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(54)【発明の名称】 二本鎖ＲＮＡレセプター（ｄｓＲＮＡ－Ｒ）およびそれに関連する方法

(57)【要約】
本発明は、ｄｓＲＮＡレセプター（ｄｓＲＮＡ－Ｒ）を
コードする核酸分子およびｄｓＲＮＡレセプター（ｄｓ
ＲＮＡ－Ｒ）ポリペプチドに関する。ｄｓＲＮＡ－Ｒは
、Ｔｏｌｌ相同性ドメイン（ＴＨＤ）を含み、ＭｙＤ８
８アダプタータンパク質と相互作用し、そしてｄｓＲＮ
Ａに結合し得る。本発明はまた、ｄｓＲＮＡ－Ｒに対す
る抗体、および免疫応答を調節する方法、ならびにｄｓ
ＲＮＡ－Ｒに結合する化合物および／またはｄｓＲＮＡ
－Ｒを調節する化合物を同定する方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ｄｓＲＮＡレセプターとしてのポリペプチドの使用であって

、該ポリペプチドは、Ｔｏｌｌ相同性ドメインを含みかつｄｓＲＮＡに結合する

、使用。

    【請求項２】  前記ポリペプチドが、ＭｙＤ８８タンパク質と相互作用し得

る、請求項１に記載の使用。

    【請求項３】  前記ポリペプチドが、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）であ

る、請求項１または請求項２に記載の使用。

    【請求項４】  Ｔｏｌｌ相同性ドメインを含みかつｄｓＲＮＡに結合するポ

リペプチド上のエピトープに結合する、医薬としての使用のための、抗体。

    【請求項５】  前記ポリペプチドが、ＭｙＤ８８タンパク質と相互作用し得

る、請求項４に記載の抗体。

    【請求項６】  前記ポリペプチドが、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）であ

る、請求項４または請求項５に記載の抗体。

    【請求項７】  Ｔｏｌｌ相同性ドメインを含みかつｄｓＲＮＡに結合するポ

リペプチド上のエピトープに結合する抗体の使用であって、該抗体は、ｄｓＲＮ

Ａの該ポリペプチドへの結合をブロックする、使用。

    【請求項８】  前記ポリペプチドが、ＭｙＤ８８タンパク質と相互作用し得

る、請求項７に記載の使用。

    【請求項９】  前記ポリペプチドが、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）であ

る、請求項７または請求項８に記載の使用。

    【請求項１０】  Ｔｏｌｌ相同性ドメインを含みかつｄｓＲＮＡに結合する

ｄｓＲＮＡレセプターに結合するかまたは該レセプターの活性を調節する化合物

を同定する方法であって、該方法は、以下の工程：該レセプター、または該レセ

プターを発現する細胞を化合物と接触させる工程；および、該化合物は、ｄｓＲ

ＮＡに結合する該レセプターに結合するか否か、または該レセプターの能力を調

節するか否かを決定する工程、を包含する、方法。

    【請求項１１】  前記ポリペプチドが、ＭｙＤ８８タンパク質と相互作用し

得る、請求項１０に記載の方法。
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    【請求項１２】  前記ポリペプチドが、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）で

ある、請求項１０または請求項１１に記載の方法。

    【請求項１３】  レセプター／リガンド複合体であって、該レセプターがＴ

ｏｌｌ相同性ドメインを含むポリペプチドであり、そして該リガンドがｄｓＲＮ

Ａに結合する、複合体。

    【請求項１４】  前記ポリペプチドが、ＭｙＤ８８タンパク質と相互作用し

得る、請求項１３に記載の複合体。

    【請求項１５】  前記ポリペプチドが、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）で

ある、請求項１３または請求項１４に記載の複合体。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （関連出願への相互参照）

  本出願は、１９９９年１１月２日に出願された出願番号第６０／１６３，１５

７号に対し、および１９９９年１１月２４日に出願された出願番号第６０／１６

７，３８９号に対し（その各々はその全体が参考として本明細書に援用される）

、米国特許法第１１９条（ｅ）による優先権の利益を主張している。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、一般に、免疫応答、およびタンパク質の同定ならびに免疫応答をシ

グナル伝達する経路に関し、そして詳細には二本鎖ＲＮＡレセプター（ｄｓＲＮ

Ａ－Ｒ）に関する。

      【０００３】

  （発明の背景）

  哺乳動物の本質的な免疫系は、病原性生物に特徴的な分子特徴を認識かつそれ

に応答する。表面タンパク質、特定の細胞壁成分および特定のヌクレオチド配列

のような病原体の種々の部分が認識され、そして種々の免疫応答の引き金となり

得る。細胞は、これらの外来エレメントを認識し、そして免疫応答として知られ

るカスケードの引き金となる、種々のレセプターおよび膜結合タンパク質を保持

していることは永年知られている。応答の２つの広い分類またはタイプが周知で

ある：体液性、または抗体媒介免疫；および細胞媒介免疫である。主に抗体媒介

反応により効率的に制御され得る病原体または症状もあれば、宿主防御を媒介す

る活発な細胞応答を必要とする症状または病原体もある。

      【０００４】

  アジュバントは、上記の本質的な応答を増強し得る化合物である。アジュバン

トは、体液性免疫および細胞性免疫の両方を増強し得る。例えば、ヒト免疫不全

ウイルスまたはＣ型肝炎ウイルスにより引き起こされる症状または疾患のような

いくつかの症状または疾患は、アジュバントの投与によりこの本質的な免疫応答

を増大するために特に所望され得る。
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      【０００５】

  ｄｓＲＮＡ－Ｒを特徴付け、かつ同定し、それを、類似の免疫応答に至り得る

その他のタンパク質またはレセプターから鑑別し、ｄｓＲＮＡ－Ｒを含むアジュ

バントを開発し、そしてより多くの所望の薬理学的性質を有しながら、ｄｓＲＮ

Ａの免疫刺激性質を保持し得る新規ｄｓＲＮＡ－Ｒリガンドの設計を可能にする

有用な方法を開発することが本発明の狙いである。

      【０００６】

  （発明の要旨）

  本発明は、一部において、ｄｓＲＮＡをコードする単離された核酸分子、また

はそのフラグメント、ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードするヌクレオチド配列の少なくと

も一部分に相補的なヌクレオチド配列、およびｄｓＲＮＡ－Ｒをコードするヌク

レオチド配列に相補的なヌクレオチド配列、またはそのフラグメントに関する。

      【０００７】

  本発明はまた、上記の任意の核酸分子を含む組換え発現ベクター、およびそれ

で形質転換された宿主細胞に関する。

      【０００８】

  本発明はまた、１つのポリペプチド、または複数のポリペプチド、またはｄｓ

ＲＮＡ－Ｒをコードするポリペプチドの複合体、またはその相同体またはフラグ

メントに関する。このようなポリペプチドは、上記の核酸分子のいずれかを含む

組換え発現ベクターを適合する宿主細胞中に導入すること、この宿主細胞を上記

ポリペプチドの発現を可能にする条件下で増殖させること、およびこの宿主細胞

から上記ポリペプチドを単離することにより調製され得る。

      【０００９】

  本発明はまた、上記の任意の核酸分子またはポリペプチドおよび受容可能なキ

ャリアまたは希釈剤を含む組成物に関する。

      【００１０】

  本発明はまた、上記の任意の核酸分子によりコードされるポリペプチド上のエ

ピトープに結合する単離された抗体に関する。

      【００１１】
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  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかによりコードされるポリペプチドに

結合する抗体、およびコントール抗体を含むキットに関する。

      【００１２】

  本発明はまた、哺乳動物において、この哺乳動物にｄｓＲＮＡ－Ｒに結合し、

そしてこのｄｓＲＮＡ－ＲのｄｓＲＮＡ活性化を活性化または阻害する所定量の

化合物を投与することにより免疫応答を調整する方法に関する。

      【００１３】

  本発明はまた、ｄｓＲＮＡ－Ｒに結合するか、またはその活性を調節する化合

物を同定する方法に関し、この方法は、ｄｓＲＮＡ－ＲまたはｄｓＲＮＡ－Ｒを

発現する細胞を化合物と接触させること、およびこの化合物がｄｓＲＮＡ－Ｒに

結合するか、またはその活性を調節するか否かを決定することによる。

      【００１４】

  （好適な実施形態の記載）

  本発明は、特有のｄｓＲＮＡ－レセプター（ｄｓＲＮＡ－Ｒ）の同定のおどろ

くべき発見に基づく。それは、ｄｓＲＮＡ－Ｒ、またはそれを含む複合体がＴｏ

ｌｌ相同性ドメイン（ＴＨＤ）を含むという発見にさらに基づく。レセプター内

のＴＨＤの存在の発見は、このｄｓＲＮＡ応答に対する既知のＴｏｌｌレセプタ

ーの必要性についての試験、およびこのｄｓＲＮＡ－Ｒのさらなる特徴付けを可

能にした。本発明は、特に、単一のポリペプチド、または複数のポリペプチドの

複合体であり得るｄｓＲＮＡ－Ｒに関し、そして必要に応じて、例えば、多糖、

脂質などのようなさらなる成分を含み得る。このｄｓＲＮＡ－Ｒ、またはこれを

含む複合体は、好ましくはＴＨＤを含み、そしてＭｙＤ８８アダプタータンパク

質と相互作用する。さらにこのｄｓＲＮＡ－Ｒは、ｄｓＲＮＡに結合し得る。

      【００１５】

  本発明の実施は、その他であることが示されなければ、当該分野の技術内のウ

イルス学、免疫学、分子生物学および組換えＤＮＡ技法の従来法を採用する。こ

のような技法は、文献に詳細に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａ

ｌ（第２版、１９８９）；ＤＮＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  
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Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｉ＆ＩＩ巻（Ｄ．Ｇｌｏｖｅｒ編）；Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ

  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ｓ．ＣｏｌｏｗｉｃｋおよびＮ．Ｋａｐｌａｎ編、Ａ

ｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｖｉｒｏ

ｌｏｇｙ、第２版、Ｉ＆ＩＩ巻（Ｂ．Ｎ．ＦｉｅｌｄｓおよびＤ．Ｍ．Ｋｎｉｐ

ｅ、編）、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ、第１８版（Ｅａｓｔｏｎ、Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ：Ｍａｃｋ  Ｐｕ

ｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｉ～ＩＶ巻（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ

およびＣ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ、編、１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃ

ｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｓ

ｕｒｆａｃｅ  ａｎｄ  Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｂｉｒｄｉ

、Ｋ．Ｓ．、編、ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ、１９９７）およびＳｅｙｍｏｕｒ／Ｃａ

ｒｒａｈｅｒｓ  Ｐｏｌｙｍｅｒ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（第４版、Ｍａｅｃｅｌ

  Ｄｅｋｋｅｒ  Ｉｎｃ．、１９９６）を参照のこと。

      【００１６】

  本明細書で用いられる用語「ｄｓＲＮＡ－Ｒ」は、単一のポリペプチド、また

は複数のポリペプチドの複合体であり得、そして必要に応じて、例えば、多糖、

脂質などのようなさらなる成分を含み得る、二本鎖ＲＮＡレセプターをいう。こ

のｄｓＲＮＡ－Ｒは、ｄｓＲＮＡシグナル伝達カスケード中に含まれるタンパク

質であり得るか、またはｄｓＲＮＡを結合するためのレセプターであり得る。

      【００１７】

  本明細書で用いられる用語「活性」は、ｄｓＲＮＡ結合またはシグナル伝達に

ともなう任意の活性、または活性のカスケードをいう。

      【００１８】

  本明細書で用いられる用語「約」は、それが修飾する値の±１０％を意味する

。

      【００１９】

  本明細書で用いられる用語「抗体」は、限定されずに、完全なインタクトな抗

体、そのＦａｂフラグメントおよびＦ（ａｂ）2フラグメント、ならびにキメラ
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抗体をいう。

      【００２０】

  本明細書で用いられる用語「相同」は、ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードする完全長ヌ

クレオチドまたはアミノ酸配列と、少なくとも約７０％，より好ましくは少なく

とも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％、そして最も好ましくは少な

くとも約９５％の配列同一性により特徴付けられるヌクレオチドまたはアミノ酸

配列、または少なくともｄｓＲＮＡ－Ｒの一部分をいう。相同アミノ酸配列は、

保存的アミノ酸置換をコードするようなアミノ酸配列を含む。配列同一性は、例

えば、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．、１

９８１、２、４８２－４８９、これはその全体が参考として本明細書に援用され

る）を用いる、デフォールトのセッティングを用いて、Ｇａｐプログラム（Ｗｉ

ｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、Ｕｎ

ｉｘ（登録商標）用バージョン８、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒ

ｏｕｐ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ、Ｍａｄｉｓｏｎ

  ＷＩ）により決定され得る。

      【００２１】

  本明細書で用いられる用語「調整する」は、特定の活性またはタンパク質の量

、または効果における増加または減少を意味する。

      【００２２】

  本発明の１つの局面は、ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードする新規なヌクレオチド配列

を含む核酸分子に関する。好ましくは、この核酸分子は、ＲＮＡまたはＤＮＡの

いずれかであるが、ＲＮＡおよびＤＮＡモノマーの両方またはペプチド核酸モノ

マーを含み得る。この核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得る。この核酸分

子のモノマーは、従来のホスホジエステル結合または改変された結合（例えば、

ホスホロチオエート結合など）により連結され得る。さらに、モノマーの糖成分

は、例えば、ヌクレアーゼ耐性および／または細胞取り込みを付与する助けとな

る２’置換の付加により改変され得る。この核酸分子はまた、ｄｓＲＮＡ－Ｒを

コードするヌクレオチド配列の少なくとも一部分に相補的なヌクレオチド配列を

含み得る。好ましくは、この核酸分子は、完全長配列に相補的なヌクレオチド配
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列を含み得るが、完全長配列の一部分に相補的なヌクレオチド配列を含み得る。

この核酸分子はまた、ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードするヌクレオチド配列に相同的な

ヌクレオチド配列を含み得、そしてｄｓＲＮＡ－Ｒをコードする完全長配列また

はその任意の部分に対し、上記のように決定される、少なくとも約７０％相同、

より好ましくは少なくとも約８０％相同、より好ましくは少なくとも約９０％相

同、そして最も好ましくは少なくとも約９５％相同であり得る。

      【００２３】

  広範な種類の代替のクローニングおよびインビトロ増幅方法が、当業者に周知

である。これらの技法の例は、例えば、Ｂｅｒｇｅｒら、Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉ

ｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １５２  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．

、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）に見出され、これらはそれらの全

体が参考として本明細書に援用される。

      【００２４】

  本発明の別の局面は、ベクター、または組換え発現ベクターに関し、これは上

記の任意の核酸分子を含む。本明細書で用いられるベクターは、ｄｓＲＮＡ－Ｒ

をコードするＤＮＡを発現するために、ｄｓＲＮＡ－ＲをコードするＤＮＡまた

はＲＮＡのいずれかを増幅する。好適なベクターは、制限されないで、プラスミ

ド、ファージ、コスミド、エピソーム、ウイルス粒子またはウイルス、および組

み込み可能なＤＮＡフラグメントを含む。好適なウイルス粒子は、制限されない

で、アデノウイルス、パルボウイルス、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、

アデノ随伴ウイルス、セムリキ森林ウイルス、ワクチニアウイルス、およびレト

ロウイルスを含む。好適な発現ベクターは、制限されずに、ｐｃＤＮＡ３（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）、

ｐＧＥＭベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ｐＰＲＯＥＸベクター（ＬＴＩ、Ｂｅｔ

ｈｅｓｄａ、ＭＤ）、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）

、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐＳＥ４２０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、

およびｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含む。

      【００２５】
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  好適な発現ベクターは、複製可能なＤＮＡ構築物であり、そこでは、ｄｓＲＮ

Ａ－ＲをコードするＤＮＡ配列が、適切な宿主細胞または生物中でｄｓＲＮＡ－

Ｒの発現を行い得る適切な制御配列に作動可能に連結されている。ＤＮＡ領域は

、それらが互いに関して機能的に配置されるとき、作動可能の連結されている。

制御配列は、限定されずに、プロモーター、オペレーター、リボソーム結合配列

、および転写／翻訳停止配列を含む。

      【００２６】

  好適なベクターは、好ましくは、宿主生物により認識されるプロモーターを含

む。本発明のプロモーター配列は、原核生物、真核生物またはウイルスのいずれ

かのものであり得る。適切な原核生物配列の例は、細菌ファージλのＰRおよび

ＰLプロモーター（Ｔｈｅ  ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ  Ｌａｍｂｄａ、Ｈｅ

ｒｓｈｅｙ、Ａ．Ｄ．、編、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓ

ｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９７３）、およびＬａｍ

ｂｄａＩＩ、Ｈｅｎｄｒｉｘ、Ｒ．Ｗ．、編、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８０

）、各々はその全体が参考として本明細書に援用される）；Ｅ．ｃｏｌｉのｔｒ

ｐ、ｒｅｃＡ、ヒートショック、およびｌａｃＺプロモーターならびにＳＶ４０

初期プロモーター（Ｂｅｎｏｉｓｔら、Ｎａｔｕｒｅ、１９８１、２９０、３０

４－３１０、これはその全体が参考として本明細書に援用される）。さらなるプ

ロモーターは、制限されないで、マウス乳腺癌ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス

の長末端反復、モロニーウイルス、サイトメガロウイルス即時初期プロモーター

、エプスタインバーウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ヒトアクチン、ヒトミオシ

ン、ヒトヘモグロビン、ヒト筋肉クレアチン、およびヒトメタロチオネインを含

む。さらに、適切な発現ベクターは、形質転換宿主細胞のスクリーニングを可能

にするマーカーを含み得る。発現ベクターは標準的な方法により調製され得る。

      【００２７】

  本発明の別の局面は、上記の任意の核酸分子を含む発現ベクターを有する形質

転換宿主細胞に関する。本発明のポリペプチドの発現のための適切な宿主細胞は

、制限されずに、原核生物、酵母、および真核生物を含む。適切な原核生物は、
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制限されずに、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌ

ｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、およびＳｔａｐｈ

ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属の細菌を含む。適切な真核生物細胞は、制限されずに、昆

虫細胞、ＨｅＬａ細胞，チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）、アフ

リカミドリザル腎臓細胞（ＣＯＳ細胞）、およびマウス３Ｔ３線維芽細胞を含む

。適切な酵母細胞は、制限されないで、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、Ｐｉｃｈ

ｉａおよびＫｌｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ属を含む。本発明のポリペプチドはまた、

バキュロウイルス発現系（Ｌｕｃｋｏｗら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１

９８８、６、４７、Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｖｅｃｔ

ｏｒｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｏ’Ｒｉｅｌｌｙら（編）

、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９

９２、および米国特許第４，８７９，２３６号、各々はその全体が参考として本

明細書に援用される）を用いて発現され得る。さらに、ＭＡＸＢＡＣＪ完全バキ

ュロウイルス発現系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、例えば、昆虫細胞における産

生のために用いられ得る。細胞培養におけるこのような細胞の増殖は、例えば、

その全体が参考として本明細書に援用される、Ｔｉｓｓｕ  Ｃｕｌｔｕｒｅ、Ａ

ｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、ＫｒｕｎｅおよびＰａｔｔｅｒｓｏｎ、編（１９

７３）に記載のように慣用的な手順である。

      【００２８】

  本発明の別の局面は、上記の核酸分子によりコードされる単離されたポリペプ

チドに関する。本発明の好適な実施形態では、この単離されたポリペプチドは、

ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードするアミノ酸配列を含む。あるいは、このポリペプチド

は、ｄｓＲＮＡ－ＲＰをコードするポリペプチドのフラグメントである。あるい

は、このポリペプチドは、ｄｓＲＮＡ－Ｒに相同なアミノ酸配列またはそのフラ

グメントを含む。ｄｓＲＮＡ－Ｒに対して、上記のように決定される、少なくと

も約７０％の配列同一性または相同性、少なくとも約８０％の配列同一性または

相同性、好ましくは約９０％の配列同一性または相同性、より好ましくは約９５

％の配列同一性または相同性および最も好ましくは約９８％の配列同一性または

相同性を有するアミノ酸配列を有するポリペプチドが、本発明に含まれるとして
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企図される。好適な相同ポリペプチドは、ネイティブのｄｓＲＮＡ－Ｒと比較し

て少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を含む。その他の好適な相同ポリペプチ

ドは、ｄｓＲＮＡ－Ｒと比較して、２、３、４、５、６、７、８、９、または１

０までの保存的アミノ酸置換を含む。このポリペプチドは、宿主細胞において、

異種タンパク質からの領域を含み得る融合タンパク質として発現され得る。本発

明のポリペプチドはまた、同じタンパク質からではあるが、配列において天然に

存在するポリペプチドとは異なる領域を含み得る。さらに、相同的ｄｓＲＮＡ－

Ｒポリペプチドは、ｄｓＲＮＡ－Ｒに対し、それぞれ、少なくとも約７０％機能

的相同性、少なくとも約８０％機能的相同性、好ましくは約９０％機能的相同性

、より好ましくは約９５％機能的相同性および最も好ましくは約９８％機能的相

同性を有するようなポリペプチドを含む。従って、本発明は、ｄｓＲＮＡ－Ｒに

相同的であり、そしてｄｓＲＮＡ－Ｒの生物学的性質と実質的に類似している少

なくとも１つの生物学的性質（機能的相同性）を本質的に有するタンパク質を含

むことが理解されるべきである。

      【００２９】

  ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードする本発明のポリペプチドは、例えば、ｄｓＲＮＡに

結合する能力のために、ＴＨＡドメインを含むために、およびＭｙＤ８８アダプ

タータンパク質と相互作用する能力のために、組換え発現ライブラリーまたは配

列データベースをスクリーニングすることにより単離され得る。ＭｙＤ８８アダ

プタータンパク質は、リポポリ多糖およびリポタンパク質、ならびにインターロ

イキン１のような産物のためのレセプターからのシグナル伝達に必要である。本

発明のポリペプチドは、好ましくは単離された形態で提供され、そして好ましく

は実質的に精製されており、そして最も好ましくは均一にまで精製されている。

宿主細胞は、好ましくは溶解され、そしてポリペプチドは、この宿主細胞の溶解

液から回収される。あるいは、ポリペプチドは、宿主細胞を溶解することなく、

宿主細胞からの細胞培養培地を精製することにより回収される。このポリペプチ

ドは、周知の方法により、組換え細胞培養から回収または精製され得る。これに

は、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、アニオン交換クロマトグラフィー

またはカチオン交換クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフ
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ィーおよびレクチンクロマトグラフィーが含まれる。

      【００３０】

  本発明の別の局面は、上記の核酸分子またはポリペプチドのいずれか、および

受容可能なキャリアまたは希釈剤を含む薬学的組成物を含む組成物に関する。好

ましくは、このキャリアまたは希釈剤は、薬学的に受容可能である。このキャリ

アまたは希釈剤は、単独またはワックスと混合したモノステアリン酸グリセリン

またはジステアリン酸グリセリンのような当該分野で公知の持続放出材料のいず

れかを含み得る。この処方物はまた、湿潤剤、乳化剤および懸濁剤、保存剤、甘

味剤、濃厚剤または香味料を含み得る。本発明の処方物は、当該分野で周知の手

順を採用することにより、患者への投与後、活性成分の急速、持続または遅延放

出を提供するように処方され得る。薬学的組成物は滅菌され、そして、所望であ

れば、活性化合物と有害に反応しない、補助剤、乳化剤、浸透圧に影響するため

の塩、緩衝液および／または着色物質などと混合され得る。濃厚剤、香味料、希

釈剤、乳化剤、分散補助剤またはバインダーもまた添加され得る。

      【００３１】

  本発明のポリペプチドを用いて、ｄｓＲＮＡ－ＲまたはｄｓＲＮＡに対する抗

体を生成し、そしてｄｓＲＮＡ－ＲまたはｄｓＲＮＡの活性を調整する化合物を

するために用い得る。好ましくは、この抗体は、ｄｓＲＮＡ－Ｒ内のエピトープ

に結合する。この抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであり得る。本

発明のポリペプチドに結合する抗体を産生するハイブリドーマ、および抗体それ

自身は、このポリペプチドの単離および精製に有用である。さらに、抗体は、ｄ

ｓＲＮＡ－Ｒの特異的インヒビターであり得る。本発明のポリペプチドに特異的

に結合する抗体を用い、周知の技法および容易に入手可能な出発材料を用い、天

然供給源から、または組換え技術によるタンパク質を精製し得る。抗体を作製す

る方法は、当業者に公知である。モノクローナル抗体を調製する技法については

、例えば、本明細書にその全体が参考として援用される、Ｓｔｉｉｔｅｓら（編

）、Ｂａｓｉｃ  ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第４版）

、Ｌａｎｇｅ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｌｏｓ  Ａｌｔｏ

ｓ、ＣＡを参照のこと。抗体、ＦａｂフラグメントおよびＦ（ａｂ）2フラグメ
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ントの産生は、例えば、本明細書に参考として援用される、Ｈａｒｌｏｗ、Ｅ．

およびＤ．Ｌａｎｅ（１９８８）ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ．に記載されている。

      【００３２】

  本発明はまた、薬学的キットを含むキットに関する。このキットは、上記の核

酸分子、ポリペプチド、または抗体のいずれか、および適切なコントロールを含

み得る。好ましくは、このキットは、例えば、指示書、固体支持体、定量の助け

となる試薬などのさらなる成分を含む。

      【００３３】

  本発明の別の局面は、哺乳動物に、所定量のｄｓＲＮＡ－Ｒ、ｄｓＲＮＡ－Ｒ

に対する抗体，またはｄｓＲＮＡ－Ｒに結合する化合物を投与することによる、

哺乳動物における免疫応答を調整する方法に関する。この量は、動物種、動物の

サイズなどに依存するが、当業者によって決定され得る。投与の経路は、経口、

鼻、直腸、肺、経皮または非経口、皮下、静脈内、尿道内、筋肉内、鼻内、眼科

溶液、または軟膏のような活性成分を作用の適切または所望の部位に効率的に輸

送する任意の経路であり得、非経口または経口経路が好適である。

      【００３４】

  本発明の別の局面は、ｄｓＲＮＡ－Ｒをコードする核酸分子またはポリペプチ

ドのいずれかに結合する化合物を同定する方法に関し、この方法は、ｄｓＲＮＡ

－Ｒまたはこれをコードする核酸分子を、化合物と接触させる工程、およびこの

化合物がｄｓＲＮＡ－Ｒ、またはこれをコードする核酸分子を結合するか否かを

決定する工程を包含する。結合は、当業者に周知である結合アッセイにより決定

することができ、これには、制限されないで、ゲルシフトアッセイ、ウェスタン

ブロット、放射線標識競合アッセイ、クロマトグラフィーによる共分画、共沈殿

、ＥＬＩＳＡなどが含まれ、これらは、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃ

ｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、１９９９、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、ＮＹに記載され、これはその全体が参考として本明細書に

援用される。このような試験で用いられるｄｓＲＮＡ－Ｒポリペプチドまたは核
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酸分子は、溶液中で遊離しているか、固体支持体に付着しているか、細胞表面に

付着しているか、または細胞内に位置しているかのいずれかであり得る。

      【００３５】

  本発明の別の局面は、ｄｓＲＮＡ－Ｒのシグナル伝達活性を調整する化合物を

同定する方法に関し、この方法は、ｄｓＲＮＡ－Ｒを化合物と接触させる工程、

およびこの化合物がｄｓＲＮＡ－Ｒの活性を改変するか否かを決定する工程を包

含する。試験化合物の存在下の活性が測定され、そして試験化合物の不在下の活

性と比較される。試験化合物を含む試料の活性が、試験化合物を欠く試料中の活

性より高い場合、この化合物は、増加した活性を有する。試験化合物を含む試料

の活性が、試験化合物を欠く試料中の活性より低い場合、この化合物は、阻害さ

れた活性を有する。このような試験で用いられるｄｓＲＮＡ－Ｒは、溶液中で遊

離しているか、固体支持体に付着しているか、細胞表面に付着しているか、また

は細胞内に位置しているかのいずれかであり得る。

      【００３６】

  ｄｓＲＮＡ－Ｒに結合するか、および／または調整する化合物は、例えば、細

胞媒介免疫応答を促進するワクチンアジュバント、抗細菌剤（例えば、Ｌｉｓｔ

ｅｒｉａ感染からの保護）、腫瘍免疫療法、アレルギー処置（例えば、ヒトＰＢ

ＭＣにおいてＩｇＥを抑制すること、Ｔｈ２からＴｈ１にシフトすること）にお

いて、および抗炎症剤として（例えば、嚢胞性線維症、敗血症、心臓疾患、クラ

ミジア、炎症性大腸疾患、関節炎、および多発性硬化症）としての有用性を有す

る。

      【００３７】

  本発明を、本発明を説明することが意図される以下の実施例によりさらに説明

する。以下の実施例は、本発明を例示することを意図し、そしていかなる方式に

おいても本発明を制限すると解釈されるべきではない。当業者は、本発明の思想

および範囲内にある改変を認識する。本明細書で言及する特許、出願、および印

刷刊行物を含むすべての参照物は、それらの全体が参考として本明細書に援用さ

れることが意図される。

      【００３８】
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  （実施例）

  （実施例１：一般的方法）

  （動物および細胞株）

  骨髄は、種々の遺伝子型（Ｃ５７Ｂ１／６、Ｂａｌｂ／ｃ；Ｃｈａｒｌｅｓ  

Ｒｉｖｅｒ、またはＣ３Ｈ／ＨｅＪ、Ｊａｃｋｓｏｎ  Ｌａｂｓ）の６～１２週

齢の雌マウスから収穫した。骨髄細胞を、新鮮に用いるか、または１０％ジメチ

メスルホキシドを含むウシ胎児血清（ＦＣＳ；Ｓｕｒｎｍｉｔ）中で凍結し、そ

して－８０℃で貯蔵した。骨髄マクロファージ（ＢＭＭＯ）を、Ｃｕｒｒｅｎｔ

  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｌｏｇｙ、前述中に記載のように調製

した。簡単に述べれば、新鮮または凍結骨髄細胞を、ＲＰＭＩ、１０％熱不活性

化（３０分、５６℃）ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、２ｍＭ  Ｌ－グルタミン、100

μｇ／ｍｌ  ストレプトマイシン、１００単位／ｍｌ  ペニシリン、５０μＭ  

β－メルカプトエタノールおよび１００Ｕ／ｍｌ  組換えマクロファージコロニ

ニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ；Ｒ＆Ｄ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）中で培養した。２４時間

後、非粘着細胞を新たなディッシュに取出し、そして培養を７日まで継続し、マ

クロファージ単層を生成した。非粘着ＢＭＤＤＣを、Ｍ－ＣＳＦよりむしろＧＭ

－ＣＳＦ（２００Ｕ／ｍｌ；Ｐｒｅｐｒｏｔｅｃｈ）で補填した同培地中の培養

により生成した。ＲＡＷ  ２６４．７マウスマクロファージ細胞株（もとはＢａ

ｌｂ／ｃマウス由来）は、アメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣＣ

）から得た。ＲＡＷ２６４．７細胞を、１０％不活性化ＦＣＳ、Ｌ－グルタミン

、ストレプトマイシン、ペニシリン、および１μＭピルビン酸ナトリウムを含む

ＤＭＥＭ中で培養する．

  （試薬）

  細胞培養物を、以下の試薬で処理した：Ｋ２３５Ｅ  Ｅ．ｃｏｌｉ  ＬＰＳ（

ゲル濾過精製（Ｓｉｇｍａ））、Ｓ．ｍｉｎｎｅｓｏｔａ  Ｒ５９５由来のモノ

ホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ；ＲＩＢＩ  Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍ  Ｒｅｓｅａｒ

ｃｈ，Ｉｎｃ．，）（添加前に１０分間超音波処理した）。ホスホロチオエート

骨格を有するオリゴヌクレオチドを、Ｏｌｉｇｏｓ  Ｅｔｃ（Ｗｉｌｓｏｎｖｉ

ｌｌｅ，ＯＲ）によって合成した。ｄｓＲＮＡを、当業者に公知の現在の技術に
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従って合成し得る。組換えマウスインターロイキン１－β（ＩＬ－１）（Ｅｎｄ

ｏｇｅｎ）およびインターロイキンー１８（ＩＬ－１８）（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ

）をまた使用して、いくつかの実験においてＲＡＷ２６４．７細胞を刺激した。

      【００３９】

  （イムノブロッティング）

  刺激に続いて、ＢＭＭＯ細胞またはＲＡＷ２６４．７細胞を、Ｃｏｍｐｌｅｔ

ｅ  ｐｒｏｔｅａｓｅ  ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ  ｃｏｃｋｔａｉｌ（Ｂｏｅｈｒｉ

ｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を含む１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、５０ｍＭ  

Ｔｒｉｓ、６２．５ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）（Ｔｒｉｔｏｎ溶解緩衝液）

に溶解した。溶解物を、還元サンプル緩衝液にて煮沸し、ＮｕＰＡＧＥＪ  Ｂｉ

ｓ－Ｔｒｉｓ電気泳動システム（Ｎｏｖｅｘ）を使用する１０％  ポリアクリル

アミドゲル上で分離した。ニトロセルロース膜を、製造業者の指導書に従って、

ＩκＢ－α、リン酸化ＩκＢ－αに対する抗体（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉ

ｏＬａｂｓ）、または抗ＩＬ－１８（Ｓａｎｔａ  Ｃｒｕｚ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｙ）でプローブし、そしてｅｎｈａｎｃｅｄ  ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅ

ｓｃｅｎｃｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）で可視化した。

      【００４０】

  （κＢ－Ｌｕｃアッセイ）

  ＲＡＷ２６４．７細胞を、６ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）にウェルあた

り３×１０5細胞の密度で、トランスフェクションの２４時間前に播いた。トラ

ンスフェクションに使用したプラスミドは、ｐＮＦ－κＢ－Ｌｕｃ（Ｃｌｏｎｔ

ｅｃｈ）およびｐＣＲ３．Ｖ６４－Ｍｅｔ－Ｆｌａｇ－ＭｙＤ８８ｌｐｒ（Ｊｕ

ｒｇｅｎ  Ｔｓｃｈｏｐｐによって親切にも提供された；Ｂｕｒｎｓら、Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９８，２７３，１２２０３－９に記載される）であっ

た。総プラスミドＤＮＡ濃度を、空ベクター（ｐＣＭＶＫｍ２、Ｃｈｉｒｏｎ）

の添加によって全てのウェルにわたって正規化した。細胞を、ウェルあたり１０

ｍｌのＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）を含むＯｐｔｉ－Ｍ

ＥＭ  Ｉ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）中にて、製造業者の指導書に従って、定めた濃

度のＤＮＡでトランスフェクトした。細胞を、３７℃でトランスフェクション混
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合物と３時間インキュベートし、次いで、培養培地を置換し、そして細胞を一晩

回復し得た。次の日に、トランスフェクトした細胞を、３７℃、５％ＣＯ2での

培養培地にて、示された濃度および時間でホスホロチオエートオリゴヌクレオチ

ド、ＭＰＬ、ＬＰＳ、またはサイトカインを用いて処理した。細胞を、冷リン酸

緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で１回洗浄し、そしてＲｅｐｏｒｔｅｒ  Ｌｙｓｉ

ｓ  Ｂｕｆｆｅｒ  Ｊ（Ｐｒｏｍｅｇａ）で溶解した。溶解物上清におけるルシ

フェラーゼ活性を、Ｍｉｃｒｏｌｉｔｅ  ２プレート（Ｄｙｎｅｘ）およびＭＬ

  ３０００  Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ（Ｄｙｎａｔｅｃｈ）を使用して、全て製

造業者の指導書に従って、決定した。Ｆｌａｇ－ＭｙＤ８８ｌｐｒ発現の検出に

ついて、トランスフェクトしたＲＡＷ２６４．７細胞からの不溶性ペレットを、

Ｔｒｉｔｏｎ溶解緩衝液に再懸濁し、そしてサンプル緩衝液の添加および煮沸の

前に１０分間超音波処理した。分離およびニトロセルロース膜への転写の後に、

膜を、ＦＬＡＧ  Ｍ２抗体（Ｓｉｇａｍ）を使用してイムノブロットした。

      【００４１】

  （フローサイトメトリー）

  ＢＭＤＤＣを、示されたようにアジュバントで一晩処理し、洗浄し、ＦｅＢｌ

ｏｃｋ（０．２５μｇ／１０6細胞；Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を含有する冷ＰＢ

Ｓ／２％  ＦＢＳに再懸濁し、そしてＦＩＴＣ結合体化抗体およびＰＥ結合体化

抗体（１μｇ／１０6細胞）を、５分後に添加した。細胞を、氷上にて抗体で３

０分間インキュベートし、洗浄し、そしてＦＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉ

ｃｋｓｏｎ）でのフローサイトメトリーによって分析した。ＣＤ１１ｃについて

ポジティブに染色しかつ生存細胞の前方向分散特性および横方向分散特性を有す

るＢＭＤＤＣ培養物由来の細胞のみが、分析に含まれた。ＣＤ８６発現における

変化を、未処理ＢＭＤＤＣ培養物の幾何平均ＣＤ８６－ＦＩＴＣ蛍光を正規化す

るアジュバントで処理したＣＤ１１ｃ生存細胞のＣＤ８６－ＦＩＴＣ染色の幾何

平均の蛍光に基づいて評価する。

      【００４２】

  （実施例２：優勢劣勢ＭｙＤ８８の発現は、κＢ依存的レポーター遺伝子のｄ

ｓＲＮＡ誘導をブロックする）
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  ＲＡＷ２６４．７細胞を、κＢ－ルシフェラーゼプラスミドと優勢劣勢型のＭ

ｙＤ８８（Ｔｏｌｌ／ＩＬ－１レセプターファミリーのメンバーによるシグナル

伝達に必要とされるアダプタータンパク質）をコードする発現ベクターとを同時

トランスフェクトした。これらの実験において使用した優勢劣勢ＭｙＤ８８であ

るＭｙＤ８８ｌｐｒは、インタクトなＴＨＤを有するが、デス（ｄｅａｔｈ）ド

メイン（ＤＤ）に点変異を含む。ｌｐｒマウスにおけるＦａｓのデスドメインに

での同様の変異は、おそらくデスドメインのコンフォーメーションを変更するこ

とによってＦａｓシグナル伝達を排除し、従って、下流のシグナル伝達分子との

結合をブロックする。ＲＡＷ２６４．７細胞におけるＭｙＤ８８ｌｐｒの過剰発

現は、Ｔｏｌｌ相同性ドメインを含むタンパク質との結合について内因性ＭｙＤ

８８を競争することによって、ＭｙＤ８８依存性シグナル伝達を妨害することが

予想される。デスドメインでの変異がＮＦ－κＢの他の活性化因子を共有し得る

下流のシグナル伝達成分との結合を阻止すべきであるように、このＭｙＤ８８ｌ

ｐｒの効果は、Ｔｏｌｌ関連タンパク質に特異的である。

      【００４３】

  ＦＬＡＧタグ化ＭｙＤ８８ｌｐｒをコードするプラスミドでのＲＡＷ２６４．

７細胞のトランスフェクションは、抗ＦＬＡＧ抗体でのイムノブロットによって

決定されるように、期待されたサイズのタンパク質の発現を生じた（データは示

さず）。次いで、ＲＡＷ２６４．７細胞を、κＢ－Ｌｕｃ（１μｇ）単独でか、

またはＭｙＤ８８ｌｐｒをコードするプラスミドと異なる２つの比（１０：１ま

たは１：１）でトランスフェクトした。総プラスミドＤＮＡ濃度を、空ベクター

を添加することによって全てのウェルにわたって正規化した。トランスフェクシ

ョン２４時間後に、細胞を、ｄｓＲＮＡ（２５μｇ／ｍｌ；ポリ（ｄＩ：ｄＣ）

）、モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）（１μｇ／ｍｌ）またはＬＰＳ（１μｇ

／ｍｌ）で処理した。優勢劣勢ＭｙＤ８８ｌｐｒを発現するＲＡＷ２６４．７細

胞において、ＭＰＬまたはＬＰＳによって誘導されるκＢ依存性ルシフェラーゼ

活性は阻害された。同様の様式で、κＢ－ルシフェラーゼプラスミドとＭｙＤ８

８ｌｐｒをコードする発現ベクターとが同時トランスフェクトされた細胞は、ｄ

ｓＲＮＡ処理によって誘導されるκＢ依存性ルシフェラーゼ活性は阻害された。
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これらの結果は、ＭｙＤ８８機能がｄｓＲＮＡによるＮＦ－κＢの完全な活性を

必要とすることを示す。ＭｔＤ８８を必要とする公知のレセプター全てが共通の

構造特性（ＴＨＤ）を共有するので、この知見はまた、推定のｄｓＲＮＡレセプ

ターの成分がＴＨＤを有することを意味した。ＴＨＤを有するレセプターの存在

およびｄｓＲＮＡによって誘導されるシグナル伝達におけるＴｏｌｌ経路成分の

関与は、新規である。

      【００４４】

  （実施例３：ｄｓＲＮＡシグナル伝達におけるＴＬＲ４に対する要求性）

  ｄｓＲＮＡ－Ｒのポリペプチド配列を決定する好ましい方法は、既知のＴＬＲ

が候補でありそうか否かを試験することである。マウスにおけるＬＰＳに対する

応答についてＴＬＲ４に対する要求は、ＴＬＲ４における点変異を有するエンド

トキシン非応答性株Ｃ３Ｈ／ＨｅＪマウス、ならびにＴＬＲ４を発現しないＣ５

７Ｂ１／１０ＳｃＣｒマウスおよびＣ５７Ｂ１／１０ＳｃＮＣｒマウスを使用し

て例示されてきた（Ｖｏｇｅｌら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９９，１６２，５

６６６－７０、Ｑｕｒｅｓｈｉら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９９９，１８９，６

１５－２５、Ｃｈｏｗら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９９，２７４，１０

６８９－９２、Ｈｏｓｈｉｎｏら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９９，１６２，３

７４９－５２、およびＰｏｌｔｏｒａｋら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８，２８２

，２０８５－８）。

      【００４５】

  インビトロでのｄｓＲＮＡおよびＭＰＬに対するＡＰＣの応答におけるＴＬＲ

４の役割を評価するために、ＬＰＳ応答性マウス（Ｂａｌｂ／ｃ）およびＣ３Ｈ

／ＨｅＪマウス由来のＢＭＤＤＣを、これらのアジュバントと一晩培養し、そし

てＤＣ活性化／成熟のマーカーのアップレギュレーションを評価する。細胞表面

ＣＤ８６発現を、フローサイトメトリーによって定量する。ＣＤ８６は、活性化

樹状細胞およびマクロファージにおいてアップレギュレートされるＮＦ－κＢ標

的遺伝子であり、これは、抗原特異的Ｔ細胞を活性かするそれらの能力を増強す

る。野生型マウス（Ｂａｌｂ／ｃ）およびＴＬＲ４変異マウス（Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ

）由来のＢＭＤＤＣを、ＧＭ－ＣＳＦで６日間増殖し、次いで、ｄｓＲＮＡ（５
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μＭ）、ネガティブコントロールオリゴヌクレオチド（５μＭ）、またはＬＰＳ

（１μｇ／ｍｌ）、で一晩処理するか、あるいは処理しないままである。生存Ｃ

Ｄ１１ｃポジティブ細胞上のＣＤ８６の細胞表面発現を、フローサイトメトリー

によってアッセイし得る。結果を、同一の培養物由来の未処理ＢＭＤＤＣの幾何

平均蛍光（ＭＦ）に対して正規化したアジュバント処理ＢＭＤＤＣのＭＦとして

示し得る。ｄｓＲＮＡで処理した野生型ＢＭＤＤＣおよびＴＬＲ４変異ＢＭＤＤ

Ｃが細胞表面ＣＤ８６発現増加を示す場合、ＴＬＲ４は、ｄｓＲＮＡによるイン

ビトロでのＡＰＣ活性化について必要とされ得ない。

      【００４６】

  上記の実験と同様のさらなる実験を実施して、ｄｓＲＮＡ－Ｒの正確な特徴を

よりよく特徴付けるために、他の既知のＴｏｌｌ様レセプターを試験し得る。こ

れは、既知のインタクトなＴＬＲ、およびこれらのレセプターを非機能的にする

変異を有する任意の比較し得る細胞株において実施し得る。インタクトな場合は

ｄｓＲＮＡによって活性化されるレセプターを有するが、レセプターが欠損する

場合は活性化しない細胞の同定は、どのＴＬＲおよびどの特定のＴＨＤが存在す

るのかを正確に特定する。

      【００４７】

  本明細書中に開示された結果はまた、アダプタータンパク質ＭｙＤ８８をその

シグナル伝達経路に必要とするレセプターによって媒介される細胞性シグナル伝

達のアゴニストおよびアンタゴニストとして働き得る化合物の開発について有用

な手段を提供することを当業者によって認識される。化合物を、細胞とインキュ

ベートし得、そしてｄｓＲＮＡ活性化に続くことが公知の事象のカスケードがも

たらされるか否かを知るためにアッセイし得る。次いで、細胞を、ＭｙＤ８８ｌ

ｐｒ遺伝子でトランスフェクトし得る。ＭｙＤ８８ｌｐｒ遺伝子なしのコントロ

ールにおいて効果を生成するが、ＭｙＤ８８ｌｐｒ遺伝子が発現する場合は効果

を生成し損なう化合物は、ＭｙＤ８８アダプタータンパク質を必要とする経路を

介する細胞内シグナル伝達を活性化することを示されてきた。

      【００４８】

  （実施例４：ｄｓＲＮＡ－Ｒの単離）



(22) 特表２００３－５１４７９１

  多くの異なる手順を利用して、Ｔｏｌｌ関連のｄｓＲＮＡ－Ｒ成分を同定し得

る。最初に、当業者は、既知のＴｏｌｌ様レセプターおよび新規のＴｏｌｌ様レ

セプターの能力を試験して、非応答性の細胞におけるｄｓＲＮＡに対する応答性

を確認し得る。第二に、当業者は、ＭｙＤ８８を使用してｄｓＲＮＡによって特

異的に活性化されかつ他のＴｏｌｌレセプターリガンド（例えば、ＬＰＳ）では

ない相互作用タンパク質を精製し得るか、または酵母２ハイブリッド系を使用し

て対応するｃＤＮＡを単離し得る。

      【００４９】

  マウスＴｏｌｌ様レセプター１～６（ＴＬＲ１～６）は、ヒトホモログログに

密接に関連する。公的データベースにおいて、マウス遺伝子について完全な配列

または部分配列が利用可能である。ＴＬＲをコードする発現ベクターを、ｄｓＲ

ＮＡによって活性化されるレポーター遺伝子（例えば、κＢ－ルシフェラーゼ）

とともに、ｄｓＲＮＡ非応答性の細胞株（例えば、ＮＩＨ３Ｔ３）にトランスフ

ェクトし得る。同時トランスフェクトしたＴＬＲのいずれかがｄｓＲＮＡに対す

る応答性を与える場合、これはｄｓＲＮＡでの処理におけるレポーター遺伝子の

発現によって反映される。同様の手段を使用して、ｄｓＲＮＡシグナル伝達にお

ける任意の候補ｄｓＲＮＡ－Ｒ成分（新規のＴＬＲを含む）の関与を試験し得る

。新規のＴｏｌｌ関連レセプターを同定およびクローニングする手段としては、

ゲノムスクリーニング配列データベース、変性ＰＣＲ、酵母２ハイブリッド系、

およびハイブリダイゼーションによるライブラリースクリーニングが挙げられる

。

      【００５０】

  インタクトなＴｏｌｌ相同性ドメイン、およびデスドメインにおける単一の不

活性化点変異を含むＭｙＤ８８ｌｐｒを、細菌または真核生物細胞のいずれかに

組換えタンパク質として発現し得る。この組換えタンパク質を親和性試薬として

使用して、ｄｓＲＮＡ処理細胞（例えば、ＲＡＷ２６４．７）から相互作用タン

パク質を単離および精製し得る。ＴＬＲシグナル伝達経路における下流のエフェ

クター分子（例えば、ＩＲＡＫ、ＴＲＡＦ６）の結合は、デスドメインにおける

「ｌｐｒ」変異によって最小化されるかまたは除去されるべきである。従って、
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ＭｙＤ８８ｌｐｒに特異的に結合するタンパク質は、ＴＨＤ、および／またはＴ

ＨＤをデスドメインに連結する領域と相互作用するものである。Ｔｏｌｌ相同性

ドメインがホモタイプな相互作用を介して結合する場合、ＴＨＤを含むｄｓＲＮ

Ａ－Ｒ成分はＭｙＤ８８を結合することが期待される。一旦、推定のｄｓＲＮＡ

－ＲがＭｙＤ８８に対してアフィニティ精製されると、対応するｃＤＮＡを、例

えば、ペプチド合成およびＰＣＲのような標準方法によって単離し得る。同様に

、ＭｙＤ８８ｌｐｒを餌（ｂａｉｔ）として酵母２ハイブリッド系において使用

して、相互作用するタンパク質をコードするｃＤＮＡを単離し得る。次いで、ｄ

ｓＲＮＡオリゴヌクレオチド誘導シグナル伝達に対するこれらのｃＤＮＡの関連

を、上記のように試験し得る。



(24) 特表２００３－５１４７９１

【国際調査報告】



(25) 特表２００３－５１４７９１



(26) 特表２００３－５１４７９１



(27) 特表２００３－５１４７９１

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＣＡ，Ｊ
Ｐ，ＵＳ
Ｆターム(参考） 4B024 AA11 CA01 CA11 GA18 HA11
                4B063 QA01 QA18 QQ20 QR48 QR80
                      QS15 QS20 QX01 QX07 
                4H045 AA10 AA11 AA30 BA10 BA40
                      CA40 DA50 DA76 DA86 EA50
                      FA72 FA74 



专利名称(译) 双链RNA受体（dsRNA-R）和相关方法

公开(公告)号 JP2003514791A 公开(公告)日 2003-04-22

申请号 JP2001538520 申请日 2000-11-01

[标]申请(专利权)人(译) 希龙公司

申请(专利权)人(译) Chiron公司

[标]发明人 マッキチャンメアリーリー

发明人 マッキチャン, メアリー リー

IPC分类号 C12N15/09 A61K39/395 A61K45/00 A61P1/04 A61P9/00 A61P11/00 A61P11/06 A61P25/00 A61P29
/00 A61P31/00 A61P31/04 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/08 A61P43/00 C07K14/705 C07K16/28 
C12N15/12 C12Q1/02 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 G01N33/566

CPC分类号 A61P1/04 A61P11/00 A61P11/06 A61P25/00 A61P29/00 A61P31/00 A61P31/04 A61P35/00 C07K14
/705

FI分类号 C07K16/28 C07K14/705 C12Q1/02 C12N15/00.A

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/CA01 4B024/CA11 4B024/GA18 4B024/HA11 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063
/QQ20 4B063/QR48 4B063/QR80 4B063/QS15 4B063/QS20 4B063/QX01 4B063/QX07 4H045/AA10 
4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/BA40 4H045/CA40 4H045/DA50 4H045/DA76 4H045
/DA86 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 60/163157 1999-11-02 US
60/167389 1999-11-24 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及编码dsRNA受体（dsRNA-R）和dsRNA受体（dsRNA-R）多
肽的核酸分子。 dsRNA-R包含一个Toll同源域（THD），可以与MyD88
衔接蛋白相互作用并结合dsRNA。 本发明还涉及针对dsRNA-R的抗体，
调节免疫应答的方法，以及鉴定结合dsRNA-R的化合物和/或调节
dsRNA-R的化合物的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/af381e92-0395-4d8e-8ef6-b6d618c6a88f
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026859391/publication/JP2003514791A?q=JP2003514791A

