

ことである。次いで、適切なレコンビナーゼ酵素が、２組換え部位細胞株に導入

されて、この細胞の内因性Ｆｈｍ遺伝子からのデノボかまたは増加したＦｈｍポ

リペプチド産生を生じる、新たな転写ユニットまたは改変された転写ユニットを

作製する、組換え事象（欠失、逆位、または転座）を引き起こす（Ｓａｕｅｒ，

Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  Ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，前出，

１９９４；およびＳａｕｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，

前出，１９９３）。

      【０３２９】
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  細胞の内因性Ｆｈｍ遺伝子からのＦｈｍポリペプチドの発現を増加させるかま

たは引き起こすための、さらなるアプローチは、細胞の内因性Ｆｈｍ遺伝子から

の、デノボでかまたは増加したＦｈｍポリペプチド産生を生じる様式で、遺伝子

の発現を増加させるかもしくは引き起こす（例えば、転写因子）こと、および／

または遺伝子の発現を減少させる（例えば、転写リプレッサー）ことを包含する

。この方法は、天然には存在しないポリペプチド（例えば、転写因子ドメインに

融合した部位特異的ＤＮＡ結合ドメインを含むポリペプチド）を、細胞の内因性

Ｆｈｍ遺伝子からのデノボでかまたは増加したＦｈｍポリペプチド産生が生じる

ように、細胞に導入することを包含する。

      【０３３０】

  本発明は、さらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用な、ＤＮ

Ａ構築物に関する。特定の実施形態においては、例示的なＤＮＡ構築物は、以下

を含む：（ａ）１つ以上の標的化配列；（ｂ）調節配列；（ｃ）エキソン；およ

び（ｄ）非対性スプライスドナー部位。このＤＮＡ構築物における標的化配列は

、細胞内の標的遺伝子へのエレメント（ａ）～（ｄ）の取り込みを、エレメント

（ｂ）～（ｄ）が内因性標的遺伝子の配列に作動可能に連結するよう指向する。

別の実施形態においては、ＤＮＡ構築物は、以下を含む：（ａ）１つ以上の標的

化配列、（ｂ）調節配列、（ｃ）エキソン、（ｄ）スプライスドナー部位、（ｅ

）イントロン、および（ｆ）スプライスアクセプター部位；ここで、この標的化

配列は、エレメント（ａ）～（ｆ）の取り込みを、（ｂ）～（ｆ）のエレメント

が内因性遺伝子に作動可能に連結するよう指向する。この標的化配列は、細胞染

色体ＤＮＡの、相同組換えが起こる予め選択された部位に相同である。この構築

物において、エキソンは、一般に、調節配列の３’側であり、そしてスプライス

ドナー部位は、エキソンの３’側である。

      【０３３１】

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中に提示されるＦｈｍの核酸配列）が

既知である場合には、この遺伝子の選択された位置に相補的なＤＮＡ片が、例え

ば、天然のＤＮＡの、目的の領域に結合している特異的な認識部位における適切

な制限によって、合成され得るか、または他の様式で得られ得る。この片は、細
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胞への取り込みの際の標的化配列として働き、そしてゲノム内のその相同領域と

ハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションが、ＤＮＡ複製の間に起こる

場合には、このＤＮＡ片、およびこのＤＮＡ片に付着した任意のさらなる配列が

、岡崎フラグメントとして働き、そして新に合成されたＤＮＡの娘鎖に取り込ま

れる。従って、本発明は、Ｆｈｍポリペプチドをコードするヌクレオチドを包含

し、このヌクレオチドは、標的化配列として使用され得る。

      【０３３２】

  あるいは、遺伝子治療が、以下に記載されるように使用され得る。

      【０３３３】

  （Ｆｈｍ細胞治療および遺伝子治療）

  Ｆｈｍ細胞治療（例えば、Ｆｈｍを産生する細胞の移植）もまた、本発明に含

まれる。この実施形態は、生物学的に活性な形態の可溶性Ｆｈｍを合成および分

泌し得る細胞を移植することを包含する。このような可溶性Ｆｈｍポリペプチド

産生細胞は、Ｆｈｍの天然の産生者である細胞であり得るか、またはＦｈｍを産

生するその能力が所望のＦｈｍ分子をコードする遺伝子もしくはＦｈｍポリペプ

チドの発現を増強する遺伝子で形質転換することによって増強された、組換え細

胞であり得る。このような改変は、その遺伝子を送達するため、ならびにその発

現および分泌を促進するために適したベクターによって、達成され得る。Ｆｈｍ

ポリペプチドを投与される患者において、外来種のポリペプチドの投与によって

生じ得るような潜在的な免疫学的反応を最小化するためには、Ｆｈｍを産生する

天然の細胞がヒト起源であること、そしてヒトＦｈｍを産生することが、好まし

い。同様に、Ｆｈｍを産生する組換え細胞が、ヒトＦｈｍポリペプチドをコード

する遺伝子を含む発現ベクターで形質転換されることが、好ましい。

      【０３３４】

  移植される細胞は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る

。ヒトまたは非ヒト動物の細胞が、Ｆｈｍポリペプチドの放出を可能にするが患

者の免疫系によるかまたは周囲の組織からの他の有害な因子による細胞の破壊を

防止する、生体適合性の半透過性のポリマー包皮または膜内で、患者に移植され

得る。あるいは、Ｆｈｍポリペプチドを産生するようエキソビボで形質転換され
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た、患者自身の細胞が、このようなカプセル化なしに、患者に直接移植され得る

。

      【０３３５】

  生存細胞をカプセル化するための技術は、当該分野において公知であり、そし

てカプセル化された細胞の調製およびこれらの患者への移植は、過度の実験なし

に達成され得る。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＷＯ  ９５１０５４５２およびＰＣ

Ｔ／ＵＳ９４／０９２９９）は、生物学的に活性な分子の効果的な送達のための

、遺伝子操作された細胞を含む膜カプセルを記載する。これらのカプセルは生体

適合性であり、そして容易に回収可能である。これらのカプセルは生体適合性で

あり、そして容易に回収可能である。これらのカプセルは、プロモーターに作動

可能に連結した生物学的に活性な分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮ

Ａ分子でトランスフェクトされた細胞をカプセル化し、これらの細胞は、哺乳動

物宿主への移植の際に、インビボでのダウンレギュレーションに曝されない。こ

のデバイスは、生存細胞からレシピエント内の特異的な部位への分子の送達を提

供する。さらに、米国特許第４，８９２，５３８号、同第５，０１１，４７２号

、および同第５，１０６，６２７号を参照のこと（本明細書中に参考として援用

される）。生存細胞をカプセル化するための系は、Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際

出願ＷＯ  ９１／１０４２５、Ａｅｂｉｓｃｈｅｒらの国際出願ＷＯ  ９１／１

０４７０；Ｗｉｎｎら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１１３：３２２－３２９

，１９９１，Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１１１：２

６９－２７５，１９９１；およびＴｒｅｓｃｏら、ＡＳＡＩＯ，３８：１７－２

３，１９９２（本明細書中に参考として援用される）に記載されている。

      【０３３６】

  Ｆｈｍの、インビボおよびインビトロでの遺伝子治療送達もまた、本発明に含

まれる。インビボ遺伝子治療は、Ｆｈｍをコードする遺伝子を、ポリヌクレオチ

ド分子または他の適切な送達ベクターの局所的注射によって、細胞に導入するこ

とによって、達成され得る（Ｈｅｆｔｉ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２５

：１４１８－１４３５，１９９４）。例えば、Ｆｈｍをコードするポリヌクレオ

チド分子は、標的化された細胞への送達のために、アデノ随伴ウイルスベクター
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に含まれ得る（例えば、国際公開番号ＷＯ  ９５／３４６７０；国際出願番号Ｐ

ＣＴ／ＵＳ９５／０７１７８を参照のこと）。組換えアデノ随伴ウイルス（ＡＡ

Ｖ）ゲノムは、代表的に、機能的プロモーターに作動可能に連結したＦｈｍをコ

ードするＤＮＡ配列に隣接するＡＡＶ逆方向末端反復、およびポリアデニル化配

列を含む。

      【０３３７】

  代替のウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウイルス

ベクター、単純ヘルペスウイルスベクターおよびパピローマウイルスベクターが

挙げられるが、これらに限定されない。米国特許第５，６７２，３４４号（１９

９７年９月３０日発行、Ｋｅｌｌｅｙら、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｍｉｃ

ｈｉｇａｎ）は、組換え神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む、インビボのウイ

ルスにより媒介される遺伝子移入系を記載する。米国特許第５，３９９，３４６

号（１９９５年３月２１日発行、Ａｎｄｅｒｓｏｎら、Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ  

ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ  ａｎｄ  ｈｕｍａｎ  Ｓｅｒｖｉｃｅｓ）は、治療タンパ

ク質をコードするＤＮＡセグメントを挿入するようインビトロで処理されたヒト

細胞の送達によって、患者に治療タンパク質を提供するためのプロセスの例を、

提供する。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および材料は、米国特許

第５，６３１，２３６号（１９９７年５月２０日発行、Ｗｏｏら、Ｂａｙｌｏｒ

  Ｃｏｌｌｅｇｅ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）（アデノウイルスベクターを含む

）；米国特許第５，６７２，５１０号（１９９７年９月３０日発行、Ｅｇｌｉｔ

ｉｓら、Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｉｎｃ．）（レトロウイルスベクタ

ーを含む）；および米国特許第５，６３５，３９９号（１９９７年６月３日発行

，Ｋｒｉｅｇｌｅｒら、Ｃｈｉｒｏｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）（サイトカイ

ンを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載されている。

      【０３３８】

  非ウイルス送達方法としては、リポソーム媒介移入、裸のＤＮＡ送達（直接注

射）、レセプター媒介移入（リガンド－ＤＮＡ複合体）、エレクトロポレーショ

ン、リン酸カルシウム沈降および微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃）

が挙げられる。遺伝子治療の材料および方法としてはまた、誘導的プロモーター
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、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特異的取り込みのために設計さ

れたＤＮＡ配列、親細胞より優れた選択的利点を提供し得るＤＮＡ配列、形質転

換された細胞を同定するための標識、ネガティブ選択系および発現制御系（安全

性の尺度）、細胞特異的結合因子（細胞標的化のため）、細胞特異的インターナ

リゼーション因子、ベクターによる発現を増強するための転写因子、ならびにベ

クター作製の方法が挙げられ得る。遺伝子治療技術の実施のための、このような

さらなる方法および材料は、米国特許第４，９７０，１５４号（１９９０年１１

月１３日発行、Ｄ．Ｃ．Ｃｈａｎｇ，Ｂａｙｌｏｒ  Ｃｏｌｌｅｇｅ  ｏｆ  Ｍ

ｅｄｉｃｉｎｅ）（エレクトロポレーション技術）；国際出願ＷＯ  ９６４０９

５８（９６１２１９公開、Ｓｍｉｔｈら、Ｂａｙｌｏｒ  Ｃｏｌｌｅｇｅ  ｏｆ

  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）（核リガンド）；米国特許第５，６７９，５５９号（１９

９７年１０月２１日発行、Ｋｉｍら、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｕｔａｈ  

Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ）（遺伝子送達のためのリポタンパク

質含有系を考慮する）；米国特許第５，６７６，９５４号（１９９７年１０月１

４日発行、Ｋ．Ｌ．Ｂｒｉｇｈａｍ，Ｖａｎｄｅｒｂｉｌｔ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉ

ｔｙ（リポソームキャリアを含む）；米国特許第５，５９３，８７５号（１９９

７年１月１４日発行、Ｗｕｒｍら、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）（リン酸カ

ルシウムトランスフェクションのための方法を考慮する）；および米国特許第４

，９４５，０５０号（１９９０年７月３１日発行、Ｓａｎｆｏｒｄら、Ｃｏｒｎ

ｅｌｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ）（ここで、生物学的に活性

な粒子が、細胞において、この粒子がこの細胞の表面を貫通する速度で推進され

、そしてこの細胞の内側に取り込まれる）に記載されている。発現制御技術とし

ては、化学的に誘導される調節（例えば、国際出願ＷＯ  ９６４１８６５および

ＷＯ  ９７３１８９９）、改変されたステロイドホルモンレセプター系における

プロゲステロンアンタゴニストの使用（例えば、米国特許第５，３６４，７９１

号）、エクジソン制御系（例えば、国際出願ＷＯ  ９６３７６０９）ならびにポ

ジティブテトラサイクリン制御可能トランスアクチベーター（例えば、米国特許

第５，５８９，３６２号；同第５，６５０，２９８号；および同第５，６５４，

１６８号）が挙げられる。
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      【０３３９】

  Ｆｈｍ遺伝子治療または細胞治療が、第二のタンパク質の送達をさらに含み得

ることもまた、考慮される。例えば、宿主細胞が、ＦｈｍとＴＦＮ－αの両方、

またはＦｈｍおよびＩＬ－１の可溶性形態を発現し、そして放出するように、改

変され得る。あるいは、ＦｈｍおよびＴＮＦ－α、またはＦｈｍおよびＩＬ－１

は、別の細胞において発現され、そしてその細胞から放出され得る。このような

細胞は、患者に別々に導入され得るか、またはこれらの細胞は、単一の移植可能

なデバイス（例えば、上記のカプセル化膜）内に含まれ得る。

      【０３４０】

  遺伝子治療が適用され得る１つの様式は、構成的プロモーターまたは誘導的プ

ロモーターに作動可能に連結され得るＦｈｍ遺伝子（Ｆｈｍポリペプチドをコー

ドするゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、および／または合成ＤＮＡ、あるいはそのフラ

グメント、改変体、または誘導体のいずれか）を使用して、「遺伝子治療ＤＮＡ

構築物」を形成することである。このプロモーターは、内因性Ｆｈｍ遺伝子に対

して相同であっても異種であってもよいが、但し、この構築物が挿入される細胞

または組織型において、このプロモーターが活性である。遺伝子治療ＤＮＡ構築

物の他の成分は、必要に応じて、要求されるように、部位特異的取り込みのため

に設計されたＤＮＡ分子（例えば、相同組換えのために有用な内因性隣接配列）

、組織特異的なプロモーター、エンハンサー、またはサイレンサー、親細胞より

優れた選択的利点を提供し得るＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するため

の標的として有用なＤＮＡ分子、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例え

ば、細胞標的化のため）、細胞特異的インターナリゼーション因子、およびベク

ターによる発現を増強するための転写因子、ならびにベクターの製造を可能にす

る因子を含み得る。

      【０３４１】

  次いで、遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、ウイルスベクターまたは非ウイルスベク

ターを使用して、患者の細胞に（エキソビボまたはインビボでのいずれかで）導

入され得る。遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１つの手段である。特定

のベクター（例えば、レトロウイルスベクター）が、ＤＮＡ構築物を細胞の染色
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体ＤＮＡに送達し、そしてこの遺伝子が、染色体ＤＮＡに取り込まれ得る。他の

ベクターは、エピソームとして機能し、そして遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、細胞

質内に残る。遺伝子治療ベクターの使用は、例えば、米国特許第５，６７２，３

４４号；同第５，３９９，３４６号；同第５，６３１，２３６号；および同第５

，６３５，３９９号（本明細書中に参考として援用される）に記載されている。

      【０３４２】

  なお他の実施形態においては、調節エレメントは、標的細胞におけるＦｈｍ遺

伝子の制御された発現に関与し得る。このようなエレメントは、適切なエフェク

ターに対する応答の際に、オンにされる。この様式で、治療ポリペプチドは、所

望のときに発現され得る。１つの従来の制御手段は、低分子結合ドメインおよび

生物学的プロセスを開始し得るドメインを含むキメラタンパク質（例えば、ＤＮ

Ａ結合タンパク質または転写活性化タンパク質）を二量化するために使用される

、低分子二量化剤またはラパログ（ｒａｐａｌｏｇ）の使用を包含する（ＷＯ  

９６４１８６５（ＰＣＴ／ＵＳ９６／０９９４８６）；ＷＯ  ９７３１８９８（

ＰＣＴ／ＵＳ９７／０３１３７）およびＷＯ９７３１８９９（ＰＣＴ／ＵＳ９５

／０３１５７）ＷＯ  ９７３１８９９（ＰＣＴ／ＵＳ９５／０３１５７）に記載

されるように）。タンパク質の二量化を使用して、導入遺伝子の転写を開始し得

る。

      【０３４３】

  代替の調節技術は、細胞内の目的の遺伝子から凝集体またはクラスターとして

発現されるタンパク質の貯蔵の方法を使用する。目的の遺伝子は、融合タンパク

質として発現され、この融合タンパク質は、条件的凝集ドメインを含み、このド

メインは、小胞体内での凝集したタンパク質の保持を生じる。貯蔵されたタンパ

ク質は細胞内で安定であり、そして不活性である。しかし、これらのタンパク質

は、条件的凝集ドメインを除去し、これによってこの凝集体またはクラスターを

特異的に破壊する薬物（例えば、低分子リガンド）を投与することによって、放

出され得、その結果、これらのタンパク質は、その細胞から分泌され得る。Ｓｃ

ｉｅｎｃｅ  ２８７：８１６－８１７、および８２６－８３０（２０００）を参

照のこと。
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      【０３４４】

  他の適切な制御手段または遺伝子スイッチとしては、以下の系が挙げられるが

、それらに限定されない。ミフェプリストン（ＲＵ４８６）が、プロゲステロン

アンタゴニストとして使用される。改変されたプロゲステロンレセプターリガン

ド結合ドメインを、プロゲステロンアンタゴニストに結合させることによって、

２つの転写因子の二量体の形成による転写が活性化され、これが次いで、結合Ｄ

ＮＡの核内に通される。このリガンド結合ドメインは、そのレセプターがその天

然のリガンドに結合する能力を排除するよう改変される。改変されたステロイド

ホルモンレセプター系が、米国特許第５，３６４，７９１号；ＷＯ９６４０９１

１およびＷＯ９７１０３３７、ＷＯ  ９６４０９１１およびＷＯ  ９７１０３３

７に、さらに記載されている。

      【０３４５】

  なお別の制御系は、エクジソン（フルーツフライのステロイドホルモン）（こ

れは、エクジソンレセプター（細胞質レセプター）に結合し、そしてこのレセプ

ターを活性化する）を使用する。次いで、このレセプターは、核に転座して、特

定のＤＮＡ応答エレメント（エクジソン応答性遺伝子由来のプロモーター）を結

合する。エクジソンレセプターは、転写を開始するための、トランス作用性ドメ

イン／ＤＮＡ結合ドメイン／リガンド結合ドメインを含む。エクジソン系は、米

国特許第５，５１４，５７８号；ＷＯ９７３８１１７；ＷＯ９６３７６０９；Ｗ

Ｏ  ９７３８１１７；ＷＯ  ９６３７６０９およびＷＯ９３０３１６２にさらに

記載されている。

      【０３４６】

  別の制御手段は、ポジティブテトラサイクリン制御可能トランスアクチベータ

ーを使用する。この系は、転写を活性化させるポリペプチドに連結した変異ｔｅ

ｔリプレッサータンパク質ＤＮＡ結合ドメイン（逆テトラサイクリン調節トラン

スアクチベータータンパク質を生じる変異ｔｅｔ  Ｒ－４アミノ酸変化、すなわ

ち、これは、テトラサイクリンの存在下で、ｔｅｔオペレーターに結合する）を

含む。このような系は、米国特許第５，４６４，７５８号；同第５，６５０，２

９８号；および同第５，６５４，１６８号に記載されている。
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      【０３４７】

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

ｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．に対する米国特許第５，７４１，６７９号および同第５，８

３４，１８６号に記載されている。

      【０３４８】

  インビボ遺伝子治療は、Ｆｈｍポリペプチドをコードする遺伝子を、Ｆｈｍ核

酸分子の局所的注射を介してかまたは他の適切なウイルス送達ベクターもしくは

非ウイルス送達ベクターによって、細胞に導入することにより達成され得る（Ｈ

ｅｆｔｉ，Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２５：１４１８－１４３５，１９９４）

。例えば、Ｆｈｍポリペプチドをコードする核酸分子は、標的化された細胞への

送達のために、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターに含まれ得る（例えば、

Ｊｏｈｎｓｏｎ，国際公開番号ＷＯ９５／３４６７０；および国際出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ９５／０７１７８）。組換えＡＡＶゲノムは、代表的に、機能的プロモ

ーターおよびポリアデニル化配列に作動可能に連結されたＦｈｍポリペプチドを

コードするＤＮＡ配列に隣接する、ＡＡＶ逆方向末端反復を含む。

      【０３４９】

  代替の適切なウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウ

イルスベクター、単純ヘルペスウイルスベクター、レンチウイルスベクター、肝

炎ウイルスベクター、パルボウイルスベクター、パポバウイルスベクター、ポッ

クスウイルスベクター、アルファウイルスベクター、コロナウイルスベクター、

ラブドウイルスベクター、パラミクソウイルスベクター、およびパピローマウイ

ルスベクターが挙げられるが、これらに限定されない。米国特許第５，６７２，

３４４号は、組換え神経栄養ＨＳＶ－１ベクターを含む、インビボウイルス媒介

遺伝子移入系を記載する。米国特許第５，３９９，３４６号は、治療タンパク質

をコードするＤＮＡセグメントを挿入するようインビトロで処理されたヒト細胞

の送達により、患者に治療タンパク質を提供するためのプロセスの例を、提供す

る。遺伝子治療技術の実施のさらなる方法および材料は、米国特許第５，６３１

，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）；米国特許第５，６７２，５１０

号（レトロウイルスベクターを含む）；および米国特許第５，６３５，３９９号



(144) 特表２００３－５０６０８８

（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載されている。

      【０３５０】

  非ウイルス送達方法としては、リポソーム媒介移入、裸のＤＮＡ送達（直接注

射）、レセプター媒介移入（リガンド－ＤＮＡ複合体）、エレクトロポレーショ

ン、リン酸カルシウム沈降、および微粒子ボンバードメント（例えば、遺伝子銃

）が挙げられるが、これらに限定されない。遺伝子治療の材料および方法として

はまた、誘導的プロモーター、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特

異的取り込みのために設計されたＤＮＡ配列、親細胞より優れた選択的利点を提

供し得るＤＮＡ配列、形質転換された細胞を同定するための標識、ネガティブ選

択系および発現制御系（安全性の尺度）、細胞特異的結合因子（細胞標的化のた

め）、細胞特異的インターナリゼーション因子、およびベクターによる発現を増

強するための転写因子の使用、ならびにベクター作製の方法が挙げられ得る。遺

伝子治療技術の実施のための、このようなさらなる方法および材料は、米国特許

第４，９７０，１５４号（エレクトロポレーション技術を含む）；ＷＯ９６４０

９５８（核リガンドを含む）；米国特許第５，６７９，５５９号（遺伝子送達の

ためのリポタンパク質含有系を記載する）；米国特許第５，６７６，９５４号（

リポソームキャリアを含む）；米国特許第５，５９３，８７５号（リン酸カルシ

ウムトランスフェクションのための方法を考慮する）；および米国特許第４，９

４５，０５０号（ここで、生物学的に活性な粒子が、細胞において、この粒子が

この細胞の表面を貫通する速度で推進され、そしてこの細胞の内側に取り込まれ

る）に記載されている。

      【０３５１】

  遺伝子治療によって、細胞における内因性Ｆｈｍポリペプチド発現を増加させ

るための手段は、１つ以上のエンハンサーエレメントをＦｈｍポリペプチドプロ

モーターに挿入することであり、ここで、このエンハンサーエレメントは、Ｆｈ

ｍポリペプチド遺伝子の転写活性を増加させるよう作用し得る。使用されるエン

ハンサーエレメントは、遺伝子を活性化することが所望である組織に基づいて、

選択される；この組織においてプロモーター活性化を与えることが公知であるエ

ンハンサーエレメントが、選択される。例えば、Ｆｈｍポリペプチドをコードす
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るＦｈｍ遺伝子がＴ細胞において「オンにされる」場合には、ｌｃｋプロモータ

ーエンハンサーエレメントが使用され得る。ここで、添加される転写エレメント

の機能性部分が、標準的なクローニング技術を使用して、Ｆｈｍポリペプチドプ

ロモーターを含むＤＮＡのフラグメントに挿入され得る（そして必要に応じて、

ベクター、５’および／または３’隣接配列などに挿入され得る）。次いで、こ

の構築物（「相同組換え構築物」として公知）が、エキソビボでかまたはインビ

ボでのいずれかで、所望の細胞に導入され得る。

      【０３５２】

  遺伝子治療はまた、内因性プロモーターのヌクレオチド配列を改変することに

よって、所望の位置でＦｈｍポリペプチド発現を減少させるために、使用され得

る。このような改変は、代表的に、相同組換え法を介して達成される。例えば、

不活化のために選択されたＦｈｍ遺伝子のプロモーターの全てまたは一部を含む

ＤＮＡ分子は、転写を調節するプロモーター片を除去および／または置換するよ

うに、操作され得る。例えば、プロモーターの転写アクチベーターの、ＴＡＴＡ

ボックスおよび／または結合部位が、標準的な分子生物学の技術を使用して、欠

失され得る；このような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、これによって、

対応するＦｈｍ遺伝子の転写を抑制する。プロモーターにおけるＴＡＴＡボック

スまたは転写アクチベーター結合部位の欠失は、（調節されるＦｈｍ遺伝子と同

じ種かまたは関連する種由来の）Ｆｈｍポリペプチドプロモーターの全てまたは

関連する部分を含むＤＮＡ構築物を生成することによって、達成され得、ここで

、１つ以上のＴＡＴＡボックスおよび／または転写アクチベーター結合部位のヌ

クレオチドが、１つ以上のヌクレオチドの置換、欠失および／または挿入を介し

て、変異される。その結果、ＴＡＴＡボックスおよび／またはアクチベーター結

合部位は、活性が減少しているか、または完全に不活性にされている。この構築

物はまた、代表的に、改変されたプロモーターセグメントに近接するネイティブ

な（内因性の）５’および３’ＤＮＡ配列に対応する、少なくとも約５００塩基

のＤＮＡを含む。この構築物は、直接的にかまたは本明細書中に記載されるよう

なウイルスベクターを介して、適切な細胞に（エキソビボでかまたはインビボで

かのいずれかで）導入され得る。代表的に、細胞のゲノムＤＮＡへの、この構築
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物の取り込みは、相同組換えを介し、ここで、プロモーター構築物における５’

および３’ＤＮＡ配列は、ハイブリダイゼーションを介する内因性染色体ＤＮＡ

への改変されたプロモーター領域の取り込みを補助するよう作用する。

      【０３５３】

  （Ｆｈｍ核酸およびポリペプチドのさらなる用途）

  本発明の核酸分子（それ自体で生物学的に活性なポリペプチドをコードしない

ものを含む）を使用して、Ｆｈｍ遺伝子および関連する遺伝子の位置を、染色体

上にマッピングし得る。マッピングは、ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイブリ

ダイゼーションのような、当該分野において公知の技術によって、なされ得る。

      【０３５４】

  Ｆｈｍ核酸分子（それ自体で生物学的に活性なポリペプチドをコードしないも

のを含む）は、哺乳動物の組織または体液のサンプルにおける、Ｆｈｍ  ＤＮＡ

または対応するＲＮＡの存在について、定性的にかまたは定量的にかのいずれか

で試験するための、診断アッセイにおけるハイブリダイゼーションプローブとし

て、有用であり得る。

      【０３５５】

  Ｆｈｍポリペプチドを、１つ以上のサイトカイン、増殖因子、抗体、抗炎症剤

、および／または化学療法剤と、処置されている適応症に適切であるように、組

み合わせて（同時にかまたは連続的に）使用し得る。

      【０３５６】

  １つ以上のＦｈｍポリペプチドの活性を阻害することが所望である場合には、

他の方法もまた使用され得る。このような阻害は、発現制御配列（三重らせん形

成）またはＦｈｍ  ｍＲＮＡに相補的であり、そしてこれらとハイブリダイズす

る核酸分子によって、生じ得る。例えば、選択されたＦｈｍ遺伝子の少なくとも

一部に相補的である配列を有する、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ分子が、細

胞に導入され得る。アンチセンスプローブは、本明細書中に開示されるＦｈｍポ

リペプチドの配列を使用して、利用可能な技術によって、設計され得る。代表的

に、このようなアンチセンス分子の各々は、各選択されたＦｈｍ遺伝子の開始部

位（５’末端）に相補的である。次いで、このアンチセンス分子が、対応するＦ
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ｈｍ  ｍＲＮＡとハイブリダイズする場合には、このｍＲＮＡの翻訳が、防止ま

たは低下される。アンチセンスインヒビターは、細胞または生物におけるＦｈｍ

ポリペプチドの減少または非存在に関連する情報を提供する。

      【０３５７】

  あるいは、遺伝子治療を使用して、１つ以上のＦｈｍポリペプチドのドミナン

トネガティブインヒビターを作製し得る。この状況において、各選択されたＦｈ

ｍポリペプチドの変異ポリペプチドをコードするＤＮＡが調製され得、そして本

明細書中に記載されるようなウイルスの方法または非ウイルスの方法のいずれか

を使用して、患者の細胞に導入され得る。各このような変異体は、代表的に、内

因性ポリペプチドと、その生物学的役割において競合するよう設計される。

      【０３５８】

  さらに、Ｆｈｍポリペプチドは、生物学的に活性であってもそうでなくても、

免疫原として使用され得る。すなわち、このポリペプチドは、抗体が惹起され得

る少なくとも１つのエピトープを含む。Ｆｈｍポリペプチドに結合する選択的結

合因子（本明細書中に記載されるような）を、インビボおよびインビトロの診断

目的（体液または細胞のサンプルにおけるＦｈｍポリペプチドの存在を検出する

ために標識された形態での使用が挙げられるが、これらに限定されない）で使用

し得る。この抗体はまた、多数の疾患および障害（本明細書中に記載したものを

含む）を予防、処置、または診断するために、使用され得る。この抗体は、Ｆｈ

ｍポリペプチドに特徴的な少なくとも１つの活性を低下またはブロックするよう

に、Ｆｈｍポリペプチドに結合し得るか、あるいはＦｈｍポリペプチドに特徴的

な少なくとも１つの活性を増加させる（Ｆｈｍポリペプチドの薬物速度論を増加

させることによるものを含む）ように、ポリペプチドに結合し得る。

      【０３５９】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおいてＦｈｍポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、    にＡ

ＴＣＣに寄託され、そしてＡＴＣＣ登録番号    を有する。

      【０３６０】

  以下の実施例は、例示の目的のみを意図され、そして本発明の範囲をいかなる

様式においても限定するとは、解釈されるべきではない。
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      【０３６１】

  （実施例１）

  （ヒトＦｈｍをコードするＤＮＡの単離）

  Ａｍｇｅｎ発現配列タグ（ＥＳＴ）データベースのＴＮＦファミリープロファ

イルサーチにより、可能性のあるＴＮＦリガンドファミリーメンバーをコードす

るヒトマクロファージｃＤＮＡから、Ｆｈｍ１－０００１６－ｇ１２と名付けら

れたＥＳＴクローンが同定された。以下のプライマーを使用する、５６３７細胞

株（ＡＴＣＣ＃ＨＴＢ－９）から調製された第一鎖ｃＤＮＡのＰＣＲによって、

Ｆｈｍをコードする全長ｃＤＮＡを得た：

      【０３６２】

【化１】

  Ｆｈｍ  ｃＤＮＡは、８１９ヌクレオチド（配列番号３）を含み、そして２５

１アミノ酸（配列番号４）を含むポリペプチドをコードする。これは、推定Ｆｈ

ｍタンパク質配列によるＳｗｉｓｓＰｒｏｔデータベースのＦａｓｔａサーチに

より、Ｃ末端の１６２アミノ酸の重複部（ｏｖｅｒｌａｐ）において２８％の同

一性を有するＴＮＦａに主に関連することが示された。他のＴＮＦリガンドファ

ミリーメンバーと同様に、Ｆｈｍは、短いＮ末端細胞内ドメイン（アミノ酸１－

３６）、疎水性膜貫通領域（アミノ酸３７－５６）、および長いＣ末端細胞外ド

メイン（アミノ酸５７－２５１）を含む、タイプＩＩの膜貫通タンパク質である

。ＦｈｍのＣ末端細胞外ドメインは、ＴＮＦリガンドファミリーの保存領域（Ｓ

ｍｉｔｈら、Ｃｅｌｌ  ７６：９５２－６２、１９９４）のほとんどを含んでい

た。

      【０３６３】

  （実施例２）
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  （Ｆｈｍの組織特異的発現）

  Ｆｈｍ遺伝子の組織特異的発現パターンは、プローブとして32Ｐ標識ＰＣＲ産

物を使用する、種々の組織におけるＦｈｍ転写物の存在を検出するノーザンブロ

ット分析により調べられ得る。

      【０３６４】

  細胞質ＲＮＡおよびポリ－Ａ＋ＲＮＡは、標準的技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ

．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（１９８９））を使用して、胎盤、発

生中の胚、および種々の成体組織から単離される。細胞／組織を２０ｍｌのＴＲ

Ｉｚｏｌ試薬（ＢＲＬ）で溶解し、３０秒間ホモジナイズし、そして４ｍｌのク

ロロホルムで抽出する。容器を４０００ｒｐｍにて３０分間遠心分離し、そして

水相を新しい容器に移した。１０ｍｌのイソプロパノールを加え、混合し、そし

て４２００ｒｐｍにて３０分間遠心分離することにより、ＲＮＡを沈降させた。

ＲＮＡペレットを１０ｍｌの７０％エタノールで洗浄し、短く乾燥させ、そして

０.５ｍｌのＴＥ緩衝液に再懸濁した。市販のｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈａｒｍ

ａｃｉａ）を使用して、ポリＡ+ＲＮＡを調製する。７５０μｌのＴＥ緩衝液中

でのカラムからのポリＡ+ＲＮＡの溶出後、４０μｌのサンプル緩衝液および１

ｍｌのエタノールを加え、そして－７０℃に一晩維持することにより、サンプル

をエタノール沈降させた。次いで、ホルムアルデヒド／アガロースゲル電気泳動

システムを使用して、ポリＡ+ＲＮＡを分画した。電気泳動後、ゲルをプロセス

し、ＲＮＡをナイロンメンブレンに移した（Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）を参照

）。次いで、ノーザンブロットを、５×ＳＳＰＥ、５０％ホルムアミド、５×Ｄ

ｅｎｈａｒｄｔ溶液、０.５％ＳＤＳおよび１００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮ

Ａを含む２０ｍｌのプレハイブリダイゼーション溶液中で４２℃にて２～４時間

プレハイブリダイズさせる。次いで、ブロットを、６×ＳＳＰＥ、５０％ホルム

アミド、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ溶液、０.５％ＳＤＳ、１００μｇ／ｍｌ変性サ

ケ精子ＤＮＡを含む２０ｍｌのハイブリダイゼーション溶液中でハイブリダイズ

させた。約５ｎｇ／ｍｌのランダムプライムした32Ｐ標識（ＲａｄＰｒｉｍｅ  

Ｋｉｔ，ＧＩＢＣＯ）Ｆｈｍ全長ｃＤＮＡをプローブとして使用した。ブロット
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を４２℃にて１８～２４時間ハイブリダイズさせた。次いで、ブロットを、０.

１×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ中で５５℃にて洗浄した。次いで、ブロットを、８

０℃にて３日間Ｘ線フィルムに曝した。Ｆｈｍの弱い発現が腎臓において検出さ

れた。

      【０３６５】

  （実施例３）

  （Ｆｈｍポリペプチドの産生）

  Ａ．細菌におけるＦｈｍポリペプチドの発現

  その配列の５’および３’末端部に対応するプライマーを用いて、ＰＣＲを使

用してＦｈｍポリペプチドをコードするテンプレートＤＮＡ配列を増幅する。増

幅されたＤＮＡ産物は、発現ベクター中への挿入を可能にする制限酵素部位を含

むように改変され得る。ＰＣＲ産物をゲル精製し、そして標準的な組換えＤＮＡ

法を用いて発現ベクター中に挿入する。代表的なベクター（例えば、ｌｕｘプロ

モーターおよびカナマイシン耐性をコードする遺伝子を含むｐＡＭＧ２１（ＡＴ

ＣＣ第９８１１３号））を、挿入されるＤＮＡの方向性のあるクローニングのた

めにＢａｍＨＩおよびＮｄｅＩで消化する。連結された混合物を、エレクトロポ

レーションによってＥ．ｃｏｌｉ宿主株３９３中に形質転換させ、そして形質転

換体をカナマイシン耐性について選択する。選択されたコロニー由来のプラスミ

ドＤＮＡを単離し、そしてＤＮＡ配列決定に供してインサートの存在を確認する

。

      【０３６６】

  形質転換した宿主細胞を、誘導の前に、３０μｇ／ｍｌのカナマイシンを含む

２×ＹＴ培地中で３０℃にてインキュベートする。次いで、Ｎ－（３－オキソヘ

キサノイル）－ｄｌ－ホモセリンラクトンを３０ｎｇ／ｍｌの最終濃度まで添加

し、続いて３０℃または３７℃のいずれかにて６時間インキュベートすることに

より、遺伝子発現を誘導し得る。培養物の遠心分離、細菌ペレットの再懸濁およ

び溶解、ならびにＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動による宿主細胞タン

パク質の分析によって、Ｆｈｍポリペプチドの発現を評価する。

      【０３６７】
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  Ｆｈｍポリペプチドを含む封入体を以下のとおり精製する：細菌細胞を遠心分

離によりペレット化し、そして水中に再懸濁する。細胞懸濁物を超音波処理によ

り溶解させ、そして１９５,０００×ｇにて５～１０分間の遠心分離によりペレ

ット化する。上清を捨て、そしてペレットを洗浄してホモジナイザーに移す。ペ

レットを５ｍｌのＰｅｒｃｏｌｌ溶液（７５％液体Ｐｅｒｃｏｌｌ．０.１５Ｍ

  ＮａＣｌ）中で均質に懸濁するまでホモジナイズし、次いで２１,６００×ｇ

にて３０分間遠心分離する。封入体を含むグラジエント画分を回収してプールす

る。単離した封入体をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析する。組換えＦｈｍタンパク

質を上記のようにして精製した（ＷＯ９８／４６７５１）。

      【０３６８】

  （実施例４）

  （抗Ｆｈｍ抗体の作成）

  Ｆｈｍポリペプチドに対する抗体は、精製したＦｈｍタンパク質または生物学

的もしくは化学的合成により生成したＦｈｍペプチドでの免疫によって得られ得

る。実質的に純粋なＦｈｍタンパク質またはポリペプチドは、実施例３に記載の

ようにトランスフェクトされた細胞から単離され得る。最終調製物におけるタン

パク質濃度は、例えば、アミコンフィルターデバイスでの濃縮により、数マイク

ログラム／ｍｌのレベルに調整され得る。次いで、このタンパク質に対するモノ

クローナル抗体またはポリクローナル抗体は、ＨｕｄｓｏｎおよびＢａｙ「Ｐｒ

ａｃｔｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  第２版」Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉ

ｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ（本明細書中に参考として援用する

）に記載されているような、抗体生成のための当該分野で公知の手順のいずれか

により調製され得る。

      【０３６９】

  単一タンパク質の異種エピトープに対する抗体を含むポリクローナル抗血清は

、上記の発現タンパク質（このタンパク質は改変されないか、または免疫原性を

高めるために改変され得る）で適切な動物を免疫することにより調製され得る。

効果的なポリクローナル抗体生成は、抗原および宿主種の両方に関連する多くの

因子によって影響される。例えば、小さな分子は、大きな分子より免疫原性が少
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ない傾向があり、キャリアまたはアジュバントの使用を必要とし得る。また、宿

主動物は、接種部位および用量に応じて変化し、不適切であるか、または過剰な

用量の抗原は共に低い力価の抗血清を生じる。複数の皮内部位での少用量（ｎｇ

レベル）の抗原が、最も確実なようである。ウサギについての効果的な免疫プロ

トコルは、Ｖａｉｔｕｋａｉｔｉｓ，Ｊ．ら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎ

ｏｌ．Ｍｅｔａｂ．３３：９８８－９９１、１９７１に見出され得る。

      【０３７０】

  規則的な間隔でブースター注射が与えられ、そして半定量的に（例えば、寒天

における、公知の濃度の抗原に対する二重免疫拡散法により）決定されるような

抗体力価が落ち始めるときに、抗血清が採取され得る（例えば、Ｈａｎｄｂｏｏ

ｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ．Ｗｅｉｒ編

，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，１９７３）中のＯｕｃｈｔｅｒｌｏｎｙ，Ｏら、第１９

章を参照）。プラトーな抗体濃度は、通常、０.１～０.２ｍｇ／ｍｌ血清の範囲

である（約１２μＭ）。抗原に対する抗血清の親和性は、例えば、Ｍａｎｕａｌ

  ｏｆ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  第２版（ＲｏｓｅおよびＦ

ｒｉｅｄｍａｎ編、Ａｍｅｒ．Ｓｏｃ．Ｆｏｒ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、Ｗａｓ

ｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９８０）中のＦｉｓｈｅｒ，Ｄ．、第４２章）に

より記載されるような、競合結合曲線を調製することにより決定される。

      【０３７１】

  抗Ｆｈｍ抗体を得るための別の手順（例えば、完全なヒト抗体を生成するため

のヒトＩｇ遺伝子座を有するトランスジェニックマウスの免疫、および合成抗体

ライブラリ（例えば、抗体の可変領域の変異誘発によって作成された抗体ライブ

ラリ）のスクリーニング）もまた用いられ得る。

      【０３７２】

  （実施例５）

  （Ｆｈｍの役割の機能分析）

  インビボにおけるＦｈｍの機能的役割を決定するため、Ｆｈｍ遺伝子を、動物

の生殖系列において過剰発現させるか、または相同組換えにより哺乳動物の生殖

系列において不活化させる（例えば、米国特許第５,４８９,７４３号および国際
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特許公開第ＷＯ９４／２８１２２号を参照；本明細書中に参考として援用する）

。この遺伝子を外因性もしくは内因性プロモーターエレメントの調節制御の下で

過剰発現する動物は、トランスジェニック動物として知られる。内因性遺伝子が

相同組換えにより不活化されている動物もまた、「ノックアウト」動物として知

られている。代表的な哺乳動物には、ウサギおよびげっ歯類の種（例えば、マウ

ス）が含まれる。

      【０３７３】

  トランスジェニック動物は、発生および疾患プロセスに対する、Ｆｈｍの過剰

発現または不適切な発現の効果の決定を可能にする。Ｆｈｍトランスジェニック

動物はまた、レセプター媒介Ｆｈｍ活性を調整し得る化合物を試験するためのモ

デル系として供され得る。

      【０３７４】

  「ノックアウト」動物は、胚発生ならびに免疫および増殖応答におけるＦｈｍ

の役割の決定を可能にする。発生ならびに免疫および増殖応答におけるＦｈｍの

役割は、これらの動物において、胚の発生ならびに種々の器官および組織（例え

ば、免疫系）の発生および分化に対する遺伝子ノックアウトの効果の分析（発生

の異なる段階での細胞集団のＦＡＣＳ分析により決定されるような）により決定

される。

      【０３７５】

  （実施例６）

  （可溶性ＴＮＦレセプターファミリーメンバーＮＴＲ３によるＦｈｍの特異的

認識）

  レセプター結合アッセイのため、２×１０5のＣＯＳ－７細胞を、６ウェルプ

レートに播種した。翌日、リポフェクタミン法により製造業者（Ｇｉｂｃｏｉ  

ＢＲＬ）の指示に従ってＦｈｍの発現プラスミドで細胞をトランスフェクトした

。真核細胞発現ベクターＰＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用してｃＤＮ

Ａ構築物を作成した。トランスフェクションの４８時間後、組織培養培地を、ヒ

トＩｇＧ  Ｆｃ部分と融合させたＴＮＦレセプターファミリーメンバーを含む組

織培養培地と交換した。室温（ＲＴ）での１時間のインキュベーション後、細胞
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を５ｍｌのＰＢＳで３回洗浄した。次いで、細胞を、５％ＢＳＡおよび１：５０

０希釈のアルカリホスファターゼ（Ｓｉｇｍａ）結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ  Ｆｃを

含むＤＭＥＭ培地中で、ＲＴにてさらに１時間インキュベートした。５ｍｌのＴ

ＢＳ緩衝液での３回の洗浄後、Ｆａｓｔ  Ｒｅｄ  ＴＲ／ＡＳ－ＭＸ  Ｓｕｂｓ

ｔｒａｔｅ  Ｋｉｔ（Ｐｉｅｒｃｅ）で細胞を染色した。顕微鏡下での視覚によ

る検査によってポジティブ染色を決定した。ＦｈｍトランスフェクトＣＯＳ－７

細胞は、ＮＴＲ３Ｆｃ融合タンパク質により特異的に認識された。ＮＴＲ３タン

パク質（ＴＮＦレセプタースーパー遺伝子ファミリーのメンバー）は、１９９９

年８月４日に出願した、共有に係る共願の米国仮特許出願（代理人整理番号第０

１０１７／３５５４９号；その全体を本明細書中に参考として援用する）に詳細

に記載されている。

      【０３７６】

  本発明は、好適な実施態様に関して記載されているが、当業者に変形および改

変が思い浮かぶことは理解される。したがって、添付の特許請求の範囲は、特許

請求の範囲に記載の本願発明の範囲内にある等価な変形のすべてを含むと意図さ

れる。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、Ｐｉｌｅｕｐプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  ＧＣＧ  Ｐｒｏｇｒ

ａｍ  Ｐａｃｋａｇｅ  ｖｅｒ．８．１）を用いて以下の対応する領域と整列さ

れたＦｈｍポリペプチド（配列番号４）の推定アミノ酸配列の整列を示す：ヒト

ＦａｓＬ、マウスＦａｓＬ、ラットＦａｓＬ、ヒトＣＤ４０Ｌ、マウスＣＤ４０

Ｌ、マウスＯＰＧＬ、ヒトＯＰＧＬ、ヒトＴＲＡＩＬ、マウスＴＲＡＩＬ、ヒト

ＣＤ３０Ｌ、ヒトＣＤ３０Ｌ、ヒトＬｙＴ－β、マウスＬｙＴ－β、ヒトＴＮＦ

－β、マウスＴＮＦ－β、ヒトＴＮＦ－αおよびマウスＴＮＦ－α（配列番号５

～２１）。
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【図１】
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【図１】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了纯化的多核苷酸，其编码属于TNF基因超家族的称为Fhm的新型多肽；纯化的Fhm多肽分子；与Fhm结合的抗体；含
有该分子的物质。 以及使用这种分子的方法。 本发明的分离的核酸分子包括，例如，（a）SEQ ID NO：3所示的核苷酸序列；
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（b）编码SEQ ID NO：4所示的多肽的核苷酸序列；（c）中等或高度严格。 在各种条件下与（a）或（b）的互补序列杂交的核苷
酸序列，其中编码的多肽具有SEQ ID NO：4所示的多肽的活性，核苷酸
序列;和（d） 它包括选自与（a）至（c）中任一个互补的核苷酸序列的
核苷酸序列。


