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(57)【要約】
本発明は、コルディン様－２（Ｃｈｏｒｄｉｎ－Ｌｉｋ
ｅ－２）（ＣＨＬ２）ポリペプチドおよびこれをコード
する核酸分子を提供する。本発明はまた、ＣＨＬ２ポリ
ペプチドを産生するための、選択的結合因子、ベクター
、宿主細胞、および方法を提供する。本発明はさらに、
ＣＨＬ２ポリペプチドに関連する疾患、障害、および状
態の、診断、処置、改善、および／または予防のための
薬学的組成物を提供する。本発明はさらに、ＣＨＬ２ポ
リペプチドに関連する疾患、障害、および状態の、診断
、処置、改善、および／または予防のための方法を提供
する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離された核酸分子であって、以下：

  （ａ）配列番号１または配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートのヌクレオチド配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列；

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかの相補体に、中程度または高度にストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（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２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドに少な

くとも約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であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１もしくは配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列

、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤ

ＮＡインサートのヌクレオチド配列、または（ａ）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；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１もしくは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受

託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサー

ト、（ａ）または（ｂ）の領域であって、ここで、該ポリペプチドフラグメント

は、配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示されるコードされたポリペプ

チドの活性を有するか、または抗原性である、領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１もし

くは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４

７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサート、または（ａ）～
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（ｃ）いずれかの領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｄ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズする、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）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２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに

示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに

示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

であって、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号

５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む（ａ）～（ｅ）の

いずれかのヌクレオチド配列；
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  （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；ならびに

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項４】  請求項１、請求項２または請求項３のいずれかに記載の核酸

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】  ＣＨＬ２ポリペプチドを産生するためのプロセスであって、

該ポリペプチドを発現するために適切な条件下で請求項５に記載の宿主細胞を培

養する工程、および必要に応じて、該培養物から該ポリペプチドを単離する工程

を包含する、プロセス。

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

ド。

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

子が、ＣＨＬ２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ＣＨＬ２ポリペプチドに対するプロモーターＤＮＡ以外のプロモーター

ＤＮＡを含む、プロセス。

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

同一性パーセントは、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ、ＢＬ

ＡＳＴＸ、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される、単離

された核酸分子。

    【請求項１２】  化合物がＣＨＬ２ポリペプチド活性またはＣＨＬ２ポリペ

プチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項５、請

求項６、または請求項７のいずれかに記載の細胞を該化合物に曝露する工程、お

よび該細胞におけるＣＨＬ２ポリペプチド活性またはＣＨＬ２ポリペプチド産生

を測定する工程を包含する、プロセス。
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    【請求項１３】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列；およ

び

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートによってコードされるアミノ酸配列、

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１４】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号３または配列番号６のいずれかに示されており、必要に応じて

アミノ末端メチオニンをさらに含む、アミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号５のいずれかのオルソログに対するアミノ酸

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

７０％同一であるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号

２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ

酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるアミノ酸配列のフラグメントであって、ここで、該フラグメン

トは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を

有するか、または抗原性である、フラグメント；ならびに

  （ｅ）配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列、Ａ

ＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９もしくはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮ

Ａインサートによってコードされるアミノ酸配列、または（ａ）～（ｃ）のいず

れかに記載のアミノ酸配列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、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１５】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、

配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する
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、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番

号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミ

ノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番

号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミ

ノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、

配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する

、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプ

チドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性

を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１、請求項２、または請求項３のいずれかに記載の

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であって、ここで、該ポ

リペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチド

の活性を有する、単離されたポリペプチド。

    【請求項１７】  請求項１４に記載の単離されたポリペプチドであって、こ

こで、同一性パーセントは、ＧＡＰ、ＢＬＡＳＴＰ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴＡ

、ＢＬＡＳＴＸ、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される

、単離されたポリペプチド。

    【請求項１８】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５のいずれかに
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記載のポリペプチドに特異的に結合する、選択的結合因子またはそのフラグメン

ト。

    【請求項１９】  配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるアミノ

酸配列を含むポリペプチドまたはそのフラグメントに特異的に結合する、請求項

１８に記載の選択的結合因子またはそのフラグメント。

    【請求項２０】  抗体またはそのフラグメントである、請求項１８に記載の

選択的結合因子。

    【請求項２１】  ヒト化抗体である、請求項１８に記載の選択的結合因子。

    【請求項２２】  ヒト抗体またはそのフラグメントである、請求項１８に記

載の選択的結合因子。

    【請求項２３】  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１８に記載の選択的結合因子。

    【請求項２４】  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１８に記載の選択的結合因子。

    【請求項２５】  キメラ抗体またはそのフラグメントである、請求項１８に

記載の選択的結合因子。

    【請求項２６】  ＣＤＲ移植抗体またはそのフラグメントである、請求項１

８に記載の選択的結合因子。

    【請求項２７】  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１８に記載の選択的結合因子。

    【請求項２８】  可変領域フラグメントである、請求項１８記載の選択的結

合因子。

    【請求項２９】  ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントである、

請求項２８に記載の可変領域フラグメント。

    【請求項３０】  配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列を

有するポリペプチドに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３１】  検出可能標識に結合される、請求項１８に記載の選択的結

合因子。
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    【請求項３２】  ＣＨＬ２ポリペプチドの生物学的活性を拮抗する、請求項

１８に記載の選択的結合因子。

    【請求項３３】  ＣＨＬ２ポリペプチド関連の疾患、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、請求項１８に記載の選択的結

合因子の有効量を患者に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３４】  配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列を

含むポリペプチドで動物を免疫することによって産生される、選択的結合因子。

    【請求項３５】  請求項１、請求項２、または請求項３のいずれかに記載の

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３６】  請求項１８に記載の選択的結合因子またはフラグメントを

用いて、ＣＨＬ２ポリペプチドの量を検出または定量する方法。

    【請求項３７】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５のいずれかに

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３８】  前記薬学的に受容可能な処方剤が、キャリア、アジュバン

ト、溶解剤、安定剤、または抗酸化剤である、請求項３７に記載の組成物。

    【請求項３９】  前記ポリペプチドが、配列番号３または配列番号６のいず

れかに示されるアミノ酸配列を含む、請求項３７に記載の組成物。

    【請求項４０】  請求項１３、請求項１４、または請求項１５のいずれかに

記載のポリペプチドの誘導体を含むポリペプチド。

    【請求項４１】  水溶性ポリマーを用いて共有結合的に改変された、請求項

４０に記載のポリペプチド。

    【請求項４２】  請求項４１に記載のポリペプチドであって、ここで、前記

水溶性ポリマーが、ポリエチレングリコール、モノメトキシポリエチレングリコ

ール、デキストラン、セルロース、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレ

ングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、ポリプロピレンオキシド／

エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、およびポリビニ

ルアルコールからなる群より選択される、ポリペプチド。

    【請求項４３】  請求項１、請求項２または請求項３のいずれかに記載の核

酸分子および薬学的に受容可能な処方剤を含む、組成物。



(9) 特表２００３－５２５６１１

    【請求項４４】  前記核酸分子が、ウイルスベクター中に含まれる、請求項

４３に記載の組成物。

    【請求項４５】  請求項１、請求項２または請求項３のいずれかに記載の核

酸分子を含む、ウイルスベクター。

    【請求項４６】  異種アミノ酸配列に融合された、請求項１３、請求項１４

、または請求項１５のいずれかに記載のポリペプチドを含む、融合ポリペプチド

。

    【請求項４７】  前記異種アミノ酸配列が、ＩｇＧ定常ドメインまたはその

フラグメントである、請求項４６に記載の融合ポリペプチド。

    【請求項４８】  医学的状態を、処置、予防、または改善するための方法で

あって、請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５のいずれかに記載のポリ

ペプチド、または請求項１、請求項２、もしくは請求項３のいずれかに記載の核

酸によってコードされるポリペプチドを患者に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項４９】  被験体において病的状態または病的状態に対する感受性を

診断する方法であって、以下：

  （ａ）サンプル中の、請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５のいずれ

かに記載のポリペプチド、または請求項１、請求項２、もしくは請求項３のいず

れかに記載の核酸分子によってコードされるポリペプチドの、発現の存在または

発現量を決定する工程；および

  （ｂ）該ポリペプチドの発現の存在または発現量に基づいて、病的状態または

病的状態に対する感受性を診断する工程、

を包含する、方法。

    【請求項５０】  デバイスであって、以下：

  （ａ）移植に適した膜；および

  （ｂ）該膜内にカプセル化された細胞であって、該細胞は、請求項１３、請求

項１４、もしくは請求項１５のいずれかに記載のタンパク質を分泌する、細胞；

を備え、

  該膜は、該タンパク質に対して透過性であり、そして該細胞に有害な物質に対

して不透過性である、デバイス。
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    【請求項５１】  ＣＨＬ２ポリペプチドに結合する化合物を同定する方法で

あって、以下：

  （ａ）請求項１３、請求項１４、もしくは請求項１５のいずれかに記載のポリ

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ＣＨＬ２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５２】  前記化合物に結合した場合に、前記ポリペプチドの活性を

決定する工程をさらに包含する、請求項５１に記載の方法。

    【請求項５３】  動物においてポリペプチドのレベルを調節する方法であっ

て、請求項１、請求項２、または請求項３のいずれか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５４】  請求項１、請求項２、または請求項３のいずれかに記載の

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５５】  化合物がＣＨＬ２ポリペプチド活性またはＣＨＬ２ポリペ

プチド産生を阻害するか否かを決定するためのプロセスであって、請求項５４に

記載のトランスジェニック哺乳動物を該化合物に曝露する工程、および該哺乳動

物におけるＣＨＬ２ポリペプチド活性またはＣＨＬ２ポリペプチド産生を測定す

る工程を包含する、プロセス。

    【請求項５６】  単離されたポリペプチドであって、以下：

２位のロイシンまたはメチオニン；５位のメチオニン；６位のリジン；７位のア

ラニン；８位のイソロイシン；１４位のフェニルアラニン；１５位のロイシン；

２３位のトレオニン；２５位のロイシン；２７位のバリン；３０位のグルタミン

酸；３２位のチロシン；３４位のメチオニン；３６位のグルタミン；３９位のリ

ジン；４１位のアラニン；４５位のトレオニン；５５位のバリン；５９位のバリ

ン；６０位のアスパラギン；６６位のプロリン；６８位のアスパラギン；７２位

のセリンまたはトレオニン；７４位のバリン；７５位のアルギニン；９４位のア

ルギニン；９９位のアスパラギン；１００位のセリン；１０５位のリジン；１０

６位のバリン；１１３位のチロシン；１１６位のセリン；１１８位のセリン；１
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２０位のアルギニン；１２３位のロイシン；１２５位のアラニン；１２９位のア

ラニン；１３９位のアラニン；１４２位のトレオニン；１４４位のセリン；１４

７位のアスパラギン；１４８位のバリン；１４９位のセリン；１５９位のアラニ

ン；１６０位のアラニン；１６１位のアラニン；１６４位のバリン；１６６位の

バリン；１７３位のバリン；１７５位のアルギニン；１７７位のアルパラギン酸

；１９０位のアラニン；１９１位のフェニルアラニン；１９２位のアルギニン；

１９４位のロイシン；１９６位のアスパラギン；２０５位のロイシン；２１０位

のアラニン；２１２位のアラニン；２１３位のセリン；２１６位のアラニン；２

１７位のセリン；２１８位のアラニン；２１９位のイソロイシン；２２２位のア

ラニン；２２５位のロイシン；２２６位のフェニルアラニン；２３０位のロイシ

ン；２３３位のグルタミンまたはアルギニン；２４１位のグルタミン；２４２位

のロイシン；２４４位のイソロイシン；２４５位のグルタミンまたはアスパラギ

ン；２４９位のグルタミン；２５１位のロイシンまたはバリン；２５６位のアラ

ニン；２５７位のアスパラギン；２５９位のセリン；２６０位のアラニン；２６

１位のグルタミン；２６５位のフェニルアラニン；２６８位のバリン；２６９位

のロイシン；２７２位のロイシン；２７５位のバリン；２７８位のバリン；２８

４位のグルタミン酸；２８８位のグルタミン酸；２９２位のアラニンまたはイソ

ロイシン；３００位のセリン；３０６位のイソロイシン；３１３位のバリン；３

１４位のセリン；３１９位のロイシン；３２３位のグルタミン；３２４位のトレ

オニン；３２６位のアラニン；３２７位のアラニン；３２９位のセリン；３３１

位のセリン；３３４位のロイシン；３３７位のアルパラギン；３３９位のバリン

；３４０位のロイシン；３４２位のセリン；３４４位のフェニルアラニン；３４

９位のグルタミン酸；３５４位のイソロイシンまたはバリン；３５６位のメチオ

ニン；３６６位のバリン；３６８位のメチオニンまたはバリン；３７１位のイソ

ロイシン；３７５位のロイシン；３７６位のロイシン；３７７位のグルタミン；

３８１位のフェニルアラニン；３８３位のアスパラギン；３８４位のイソロイシ

ン；３９３位のロイシン；３９５位のアルギニン；３９８位のバリン；３９９位

のアラニンまたはバリン；４０３位のチロシン；４０６位のアスパラギン；４０

９位のイソロイシン；４１５位のアラニンまたはバリン；４１７位のイソロイシ
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ン；および４２１位のロイシンからなる群より選択される少なくとも１つの保存

的なアミノ酸置換を有する配列番号５に示されるアミノ酸配列を含む単離された

ポリペプチドであって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号５に示されるポリ

ペプチドの活性を有する、

単離されたポリペプチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、コルディン様（Ｃｈｏｒｄｉｎ－Ｌｉｋｅ）－２（ＣＨＬ２）ポリ

ペプチドおよびこれをコードする核酸分子に関する。本発明はまた、ＣＨＬ２ポ

リペプチドを産生するための、選択的結合因子、ベクター、宿主細胞および方法

に関する。本発明はさらに、ＣＨＬ２ポリペプチドと関連する疾患、障害、およ

び状態の診断、処置、改善、および／または予防のための薬学的組成物および方

法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現、および操作における技術進歩ならびに

ヒトゲノムの解読は、新規治療因子の発見を大きく加速した。現在、高速核酸配

列決定技術は、前例のない速度で配列情報を作製し得、そしてコンピュータ分析

と結合されて、ゲノムの一部および全体への重複配列の集合ならびにポリペプチ

ドコード領域の同定を可能にする。既知アミノ酸配列のデータベース編集物に対

する推定アミノ酸配列の比較は、以前に同定された配列および／または構造の目

印に対して相同性の程度を決定することを可能にする。核酸分子のポリペプチド

コード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のためのポリ

ペプチド産物を提供する。核酸分子およびコードされるポリペプチドの操作は、

治療剤としての使用に関して生成物に対して有利な特性を与え得る。

      【０００３】

  過去１０年間にわたるゲノム研究における有意な技術進歩にも関わらず、ヒト

ゲノムに基づく新規治療剤の開発に対する可能性は、未だ広く理解されていない

。潜在的に有利なポリペプチド治療剤をコードする多くの遺伝子またはこれらが

コードするポリペプチド（これらは、治療分子に対して「標的」として働き得る

）は、未だ同定されていない。

      【０００４】

  従って、診断的な利点または治療的な利点を有する、新規ポリペプチドおよび
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これらをコードする核酸分子を同定することが、本発明の目的である。

      【０００５】

  ＣＨＬ２は、コルディン（ＣＨＤ）として公知の骨形態発生タンパク質（ＢＭ

Ｐ）インヒビター（Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７７９－９０）

、または短い原腸形成（ＳＯＧ；Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４、Ｇｅｎｅｓ  

Ｄｅｖ．８：２６０２－１６）に構造的に関連する。ＣＨＬ２遺伝子は、ＣＨＤ

／ＳＯＧファミリーのメンバーであると考えられる。

      【０００６】

  骨形態発生タンパク質（ＢＭＰ）は、トランスフォーミング増殖因子βファミ

リーのメンバーであり、これは、本来、カートリッジインプラント（ｃａｒｔｒ

ｉｄｇｅ  ｉｍｐｌａｎｔ）から骨形成を促進する因子として同定された（Ｗｏ

ｚｎｅｙら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：１５２８－３４；Ｃｅｌｅｓ

ｔｅら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：９

８４３－４７）。ＢＭＰはまた、カエル、ハエの初期胚形成の間、および哺乳動

物において不可欠の役割を果たすことが知られている。活性ＢＭＰの正確な濃度

は、特定の細胞型の特異化のために重要なようである（Ｄａｌｅら、１９９２、

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １１５：５７３－８５；Ｄｏｓｃｈら、１９９７、Ｄ

ｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １２４：２３２５－３４）。ＢＭＰ２／４の活性勾配は

、例えば、Ｘｅｎｏｐｕｓ胚（ここでは、背面先端で、最も低い発現が検出され

、そして腹側先端で、最も高い発現が観察される）において観察され、胚におい

て、背腹側軸決定を確立する。別の例において、組織発生の特定の部位でのＢＭ

Ｐ濃度の制御は、器官形成におけるＢＭＰについての役割を示唆する。ＢＭＰ発

現の制御は、ＢＭＰ遺伝子産物の局在化した発現によってか、またはＢＭＰイン

ヒビターコルディン（ＣＨＤ）（Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７

７９－９０）－または短い原腸形成（ＳＯＧ）（Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４

、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：２６０２－１６）の影響によってのいずれかで、達

成される。

      【０００７】

  ＣＨＤ／ＳＯＧは、Ｓｐｅｍａｎｎ形成体（Ｘｅｎｏｐｕｓ胚形成の原腸形成
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段階での背腹側軸特異化のためのマスターコントロール（ｍａｓｔｅｒ－ｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｉｎｇ）領域）から産生された大きな分泌タンパク質である。ＣＨＤ

／ＳＯＧは、Ｎｏｇｇｉｎ（ＳｍｉｔｈおよびＨａｒｌａｎｄ、１９９２、Ｃｅ

ｌｌ  ７０：８２９－４０）（これもまた、形成体から分泌される）が機能する

ように、背方化因子として機能する。Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ＳＯＧは、そのア

ミノ末端に膜貫通ドメインを有し、それがＩＩ型膜貫通タンパク質であり得るこ

とを示唆する（Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：２６

０２－１６）。Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ＳＯＧのカルボキシル末端側（細胞外ド

メイン）は、切断されることが提案された。しかし、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＣＨＤ（

Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７７９－９０）、ゼブラフィッシュ

ＣＨＤ（Ｓｃｈｕｌｔｅ－Ｍｅｒｋｅｒら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８７：

８６２－６３）およびマウスＣＨＤ（Ｐａｐｐａｎｏら、１９９８、Ｇｅｎｏｍ

ｉｃｓ  ５２：２３６－３９）は、膜貫通ドメインを含まない。代わりに、これ

らのタンパク質は、シグナルペプチドを有し、そして直接分泌される。ＣＨＤ／

ＳＯＧポリペプチドは、システインリッチなドメインの４つの繰り返し（ＣＲ１

－４）を含み、このドメインはまた、コラーゲンおよびトロンボスポンジンのよ

うな種々の細胞外マトリックスタンパク質において見い出される。

      【０００８】

  ＣＨＤ／ＳＯＧは、腹方化因子の１つであるＢＭＰ４に結合することが知られ

ている（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８）。ＢＭ

Ｐ４は、マウスにおいて、後方腹側中葉胚の胚発生のために不可欠であることが

示された（Ｗｉｎｎｉｅｒら、１９９５、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．９：２１０５－

１６）。ＣＨＤ／ＳＯＧのＢＭＰ４への結合は、ＢＭＰ４がそのレセプターへ結

合することを妨げることによって、ＢＭＰ４活性を阻害する（Ｐｉｃｃｏｌｏら

、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８）。この点において、ＣＨＤ／ＳＯ

ＧとＢＭＰ４との間の機能的関係は、ＯＰＧとＯＰＧＬとの間の機能的関係と類

似するが、ＣＨＤ／ＳＯＧは、構造的にはＢＭＰレセプターに関連しない。ＣＨ

Ｄ／ＳＯＧのＢＭＰ４への結合親和性は、特異的かつ密接であり（Ｋｄ＝３×１

０－１０Ｍ（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８））
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、そして結合したＢＭＰ４の放出を達成するためにタンパク質分解を必要とする

ようである。このタンパク質分解は、特定のメタロプロテアーゼ（Ｔｏｌｌｏｉ

ｄ（ＴＬＤ）またはＢＭＰ１）によって達成され、これは、第１のＣＲモチーフ

（ＣＲ１）および最後のＣＲモチーフ（ＣＲ４）のいずれか、あるいは両方を遊

離させるためにＣＨＤ／ＳＯＧを切断する（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９７、Ｃｅ

ｌｌ  ９１：４０７－１６）。ＣＨＤ／ＳＯＧが、それ自身のレセプターによっ

て他の機能または独立した機能をを有するか否かは、なお決定されるべきである

。

      【０００９】

  ＣＨＤ／ＳＯＧの最も重要な役割の１つは、ＢＭＰ４モルフォゲン勾配を確立

することである（ＪｏｎｅｓおよびＳｍｉｔｈ、１９９８、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．

１９４：１２－１７）。ＢＭＰ４それ自体は、短い距離を移動するのみで、そし

て細胞上で自律的に基本的に作用するようである（Ｊｏｎｅｓら、１９９６、Ｃ

ｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．６：１４６８－７５）。対照的に、ＢＭＰ４インヒビターＮ

ｏｇｇｉｎおよびＣＨＤ／ＳＯＧは、遠大な効果を及ぼすようであり、それによ

ってＢＭＰ４の活性勾配を形成する。

      【００１０】

  ＢＭＰはまた、初期胚形成の外に、例えば、肺、腸、腎臓、皮膚、心臓および

歯の器官形成において、ならびに胚形成の後期段階において、重要な役割を果た

す（Ｈｏｇａｎ，１９９６、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．１０：１５８０－９４）。い

くつかのＢＭＰは、非常に局在化した形態で発現するが、他は、組織に広く発現

する。器官形成におけるＢＭＰの局在化した作用の重要性は、構築物（これによ

って、ＢＭＰ濃度は、標的組織中で人工的に増強される）を用いたトランスジェ

ニックマウス実験によって支持された。肺の場合、ＢＭＰ４は、発生している肺

の上皮の遠位端で発現し、そしてサーファクタント（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ）タ

ンパク質Ｃプロモーターによって過剰発現される場合、構造的組織化（すなわち

、分枝形成）が激しく崩壊された小肺の発生が観察される（Ｂｅｌｌｕｓｃｉら

、１９９６、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １２２：１６９３－７０２）。推定のＢ

ＭＰ活性勾配はまた、導入遺伝子発現によって崩壊され得るので、組織に広く発
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現したＢＭＰはまた、組織の構造的組織化の決定において役割を果たし得る。

      【００１１】

  Ｎｏｇｇｉｎは、Ｓｐｅｍａｎｎ形成体から分泌された別のＢＭＰ２／４イン

ヒビターである（Ｚｉｍｍｅｒｍａｎら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５９９－

６０６）。Ｎｏｇｇｉｎの生物学的役割およびその作用様式は、Ｘｅｎｏｐｕｓ

におけるＣＨＤ／ＳＯＧと類似する。Ｎｏｇｇｉｎの最も顕著な機能は、ＣＨＤ

／ＳＯＧのように、背方化であるが、Ｎｏｇｇｉｎがヌルの変異体（ｎｕｌｌ－

ｍｕｔａｎｔ）マウスは、初期の胚表現型の代わりに骨表現型（軟骨細胞の過形

成）を示した（ＭｃＭａｈｏｎら、１９９８、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．１２：１４

３８－５２；Ｂｒｕｎｅｔら、１９９８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８０：１４５５－

５７）。これは、ＣＨＬ２またはＣＨＤさえも、胚形成の後期段階において、必

要な機能を有し得ることを示唆する。

      【００１２】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規ＣＨＬ２の核酸分子およびコードされるポリペプチドに関する

。

      【００１３】

  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：

  （ａ）配列番号１または配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートのヌクレオチド配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列；

  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかの相補体に、中程度または高度にストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（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。

      【００１４】

  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：
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  （ａ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドに少な

くとも約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であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１もしくは配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列

、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤ

ＮＡインサートのヌクレオチド配列、または（ａ）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；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１もしくは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受

託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサー

ト、（ａ）または（ｂ）の領域であって、ここで、該ポリペプチドフラグメント

は、配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示されるコードされたポリペプ

チドの活性を有するか、または抗原性である、領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１もし

くは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４

７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサート、または（ａ）～

（ｃ）いずれかの領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｄ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズする、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）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。

      【００１５】

  本発明はさらに、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下；

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の
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いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに

示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに

示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

であって、ここで、該コードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号

５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む（ａ）～（ｅ）の

いずれか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；ならびに

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む。

      【００１６】

  本発明は、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：

  （ａ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列；およ

び

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートによってコードされるアミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。
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      【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

：

  （ａ）配列番号３または配列番号６のいずれかに記載されており、必要に応じ

てアミノ末端メチオニンをさらに含む、アミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号５のいずれかのオルソログに対するアミノ酸

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

７０％同一であるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番号

２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミノ

酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるアミノ酸配列のフラグメントであって、ここで、該フラグメン

トは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドセットの

活性を有するか、または抗原性である、フラグメント；ならびに

  （ｅ）配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列、Ａ

ＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９もしくはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮ

Ａインサートによってコードされるアミノ酸配列、または（ａ）～（ｃ）のいず

れかに記載のアミノ酸配列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、

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。

      【００１８】

  本発明はさらに、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：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、

配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する

、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の
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いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番

号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミ

ノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、配列番

号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミ

ノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプチドは、

配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する

、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、該ポリペプ

チドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性

を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。

      【００１９】

  本発明はさらに、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：

２位のロイシンまたはメチオニン；５位のメチオニン；６位のリジン；７位のア

ラニン；８位のイソロイシン；１４位のフェニルアラニン；１５位のロイシン；

２３位のトレオニン；２５位のロイシン；２７位のバリン；３０位のグルタミン

酸；３２位のチロシン；３４位のメチオニン；３６位のグルタミン；３９位のリ

ジン；４１位のアラニン；４５位のトレオニン；５５位のバリン；５９位のバリ

ン；６０位のアスパラギン；６６位のプロリン；６８位のアスパラギン；７２位

のセリンまたはトレオニン；７４位のバリン；７５位のアルギニン；９４位のア

ルギニン；９９位のアスパラギン；１００位のセリン；１０５位のリジン；１０

６位のバリン；１１３位のチロシン；１１６位のセリン；１１８位のセリン；１
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２０位のアルギニン；１２３位のロイシン；１２５位のアラニン；１２９位のア

ラニン；１３９位のアラニン；１４２位のトレオニン；１４４位のセリン；１４

７位のアスパラギン；１４８位のバリン；１４９位のセリン；１５９位のアラニ

ン；１６０位のアラニン；１６１位のアラニン；１６４位のバリン；１６６位の

バリン；１７３位のバリン；１７５位のアルギニン；１７７位のアスパラギン酸

；１９０位のアラニン；１９１位のフェニルアラニン；１９２位のアルギニン；

１９４位のロイシン；１９６位のアスパラギン；２０５位のロイシン；２１０位

のアラニン；２１２位のアラニン；２１３位のセリン；２１６位のアラニン；２

１７位のセリン；２１８位のアラニン；２１９位のイソロイシン；２２２位のア

ラニン；２２５位のロイシン；２２６位のフェニルアラニン；２３０位のロイシ

ン；２３３位のグルタミンまたはアルギニン；２４１位のグルタミン；２４２位

のロイシン；２４４位のイソロイシン；２４５位のグルタミンまたはアスパラギ

ン；２４９位のグルタミン；２５１位のロイシンまたはバリン；２５６位のアラ

ニン；２５７位のアスパラギン；２５９位のセリン；２６０位のアラニン；２６

１位のグルタミン；２６５位のフェニルアラニン；２６８位のバリン；２６９位

のロイシン；２７２位のロイシン；２７５位のバリン；２７８位のバリン；２８

４位のグルタミン酸；２８８位のグルタミン酸；２９２位のアラニンまたはイソ

ロイシン；３００位のセリン；３０６位のイソロイシン；３１３位のバリン；３

１４位のセリン；３１９位のロイシン；３２３位のグルタミン；３２４位のトレ

オニン；３２６位のアラニン；３２７位のアラニン；３２９位のセリン；３３１

位のセリン；３３４位のロイシン；３３７位のアスパラギン；３３９位のバリン

；３４０位のロイシン；３４２位のセリン；３４４位のフェニルアラニン；３４

９位のグルタミン酸；３５４位のイソロイシンまたはバリン；３５６位のメチオ

ニン；３６６位のバリン；３６８位のメチオニンまたはバリン；３７１位のイソ

ロイシン；３７５位のロイシン；３７６位のロイシン；３７７位のグルタミン；

３８１位のフェニルアラニン；３８３位のアスパラギン；３８４位のイソロイシ

ン；３９３位のロイシン；３９５位のアルギニン；３９８位のバリン；３９９位

のアラニンまたはバリン；４０３位のチロシン；４０６位のアスパラギン；４０

９位のイソロイシン；４１５位のアラニンまたはバリン；４１７位のイソロイシ
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ン；および４２１位のロイシンからなる群より選択される少なくとも１つの保存

的アミノ酸置換を有する配列番号５に示されるアミノ酸配列を含む単離されたポ

リペプチドであって、ここで、上記ポリペプチドは、配列番号５に示されるポリ

ペプチドの活性を有する。

      【００２０】

  ＣＨＬ２アミノ酸配列を含む融合ポリペプチドがまた、提供される。

      【００２１】

  本発明はまた、本明細書中に示されるような単離された核酸分子を含む発現ベ

クター、本明細書中に示されるような組換え核酸分子を含む組換え宿主細胞、お

よびＣＨＬ２ポリペプチドを産生する方法を提供し、この方法は、この宿主細胞

を培養する工程、必要に応じてそ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。

      【００２２】

  ＣＨＬ２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

動物がまた、本発明に含まれる。ＣＨＬ２核酸分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドの

発現およびＣＨＬ２ポリペプチドの増加したレベル（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。あるいは、ＣＨＬ２

核酸分子は、内因性ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を阻害する様式で動物に導入さ

れる（すなわち、ＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子ノックアウトを保有するトランス

ジェニック動物を作製する）。トランスジェニック非ヒト動物は、好ましくは哺

乳動物であり、より好ましくはげっ歯類（例えば、ラットまたはマウス）である

。

      【００２３】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドの誘導体がまた、提供される。

      【００２４】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドに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、アゴニストのものであってもアンタゴニストのものであってもよい。

      【００２５】
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  本発明のヌクレオチド、ポリペプチド、もしくは選択的結合因子ならびに１つ

以上の薬学的に受容可能な処方剤を含む薬学的組成物がまた、本発明によって含

まれる。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

ドを提供するために使用される。本発明はまた、このポリペプチド、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。

      【００２６】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドおよびＣＨＬ２核酸分子は、疾患および障害（

本明細書中に列挙されるものを含む）を処置、予防、改善、および／または検出

するための使用され得る。

      【００２７】

  本発明はまた、ＣＨＬ２ポリペプチドに結合する試験分子を同定するために、

試験分子をアッセイする方法を提供する。この方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドを

試験分子と接触させて、この試験分子のこのポリペプチドに対する結合の程度を

決定する工程を包含する。この方法はさらに、このような試験分子が、ＣＨＬ２

ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストであるか否かを決定する工程を

包含する。本発明はさらに、ＣＨＬ２ポリペプチドの発現またはＣＨＬ２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】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を調整する方法およびＣＨＬ２ポリペプチドのレ

ベルを調節する（すなわち、増加するか、または減少する）方法がまた、本発明

によって含まれる。１つの方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸分子

を動物に投与する工程を包含する。別の方法において、ＣＨＬ２ポリペプチドの

発現を調整または調節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】

  本発明の別の局面において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、そのレセプター（「Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドレセプター」）を同定するために使用され得る。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対するレセプターをクローン
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化するために広範囲に使用されている。例えば、ＳｉｍｏｎｓｅｎおよびＬｏｄ

ｉｓｈ、１９９４、Ｔｒｅｎｄｓ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．１５：４３７

－４１ならびにＴａｒｔａｇｌｉａら、１９９５、Ｃｅｌｌ  ８３：１２６３－

７１を参照のこと。ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターの単離は、ＣＨＬ２ポリペ

プチドシグナル伝達経路の新規アゴニストおよびアンタゴニストの同定または開

発に有用である。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

ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター、抗ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター選択的結

合因子（例えば、抗体またはその誘導体）、小分子、およびアンチセンスオリゴ

ヌクレオチドが挙げられ、これらのうちのいずれかは、１つ以上の疾患または障

害（本明細書中に開示されるものを含む）の処置のために使用され得る。

      【００３０】

  （発明の詳細な説明）

  本明細書中で使用される節の表題は、組織的な目的のみのためであり、そして

記載される内容を限定するようには解釈されるべきではない。本願において列挙

される全ての参考文献は、明確に本明細書中に参考として援用される。

      【００３１】

  （定義）

  用語「ＣＨＬ２遺伝子」または「ＣＨＬ２核酸分子」あるいは「ＣＨＬ２ポリ

ヌクレオチド」とは、配列番号１または配列番号４のいずれかに示されるヌクレ

オチド配列、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドを

コードするヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ

－１４８０のいずれかにおけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、および本明細

書中で定義される核酸分子を含むか、またはこれらからなる核酸分子をいう。

      【００３２】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体」とは、生物体または生物体の

集団の染色体の所定の遺伝子座を占める遺伝子の、天然に存在する可能ないくつ

かの代替的な形態のうちの１つをいう。

      【００３３】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体」とは、配列番号２または配列
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番号５のいずれかに示されるＣＨＬ２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、核酸分子（通常

はＲＮＡ）をいう。

      【００３４】

  用語「単離された核酸分子」とは、（１）総核酸が供給源細胞から単離される

場合に、これが天然で一緒に見出されるタンパク質、脂質、炭水化物、または他

の物質の少なくとも約５０パーセントから分離された本発明の核酸分子、（２）

「単離された核酸分子」が天然で連結しているポリヌクレオチドの全てまたは一

部に連結していない本発明の核酸分子、（３）天然では連結しないポリヌクレオ

チドに作動可能に連結した本発明の核酸分子、あるいは（４）より大きなポリヌ

クレオチド配列の一部として天然には存在しない本発明の核酸分子をいう。好ま

しくは、本発明の単離された核酸分子は、任意の他の混入核酸分子、またはその

天然の環境において見出される他の混入物（これらは、ポリペプチド産生におけ

るその使用、またはその治療的使用、診断的使用、予防的使用、または研究的使

用を妨げる）を実質的に含まない。

      【００３５】

  用語「核酸配列」または「核酸分子」は、ＤＮＡまたはＲＮＡ配列をいう。こ

の用語は、ＤＮＡおよびＲＮＡの公知の塩基アナログのいずれかから形成される

分子を含み、例えば、以下であるがこれらに限定されない：４－アセチルシトシ

ン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリジニル－シトシン、プソ

イドイソシトシン（ｐｓｅｕｄｏｉｓｏｃｙｔｏｓｉｎｅ）、５－（カルボキシ

ヒドロキシルメチル）ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、

５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、５－カルボキシ－メチ

ルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソ－ペンテニ

ルアデニン、１－メチルアデニン、１－メチルプソイドウラシル、１－メチルグ

アニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチル－グアニン、２－メチルアデニ

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（
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β－Ｄ－ｍａｎｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボニル－メ

チルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニル

アデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢

酸、オキシブトキソシン（ｏｘｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシル、

キューオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウ

ラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、Ｎ－ウラシル－５－オキシ酢

酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、プソイドウラシル、キューオシ

ン、２－チオシトシン、および２，６－ジアミノプリン。

      【００３６】

  用語「ベクター」は、宿主細胞にコード情報を移すために使用される任意の分

子（例えば、核酸、プラスミド、またはウイルス）をいうために使用される。

      【００３７】

  用語「発現ベクター」は、宿主細胞の形質転換に適切であり、そして挿入され

た異種核酸配列の発現を、指示および／または制御する核酸配列を含むベクター

をいう。発現としては、転写、翻訳、およびＲＮＡスプライシング（イントロン

が存在する場合）のようなプロセスが挙げられるがこれらに限定されない。

      【００３８】

  用語「作動可能に連結された」は、本明細書中で、隣接配列の配置をいうため

に使用され、ここで、このように記載される隣接配列は、その通常の機能を行う

ように構成または構築される。従って、コード配列に作動可能に連結した隣接配

列は、このコード配列の複製、転写および／または翻訳を行うことが可能であり

得る。例えば、コード配列は、プロモーターがこのコード配列の転写を指示し得

る場合に、このプロモーターに作動可能に連結されている。隣接配列は、これが

正確に機能する限り、コード配列と連続する必要はない。従って、例えば、介在

する非翻訳性であるが転写される配列が、プロモーター配列とコード配列との間

に存在し得、そしてこのプロモーター配列は、なおこのコード配列に「作動可能

に連結」されているとみなされ得る。

      【００３９】

  用語「宿主細胞」は、核酸配列で形質転換されたか、または形質転換され得、
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次いで目的の選択された遺伝子を発現し得る細胞をいうために使用される。この

用語は、選択された遺伝子が存在する限り、子孫が形態学または遺伝子構造にお

いて本来の親と同一であろうとなかろうと、親細胞の子孫を含む。

      【００４０】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド」とは、配列番号２または配列番号５のいずれか

のアミノ酸配列を含むポリペプチド、および関連するポリペプチドをいう。関連

ポリペプチドとしては、ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント、ＣＨＬ２ポリペプ

チドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体、およびＣＨＬ２ポリペプチド誘

導体が挙げられ、これらは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示される

ポリペプチドの少なくとも１つの活性を保有する。ＣＨＬ２ポリペプチドは、本

明細書中で定義される成熟ポリペプチドであり得、そしてこれらが調製される方

法に依存して、アミノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

      【００４１】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント」とは、配列番号２または配列番号

５のいずれかに示されるポリペプチドの、アミノ末端（リーダー配列を有するか

または有さない）での短縮化および／またはカルボキシル末端での短縮化を含む

ポリペプチドをいう。用語「ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント」はまた、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体、またはＣＨＬ２ポ

リペプチド改変体のアミノ末端および／またはカルボキシル末端短縮化、あるい

はＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライ

ス改変体によってコードされるポリペプチドのアミノ末端および／またはカルボ

キシル末端短縮化をいう。ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメントは、選択的ＲＮＡ

スプライシング、またはインビボプロテアーゼ活性から生じ得る。ＣＨＬ２ポリ

ペプチドの膜結合形態もまた、本発明によって意図される。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より多くのアミノ酸を含む。このように生成されるポリペプチドフ

ラグメントは、約２５個連続したアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７

５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２０
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０アミノ酸、または約２００より多くのアミノ酸を含む。このようなＣＨＬ２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、ＣＨＬ２ポリペプチドに対する抗体を

生成するために使用され得ることが理解される。

      【００４２】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ」は、配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるＣＨＬ２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ＣＨＬ２ポリペプチドは、

互いにオルソログであるとみなされる。

      【００４３】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド改変体」は、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるＣＨＬ２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）と比較して、１つ以上のアミノ酸配列の置換、欠失（例えば、内

部欠失および／またはＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント）、および／または付

加（例えば、内部付加および／またはＣＨＬ２融合ポリペプチド）を有するアミ

ノ酸配列を含むＣＨＬ２ポリペプチドをいう。改変体は、天然に存在する（例え

ば、ＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ

、およびＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体）か、または、人工的に構築さ

れ得る。このようなＣＨＬ２ポリペプチド改変体は、配列番号１または配列番号

４のいずれかに示されるＤＮＡ配列から変化するＤＮＡ配列を有する、対応する

核酸分子から調製され得る。好ましい実施形態において、この改変体は、１～３

、または１～５、または１～１０、または１～１５、または１～２０、または１

～２５、または１～５０、または１～７５、または１～１００、または１００よ

り多くのアミノ酸の置換、挿入、付加、および／または欠失を有し、ここで、こ

の置換は、保存的、または非保存的、あるいはその任意の組み合わせであり得る

。

      【００４４】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体」は、本明細書中で定義される、配列番号

２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチド、ＣＨＬ２ポリペプチド
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フラグメント、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ、またはＣＨＬ２ポリペプチド

改変体をいい、これらは、化学的に改変されている。用語「ＣＨＬ２ポリペプチ

ド誘導体」はまた、本明細書中で定義されるＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改

変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体によってコードされるポリペ

プチドをいい、これは化学的に改変されている。

      【００４５】

  用語「成熟ＣＨＬ２ポリペプチド」は、リーダー配列を欠失したＣＨＬ２ポリ

ペプチドをいう。成熟ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、他の改変（例えば、アミノ

末端（リーダー配列を有するかまたは有さない）および／またはカルボキシ末端

のタンパク質分解性プロセシング、より大きな前駆体からのより小さなポリペプ

チドの切断、Ｎ連結および／またはＯ連結グリコシル化など）を含み得る。例示

的な成熟ＣＨＬ２ポリペプチドは、配列番号３および配列番号６のアミノ酸配列

によって示される。

      【００４６】

  用語「ＣＨＬ２融合ポリペプチド」は、本明細書中で定義される、配列番号２

または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチド、ＣＨＬ２ポリペプチドフ

ラグメント、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体、

またはＣＨＬ２誘導体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

ノ酸の融合（例えば、異種タンパク質またはペプチド）をいう。用語「ＣＨＬ２

融合ポリペプチド」はまた、本明細書中で定義されるＣＨＬ２ポリペプチド対立

遺伝子改変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体によってコードされ

るポリペプチドのアミノ末端またはカルボキシル末端での、１つ以上のアミノ酸

の融合をいう。

      【００４７】

  用語「生物学的に活性なＣＨＬ２ポリペプチド」とは、配列番号２または配列

番号５のいずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドの、少なくとも１つの活性

特徴を有するＣＨＬ２ポリペプチドをいう。さらに、ＣＨＬ２ポリペプチドは、

免疫原として活性であり得る；すなわち、このＣＨＬ２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。
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      【００４８】

  用語「単離されたポリペプチド」とは、（１）供給源細胞から単離される場合

に、天然で一緒に見出されるポリペプチド、脂質、炭水化物、または他の物質の

少なくとも約５０％から単離された本発明のポリペプチド、（２）「単離された

ポリペプチド」が天然で連結するポリペプチドの全てまたは一部に連結しない（

共有結合的または非共有結合的相互作用によって）、本発明のポリペプチド、（

３）天然には連結しないポリペプチドに作動可能に連結（共有結合的または非共

有結合的相互作用によって）する、本発明のポリペプチド、あるいは（４）天然

には存在しない本発明のポリペプチドをいう。好ましくは、この単離されたポリ

ペプチドは、任意の他の混入ポリペプチドまたは天然の環境において見出される

他の混入物（これは、その治療的使用、診断的使用、予防的使用、または研究的

使用を妨げる）を実質的に含まない。

      【００４９】

  用語「同一性」とは、当該分野で公知のように、配列の比較によって決定され

る、２つ以上のポリペプチド分子または２つ以上の核酸分子の配列間の関係をい

う。当該分野において、「同一性」はまた、場合に応じて、２つ以上のヌクレオ

チドまたは２つ以上のアミノ酸配列間の一致によって決定されるように、核酸分

子またはポリペプチド間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」は、２つ以

上の配列のうち小さなものと、特定の数理的モデルまたはコンピュータプログラ

ム（すなわち、「アルゴリズム」）によって焦点をあてられたギャップ整列（存

在する場合）との間の一致の同一パーセントを評価する。

      【００５０】

  用語「類似性」は、概念に関するが、「同一性」とは対照的に、「類似性」は

、同一的一致および保存的置換の一致の両方を含む関連性の基準をいう。２つの

ポリペプチド配列が、例えば１０／２０個同一のアミノ酸を有し、そして残りが

全て非保存的置換である場合、同一性パーセントおよび類似性パーセントは、ど

ちらも５０％である。同じ例において、保存的置換であるさらに５つの位置が存

在する場合、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７

５％（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
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プチド間の類似性パーセントは、これらの２つのポリペプチド間の同一性パーセ

ントよりも高い。

      【００５１】

  用語「天然に存在する」または「ネイティブの」は、核酸分子、ポリペプチド

、宿主細胞などのような生物学的材料と関連して使用される場合、天然において

見出され、そしてヒトによって操作されていない材料をいう。同様に、「天然に

存在しない」または「ネイティブではない」は、本明細書中で使用される場合、

天然で見出されないか、またはヒトによって構造的に改変もしくは合成された材

料をいう。

      【００５２】

  用語「有効量」および「治療有効量」は、各々、本明細書中に示されるＣＨＬ

２ポリペプチドの１つ以上の生物学的活性の観察可能なレベルを支持するために

使用されるＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２核酸分子の量をいう。

      【００５３】

  用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「生理学的に受容可能なキャリア

」は、本明細書中で使用される場合、薬学的組成物としてのＣＨＬ２ポリペプチ

ド、ＣＨＬ２核酸分子、またはＣＨＬ２選択的結合因子の送達の達成または増強

に適切な１つ以上の処方材料をいう。

      【００５４】

  用語「抗原」とは、選択的結合因子（例えば、抗体）により結合され得、そし

てさらに動物において使用されて、その抗原のエピトープに結合し得る抗体を産

生し得る分子または分子の一部をいう。抗原は、１つ以上のエピトープを有し得

る。

      【００５５】

  用語「選択的結合因子」とは、ＣＨＬ２ポリペプチドに特異性を有する分子（

単数または複数）をいう。本明細書中で使用される場合、用語「特異的」および

「特異性」とは、選択的結合因子の、ヒトＣＨＬ２ポリペプチドに結合し、かつ

ヒト非ＣＨＬ２ポリペプチドに結合しない能力をいう。しかし、選択的結合因子

がまた、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載されるようなポリペプチ
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ドのオルソログ（すなわち、その種間変形（例えば、マウスＣＨＬ２ポリペプチ

ドおよびラットＣＨＬ２ポリペプチド））に結合し得ることが、理解される。

      【００５６】

  用語「形質導入」とは、通常はファージによる１つの細菌から別の細菌への遺

伝子の伝達をいうように使用される。「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伝達をいう。

      【００５７】

  用語「トランスフェクション」は、細胞による異種または外因性ＤＮＡの取り

込みをいうために使用され、そして細胞は、外因性ＤＮＡが細胞膜内に導入され

た場合には「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、Ｇｒａｈ

ａｍら，１９７３，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ５２：４５６；Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

  （Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，１９

８９）；Ｄａｖｉｓら，Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，１９８６）；およびＣｈｕら，１９８

１，Ｇｅｎｅ  １３：１９７を参照のこと。このような技術を使用して、１つ以

上の外因性ＤＮＡ部分を適切な宿主細胞に導入し得る。

      【００５８】

  本明細書中で使用される場合、用語「形質転換」とは、細胞の遺伝的特徴にお

ける変化をいい、そして細胞は、新しいＤＮＡを含有するように改変された場合

に形質転換されている。例えば、細胞は、それがそのネイティブな状態から遺伝

的に改変される場合に形質転換される。トランスフェクションまたは形質導入に

続いて、ＤＮＡの形質転換は、物理的に細胞の染色体に組み込むことにより細胞

のＤＮＡと組換わり得るか、複製されることなしにエピソームエレメントとして

一時的に維持され得るか、またはプラスミドとして独立的に複製し得る。ＤＮＡ

が細胞分裂と共に複製される場合に、細胞は、安定に形質転換されたとみなされ

る。

      【００５９】
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  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  関連した核酸分子が、配列番号１または配列番号４のいずれかの核酸分子の対

立遺伝子改変体またはスプライス改変体を包含すること、および上記のヌクレオ

チド配列のいずれかに相補的である配列を包含することが理解される。関連した

核酸分子はまた、配列番号２または配列番号５のいずれかにおけるポリペプチド

と比較して１以上のアミノ酸残基の置換、改変、付加および／または欠失を含む

かまたは本質的にこれらからなるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を

包含する。このような関連したＣＨＬ２ポリペプチドは、例えば、１以上のＮ結

合型もしくはＯ結合型のグリコシル化部位の付加および／もしくは欠失、または

１以上のシステイン残基の付加および／もしくは欠失を含み得る。

      【００６０】

  関連した核酸分子はまた、配列番号２または配列番号５のいずれかのＣＨＬ２

ポリペプチドの少なくとも約２５個連続したアミノ酸、または約５０個のアミノ

酸、または約７５個のアミノ酸、または約１００個のアミノ酸、または約１５０

個のアミノ酸、または約２００個のアミノ酸、または２００個より多くのアミノ

酸残基のポリペプチドをコードする、ＣＨＬ２核酸分子のフラグメントを含む。

      【００６１】

  さらに、関連したＣＨＬ２核酸分子はまた、本明細書中で定義した中程度また

は高度にストリンジェントな条件下で、配列番号１または配列番号４のいずれか

のＣＨＬ２核酸分子またはポリペプチドをコードする分子の完全に相補的な配列

とハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む分子を含み、このポリペプチドは

、配列番号２または配列番号５、あるいは本明細書中に定義した核酸フラグメン

ト、または本明細書中に定義したポリペプチドをコードする核酸フラグメントの

いずれかに示されるアミノ酸配列を含む。ハイブリダイゼーションプローブは、

関連した配列についてｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリーまたは合成ＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするための本明細書中に提供されるＣＨＬ２配列を

用いて、調製され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドのＤＮＡ配列および／またはアミ

ノ酸配列のうちの、既知配列に対して有意な同一性を示す領域は、本明細書中に

記載される配列アライメントアルゴリズムを用いて容易に決定され、そしてこれ
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らの領域を用いて、スクリーニングのためのプローブを設計し得る。

      【００６２】

  用語「高度にストリンジェントな条件」とは、配列が非常に相補的であるＤＮ

Ａ鎖のハイブリダイゼーションを許容し、かつ有意に不一致のＤＮＡのハイブリ

ダイゼーションを排除するように設計された条件をいう。ハイブリダイゼーショ

ンのストリンジェンシーは、温度、イオン強度および変性剤（例えば、ホルムア

ミド）の濃度によって主に決定される。ハイブリダイゼーションおよび洗浄につ

いての「高度にストリンジェントな条件」の例は、６５～６８℃での０．０１５

Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエ

ン酸ナトリウムまたは４２℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  

ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムおよび５０％ホルム

アミドである。Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

（第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１

９８９）；Ａｎｄｅｒｓｏｎら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓ

ａｔｉｏｎ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ  第４章（ＩＲＬ  Ｐ

ｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ）を参照のこと。

      【００６３】

  よりストリンジェントな条件（例えば、より高い温度、より低いイオン強度、

より高いホルムアミドまたは他の変性剤）もまた用いられ得るが、ハイブリダイ

ゼーションの速度が影響を受ける。他の薬剤は、非特異的および／またはバック

グラウンドのハイブリダイゼーションを減少させる目的のために、ハイブリダイ

ゼーションおよび洗浄の緩衝液中に含まれ得る。例は、０．１％ウシ血清アルブ

ミン、０．１％ポリビニルピロリドン、０．１％ピロリン酸ナトリウム、０．１

％ドデシル硫酸ナトリウム、ＮａＤｏｄＳＯ４、（ＳＤＳ）、フィコール（ｆｉ

ｃｏｌｌ）、デンハルト溶液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（または別の非相補的

ＤＮＡ）および硫酸デキストランであるが、他の適切な薬剤もまた用いられ得る

。これらの添加剤の濃度および種類は、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
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ョン実験は通常、ｐＨ６．８～７．４で実施される；しかし、代表的なイオン強

度の条件では、ハイブリダイゼーションの速度は、ｐＨからほぼ無関係である。

Ａｎｄｅｒｓｏｎら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ

：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ  第４章（ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  

Ｌｉｍｉｔｅｄ）を参照のこと。

      【００６４】

  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

塩基対の不一致程度が挙げられる。ハイブリダイゼーション条件は、これらの変

動要因を適応させ、そして異なる配列関連性のＤＮＡがハイブリッドを形成する

のを可能にするために当業者によって調整され得る。完全に一致したＤＮＡ二重

鎖の融解温度は、以下の方程式によって推定され得る：

  Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ

）－６００／Ｎ－０．７２（％ホルムアミド）

ここで、Ｎは、形成される二重鎖の長さであり、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイゼ

ーション溶液または洗浄溶液中でのナトリウムイオンのモル濃度であり、％Ｇ＋

Ｃは、ハイブリッド中での（グアニン＋シトシン）塩基の百分率である。不完全

に一致したハイブリッドについては、融解温度は、１％の不一致毎に約１℃低下

する。

      【００６５】

  用語「中程度にストリンジェントな条件」とは、「高度にストリンジェントな

条件」下で生じ得るよりも高い程度の塩基対不一致を有するＤＮＡ二重鎖が形成

され得る条件をいう。代表的な「中程度にストリンジェントな条件」の例は、５

０～６５℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄ

ｅ）、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムまたは３７～５０℃での０．０１５Ｍ

塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエン

酸ナトリウムおよび２０％ホルムアミドである。例示として、０．０１５Ｍナト

リウムイオンにおける５０℃という「中程度にストリンジェントな条件」は、約

２１％の不一致を可能にする。

      【００６６】



(37) 特表２００３－５２５６１１

  「高度にストリンジェントな条件」と「中程度にストリンジェントな条件」と

の間に絶対的な区別が存在しないことが当業者によって理解される。例えば、０

．０１５Ｍナトリウムイオン（ホルムアミドなし）では、完全に一致した長いＤ

ＮＡの融解温度は、約７１℃である。６５℃で（同じイオン強度で）の洗浄を用

いると、これは、約６％の不一致を可能にする。より遠く関連した配列を捕獲す

るために、当業者は、単純に、温度を低くし得るかまたはイオン強度を高くし得

る。

      【００６７】

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

での融解温度の良好な推定は、以下によって与えられる：

  Ｔｍ＝Ａ－Ｔ塩基対あたり２℃＋Ｇ－Ｃ塩基対あたり４℃

＊６×塩クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのナトリウムイオン濃度は、１Ｍで

ある。Ｓｕｇｇｓら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｕｓｉｎ

ｇ  Ｐｕｒｉｆｉｅｄ  Ｇｅｎｅｓ  ６８３（ＢｒｏｗｎおよびＦｏｘ編，１９

８１）を参照のこと。

      【００６８】

  オリゴヌクレオチドについての高ストリンジェンシー洗浄条件は、通常、６×

ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中でのそのオリゴヌクレオチドのＴｍよりも０℃～５

℃低い温度においてである。

      【００６９】

  別の実施形態では、関連した核酸分子は、配列番号１または配列番号４のいず

れかに示されるヌクレオチド配列に対して少なくとも約７０パーセント同一であ

るヌクレオチド配列を含むかもしくはこれからなるか、または配列番号２または

配列番号５のいずれかに示すポリペプチドに対して少なくとも約７０パーセント

同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むかもしくは本質的

にこれからなる。好ましい実施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号１もし

くは配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列に対して約７５パーセン

ト、もしくは約８０パーセント、もしくは約８５パーセント、もしくは約９０パ

ーセント、もしくは約９５、９６、９７、９８、もしくは９９パーセント同一で
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あるか、またはヌクレオチド配列は、配列番号２もしくは配列番号５のいずれか

に示されるポリペプチド配列に対して約７５パーセント、もしくは約８０パーセ

ント、もしくは約８５パーセント、もしくは約９０パーセント、もしくは約９５

、９６、９７、９８、もしくは９９パーセント同一であるポリペプチドをコード

する。関連した核酸分子は、配列番号２または配列番号５のいずれかに示される

ポリペプチドの少なくとも１つの活性を保有するポリペプチドをコードする。

      【００７０】

  核酸配列における相違は、配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸

配列と比較して、アミノ酸配列の保存的改変および／または非保存的改変をもた

らし得る。

      【００７１】

  配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列に対する保存的改変（

およびコードするヌクレオチドに対する、対応する改変）は、ＣＨＬ２ポリペプ

チドの機能的特徴および化学的特徴と類似の機能的特徴および化学的特徴を有す

るポリペプチドを生じる。対照的に、ＣＨＬ２ポリペプチドの機能的特徴および

／または化学的特徴における実質的な改変は、配列番号２または配列番号５のい

ずれかのアミノ酸配列における置換を選択することによって達成され得、これは

以下の維持におけるその影響が有意に異なる：（ａ）例えば、シート状コンホメ

ーションもしくは螺旋状コンホメーションのような、置換領域における分子骨格

の構造、（ｂ）標的部位での分子の電荷もしくは疎水性、または（ｃ）側鎖のか

さ高さ。

      【００７２】

  例えば、「保存的アミノ酸置換」は、その位置でのアミノ酸残基の極性または

電荷にほとんどまたは全く影響がないような、非ネイティブ残基によるネイティ

ブなアミノ酸残基の置換を含み得る。さらに、ポリペプチド中の任意のネイティ

ブな残基はまた、「アラニンスキャニング変異誘発」について以前に記載された

ように、アラニンによって置換され得る。

      【００７３】

  保存的アミノ酸置換はまた、生物学的系における合成によるのではなく、化学
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的なペプチド合成によって代表的に組み込まれる、天然には存在しないアミノ酸

残基を含む。これらとしては、ペプチド模倣物、およびアミノ酸部分の他の逆転

形態または反転形態が挙げられる。

      【００７４】

  天然に存在する残基は、共通の側鎖特性に基づいて、複数のクラスに分割され

得る：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；

  ４）塩基性：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の配向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

      【００７５】

  例えば、非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のク

ラス由来のメンバーとの交換を含み得る。このような置換された残基は、非ヒト

ＣＨＬ２ポリペプチドと相同なヒトＣＨＬ２ポリペプチドの領域、またはこの分

子の非相同領域に導入され得る。

      【００７６】

  このような変化を行う際に、アミノ酸のヒドロパシー指数（ｈｙｄｒｏｐａｔ

ｈｉｃ  ｉｎｄｅｘ）が考慮され得る。各アミノ酸は、その疎水性および電荷特

性に基づいて、ヒドロパシー指数を割り当てられている。ヒドロパシー指数は、

以下である：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋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）

。
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      【００７７】

  タンパク質に対する相互作用的な生物学的機能を確認する際の、ヒドロパシー

アミノ酸指数の重要性は、当該分野において一般的に理解されている（Ｋｙｔｅ

ら、１９８２，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－３１）。特定のアミノ

酸が類似のヒドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸の代わりに使用

され得、そして依然として類似の生物学的活性を維持し得ることが、公知である

。ヒドロパシー指数に基づいて変化を起こす際に、ヒドロパシー指数が±２以内

であるアミノ酸の置換が好ましく、±１以内であるものが特に好ましく、そして

±０．５以内であるものが、なおより特に好ましい。

      【００７８】

  類似のアミノ酸の置換が親水性に基づいて効果的になされ得る（特に、これに

よって作製された生物学的機能的に等価なタンパク質またはペプチドが、この場

合においてと同様に、免疫学的実施形態における使用に関して意図される場合）

こともまた、当該分野において理解されている。タンパク質の最も大きな局所的

平均親水性は、その隣接するアミノ酸の親水性によって支配される場合に、その

免疫原性および抗原性、すなわち、そのタンパク質の生物学的特性に相関する。

      【００７９】

  以下の親水性の値が、これらのアミノ酸残基に割り当てられた：アルギニン（

＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミ

ン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グル

タミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン（－

０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（

－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．

８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（

－２．５）；およびトリプトファン（－３．４）。類似の親水性の値に基づいて

変化を行う際に、親水性値が±２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±ｌ以

内であるものが特に好ましく、そして±０．５以内であるものが、なおより特に

好ましい。一次アミノ酸配列から、エピトープをまた、親水性に基づいて同定し

得る。これらの領域はまた、「エピトープコア領域」といわれる。
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      【００８０】

  所望のアミノ酸置換（保存的であれ非保存的であれ）は、当業者によって、こ

のような置換が所望される時点で決定され得る。例えば、アミノ酸置換を使用し

て、ＣＨＬ２ポリペプチドの重要な残基を同定し得るか、または本明細書中に記

載されるＣＨＬ２ポリペプチドの親和性を増加もしくは減少させ得る。例示的な

アミノ酸置換は、表Ｉに記載される。

      【００８１】

【表１】
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  当業者は、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のポリペプチドの適

切な改変体を、周知の技術を使用して、決定し得る。生物学的活性を破壊するこ

となく変化され得る分子の適切な領域を同定するために、当業者は、活性のため

に重要であるとは考えられない領域を標的化し得る。例えば、同じ種由来かまた

は他の種由来の、類似の活性を有する類似のポリペプチドが既知である場合には

、当業者は、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列を、このような類似のポリペ

プチドと比較し得る。このような比較を用いて、類似のポリペプチド間で保存さ

れる分子の残基および部分を同定し得る。このような類似のポリペプチドに対し

て保存されていない、ＣＨＬ２分子の領域における変化が、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドの生物学的活性および／または構造にさほど不利に影響を与えるようではない

ことが、理解される。当業者にはまた、比較的保存された領域においてさえ、化

学的に類似のアミノ酸を、活性を維持ながら天然に存在する残基と置換し得るこ

とが公知である（保存的アミノ酸残基の置換）。従って、生物学的活性または構

造のために重要であり得る領域でさえ、生物学的活性を破壊することなく、また

はポリペプチド構造に不利に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。

      【００８２】

  さらに、当業者は、活性または構造のために重要である、類似のポリペプチド

における残基を同定する、構造－機能研究を再調査し得る。このような比較の観

点において、類似のポリペプチドにおける活性または構造のために重要なアミノ

酸残基に対応するＣＨＬ２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、ＣＨＬ２ポリペプチドのこのような予測された重要なアミノ

酸残基に対する化学的に類似のアミノ酸置換を、選択し得る。

      【００８３】

  当業者はまた、類似のポリペプチドにおける三次元構造に関して、三次元構造

およびアミノ酸配列を分析し得る。このような情報の観点において、当業者は、

ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸残基のアライメントを、その三次元構造に関し

て予測し得る。当業者は、そのタンパク質の表面に存在すると予測されるアミノ

酸残基に対する急激な変化を起こさないように、選択し得る。なぜなら、このよ
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うな残基は、他の分子との重要な相互作用に関与し得るからである。さらに、当

業者は、単一のアミノ酸置換を各アミノ酸残基に含む、試験改変体を生成し得る

。これらの改変体は、当業者に公知の活性アッセイを使用して、スクリーニング

され得る。このような改変体は、適切な改変体に関する情報を集めるために使用

され得る。例えば、特定のアミノ酸残基に対する変化が破壊を生じるか、所望で

なく減少するか、または所望でない活性であることを発見した場合には、このよ

うな変化を有する改変体は、回避される。換言すれば、このような慣用的な実験

から集めた情報に基づいて、当業者は、さらなる置換が、単独でかまたは他の変

異と組み合わせてかのいずれかで回避されるべきであるアミノ酸を、容易に決定

し得る。

      【００８４】

  多数の科学刊行物が、二次構造の推定に充てられてきた。Ｍｏｕｌｔ，１９９

６，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７：４２２－２７；Ｃｈｏｕ

ら、１９７４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  １３：２２２－４５；Ｃｈｏｕら、

１９７４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  １１３：２１１－２２；Ｃｈｏｕら、１

９７８，Ａｄｖ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｒｅｌａｔ．Ａｒｅａｓ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．４７：４５－４８；Ｃｈｏｕら、１９７８，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ

．４７：２５１－２７６；およびＣｈｏｕら、１９７９，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．

２６：３６７－８４を参照のこと。さらに、コンピュータプログラムが、二次構

造の推定を補助するために、現在利用可能である。二次構造を推定する１つの方

法は、相同性モデリングに基づく。例えば、３０％より大きな配列同一性または

４０％より大きな類似性を有する２つのポリペプチドまたはタンパク質は、しば

しば、類似の構造トポロジーを有する。タンパク質構造データベース（ＰＤＢ）

の近年の成長は、二次構造（ポリペプチドまたはタンパク質の構造中の潜在的な

折り畳みの数を含む）の増強された推定性を提供してきた。Ｈｏｌｍら、１９９

９，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２７：２４４－４７を参照のこと。

所定のポリペプチドまたはタンパク質において制限された数の折り畳みが存在す

ること、および一旦、重要な数の構造が解析されると、構造推定は劇的により正

確となることが、示唆されてきた（Ｂｒｅｎｎｅｒら、１９９７，Ｃｕｒｒ．Ｏ
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ｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．７：３６９－７６）。

      【００８５】

  二次構造を推定するさらなる方法は、「スレッディング（ｔｈｒｅａｄｉｎｇ

）」（Ｊｏｎｅｓ，１９９７，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．

７：３７７－８７；Ｓｉｐｐｌら、１９９６，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ４：１５－

１９）、「プロフィール分析」（Ｂｏｗｉｅら、１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２

５３：１６４－７０；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、１９９０，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚ

ｙｍｏｌ．１８３：１４６－５９；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、１９８７，Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８４：４３５５－５８）、および「進

化学的連鎖」（Ｈｏｌｍら、前出、およびＢｒｅｎｎｅｒら、前出を参照のこと

）を包含する。

      【００８６】

  好ましいＣＨＬ２ポリペプチド改変体としては、グリコシル化部位の数および

／または型が配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列と比

較して変化している、グリコシル化改変体が挙げられる。１つの実施形態におい

て、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体は、配列番号２または配列番号５のいずれかに

記載のアミノ酸配列より多いかまたはより少ない数のＮ連結グリコシル化部位を

含む。Ｎ連結グリコシル化部位は、配列Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－

Ｔｈｒによって特徴付けられ、ここで、Ｘと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連結炭水化物鎖の付加のための潜在的な新たな部位を提供する。あ

るいは、この配列を排除する置換は、存在するＮ連結炭水化物鎖を除去する。１

つ以上のＮ連結グリコシル化部位（代表的に、天然に存在するグリコシル化部位

）が排除され、そして１つ以上の新たなＮ連結部位が作製される、Ｎ連結炭水化

物鎖の再配列もまた、提供される。さらなる好ましいＣＨＬ２改変体としては、

１つ以上のシステイン残基が、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載の

アミノ酸配列と比較して欠失しているか、または別のアミノ酸（例えば、セリン

）で置換されている、システイン改変体が挙げられる。システイン改変体は、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドが、例えば不溶性の封入体の単離の後に、生物学的に活性な
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立体配座にリフォールディングされなければならない場合に、有用である。シス

テイン改変体は、一般に、ネイティブタンパク質より少ないシステイン残基を有

し、そして代表的には同数のシステイン残基を有し、対合していないシステイン

から生じる相互作用を最小にする。

      【００８７】

  別の実施形態において、関連する核酸分子は、少なくとも１つのアミノ酸挿入

を有し、そしてポリペプチドが配列番号２または配列番号５のいずれかに記載の

ポリペプチドの活性を有する、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載の

ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むか、またはこの配列からなる

か、あるいは少なくとも１つのアミノ酸欠失を有し、ここでポリペプチドが配列

番号２または配列番号５のいずれかに記載のポリペプチドの活性を有する、配列

番号２または配列番号５のいずれか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、またはこの配列からなる。関連する核酸分子はまた、ポリペ

プチドがカルボキシル末端および／またはアミノ末端の短縮を有し、そしてさら

にここで、このポリペプチドが、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載

のポリペプチドの活性を有する、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載

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、またはこの配列からな

る。関連する核酸分子はまた、アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、カ

ルボキシル末端短縮、およびアミノ末端短縮からなる群より選択される少なくと

も１つの改変を含み、そしてここで、ポリペプチドが配列番号２または配列番号

５のいずれかに記載のポリペプチドの活性を有する、配列番号２または配列番号

５のいずれか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

たはこの配列からなる。

      【００８８】

  さらに、配列番号２または配列番号５、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドの

いずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドは、同種ポリペプチドに融合してホ

モダイマーを形成し得るか、あるいは異種ポリペプチドに融合してヘテロダイマ

ーを形成し得る。異種ペプチドおよび異種ポリペプチドとしては、以下が挙げら

れるが、それらに限定されない：ＣＨＬ２融合ポリペプチドの検出および／また
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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またはその部分（

例えば、細胞外ドメインまたは膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン）；膜貫通

レセプタータンパク質に結合する、リガンドまたはその部分；触媒的に活性であ

る、酵素またはその部分；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）；安定性を増加させるポリペプチドまた

はペプチド（例えば、免疫グロブリン定常領域）；ならびに配列番号２または配

列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド、あるいは他のＣ

ＨＬ２ポリペプチドとは異なる治療活性を有するポリペプチド。

      【００８９】

  融合は、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列を含む

ポリペプチド、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドの、アミノ末端またはカルボ

キシル末端のいずれかにおいて、作製され得る。融合は、リンカーもアダプター

分子も用いない直接的融合であってもよいし、リンカーもしくはアダプター分子

を介してであってもよい。リンカーまたはアダプター分子は、１つ以上のアミノ

酸残基であり得、代表的に、約２０～約５０アミノ酸残基である。リンカーまた

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に

対する切断部位を有して設計されて、融合した部分の分離を可能にし得る。一旦

構築されると、この融合ポリペプチドは、本明細書中に記載の方法に従って誘導

体化され得ることが、理解される。

      【００９０】

  本発明のさらなる実施形態において、配列番号２または配列番号５のいずれか

のアミノ酸配列を含むポリペプチド、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドは、ヒ

トＩｇＧのＦｃ領域の１つ以上のドメインに融合する。抗体は、以下の２つの機

能的に独立した部分を含む；抗原を結合する「Ｆａｂ」として公知の可変ドメイ

ン、ならびに補体活性化および食作用細胞による攻撃のようなエフェクター機能

に関与する、「Ｆｃ」として公知の定常ドメイン。Ｆｃは、長い血清半減期を有

し、一方でＦａｂは、短寿命である。Ｃａｐｏｎら、１９８９，Ｎａｔｕｒｅ  

３３７：５２５－３１。治療タンパク質と一緒に構築される場合には、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
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ンＡ結合、補体固定、およびおそらく、胎盤移入さえものような機能を組み込み

得る。同書。表ＩＩは、当該分野において公知の特定のＦｃ融合物の使用を要約

する。

      【００９１】

【表２】

  一例において、ヒトＩｇＧのヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域は、

当業者に公知の方法を使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ末端またはカル

ボキシル末端のいずれかにおいて、融合し得る。別の例において、ヒトＩｇＧの

ヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域は、ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメ

ント（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドの推定細胞外部分）のアミノ末端またはカ

ルボキシル末端のいずれかにおいて、融合し得る。

      【００９２】

  得られるＣＨＬ２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領域に融合したペプチドおよびタンパク質は
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、融合していない対応物より実質的に長いインビボでの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、または治療品質

、循環時間、もしくは減少した凝集のような特定の品質を改善するよう変更され

得る。

      【００９３】

  関連する核酸分子およびポリ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、Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ

ａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａ．Ｍ．Ｌｅｓｋ編、Ｏｘｆｏｒ

ｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ  １９８８）；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎ

ｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｐｒｏｊｅｃｔｓ（Ｄ．

Ｗ．Ｓｍｉｔｈ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９９３）；Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｄａｔａ（Ｐａｒｔ  １，

Ａ．Ｍ．ＧｒｉｆｆｉｎおよびＨ．Ｇ．Ｇｒｉｆｆｉｎ編、Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒ

ｅｓｓ  １９９４）；Ｇ．ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｌｅ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ  １９８７）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ（

Ｍ．ＧｒｉｂｓｋｏｖおよびＪ．Ｄｅｖｅｒｅｕｘ編、Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  

Ｐｒｅｓｓ  １９９１）；ならびにＣａｒｉｌｌｏら、１９８８，ＳＩＡＭ  Ｊ

．Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ．，４８：１０７３に記載されるものが挙げられる

が、これらに限定されない。

      【００９４】

  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

列間での最大の適合を与えるように、設計される。同一性および類似性を決定す

るための方法は、公に利用可能なコンピュータプログラムにおいて記載されてい

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、ＧＣＧプログラムパッケージ（ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒ

ｅｕｘら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：３８７；Ｇ

ｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ
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  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ

、およびＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．

２１５：４０３－１０）を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。ＢＬ

ＡＳＴＸプログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅ

ｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（Ａ

ｌｔｓｃｈｕｌら、ＢＬＡＳＴ  Ｍａｎｕａｌ（ＮＣＢ  ＮＬＭ  ＮＩＨ，Ｂｅ

ｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）；Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９０、前出）から公に利用可

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。

      【００９５】

  ２つのアミノ酸配列を整列させるための特定のアライメントスキームは、これ

ら２つの配列の短い領域のみの適合を生じ得、そしてこの小さな整列領域は、２

つの全長配列間に有意な関連がない場合でさえも、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、選択された整列方法（ＧＡＰプログ

ラム）は、特許請求されるポリペプチドの少なくとも５０の連続するアミノ酸に

わたる整列を生じる。

      【００９６】

  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、パーセント配列同一性が決定されるべき２つのポ

リペプチドが、それらのそれぞれのアミノ酸の最適な適合（アルゴリズムによっ

て決定される「適合したスパン」）のために、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、平均対

角の３倍として計算される：「平均対角」とは、使用される比較行列（ｃｏｍｐ

ａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ）の対角の平均である；「対角」とは、特定の比較

行列によって各完全なアミノ酸適合に対して割り当てられた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（ｇａｐ  ｅｘｔｅｎｓｉｏ

ｎ  ｐｅｎａｌｔｙ）（これは通常、キャップオープニングペナルティーの０．

１倍である）、ならびにＰＡＭ  ２５０またはＢＬＯＳＵＭ  ６２のような比較
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行列が、このアルゴリズムと組み合わせて使用される。標準的な比較行列もまた

、このアルゴリズムによって使用される（Ｄａｙｈｏｆｆら、５  Ａｔｌａｓ  

ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（補遺

３  １９７８）（ＰＡＭ２５０比較行列）；Ｈｅｎｉｋｏｆｆら、１９９２，Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１９（ＢＬ

ＯＳＵＭ  ６２比較行列）を参照のこと）。

      【００９７】

  ポリペプチド配列比較のための好ましいパラメータは、以下を含む：

  Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓｃｈ，１９７０

，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－５３；

  Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ：ＢＬＯＳＵＭ  ６２（Ｈｅｎｉｋｏｆ

ｆら、前出）；

  Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ：１２

  Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ：４

  Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏｆ  Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ：０

このＧＡＰプログラムは、上記パラメータを用いて有用である。上記パラメータ

は、ＧＡＰアルゴリズムを用いるポリペプチド比較（末端ギャップに対してはペ

ナルティーがないこととともに）のためのデフォルトパラメータである。

      【００９８】

  核酸分子配列比較のための好ましいパラメータは、以下を含む：

  Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓｃｈ，前出；

  Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ：ｍａｔｃｈｅｓ＝＋１０，ｍｉｓｍａ

ｔｃｈ＝０

  Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ：５０

  Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ：３

このＧＡＰプログラムはまた、上記パラメータを用いて有用である。上記パラメ

ータは、核酸分子比較のためのデフォルトパラメータである。

      【００９９】

  Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅ
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ｒｓｉｏｎ  ９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ，１９９７に記載されるものを含む、他の

例示的なａｌｇｏｒｉｔｈｍ、ｇａｐ  ｏｐｅｎｉｎｇ  ｐｅｎａｌｔｙ、ｇａ

ｐ  ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ  ｐｅｎａｌｔｙ、ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉ

ｘ、およびｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏｆ  ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙが使用され得る。

なされるべき特定の選択は、当業者に明らかであり、そしてなされるべき特定の

比較（例えば、ＤＮＡ対ＤＮＡ、タンパク質対タンパク質、タンパク質対ＤＮＡ

）；ならびにさらに、その比較が所定の対の配列間（この場合には、ＧＡＰまた

はＢｅｓｔＦｉｔが一般的に好ましい）であるか、１つの配列と大きなデータベ

ースの配列との間（この場合には、ＦＡＳＴＡまたはＢＬＡＳＴＡが好ましい）

であるかに依存する。

      【０１００】

  （核酸分子）

  ＣＨＬ２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する核酸分

子は、種々の様式（化学合成、ｃＤＮＡもしくはゲノムのライブラリーのスクリ

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

増幅が挙げられるが、これらに限定されない）で容易に得られ得る。

      【０１０１】

  本明細書中において使用される組換えＤＮＡ法は、一般に、Ｓａｍｂｒｏｏｋ

ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎ

ｕａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒ

ｅｓｓ，１９８９）および／またはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐ

ｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．およびＷｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９４

）に記載されている。本発明は、本明細書中に記載され得ような核酸分子、およ

びこのような分子を得るための方法を提供する。

      【０１０２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする遺伝子が１つの種から同定

された場合には、この遺伝子の全てまたは一部を、同じ種由来のオーソログまた

は関連する遺伝子を同定するためのプローブとして使用し得る。このプローブま
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たはプライマーを使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドを発現すると考えられる種々

の組織供給源由来のｃＤＮＡをスクリーニングし得る。さらに、配列番号１また

は配列番号４のいずれかに記載されるような配列を有する核酸分子の部分または

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、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドのアミノ酸配列をコードする遺伝子を同定および単離し得る。代表的に、中程

度または高いストリンジェンシーの条件が、スクリーニングのために使用されて

、このスクリーニングから得られる誤った陽性の数を最小にする。

      【０１０３】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子もまた、発現され

たタンパク質の特性に基づいて陽性クローンの検出を使用する発現クローニング

によって、同定され得る。代表的に、核酸ライブラリーは、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）を、宿主細胞表面において発

現および提示されたクローンタンパク質に結合させることによって、スクリーニ

ングされる。抗体または結合パートナーは、所望のクローンを発現する細胞を同

定するために、検出可能な標識で改変される。

      【０１０４】

  以下に記載される説明に従って実施される組換え発現技術に従って、これらの

ポリヌクレオチドを産生し得、そしてコードされたポリペプチドを発現し得る。

例えば、ＣＨＬ２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、多量の所望のヌクレオチド配列を容

易に生成し得る。次いで、これらの配列を使用して、検出プローブまたは増幅プ

ライマーを生成し得る。あるいは、ＣＨＬ２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、コードされたＣＨＬ２ポリペプチドが、多量に生

成され得る。

      【０１０５】

  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、ｐｏｌｙ（

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
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的には、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするｃＤＮＡの２つの別

個の領域に対して相補的である）が、Ｔａｑポリメラーゼのようなポリメラーゼ

とともにこのｃＤＮＡに付加され、そしてこのポリメラーゼが、このｃＤＮＡの

これら２つのプライマー間の領域を増幅する。

      【０１０６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を調製する別の手

段は、Ｅｎｇｅｌｓら、１９８９，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．編．２８

：７１６－３４によって記載されるもののような、当業者に周知の方法を使用す

る、化学合成である。これらの方法としては、とりわけ、核酸合成のためのリン

酸トリエステル、ホスホルアミダイト、およびＨ－ホスホネート法が挙げられる

。このような化学合成のために好ましい方法は、標準的なホスホルアミダイト化

学を使用する、ポリマーにより支持される合成である。代表的に、ＣＨＬ２ポリ

ペプチドのアミノ酸配列をコードするＤＮＡは、数百ヌクレオチド長である。約

１００ヌクレオチドより長い核酸は、これらの方法を使用して、いくつかのフラ

グメントとして合成され得る。次いで、これらのフラグメントが一緒に連結され

て、ＣＨＬ２遺伝子の全長ヌクレオチド配列を形成し得る。通常、このポリペプ

チドのアミノ末端をコードするＤＮＡフラグメントは、ＡＴＧを有し、これは、

メチオニン残基をコードする。このメチオニンは、宿主細胞において産生された

ポリペプチドがその細胞から分泌されるよう設計されるか否かに依存して、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの成熟形態で存在してもそうでなくてもよい。当業者に公知の

他の方法が、同様に使用され得る。

      【０１０７】

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所定の宿主細胞におけるＣＨＬ２ポ

リペプチドの最適な発現のために変更されたコドンを含む。特定のコドン変更は

、発現のために選択されるＣＨＬ２ポリペプチドおよび宿主細胞に依存する。こ

のような「コドン最適化」は、種々の方法によって（例えば、所定の宿主細胞に

おいて高度に発現される遺伝子における使用に好ましいコドンを選択することに

よって）実施され得る。高度に発現された細菌遺伝子のコドン優先性のための「

Ｅｃｏ＿ｈｉｇｈ．Ｃｏｄ」のようなコドン頻度表を組み込むコンピュータアル
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ゴリズムが使用され得、そしてＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）によって提供される。他の有用な

コドン頻度表としては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｃｅｌｅ

ｇａｎｓ＿ｌｏｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、

「Ｈｕｍａｎ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、およ

び「Ｙｅａｓｔ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ．」が挙げられる。

      【０１０８】

  いくつかの場合において、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体をコードする核酸分子

を調製することが所望であり得る。改変体をコードする核酸分子は、プライマー

が所望の点変異を有する部位特異的変異誘発、ＰＣＲ増幅、または他の適切な方

法を使用して生成され得る（変異誘発技術の記載に関しては、Ｓａｍｂｒｏｏｋ

ら、前出、およびＡｕｓｕｂｅｌら、前出を参照のこと）。Ｅｎｇｅｌｓら、前

出によって記載される方法を使用する化学合成もまた、このような改変体を調製

するために使用され得る。当業者に公知の他の方法が、同様に使用され得る。

      【０１０９】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を、標準的な連結

技術を使用して適切な発現ベクターに挿入する。ベクターは、代表的に、使用さ

れる特定の宿主細胞において機能的であるように選択される（すなわち、ベクタ

ーは、遺伝子の増幅および／または遺伝子の発現が生じ得るように、宿主細胞機

構と適合性である）。ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分

子は、原核生物宿主細胞、酵母宿主細胞、昆虫（バキュロウイルス系）宿主細胞

および／または真核生物宿主細胞において増幅／発現され得る。宿主細胞の選択

は、ＣＨＬ２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。そうである場合、酵母宿主細胞、

昆虫宿主細胞、または哺乳動物宿主細胞が好ましい。発現ベクターの総説につい

て、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，第１８５巻（Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ，編，Ａｃａｄ

ｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９９０）を参照のこと。
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      【０１１０】

  代表的に、任意の宿主細胞に使用される発現ベクターは、プラスミド維持のた

めならびに外来性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発現のための配列を含

む。このような配列（集合的に、「隣接配列」と呼ばれる）は、特定の実施形態

において、代表的に、以下のヌクレオチド配列の１つ以上を含む：プロモータ、

１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列、ドナーおよびアクセプ

タースプライス部位を含む完全なイントロン配列、ポリペプチド分泌のためのリ

ーダー配列をコードする配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配列、発現

されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領域、なら

びに選択マーカーエレメント。これらの配列のそれぞれが、以下に議論される。

      【０１１１】

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」コード配列（すなわち、ＣＨＬ２ポリペ

プチドコード配列の５’末端または３’末端に配置されるオリゴヌクレオチド分

子）を含み得；オリゴヌクレオチド配列は、ｐｏｌｙＨｉｓ（例えば、ｈｅｘａ

Ｈｉｓ）、または別の「タグ」（例えば、ＦＬＡＧ、ＨＡ（赤血球凝集素（ｈｅ

ｍａｇｌｕｔｉｎｉｎ）インフルエンザウイルス））または市販の抗体が存在す

るｍｙｃをコードする。このタグは、代表的には、ポリペプチドの発現の際にポ

リペプチドに融合され、宿主細胞からの、ＣＨＬ２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するカラムクロマトグラフィ

ーによって達成され得る。必要に応じて、タグは、続いて、切断のために特定の

ペプチダーゼを使用するような種々の手段によって、精製されたＣＨＬ２ポリペ

プチドから除去される。

      【０１１２】

  隣接配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種および／または系統由来）で

あり得るか、異種（すなわち、宿主細胞種または系統以外の種由来）であり得る

か、ハイブリッド（すなわち、１つより多くの供給源由来の隣接配列の組み合わ

せ）であり得るか、または合成であり得るか、あるいは隣接配列は、ＣＨＬ２ポ

リペプチド発現を調節するために正常に機能するネイティブな配列であり得る。
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このように、隣接配列の供給源は、任意の原核生物または真核生物、任意の脊椎

生物または無脊椎生物、あるいは任意の植物であり得、但し、隣接配列は、宿主

細胞の機構において機能的であり、そして宿主細胞の機構によって活性化され得

る。

      【０１１３】

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野において周知である任意のい

くつかの方法によって得られ得る。代表的には、ＣＨＬ２遺伝子隣接配列以外の

、本明細書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エンドヌクレ

アーゼ消化によって以前に同定されており、従って、適切な制限エンドヌクレア

ーゼを使用して、適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場合において

、隣接配列の全長ヌクレオチド配列は公知であり得る。ここで、隣接配列は、核

酸合成またはクローニングのために本明細書中で記載される方法を使用して合成

され得る。

      【０１１４】

  隣接配列の全てまたは一部のみが公知である場合、ＰＣＲを使用して、そして

／あるいは適切なオリゴヌクレオチドならびに／または同じもしくは別の種由来

の隣接配列フラグメントを用いてゲノムライブラリーをスクリーニングすること

によって得られ得る。隣接配列が公知でない場合、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を含み得る大きな片のＤＮＡ

から単離され得る。単離は、適切なＤＮＡフラグメントを生成するための制限エ

ンドヌクレアーゼ消化、続くアガロースゲル精製を使用する単離、Ｑｉａｇｅｎ

（登録商標）カラムクロマトグラフィー（Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、ＣＡ）、また

は当業者に公知の他の方法によって達成され得る。この目的を達成するための適

切な酵素の選択は、当業者に容易に明らかである。

      【０１１５】

  複製起点は、代表的に、市販から購入された原核生物発現ベクターの一部であ

り、そしてこの起点は、宿主細胞においてベクターの増幅に役立つ。特定のコピ

ー数に対するベクターの増幅は、いくつかの場合において、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドの最適な発現に重要であり得る。選択されたベクターが複製起点部位を含まな
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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ｐＢＲ３２２（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａ

ｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ）からの複製起点は、大部分のグラム陰性細菌に適

切であり、そして種々の起点（例えば、ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス

、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、またはＨＰＶまたはＢＰＶのようなパピロ

ーマウイルス）は、哺乳動物細胞におけるベクターのクローニングのために有用

である。一般的に、複製起点の成分は、哺乳動物発現ベクター（例えば、ＳＶ４

０起点は、ただそれが初期プロモータを含むので、しばしば、使用される）のた

めに必要ではない。

      【０１１６】

  転写終結配列は、代表的にポリペプチドコード領域の末端の３’側に配置され

、そして転写を終結させるのに役立つ。通常、原核生物細胞における転写終結配

列は、Ｇ－Ｃリッチフラグメント、続いてポリ－Ｔ配列である。この配列はライ

ブラリーから容易にクローン化され得るか、またはベクターの一部として市販で

購入され、これは、本明細書中上記のような核酸合成のための方法を使用して容

易に合成され得る。

      【０１１７】

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地において増殖される宿主細胞

の生存および増殖に必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝

子は、（ａ）原核生物宿主細胞に対して、抗生物質または他の毒素（例えば、ア

ンピシリン、テトラサイクリン、またはカナマイシン）に対する耐性を与えるか

；（ｂ）細胞の栄養要求性の欠損を補うか；あるいは、（ｃ）複合培地から入手

可能でない重要な栄養素を供給する、タンパク質をコードする。好ましい選択マ

ーカーは、カナマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、およびテトラサ

イクリン耐性遺伝子である。ネオマイシン耐性遺伝子もまた、原核生物宿主細胞

および真核生物宿主細胞における選択のために使用され得る。

      【０１１８】

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の産生により大きく要求される遺伝子が、組換え細胞
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の連続的な生成の染色体内でタンデムに反復されるプロセスである。哺乳動物細

胞に対する適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨ

ＦＲ）およびチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体は、選択

圧下に置かれ、ここで、形質転換体のみが、ベクターに存在する選択遺伝子の効

能によって生存するように独特に適合される。選択圧は、培地中の選択因子の濃

度が連続的に変化し、それによって選択遺伝子とＣＨＬ２ポリペプチドをコード

するＤＮＡとの両方の増幅を導く条件下で、形質転換された細胞を培養すること

によって課される。結果として、増加した量のＣＨＬ２ポリペプチドが、増幅さ

れたＤＮＡから合成される。

      【０１１９】

  リボソーム結合部位は、通常、ｍＲＮＡの翻訳開始に必要であり、そしてＳｈ

ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核性物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）

によって特徴付けられる。このエレメントは、代表的に、発現されるＣＨＬ２ポ

リペプチドのプロモータの３’側およびコード配列の５’側に配置される。Ｓｈ

ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、可変であるが、代表的には、ポリプリン（す

なわち、高いＡ－Ｇ含有量を有する）である。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒ

ｎｏ配列は、同定されており、それぞれが、本明細書中に記載の方法を使用して

容易に合成され得、そして原核生物ベクターにおいて使用され得る。

      【０１２０】

  リーダー配列、またはシグナル配列は、宿主細胞からＣＨＬ２ポリペプチドを

指向させるために使用され得る。代表的には、シグナル配列をコードするヌクレ

オチド配列は、ＣＨＬ２核酸分子のコード領域に位置するか、または直接ＣＨＬ

２ポリペプチドコード領域の５’側に位置する。多くのシグナル配列が同定され

ており、そして選択された宿主細胞において機能性である任意のシグナル配列が

、ＣＨＬ２核酸分子と組み合わせて使用され得る。従って、シグナル配列は、Ｃ

ＨＬ２核酸分子に対して同種（天然）または異種であり得る。さらに、シグナル

配列は、本明細書中に記載される方法を使用して化学的に合成され得る。大部分

において、シグナルペプチドの存在によって宿主細胞からのＣＨＬ２ポリペプチ

ドの分泌は、分泌されたＣＨＬ２ポリペプチドからのシグナルペプチドの除去を
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生じる。シグナル配列は、ベクターの成分であり得るか、またはベクターに挿入

されたＣＨＬ２核酸分子の一部であり得る。

      【０１２１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドコード領域に結合されたネイティブなＣＨＬ２ポリペプ

チドシグナル配列をコードするヌクレオチド配列またはＣＨＬ２ポリペプチドコ

ード領域に結合された異種シグナル配列をコードするヌクレオチド配列のいずれ

かの使用が本発明の範囲内である。選択された異種シグナル配列は、宿主細胞に

よって認識され、そしてプロセスされる（すなわち、シグナルペプチダーゼによ

って切断される）ものであるべきである。ネイティブなＣＨＬ２ポリペプチドシ

グナル配列を認識せず、かつプロセス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、ペニシリナーゼ、または熱安定エ

ンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原核生物シグナル配列によって

置換される。酵母分泌について、ネイティブなＣＨＬ２ポリペプチドシグナル配

列は、酵母インベルターゼ、α因子、または酸ホスファターゼリーダーによって

置換され得る。哺乳動物細胞発現において、ネイティブなシグナル配列が満足で

あるが、他の哺乳動物シグナル配列が適切であり得る。

      【０１２２】

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において望ましい、いくつかの場合に

おいて、グリコシル化または収量を改善するために種々のシグナルペプチド（ｐ

ｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）が操作され得る。例えば、特定のシグナルペプチドのペ

プチダーゼ切断部位を変更し得るかまたはプロ配列（ｐｒｏ－ｓｅｑｕｅｎｃｅ

）を加え得、これはまた、グリコシル化に影響し得る。最後のタンパク質産物は

、１位に（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して）、発現に付随して１つ以

上のさらなるアミノ酸を有し得、これは、完全に除去されないかもしれない。例

えば、最終のタンパク質産物は、アミノ末端に結合される、ペプチダーゼ切断部

位において見出される１つまたは２つのアミノ酸残基を有し得る。あるいは、い

くつかの酵素切断部位は、酵素が成熟ポリペプチド内のこのような領域で切断さ

れる場合、所望のＣＨＬ２ポリペプチドの少し短縮した形態を生じ得る。

      【０１２３】
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  多くの場合において、核酸分子の転写は、ベクター内の１つ以上のイントロン

の存在によって増加する；これは、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺

乳動物宿主細胞）において産生される場合、特に当てはまる。使用されるイント

ロンは、特に使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメントである

場合、ＣＨＬ２遺伝子内に天然に存在し得る。イントロンが遺伝子内に天然に存

在しない（大部分のｃＤＮＡについて）場合、イントロンは、別の供給源から得

られ得る。隣接配列およびＣＨＬ２遺伝子に関してイントロンの位置は、イント

ロンが効果的に転写されなければならないので、一般的に重要である。従って、

ＣＨＬ２  ｃＤＮＡ分子が転写される場合、イントロンの好ましい位置は、転写

開始部位の３’側で、ｐｏｌｙ－Ａ転写終止配列の５’側である。好ましくは、

イントロンは、コード配列を妨害しないように、ｃＤＮＡの１つの側面または他

の側面（すなわち、５’側または３’側）に配置される。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）を含む）由来の任意のイントロ

ンを使用して本発明を実行し得るが、但し、このイントロンは、挿入される宿主

細胞に適合性である。合成イントロンもまた本明細書中に含まれる。必要に応じ

て、１つより多くのイントロンがベクター内で使用され得る。

      【０１２４】

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、代表的には、宿主生物

によって認識され、そしてＣＨＬ２ポリペプチドをコードする分子に作動可能に

連結されたプロモータを含む。プロモータは、構造遺伝子の転写を制御する構造

遺伝子（一般的に、約１００～１０００ｂｐ）の開始コドンに対して上流（すな

わち、５’側）に配置される非転写配列である。プロモータは、通常、２つのク

ラス（誘導プロモータおよび構成プロモータ）の１つにグループ化される。誘導

プロモータは、培養条件におけるいくらかの変化（例えば、栄養の存在または非

存在、あるいは温度の変化）に応答してそれらの制御下で、ＤＮＡからの転写の

増加したレベルを開始する。他方、構成プロモータは、連続的な遺伝子産物の産

生を開始する；すなわち、遺伝子発現に対して遺伝子をほとんど制御しないかま

たは制御しない。多数のプロモータ（種々の潜在的な宿主細胞によって認識され

る）が周知である。適切なプロモータは、供給源のＤＮＡからプロモータを制限
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酵素消化によって取り出し、そして所望のプロモータ配列をベクターに挿入する

ことによって、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連結され

る。ネイティブなＣＨＬ２プロモータ配列は、ＣＨＬ２核酸分子の増幅および／

または発現に指向させるために使用され得る。しかし、ネイティブなプロモータ

と比較して大きい転写および発現タンパク質のより高い産生が可能であり、そし

て使用のために選択された宿主細胞系と適合性である場合、異種プロモータが好

ましい。

      【０１２５】

  原核生物宿主との使用に適切なプロモータとしては、β－ラクタマーゼおよび

ラクトースプロモーター系；アルカリホスファターゼ；トリプトファン（ｔｒｐ

）プロモータ系；およびハイブリッドプロモーター（例えば、ｔａｃプロモータ

）が挙げられる。他の公知の細菌プロモータもまた、適切である。これらの配列

は、公開されており、その結果、当業者は、任意の有用な制限部位を供給するの

に必要とされるリンカーまたはアダプターを使用して、所望のＤＮＡ配列にそれ

らの配列を連結し得る。

      【０１２６】

  酵母宿主との使用に適切なプロモータはまた、当該分野において周知である。

酵母エンハンサーは、酵母プロモータとの使用に有利に使用される。哺乳動物宿

主細胞との使用に適切なプロモータは周知であり、限定しないが、ポリオーマウ

イルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ２）、

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型肝炎ウイルスおよび最も好ましいシミアンウイルス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が挙げられる。他の適切な

哺乳動物プロモータとしては、異種哺乳動物プロモータ（例えば、熱ショックプ

ロモーターおよびアクチンプロモーター）が挙げられる。

      【０１２７】

  ＣＨＬ２遺伝子発現を制御する際に関心があり得るさらなるプロモータとして

は、限定しないが、以下が挙げられる：ＳＶ４０初期プロモータ領域（Ｂｅｒｎ

ｏｉｓｔ  ａｎｄ  Ｃｈａｍｂｏｎ，１９８１，Ｎａｔｕｒｅ  ２９０：３０４
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－１０）；ＣＭＶプロモータ；ラウス肉腫ウイルスの３’側の長い終末反復に含

まれるプロモータ（Ｙａｍａｍｏｔｏら，１９８０，Ｃｅｌｌ  ２２  ：７８７

－９７）；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Ｗａｇｎｅｒら，１９８１

，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４４－４５

）；メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら，１９８２，Ｎａ

ｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２）；β－ラクタマーゼプロモーターのような原核

生物発現ベクター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａｒｏｆｆら，１９７８，Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７５：３７２７－３１）；またはｔ

ａｃプロモータ（ＤｅＢｏｅｒら，１９８３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８０：２１－２５）。組織特異性を示し、そしてトラン

スジェニック動物において利用されている以下の動物転写制御領域もまた関心が

ある：膵臓腺房細胞において活性なエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔ

ら，１９８４，Ｃｅｌｌ  ３８：６３９－４６；Ｏｒｎｉｔｚら，１９８６，Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０

：３９９－４０９（１９８６）；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，１９８７，Ｈｅｐａｔｏ

ｌｏｇｙ  ７：４２５－５１５）；膵臓β細胞において活性なインシュリン遺伝

子制御領域（Ｈａｎａｈａｎ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：１１５－２２

）；リンパ球において活性な免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅ

ｄｌら，１９８４，Ｃｅｌｌ  ３８：６４７－５８；Ａｄａｍｅｓｒａ，１９８

５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：５３３－３８；Ａｌｅｘａｎｄｅｒら，１９８７，

Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，７：１４３６－４４）；精巣、乳房、リンパ球

、および肥満細胞において活性なマウス哺乳動物腫瘍ウイルス制御領域（Ｌｅｄ

ｅｒら，１９８６，Ｃｅｌｌ  ４５：４８５－９５）；肝臓において活性なアル

ブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔら，１９８７，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄ

ｅｖｅｌ．１：２６８－７６）；肝臓において活性なα－フェトプロテイン遺伝

子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら，１９８５，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，

５：１６３９－４８；Ｈａｍｍｅｒら，１９８７，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３５：５

３－５８）；肝臓において活性なα１－抗トリプシン遺伝子制御領域（Ｋｅｌｓ

ｅｙら，１９８７，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．１：１６１－７１）；骨
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髄性細胞において活性なβ－グロビン遺伝子制御領域（Ｍｏｇｒａｍら，１９８

５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：３３８－４０；Ｋｏｌｌｉａｓら，１９８６，Ｃｅ

ｌｌ  ４６：８９－９４）；脳の稀突起神経膠細胞において活性なミエリンベー

スのタンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄｈｅａｄら，１９８７，Ｃｅｌｌ  ４

８：７０３－１２）；骨格筋において活性なミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域（

Ｓａｎｉ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：２８３－８６）；ならびに視床下

部において活性なゴナドトロピン放出ホルモン遺伝子制御領域（Ｍａｓｏｎら，

１９８６，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３４：１３７２－７８）。

      【０１２８】

  エンハンサー配列は、より高等な真核生物によって本発明のＣＨＬ２ポリペプ

チドをコードするＤＮＡの転写を増加するように、ベクターに挿入され得る。エ

ンハンサーは、転写を増加させるためにプロモータに作用する、通常約１０～３

００ｂｐの長さのＤＮＡのシスに作用するエレメントである。エンハンサーは、

相対的な方向および位置に独立する。これらは、転写ユニットに対して５’側お

よび３’側に見出された。哺乳動物遺伝子から入手可能ないくつかのエンハンサ

ー配列が公知である（例えば、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェ

トプロテインおよびインシュリン）。しかし、代表的には、ウイルス由来のエン

ハンサーが、使用される。ＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プ

ロモーターエンハンサー、ポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエン

ハンサーは、真核生物プロモータの活性化について例示的に増強するエレメント

である。エンハンサーは、ＣＨＬ２核酸分子に対して５’位または３’位でベク

ターにスプライシングされ得るが、代表的には、プロモータから５’位側に配置

される。

      【０１２９】

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような開始ベクターから構築され

得る。このようなベクターは、全ての所望な隣接配列を含んでも良いし、含まな

くても良い。本明細書中に記載される隣接配列の１つ以上がすでにベクター内に

ない場合、これらは、個々に得られ得、そしてベクターに連結され得る。隣接配

列のそれぞれを得るために使用される方法は、当業者に周知である。
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      【０１３０】

  本発明を実行するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞、

および哺乳動物宿主細胞と適合性のベクターである。このようなベクターとして

は、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３、およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ

  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）

、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ

Ｊ）、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）、ｐ

ＥＴＬ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＤＳＲ－ａｌｐｈａ

（ＰＣＴ公開番号ＷＯ  ９０／１４３６３）ならびにｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ

（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）が挙げられる。

      【０１３１】

  さらなる適切なベクターとしては、限定しないが、コスミド、プラスミド、ま

たは改変ウイルスが挙げられるが、これらのベクター系は、選択された宿主細胞

と適合性でなければならないことが理解される。このようなベクターとしては、

限定しないが、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商標）プラスミド誘導体（高コピー

数ＣｏｌＥｌ－ベースのファージミド、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ

  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  ＣＡ）、Ｔａｑ増幅ＰＣＲ産物をクロー

ニングするために設計されたＰＣＲクローニングプラスミド（例えば、ＴＯＰＯ

ＴＭ  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（登録商標）Ｋｉｔ、ＰＣＲ２．１（登録商標）プ

ラスミド誘導体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ならびに

バキュロウイルス発現系のような哺乳動物ベクター、酵母ベクターまたはウイル

スベクター（ｐＢａｃＰＡＫプラスミド誘導体、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  

Ａｌｔｏ、ＣＡ）が挙げられる。

      【０１３２】

  ベクターが構築され、そしてＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸分子がベ

クターの適切な部位に挿入された後に、完全なベクターが増幅発現および／また

はポリペプチド発現に適切な宿主細胞に挿入され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドに

対する発現ベクターの選択された宿主細胞への形質転換は、トランスフェクショ
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ン、感染、塩化カルシウム、エレクトロポレーション、マイクロインジェクショ

ン、リポフェクチン、ＤＥＡＥ－デキストラン法、または他の公知の技術のよう

な方法を含む周知の方法によって達成され得る。選択される方法は、一部、使用

される宿主細胞の種類の機能である。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、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上記に記載される。

      【０１３３】

  宿主細胞は、原核生物宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）または真核生物宿主

細胞（例えば、酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であり得る。宿主細

胞は、適切な条件下で培養される場合、ＣＨＬ２ポリペプチドを合成し、これは

、続いて、培養培地から（宿主細胞がそのポリペプチドを培地に分泌する場合）

収集され得るか、直接そのポリペプチドを産生する宿主細胞から収集される（そ

のポリペプチドが分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は、所望の発現レ

ベル、活性（例えば、グリコシル化またはホスホリル化）に望ましいかまたは必

要なポリペプチド修飾、および生物学的に活性な分子に折り畳まれる容易さなど

の種々の因子に依存する。

      【０１３４】

  多くの適切な宿主細胞が当該分野において公知であり、多くが、Ａｍｅｒｉｃ

ａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），Ｍａｎ

ａｓｓａｓ，ＶＡから入手可能である。例としては、限定しないが、チャイニー

ズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ（－）細胞（Ｕｒｌａｕｂ

ら，１９８０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９７：４

２１６－２０）、ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ）２９３または２９３Ｔ細胞、あるいは

３Ｔ３細胞のような哺乳動物細胞が挙げられる。適切な哺乳動物宿主細胞の選択

および形質転換、培養、増幅、スクリーニング、産物生成、および精製のための

方法が当該分野において公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ

－１およびＣＯＳ－７細胞株、およびＣＶ－１細胞株である。さらなる例示的な

哺乳動物宿主細胞としては、霊長動物細胞株およびゲッ歯類動物細胞株（形質転

換細胞株を含む）が挙げられる。正常な二倍体細胞、初代組織のインビトロ培養

物から誘導される細胞株、ならびに初代外植片もまた適切である。候補細胞は、
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選択遺伝子を遺伝子型的に欠き得るか、または優先的に作用する選択遺伝子を含

み得る。他の適切な哺乳動物細胞株としては、限定しないが、マウス神経芽細胞

腫Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ、マウスＬ－９２９細胞、Ｓｗｉｓｓから誘導された３

Ｔ３株、Ｂａｌｂ－ｃまたはＮＩＨマウス、ＢＨＫまたはＨａｋハムスター細胞

株が挙げられる。これらの細胞株のそれぞれは、タンパク質発現の当業者によっ

て公知であり入手可能である。

      【０１３５】

  同様に、細菌細胞が、本発明に適切な宿主細胞として有用である。例えば、Ｅ

．ｃｏｌｉ（例えば、ＨＢ１０１、ＤＨ５α、ＤＨ１０、およびＭＣ１０６１）

の種々の菌株は、生物工学の分野において宿主細胞として周知である。Ｂ．ｓｕ

ｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．，他のＢａｃｉｌｌｕｓ  ｓ

ｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の菌株がまた本方法に

おいて使用され得る。

      【０１３６】

  当業者に公知の酵母細胞の多くの菌株はまた、本発明のポリペプチドの発現の

ため宿主細胞として入手可能である。好ましい酵母細胞としては、例えば、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｉｖｉｓａｅおよびＰｉｃｈｉａ  ｐａｓｔｏ

ｒｉｓが挙げられる。

      【０１３７】

  さらに、望ましい場合、昆虫細胞系が、本発明の方法において利用され得る。

このような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら，１９９３，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｓ，１４：８１０－１７；Ｌｕｃｋｌｏｗ，１９９３，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：５６４－７２；およびＬｕｃｋｌｏｗら，１９９３，

Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，６７：４５６６－７９に記載される。好ましい昆虫細胞は、

Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。

      【０１３８】

  グリコシル化ＣＨＬ２ポリペプチドを発現するためにトランスジェニック動物

もまた使用し得る。例えば、トランスジェニック乳産生動物（例えば、雌ウシま

たはヤギ）を使用し、本発明のグルコシル化ポリペプチドを動物の乳に得ること
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ができる。ＣＨＬ２ポリペプチドを産生するために植物もまた使用し得るが、し

かし、一般的に、植物において生じるグリコシル化は、哺乳動物細胞において産

生されるものとは異なり、ヒト治療に適切ではないグリコシル化産物を生じ得る

。

      【０１３９】

  （ポリペプチド産生）

  ＣＨＬ２ポリペプチド発現ベクターを含む宿主細胞は、当業者に周知の標準的

な培地を使用して培養され得る。この培地は、通常、細胞の増殖および生存に必

要な全ての栄養分を含む。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞を培養するための適切な培地として

は、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）および／またはＴｅｒｒｉｆｉｃ

  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）が挙げられる。真核生物細胞を培養するための適切な培地

としては、Ｒｏｓｗｅｌｌ  Ｐａｒｋ  Ｍｅｍｏｒｉａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

  ｍｅｄｉｕｍ  １６４０（ＲＰＭＩ  １６４０）、Ｍｉｎｉｍａｌ  Ｅｓｓｅ

ｎｔｉａｌ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）および／またはＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍ

ｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）が挙げられ、これらの

全ては、培養される特定の細胞株に必要な血清および／または増殖因子を補充さ

れ得る。昆虫細胞についての適切な培地は、必要に応じて、イーストレート（ｙ

ｅａｔｏｌａｔｅ）、ラクトアルブミン加水分解産物、および／または胎仔ウシ

血清を補充したグレース培地である。

      【０１４０】

  代表的に、トランスフェクトされた細胞または形質転換された細胞の選択的な

増殖に有用な抗生物質または他の化合物が、培地に補充物質として加えられる。

使用される化合物は、宿主細胞が形質転換されるプラスミドに存在する選択マー

カーエレメントによって検出可能である。例えば、選択マーカーエレメントがカ

ナマイシン耐性である場合、培養倍地に加えられる化合物は、カナマイシンであ

る。選択的増殖のための他の化合物としては、アンピシリン、テトラサイクリン

、およびネオマイシンが挙げられる。

      【０１４１】

  宿主細胞によって産生されるＣＨＬ２ポリペプチドの量は、当該分野において
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公知の標準的な方法を使用して評価され得る。このような方法としては、限定し

ないが、ウェスタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動、

非変性ゲル電気泳動、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）分離、免疫沈降

、および／またはＤＮＡ結合ゲル移動アッセイのような活性アッセイが挙げられ

る。

      【０１４２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計される場合、ポリ

ペプチドの大部分は、細胞培養培地中で見出され得る。しかし、ＣＨＬ２ポリペ

プチドが宿主細胞から分泌されない場合、細胞質および／または核（真核宿主細

胞について）に、あるいは、細胞質ゾル（グラム陰性細菌宿主細胞について）に

存在する。

      【０１４３】

  宿主細胞細胞質および／または核（真核生物宿主細胞について）に位置するか

または細胞質ゾル（細菌宿主細胞について）に位置するＣＨＬ２ポリペプチドに

ついて、細胞内物質（グラム陰性細菌についての封入体を含む）は、当業者に公

知の任意の標準的な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、均質化、および／または超音波処理、続く遠心分離によ

って、ペリプラズム／細胞質の含有量を放出するように溶解され得る。

      【０１４４】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが細胞質ゾル内に封入体を形成した場合、この封入体は

、しばしば、内部および／または外部細胞膜に結合され得、従って、主に、遠心

分離後にペレット材料において見出される。次いで、ペレット材料は、ｐＨ極限

値で処理され得るか、あるいはジチオトレイトールのような還元剤の存在下アル

カリ性のｐＨで、またはトリスカルボキシエチルホスフィンの存在下酸性のｐＨ

で、界面活性剤、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、または尿素誘導体のよ

うなカオトロピック剤で処理して、封入体を放出させ、分断させ、そして溶解さ

せ得る。次いで、溶解されたＣＨＬ２ポリペプチドは、ゲル電気泳動、免疫沈降

などを使用して分析され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドを単離することが望ましい

場合、単離は、本明細書中およびＭａｒｓｔｏｎら，１９９０，Ｍｅｔｈ．Ｅｎ
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ｚ．，１８２：２６４－７５に記載される方法のような標準的な方法を使用して

達成され得る。

      【０１４５】

  いくつかの場合、ＣＨＬ２ポリペプチドは、単離の際、生物学的に活性でなく

ても良い。「再折り畳みする」、つまり、ポリペプチドをその三次構造に変換し

、ジスルフィド連結を生成するための種々の方法を使用して、生物学的活性を回

複し得る。このような方法は、溶解されたポリペプチドをあるｐＨ（通常７より

上）および特定の濃度のカオトロピック剤（ｃｈａｏｔｒｏｐｅ）の存在に曝露

する工程を包含する。カオトロピック剤の選択は、封入体溶解に使用される選択

肢に非常に類似するが、通常、カオトロピック剤は低い濃度で使用され、溶解に

使用されるカオトロピック剤と必ずしも同一ではない。多くの場合、再折り畳み

／酸化溶液はまた、還元剤、または特定の比の還元剤およびその酸化形態を含ん

で、特定の酸化還元電位を生成し、タンパク質のシステイン架橋の形成を生じる

ジスルフィドシャフリングを可能にする。通常使用される酸化還元対のいくつか

としては、システイン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチオビスＧＳ

Ｈ、塩化銅（ＩＩ）、ジチオトレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴＴ、および

２，２－メルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂ（ＭＥ）が挙げられる。

多くの場合において、共溶媒が使用され得るか、または再折り畳みの効率を増加

するのに必要であり得、この目的のために使用されるより一般的な試薬としては

、グリセロール、種々の分子量のポリエチレングリコール、アルギニンなどが挙

げられる。

      【０１４６】

  封入体がＣＨＬ２ポリペプチドの発現において有意な程度まで形成されない場

合、ポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中に見出され

る。ポリペプチドは、さらに、本明細書中に記載されるような方法を使用して上

清から単離され得る。

      【０１４７】

  溶液からのＣＨＬ２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。ポリペプチドが、ヘキサヒスチジン（ＣＨＬ２ポリペプチド／ｈｅｘａＨｉ
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ｓ）のようなタグまたは他の小さなペプチド（例えば、ＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａ

ｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ．，Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ，ＣＴ）またはｍｙｃ（Ｉｎｖｉ

ｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））をそのカルボキシ末端またはアミノ

末端のいずれかにおいて含むように合成された場合、カラムマトリクスがタグに

ついて高い親和性を有するアフィニティーカラムに溶液を通すことによって一工

程で精製され得る。

      【０１４８】

  例えば、ポリヒスチジンは、ニッケルに対して大きな親和性および特異性を有

して結合する。従って、ニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑｉａｇｅ

ｎ（登録商標）ニッケルカラム）は、ＣＨＬ２ポリペプチド／ｐｏｌｙＨｉｓの

精製のために使用され得る。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉ

ｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  §  １０．１１．８（Ａｕｓｕｂｅ

ｌら，ｅｄｓ．，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．  ａｎｄ  Ｗｉ

ｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９３）を参照のこと。

      【０１４９】

  さらに、ＣＨＬ２ポリペプチドは、ＣＨＬ２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によって精製され得る。

      【０１５０】

  精製のための他の適切な手段はとしては、限定しないが、アフィニティークロ

マトグラフィー、免疫親和性クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィ

ー、モレキュラーシーブクロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、電気泳動（ネイティブ

なゲル電気泳動を含む）、続くゲル溶出、および分取用等電集束法（「アイソプ

ライム（Ｉｓｏｐｒｉｍｅ）」機械／技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ

ｃ，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）が挙げられる。いくつかの場合におい

て、２つ以上の精製技術を、増加した純度を達成するために組み合わせられ得る

。

      【０１５１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら，１９６３，Ｊ．Ａｍ

．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９；Ｈｏｕｇｈｔｅｎら，１９８５，Ｐｒｏ
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ｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１３２；およびＳｔｅｗａ

ｒｔおよびＹｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈ

ｅｓｉｓ（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．１９８４）に記載されるよ

うな当該分野で公知の技術を使用する、化学合成法（例えば、固相ペプチド合成

）によって調製され得る。このようなポリペプチドは、アミノ末端にメチオニン

を有するかまたは有さないで合成され得る。化学的に合成されたＣＨＬ２ポリペ

プチドは、これらの参考文献に記載される方法を使用して酸化され得て、ジスル

フィド架橋を形成し得る。化学的に合成されたＣＨＬ２ポリペプチドは、組換え

的に産生されるかまたは天然の供給源から精製される対応するＣＨＬ２ポリペプ

チドに匹敵する生物学的活性を有すると期待され、従って、組換えまたは天然の

ＣＨＬ２ポリペプチドと相互交換可能に使用され得る。

      【０１５２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドを得る別の手段は、ＣＨＬ２ポリペプチドが天然に見出

される供給源の組織および／または流体のような生物学的サンプルからの精製に

よる。このような精製は、本明細書中に記載されるようなタンパク質精製のため

の方法を使用して行われ得る。精製の間、ＣＨＬ２ポリペプチドの存在が、例え

ば、組換え的に産生されたＣＨＬ２ポリペプチドまたはそのペプチドフラグメン

トに対して調製される抗体を使用してモニターされ得る。

      【０１５３】

  核酸およびポリペプチドを産生するための多くのさらなる方法は、当該分野に

おいて公知であり、この方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドに対して特異性を有する

ポリペプチドを産生するために使用され得る。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓら，１９

９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９４：１２２９７

－３０３を参照のこと。これは、ｍＲＮＡとそのコードされるペプチドとの間の

融合タンパク質の産生を記載する。Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９９９，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ

ｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ  ３：２６８－７３もまた参照のこと。さらに、米国

特許第５，８２４，４６９号は、特定の生物学的機能を実行し得るオリゴヌクレ

オチドを得るための方法を記載する。この手順は、異種プールのオリゴヌクレオ

チドを生成する工程を包含し、それぞれが、５’無作為化配列、中心予備選択配
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列、および３’ランダム化配列を有する。得られる異種プールは、所望の生物学

的活性を示さない細胞の集団に導入される。次いで、細胞の亜集団を、所定の生

物学的機能を示すものについてスクリーニングする。その亜集団から、所望の生

物学的機能を実行し得るオリゴヌクレオチドが単離される。

      【０１５４】

  米国特許第５，７６３，１９２号；同第５，８１４，４７６号；同第５，７２

３，３２３号；および同第５，８１７，４８３号は、ペプチドまたはポリペプチ

ドを産生するためのプロセスを記載する。これは、確率論的遺伝子またはそのフ

ラグメントを産生し、次いで、確率論的遺伝子によってコードされた１以上のタ

ンパク質を産生する宿主細胞にこれらの遺伝子を導入することによって達成され

る。次いで、この宿主細胞は、所望の活性を有するペプチドまたはポリペプチド

を産生する、これらのクローンを同定するためにスクリーニングされる。

      【０１５５】

  ペプチドまたはポリペプチドの産生するための別の方法は、Ａｔｈｅｒｓｙｓ

，Ｉｎｃ．によって出願されたＰＣＴ／ＵＳ９８／２００９４（ＷＯ９９／１５

６５０）（「Ｒａｎｄｏｍ  Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒ

ｅｓｓｉｏｎ  ｆｏｒ  Ｇｅｎｅ  Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ」（ＲＡＧＥ－ＧＤ）と

して知られている）に記載されており、このプロセスは、インサイチュ組換え方

法によって、内因性遺伝子の発現または遺伝子の過剰発現の活性化を含む。例え

ば、内因性遺伝子の発現は、非相同性組換えまたは異常な組換えによって、遺伝

子の発現を活性化し得る標的細胞中に、調節配列を組み込むことによって、活性

化または増加される。この標的ＤＮＡは、まず、放射線に供せられ、そして遺伝

子プロモーターに挿入される。このプロモーターは、遺伝子の前方に最終的に配

置され、遺伝子の転写を開始する。これは、所望のペプチドまたはポリペプチド

の発現より生じる。

      【０１５６】

  これらの方法は、包括的なＣＨＬ２ポリペプチド発現ライブラリーを作製する

ために使用され得、これは、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全生物アッセイ（例えば、植物、マウスなど））におい
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て、ハイスループット表現型スクリーニングのために使用され得ることが理解さ

れる。

      【０１５７】

  （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は、組換えおよび他の手

段によって産生され得ることは、当業者によって理解される。

      【０１５８】

  （選択的結合因子）

  用語「選択的結合因子」は、１以上のＣＨＬ２ポリペプチドに対して特異性を

有する分子を言及する。適切な選択的結合因子としては、抗体およびその誘導体

、ポリペプチド、ならびに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

例示的なＣＨＬ２ポリペプチド選択的結合因子は、ＣＨＬ２ポリペプチドの特定

の部分を結合し得、これにより、ポリペプチドのＣＨＬ２ポリペプチドレセプタ

ーへの結合を阻害する。

      【０１５９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと結合する抗体および抗体フラグメントのような選択的

結合因子は、本発明の範囲内である。この抗体は、単一特異的なポリクローナル

を含むポリクローナル；モノクローナル（ＭＡｂ）；組換え；キメラ；ヒト化（

例えば、ＣＤＲ移植化）；ヒト；単鎖；および／または二特異的；ならびにフラ

グメント；改変体；またはそれらの誘導体であり得る。抗体フラグメントとして

は、ＣＨＬ２ポリペプチド上のエピトープに結合する抗体のこれらの一部を含む

。このようなフラグメントの例としては、全長抗体の酵素学的切断によって産生

されたＦａｂおよびＦ（ａｂ’）フラグメントが挙げられる。他の結合フラグメ

ントとしては、組換えＤＮＡ技術（例えば、抗体可変領域をコードする核酸配列

を含む、組換えプラスミドの発現）によって産生されたフラグメントが挙げられ

る。

      【０１６０】

  ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体は、一般に、ＣＨＬ２ポ
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リペプチドおよびアジュバンドの複数回の皮下注射または腹腔内注射によって動

物（例えば、ウサギまたはマウス）において産生される。ＣＨＬ２ポリペプチド

をキャリアタンパク質に結合させることは、有用であり得、このタンパク質は、

キーホールリンペットヘモシアニン、血清、アルブミン、ウシサイログロブリン

、またはダイズトリプシンインヒビターのように、免疫化される種において免疫

原性である。また、ミョウバンのような凝集剤は、免疫応答を増強させるために

使用される。免疫化後、この動物は採血され、そして血清を、抗ＣＨＬ２抗体タ

イターについてアッセイする。

      【０１６１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体は、培地中の連続的細胞

株によって抗体分子を産生するために提供される、任意の方法を使用して産生さ

れる。モノクローナル抗体を調製するために適切な方法の例は、Ｋｏｈｌｅｒら

、１９７５、Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－９７のハイブリドーマ法、および

ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ、１９８４、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．

１３３：３００１；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄ

ｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔ

ｉｏｎｓ  ５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，１９８７））

が挙げられる。ＣＨＬ２ポリペプチドと反応する、モノクローナル抗体を産生す

るハイブリドーマ細胞株がまた、本発明によって提供される。

      【０１６２】

  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤として使用するために、改変され得る

。１実施形態は、「キメラ」抗体であり、この重鎖（Ｈ）および／または軽鎖（

Ｌ）の一部が、特定の種から誘導されるか、または特定の抗体のクラスもしくは

サブクラスの属する抗体中の対応する配列と同一であるか、または相同性である

一方で、この鎖の残りは、別の種から誘導されるか、または特定の抗体のクラス

もしくはサブクラスに属する抗体中の対応する配列と同一であるか、または相同

性である。抗体のフラグメントが所望の生物学的活性を示す限り、これらの抗体

のフラグメントも含まれる。米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏ

ｎら、１９８５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：６８５１－５
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５を参照のこと。

      【０１６３】

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。米国特許第

５，５８５，０８９号および５，６９３，７６２号を参照のこと。一般に、ヒト

化した抗体は、非ヒトである供給源から導入された１以上のアミノ酸残基を有す

る。ヒト化は、例えば、当該分野（Ｊｏｎｅｓら、１９８６、Ｎａｔｕｒｅ  ３

２１：５２２－２５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９９８、Ｎａｔｕｒｅ  ３３２

：３２３－２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：

１５３４－３６）で記載される方法を使用して、鋸状相補的決定領域（ＣＤＲ）

の少なくとも一部をヒトの抗体の対応する領域と置換することによって、実施さ

れる。

      【０１６４】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと結合するヒト抗体がまた、本発明によって包含される

。内因性の免疫グロブリンの産物の非存在下で、ヒト抗体のレパートリーを産生

し得る、トランスジェニック動物（例えば、マウス）を使用して、このような抗

体は、ＣＨＬ２ポリペプチド抗原（すなわち、少なくとも６個の連続アミノ酸を

有する）を用いて免疫化することによって産生され、必要に応じて、キャリアに

結合される。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．９０：２５５１－５５；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，１９９

３，Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５－５８；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら，１９９

３，Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ．７：３３を参照のこと。１つの方法におい

て、このようなトランスジェニック動物は、本明細書中の重鎖および軽鎖免疫グ

ロブリンをコードする内因性遺伝子座を無能にし、そしてヒトの重鎖および軽鎖

タンパク質をそのゲノムに挿入することによって産生される。次いで、部分的に

改変された動物（この動物は、改変体の完全相補体未満を有する）は、所望の免

疫系の改変体の全てを得るためにクロスブレッドされる。免疫原が投与される場

合、これらのトランスジェニック動物が、ヒト（例えば、マウスではない）アミ

ノ酸配列（このアミノ酸配列は、これらの抗原に対して免疫特異性である改変領
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域を含む）を有する抗体を産生する。例えば、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９６

／０５９２８およびＰＣＴ／ＵＳ９３／０６９２６を参照のこと。さらなる方法

は、米国特許第５，５４５，８０７、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９１／２４５

およびＰＣＴ／ＧＢ８９／０１２０７、ならびに欧州特許第５４６０７３Ｂ１お

よび５４６０７３Ａ１に記載される。ヒト抗体はまた、宿主細胞中の組換えＤＮ

Ａの発現または本明細書中に記載されるようなハイブリドーマ細胞中での発現に

よって産生され得る。

      【０１６５】

  代替の実施形態において、ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリ

から産生され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．２２７：３８１；Ｍａｒｋｓら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：

５８１）。これらにより、糸状のバクテリオファージの表面上の抗体レパートリ

ーのディスプレイを介した模倣免疫選択、および選択した抗原への結合によるフ

ァージの続く選択を処理する。１つのこのような技術は、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ

／ＵＳ９８／１７３６４に記載されており、これには、このようなアプローチを

使用して、ＭＰＬ－レセプターおよびｍｓｋ－レセプターについて、高い親和性

および機能的なアンタゴニスト抗体の単離が記載される。

      【０１６６】

  キメラ抗体、ＣＤＲ移植化抗体、およびヒト化抗体は、代表的に組換え方法に

よって産生される。抗体をコードする核酸は、宿主細胞中に導入され、そして本

明細書中に記載される物質および手順を使用して発現される。好ましい実施形態

において、この抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）中で処理され

る。モノクローナル（例えば、ヒト）抗体は、本明細書中に記載されるように、

宿主細胞中での組換えＤＮＡの発現またはハイブリドーマ細胞中での発現によっ

て産生され得る。

      【０１６７】

  本発明の抗－ＣＨＬ２抗体は、ＣＨＬ２ポリペプチドの検出および定量のため

に、任意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的および間接

的サンドイッチアッセイ、および免疫沈降アッセイ）において使用され得る（Ｓ
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ｏｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏ

ｆ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，

１９８７））。この抗体は、使用されるアッセイ方法に対して、適切である親和

性でＣＨＬ２ポリペプチドと結合する。

      【０１６８】

  診断適用のために、特定の実施形態において、抗－ＣＨＬ２抗体は、検出可能

な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的のいずれか

で、検出可能なシグナルを産生し得る任意の部分であり得る。例えば、検出可能

な部分は、放射性同位体（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、１２５Ｉ、

９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、または６７Ｇａ）；蛍光化合物または化学的蛍光化合物

（フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、もしくはルシフェリン）、

または酵素（アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、もしくはホース

ラディシュペルオキシダーゼ）であり得る（Ｂａｙｅｒら，１９９０，Ｍｅｔｈ

．Ｅｎｚ．１８４：１３８－６３）。

      【０１６９】

  競合結合アッセイは、標識した標準（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチド、または

その免疫学的に活性な部分）の能力に依存し、限定された量の抗－ＣＨＬ２抗体

との結合に関して、試験サンプル検体（ＣＨＬ２ペプチド）と競合する。試験サ

ンプル中のＣＨＬ２ポリペプチドの量は、抗体と結合する標準の量と反比例する

。結合する標準の量を決定するのを容易にするために、この抗体は、競合前また

は後に、代表的に免疫化され、この抗体と結合する標準および検体は、結合しな

いままの標準および検体から好都合に分離され得る。

      【０１７０】

  サンドイッチアッセイは、２つの抗体の使用に代表的に関連し、各々は、決定

および／または定量されるべきタンパク質の異なる免疫部分またはエピトープに

結合し得る。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル検体は、固体支

持体上に免疫化される一次抗体によって代表的に結合され、その後、二次抗体が

、この検体に結合され、可溶の３部の複合体を形成する。例えば、米国特許第４

，３７６，１１０を参照のこと。二次抗体自体は、検出可能な部分で標識される
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か（直接的なサンドイッチアッセイ）、または検出可能な部分で標識される抗－

免疫グロブリン抗体を使用して（間接的なサンドイッチアッセイ）測定され得る

。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検定

法（ＥＬＩＳＡ）（この場合、検出可能な部分は、酵素である）である。

      【０１７１】

  抗－ＣＨＬ２抗体を含む、選択的結合因子はまた、インビボイメージングのた

めに有用である。検出可能な部分で標識した抗体は、動物に、好ましくは、血流

に投与され得、宿主中で標識した抗体の存在および位置がアッセイされる。この

抗体は、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

かによって、動物中で検出可能である任意の部分で標識され得る。

      【０１７２】

  抗体を含む、本発明の選択的結合因子は、治療剤として使用され得る。これら

の治療剤は、一般に、アゴニストまたはアンタゴニストであり、これらは、少な

くとも１つのＣＨＬ２ポリペプチドの生物学的活性を、それぞれ増強または減少

させるかのいずれかである。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、ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的に結合し得、そしてインビボまたはイン

ビトロでＣＨＬ２ポリペプチドの機能活性を阻害または排除し得る、ＣＨＬ２ポ

リペプチドと特異的に結合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、この選択的結合因子（例えば、アンタゴニスト抗体）は

、少なくとも約５０％、および好ましくは、少なくとも約８０％によって、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの機能活性を阻害する。別の実施形態において、選択的結合ア

ッセイは、ＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナー（リガンドまたはレセプター）

と相互作用し得る抗－ＣＨＬ２ポリペプチド抗体であり、これにより、インビト

ロまたはインビボにおいてＣＨＬ２ポリペプチド活性を阻害または排除する。ア

ゴニストおよびアンタゴニスト抗体－ＣＨＬ２ポリペプチド抗体を含む、選択的

結合因子は、当該分野で周知であるスクリーニングアッセイによって同定される

。

      【０１７３】

  本発明はまた、ＣＨＬ２選択的結合因子（例えば、抗体）を含むキットおよび
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生物学的サンプル中でＣＨＬ２ポリペプチドレベルを検出するために有用である

他の試薬に関する。このような試薬はまた、血清を遮断する検出可能な標識、ポ

ジティブおよびネガティブコントロールサンプル、および検出試薬を含み得る。

      【０１７４】

  （マイクロアレイ）

  ＤＮＡマイクロアレイ技術は、本発明に従って利用され得ることが理解される

。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

の小型高密度アレイである。このアレイ内の各細胞またはエレメントは、相補的

核酸配列（ｍＲＮＡ）とハイブリダイゼーションするための標識として作用する

、単一の核酸種の複数のコピーを含む。ＤＮＡマイクロアレイ技術を使用する発

現プロフィールにおいて、ｍＲＮＡは、最初に細胞または組織サンプルから抽出

され、次いで、酵素的に蛍光標識されたｃＤＮＡに変換される。この材料は、マ

イクロアレイにハイブリダイズされ、そして未結合のｃＤＮＡは、洗浄により除

去される。次いで、このアレイ上に示された個々の遺伝子の発現は、各々核酸分

子を標的するために特異的に結合される、標識されたｃＤＮＡの量を定量するこ

とによって視覚化される。このようにして、数千もの遺伝子の発現が、生物学的

材料の単一サンプルから、ハイスループットの並行様式で定量され得る。

      【０１７５】

  このハイスループット発現プロフィールは、本発明のＣＨＬ２分子に関連して

広範の適用を有し、これには、以下が挙げられるが、これに限定されない：治療

のための標的として、ＣＨＬ２疾患関連遺伝子の同定および確認；関連するＣＨ

Ｌ２分子およびそのインヒビターの分子毒性；臨床試験のための代替マーカーの

集団および産生の階層化；およびハイスループットスクリーニングにおいて、選

択化合物の同定を援助することによって、関連するＣＨＬ２ポリペプチド小分子

薬物発見を増強すること。

      【０１７６】

  （化学的誘導体）

  ＣＨＬ２ポリペプチドの化学的に改変された誘導体は、この開示が、本明細書

中に記載された場合、当業者によって調製され得る。ＣＨＬ２ポリペプチド誘導



(80) 特表２００３－５２５６１１

体は、このポリペプチドに天然で結合した分子の型または位置のいずれかで、異

なる様式で改変される。誘導体は、１以上の天然で結合した化学的な基の除去に

よって形成される分子を含み得る。配列番号２、配列番号５、または他のＣＨＬ

２ポリペプチドのいずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドは、１以上のポリ

マーの共有結合によって改変され得る。例えば、選択されたポリマーは、代表的

に水溶性であり、その結果、結合するタンパク質は、水環境（例えば、生理学的

な環境）下で沈殿しない。ポリマーの混合物が、適切なポリマーの範囲内に含ま

れる。好ましくは、目的産物の調製の治療学的使用のために、このポリマーは、

薬学的に受容可能である。

      【０１７７】

  このポリマーの各々は、任意の分子量を有し得、そして分枝または非分枝であ

り得る。このポリマーの各々は、代表的に、約２ｋＤａと約１００ｋＤａとの間

の平均分子量を有する（この用語「約（およそ）」は、水溶性ポリマーの調製の

際に、上記の分子量より多い、いくらか少ない重量を有することを示す）。各ポ

リマーの平均分子量は、好ましくは、約５ｋＤａと約５０ｋＤａの間、より好ま

しくは、約１２ｋＤａと約４０ｋＤａとの間、そして最も好ましくは、約２０ｋ

Ｄａと約３５Ｄａとの間である。

      【０１７８】

  適切な水溶性ポリマーまたはその混合物としては、以下が挙げられるが、これ

らに限定されない：Ｎ－連結またはＯ－連結炭水化物、糖、リン酸、ポリエチレ

ングリコール（ＰＥＧ）（これは、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、タンパク質を誘導するた

めに使用されたＰＥＧの形態を含む）、モノメトキシ－ポリエチレングリコール

、デキストラン（例えば、低分子量（例えば、約６ｋＤ）のデキストラン）、セ

ルロース、または他の炭水化物ベースのポリマー、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリジ

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／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール（例

えば、グリセロール）、およびビニルアルコール。共有結合したＣＨＬ２ポリペ

プチド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
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発明に含まれる。

      【０１７９】

  一般に、化学的誘導は、活性化したポリマー分子とタンパク質を反応させるた

めに使用される任意の適切な条件下で、実施され得る。ポリペプチドの化学的誘

導体を調製するための方法は、以下の工程を包含する：（ａ）配列番号２、配列

番号５、または他のＣＨＬ２ポリペプチドのいずれかのアミノ酸配列を含むポリ

ペプチドが、１以上のポリマー分子に結合する条件下で、活性化したポリマー分

子（例えば、ポリマー分子の反応性エステルまたはアルデヒド誘導体）とポリペ

プチドを反応させる工程、ならびに（ｂ）反応生成物を得る工程。最適の反応条

件は、既知のパラメータおよび所望の結果に基づいて決定される。例えば、ポリ

マー分子のタンパク質に対する比が大きくなるほど、結合したポリマー分子の割

合も大きくなる。１実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体は、アミノ

末端の単一ポリマー分子部分を有する。例えば、米国特許第５，２３４，７８４

号を参照のこと。

      【０１８０】

  ポリペプチドのペギル化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）は、当該分野で公知の任意

のペギル化反応を使用して特異的に実施され得る。このような反応は、例えば、

以下の参考文献に記載されている：Ｆｒａｎｃｉｓら，１９９２，Ｆｏｃｕｓ  

ｏｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒｓ  ３：４－１０；欧州特許第０１５４３１

６号および０４０１３８４号；ならびに米国特許第４，１７９，３３７号。例え

ば、ペギル化は、本明細書中に記載されるように、反応性ポリエチレングリコー

ル分子（または、類似の反応性水溶性ポリマー）とのアシル化反応またはアルキ

ル化反応を介して実施され得る。アシル化反応のために、選択されたポリマーは

、単一の反応性エステル基を有する。還元的アルキル化について、選択されたポ

リマーは、単一の反応性アルデヒド基を有する。例えば、反応性アルデヒド、ポ

リエチレングリコールプロピオンアルデヒドであり、これは、水溶性、またはモ

ノＣ１－Ｃ１０アルコキシもしくはそのアリールオキシ誘導体である（米国特許

第５，２５２，７１４号を参照のこと）。

      【０１８１】
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  別の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、ビオチンに化学的に連結さ

れ得る。次いで、このビオチン／ＣＨＬ２ポリペプチド分子は、アビジンに結合

され得、その結果、４価のアビジン／ビオチン／ＣＨＬ２ポリペプチド分子が得

られる。ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）またはチ

リニトロフェノール（ＴＮＰ）に共有結合され得、そして得られた結合体は、抗

－ＤＮＰまたは抗－ＴＮＰ－ＩｇＭと共に沈殿し、１０価の十量体の結合体を形

成する。

      【０１８２】

  一般に、本発明のＣＨＬ２ポリペプチド誘導体の投与によって、緩和または調

節され得る条件は、ＣＨＬ２ポリペプチドについて本明細書中に記載されたもの

を含む。しかし、本明細書中に開示されるＣＨＬ２ポリペプチド誘導体は、非誘

導体化分子と比較した場合、さらなる活性、増強または減少した生物学的活性、

または他の特性（例えば、増加または減少した半減期）を有し得る。

      【０１８３】

  （遺伝子操作した非ヒト動物）

  マウス、ラット、または他のげっ歯類；ウサギ、ヤギ、ヒツジ、または他の家

畜のような非ヒト動物が、さらに本発明の範囲内に含まれ、ここで、天然のＣＨ

Ｌ２ポリペプチドをコードする遺伝子は中断（すなわち「ノックアウト」）され

、ＣＨＬ２ポリペプチドの発現レベルは、有意に減少するか、または完全に破壊

される。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。

      【０１８４】

  本発明は、マウス、ラット、または他のげっ歯類；ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ま

たは他の家畜のような非ヒト動物をさらに含み、この動物のＣＨＬ２遺伝子の天

然の形態または非相同性ＣＨＬ２遺伝子のいずれかが、動物によって過剰発現さ

れ、これによって、「トランスジェニック」動物を作製する。このようなトラン

スジェニック動物は、米国特許第５，４８９，７４３号およびＰＣＴ公開番号Ｗ

Ｏ９４／２８１２２号に記載されるような周知の方法を使用して調製され得る。

      【０１８５】
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  本発明は、非ヒト動物をさらに含み、ここで、本発明の１以上のＣＨＬ２ポリ

ペプチドのプロモーターは、（例えば、相同的な組換え方法を使用することによ

って）活性化されるか、または活性化されず、１以上の天然ＣＨＬ２ポリペプチ

ドの発現のレベルを改変する。

      【０１８６】

  これらの非ヒト動物は、薬物候補物スクリーニングのために使用され得る。こ

のようなスクリーニングにおいて、動物での薬物候補物の影響が測定され得る。

例えば、薬物候補物は、ＣＨＬ２遺伝子の発現を減少または増加させ得る。特定

の実施形態において、産生されるＣＨＬ２ポリペプチドの量は、動物を薬物候補

物に曝露した後に測定され得る。さらに、特定の実施形態において、動物での薬

物候補物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により、

疾患状態または病理学的状態を生じるか、または関連する。このような場合にお

いて、遺伝子の発現を減少させるための薬物候補物の能力または病理学的状態を

防止または阻害するための能力を試験し得る。別の例において、ポリペプチドの

フラグメントのような、特定の代謝産物の産生により、疾患状態または病理学的

状態を生じるか、または関連する。このような場合において、このような代謝産

物の産生を減少させるための薬物候補物の能力または病理学的状態を防止または

阻害するための能力を試験し得る。

      【０１８７】

  （ＣＨＬ２ポリペプチド活性の他の調節因子についてのアッセイ）

  いくつかの状態において、ＣＨＬ２ポリペプチドの活性の修飾因子である分子

（例えば、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。

ＣＨＬ２ポリペプチドを調節する天然または合成分子は、本明細書中に記載され

るように、１以上のスクリーニングアッセイを使用して同定され得る。このよう

な分子は、インビトロ様式またはエキソビボ様式のいずれかで、注射、または経

口送達、移植デバイスなどによって投与され得る。

      【０１８８】

  「試験分子」とは、ＣＨＬ２ポリペプチドの活性を調節する（すなわち、増加

または減少させる）ための能力について評価する分子を言う。最も一般的に、試
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験分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドと直接的に相互作用する。しかし、試験分子は

また、例えば、ＣＨＬ２遺伝子発現に影響を与えることによって、またはＣＨＬ

２ポリペプチド結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド）に結合す

ることによって、ＣＨＬ２ポリペプチド活性を間接的に調節し得る。１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（ａｆｆｉｎｉｔｙ  ｃｏｎｓｔａｎｔ）でＣＨＬ２ポリペプチドと

結合する。

      【０１８９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法は、本発明

によって包含される。特定の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、試験

分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用が可能な条件下で、試験分子と共にイ

ンキュベートされ、そして相互作用の範囲が測定される。試験分子は、実質的に

精製された形態または粗製の混合物中でスクリーニングされ得る。

      【０１９０】

  特定の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドアゴニストまたはアンタゴニ

ストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質、または低分子量の分子であり

得、これは、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用して、その活性を調節する。ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの発現を調節する分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする

核酸と相補的であるか、またはＣＨＬ２ポリペプチドの発現を指向または制御す

る核酸配列に対して相補的である核酸分子、および発現のアンチセンス制御因子

として作用する核酸分子を含む。

      【０１９１】

  一旦、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用する場合に、試験化合物が、同定され

ると、この分子は、ＣＨＬ２ポリペプチド活性を増加または減少させる能力につ

いてさらに評価され得る。試験分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用の測定

は、いくつかの形態で実施され得、これには、細胞ベースの結合アッセイ、膜結

合アッセイ、液相アッセイ、および免疫アッセイが挙げられる。一般に、試験分

子は、特定の期間、ＣＨＬ２ポリペプチドと共にインキュベートされ、そしてＣ
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ＨＬ２ポリペプチド活性が、生物学的活性を測定するために１以上のアッセイに

よって決定される。

      【０１９２】

  試験分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用はまた、免疫アッセイにおいて

、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体を使用して直接的にアッセイされ得

る。あるいは、本明細書中に記載されるようなエピトープタグを含むＣＨＬ２ポ

リペプチドの改変形態は、溶液および免疫アッセイ中で使用され得る。

      【０１９３】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが、結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガン

ド）との相互作用を介して、生物学的活性を示す場合において、種々のインビト

ロアッセイが、対応する結合パートナー（選択的結合因子、レセプター、または

リガンド）へのＣＨＬ２ポリペプチドの結合を測定するために使用され得る。こ

れらのアッセイは、結合パートナーに対するＣＨＬ２ポリペプチドの結合の速度

および／または速度を増加または減少させるために、試験分子をスクリーニング

するために使用され得る。１アッセイにおいて、ＣＨＬ２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化される。次いで、放射標識したＣＨＬ

２ポリペプチド結合パートナー（例えば、ヨウ素化したＣＨＬ２ポリペプチド結

合パートナー）および試験化合物は、このウェルに、一時に一方を（いずれかの

順序で）または同時に添加され得る。インキュベーション後に、このウェルを洗

浄し、そしてシンチレーション計数器を使用して、放射活性を計数し、結合パー

トナーがＣＨＬ２ポリペプチドに結合する範囲を決定する。代表的に、分子は、

濃度範囲にわたって試験され、そして試験アッセイの１以上を欠く一連のコント

ロールウェルは、結果の評価の正確性のために使用され得る。この方法の代わり

は、タンパク質の「位置」を逆にする工程（すなわち、マイクロタイタープレー

トウェルに対してＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーを固定化し、試験分子お

よび放射標識したＣＨＬ２ポリペプチドをインキュベートし、そしてＣＨＬ２ポ

リペプチド結合の範囲を決定する工程）を包含する。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、第１８章（

Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．ならびにＷ
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ｉｌｅｙおよびＳｏｎｓ１９９５）を参照のこと。

      【０１９４】

  放射性標識に対する代替として、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはその結合パート

ナーは、ビオチンと結合体化され得、そしてビオチン化されたタンパク質の存在

が、次いで、酵素（例えば、わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）またはアルカリ

ホスファターゼ（ＡＰ））（これらは、比色定量的に検出される）に結合したス

トレプトアビジンを使用して検出され得るか、またはストレプトアビジンの蛍光

タグ化によって検出され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペプチ

ド結合パートナー（これらは、ビオチンに結合されている）に対する抗体はまた

、ＡＰまたはＨＲＰに連結した酵素連結ストレプトアビジンとの複合体のインキ

ュベーションに続いて、検出の目的のために使用され得る。

      【０１９５】

  ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーは、アガロ

ースビーズ、アクリルビーズ、または他の型のこのような不活性な固体相基材へ

の付着によって固定化され得る。基材－タンパク質複合体は、相補タンパク質お

よび試験化合物を含む溶液内に配置され得る。インキュベーション後、これらの

ビーズは、遠心分離によって沈澱され得、そしてＣＨＬ２ポリペプチドとその結

合パートナーとの間の結合の量が、本明細書中に記載の方法を使用して評価され

得る。あるいは、基材－タンパク質複合体は、カラムを通過する、試験分子およ

び相補タンパク質を用いてカラム内に固定化され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドト

その結合パートナーとの間の複合体の形成が、次いで、本明細書中に記載の技術

（例えば、放射性標識または抗体結合）のいずれかを使用して評価され得る。

      【０１９６】

  ＣＨＬ２ポリペプチド結合タンパク質とＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナー

との間の複合体の形成を増加または減少させる試験分子を同定するために有用な

別のインビトロアッセイは、表面プラズモン共鳴検出器システム（例えば、ＢＩ

Ａｃｏｒｅアッセイシステム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ

Ｊ））である。ＢＩＡｃｏｒｅシステムは、製造業者によって特定されるように

利用される。このアッセイは、本質的に、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２
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ポリペプチド結合パートナーのいずれかの、デキストランでコートされたセンサ

ーチップ（これは、検出器に存在する）への共有結合を含む。次いで、この試験

化合物および他の相補タンパク質が、同時にかまたは連続的にかのいずれかで、

センサーチップを含むチャンバーに注入され得る。結合する相補タンパク質の量

は、センサーチップのデキストランコート側面に物理的に関係する分子の質量の

変化に基づいて評価され得、この分子の質量の変化は、検出器システムによって

測定される。

      【０１９７】

  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、ＣＨＬ２ポリペプ

チドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体の形成を増加または

減少させるそれらの能力について評価することが所望され得る。これらの場合に

おいて、本明細書中に記載のアッセイは、第一の試験化合物と同時にか、または

それに続いてのいずれかで、このようなさらなる試験化合物を添加することによ

って容易に改変され得る。このアッセイにおける工程の残りは、本明細書中に記

載される。

      【０１９８】

  インビトロアッセイ（例えば、本明細書中に記載されるもの）は、ＣＨＬ２ポ

リペプチドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体の形成に対す

る効果について、多数の化合物をスクリーニングするために、有利に使用され得

る。これらのアッセイは、ファージディスプレイ、合成ペプチド、および化学合

成ライブラリーにおいて生成された化合物をスクリーニングするために、自動化

され得る。

      【０１９９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体

の形成を増加または減少される化合物はまた、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨ

Ｌ２ポリペプチド結合パートナーＦのいずれかを発現する細胞および細胞系統を

使用して、細胞培養物においてスクリーニングされ得る。細胞および細胞系統は

、任意の哺乳動物から得られ得るが、好ましくは、ヒト、または他の霊長類、イ

ヌ類またはげっ歯類の供給源由来である。ＣＨＬ２ポリペプチドの、ＣＨＬ２ポ
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リペプチド結合パートナーを発現する細胞への、その表面での結合は、試験化合

物の存在または非存在下で評価され、そして結合の程度が、例えば、ＣＨＬ２ポ

リペプチド結合パートナーに対するビオチン化抗体を使用するフローサイトメト

リーによって決定され得る。細胞培養アッセイは、本明細書中に記載されるタン

パク質結合アッセイにおいて、陽性であるとスコア付けされる化合物をさらに評

価するために有利に使用され得る。

      【０２００】

  細胞培養物はまた、薬物候補の影響をスクリーニングするために使用され得る

。例えば、薬物候補は、ＣＨＬ２遺伝子の発現を減少または増加させ得る。特定

の実施形態において、生成されるＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペプ

チドフラグメントの量は、細胞培養物の薬物候補への曝露の後に測定され得る。

特定の実施形態において、細胞培養物への薬物候補の実質的な影響が検出され得

る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、細胞培養物への特定の影響を有し得る

。このような場合に、遺伝子の発現を増加または減少させる薬物候補の能力、ま

たは細胞培養物に対する特定の影響を予防または阻害するその能力が試験され得

る。他の例において、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラグメントな

ど）の生成が、疾患または病的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。

このような場合、細胞培養物におけるこのような代謝産物の生成を減少する薬物

候補の能力が試験され得る。

      【０２０１】

  （内部移行タンパク質）

  ｔａｔタンパク質配列（ＨＩＶ由来）が、タンパク質を細胞内に内部移行させ

るために、使用され得る。例えば、Ｆａｌｗｅｌｌら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：６６４－６８を参照のこと。例

えば、ＨＩＶ  ｔａｔタンパク質の１１アミノ酸の配列（Ｙ－Ｇ－Ｒ－Ｋ－Ｋ－

Ｒ－Ｒ－Ｑ－Ｒ－Ｒ－Ｒ；配列番号１０）（「タンパク質形質導入ドメイン」、

またはＴＡＴ  ＰＤＴを称される）は、細胞の細胞質膜および核膜を横切る送達

を媒介するとして記載されている。Ｓｃｈｗａｒｚｅら，１９９９，Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２８５：１５６９－７２；およびＮａｇａｈａｒａら，１９９８，Ｎａｔ
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．Ｍｅｄ．４：１４４９－５２を参照のこと。これらの手順において、ＦＩＴＣ

構築物（ＦＩＴＣ標識Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｙ－Ｇ－Ｒ－Ｋ－Ｋ－Ｒ－Ｒ－Ｑ－Ｒ－

Ｒ－Ｒ；配列番号１１）（これは、腹腔内投与に続いて組織を貫通する）が調製

され、そしてこのような構築物の細胞への結合が、蛍光細胞分析分離（ｌｕｏｒ

ｅｓｃｅｎｃｅ  ａｃｔｉｖａｔｅｄ  ｃｅｌｌ  ｓｏｒｔｉｎｇ；ＦＡＣＳ）

分析によって検出される。ｔａｔ－β－ｇａｌ融合タンパク質で処置された細胞

は、β－ｇａｌ活性を示す。注入に続いて、このような構築物の発現が、多くの

組織（肝臓、腎臓、肺、心臓および脳組織）において検出され得る。このような

構築物は、細胞に入るためにある程度の変性を受け、そしてそれ自体、細胞内へ

の移入に続いて、再折り畳みを必要とし得ると考えられる。

      【０２０２】

  従って、ｔａｔタンパク質配列は、所望のポリペプチドを細胞に内部移入させ

るために使用され得ることが理解される。例えば、ｔａｔタンパク質配列を使用

して、ＣＨＬ２アンタゴニスト（例えば、抗ＩＬ－ｌｒａ－Ｒ選択的結合因子、

低分子、可溶性レセプター、またはアンチセンスオリゴヌクレオチド）は、ＣＨ

Ｌ２分子の活性を阻害するために、細胞内投与され得る。本明細書中で使用され

る場合、用語「ＣＨＬ２分子」は、本明細書中に定義されるような、ＣＨＬ２核

酸分子およびＣＨＬ２ポリペプチドの両方をいう。所望ならば、ＣＨＬ２タンパ

ク質自体はまた、これらの手順を使用して、細胞に内部投与され得る。Ｓｔｒａ

ｕｓ，１９９９，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８５：１４６６－６７をまた参照のこと。

      【０２０３】

  （ＣＨＬ２ポリペプチドを使用する細胞供給源の同定）

  本発明の特定の実施形態に従って、ＣＨＬ２ポリペプチドと関連する特定の細

胞型の供給源を決定することを可能することが有用であり得る。例えば、適切な

治療を選択する際の補助として疾患または病的状態の起源を決定することが有用

であり得る。特定に実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸

は、プローブとして使用されて、このようなプローブを用いて細胞の核酸をスク

リーニングすることによって、本明細書中に記載の細胞を同定し得る。他の実施

形態において、抗ＣＨＬ２ポリペプチド抗体を使用して、細胞におけるＣＨＬ２
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ポリペプチドの存在について試験し得、従って、このような細胞が本明細書中に

記載される型の細胞か否かを決定し得る。

      【０２０４】

  （ＣＨＬ２ポリペプチド組成物および投与）

  治療組成物は、本発明の範囲内である。このようなＣＨＬ２ポリペプチド薬学

的組成物は、治療有効量のＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２核酸分子を、投

与の様式と適合するように選択された薬学的にまたは生理学的に受容可能な処方

薬剤との混合物中に、含み得る。薬学的組成物は、治療有効量の１以上のＣＨＬ

２ポリペプチド選択的結合因子を、投与の様式と適合するように選択された薬学

的にまたは生理学的に受容可能な処方薬剤との混合物中に、含み得る。

      【０２０５】

  受容可能な処方物材料は、好ましくは、使用される投薬量および濃度で、レシ

ピエントに対して非毒性である。

      【０２０６】

  薬学的組成物は、例えば、ｐＨ、浸透圧、粘度、清澄性、色、等張性、におい

、無菌性、安定性、解離または放出の速度、吸着、または組成物の浸透を改変、

維持または保存するための処方物材料を含み得る。適切な処方物材料としては、

以下が挙げられるが、これらに限定されない：アミノ酸（例えば、グリシン、グ

ルタミン、アスパラギン、アルギニン、またはリジン）、抗菌剤、抗酸化剤（例

えば、アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウム、または亜硫酸水素ナトリウム（ｓｏ

ｄｉｕｍ  ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｓｕｌｆｉｔｅ））、緩衝液（例えば、ホウ酸塩

、炭酸水素塩、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン酸塩、リン酸塩、または他の有機酸）

、バルキング剤（例えば、マンニトールまたはグリシン）、キレート化剤（エチ

レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））、複合体化剤（例えば、カフェイン、ポリビ

ニルピロリドン、β－シクロデキストリン、またはヒドロキシプロピル－β－シ

クロデキストリン）、フィラー、単糖類、二糖類、および他の炭水化物（例えば

、グルコース、マンノースまたはデキストリン）、タンパク質（例えば、血清ア

ルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン）、着色剤、味付け剤および希釈剤

、乳化剤、親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドン）、低分子量ポリペ
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プチド、塩形成対イオン（例えば、ナトリウム）、保存剤（例えば、塩化ベンザ

ルコニウム、安息香酸、サリチル酸、チメロサール、フェネチルアルコール、メ

チルパラベン、プロピルパラベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸、または過酸

化水素）、溶媒（例えば、グリセリン、プロピレングリコール、またはポリエチ

レングリコール）、糖アルコール（例えば、マンニトールまたはソルビトール）

、懸濁剤、表面活性剤または湿潤剤（例えば、プルオニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ

）；ＰＥＧ；ソルビタンエステル；ポリソルビテート（例えば、ｐｏｌｙｓｏｒ

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

ン；レシチン；コレステロールまたはチロキサポール（ｔｙｌｏｘａｐａｌ））

、安定性増強剤（例えば、スクロースまたはソルビトール）、張度増強剤（例え

ば、ハロゲン化アルカリ金属（好ましくは塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）

、またはマンニトール、ソルビトール）、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および

／または薬学的なアジュバント。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕ

ｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（第１８版，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，編，Ｍａ

ｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ  １９９０を参照のこと。

      【０２０７】

  最適な薬学的組成物は、当業者によって、例えば、意図される投与経路、送達

形式、および所望の投薬量に依存して決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ

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

このような組成物は、ＣＨＬ２分子の、物理的な状態、安定性、インビボ放出の

速度、およびインビボクリアランスの速度に影響し得る。

      【０２０８】

  薬学的組成物における主要なビヒクルまたはキャリアは、本来水性または非水

性のいずれかであり得る。例えば、注入のための適切なビヒクルまたはキャリア

は、水、生理学的な生理食塩水溶液、または人工脳脊髄液であり、おそらく非経

口投与のための組成物において一般的な他の材料で補充されている。中性の緩衝

化生理食塩水または血清アルブミンと混合された生理食塩水は、さらなる例示的

なビヒクルである。他の例示的な薬学的組成物は、約ｐＨ７．０－８．５のＴｒ

ｉｓ緩衝液または約ｐＨ４．０－５．５の酢酸塩緩衝液を含み、これはさらに、
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ソルビトールまたは適切な置換物を含み得る。本発明の１つの実施形態において

、ＣＨＬ２ポリペプチド組成物は、所望の程度の純度を有する選択された組成物

を、任意の処方薬剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，前出）と混合することによって、凍結乾燥ケーキまたは水

溶液の形態で、保存のために調製され得る。さらに、ＣＨＬ２ポリペプチド産物

は、スクロースのような適切な賦形剤を使用して凍結乾燥物として処方され得る

。

      【０２０９】

  このＣＨＬ２ポリペプチドの薬学的組成物は、非経口送達のために選択され得

る。あるいは、これらの組成物は、吸入または消化管を介する送達（例えば、経

口的に）のために、選択され得る。このような薬学的に受容可能な組成物の調製

は、当該分野の技術内にある。

      【０２１０】

  処方成分が、投与の部位に受容可能な濃度で存在する。例えば、緩衝液は、生

理学的ｐＨまたは多少より低いｐＨ（典型的に、約５～約８のｐＨ範囲内）にこ

の組成物を維持するために使用される。

      【０２１１】

  非経口投与が意図される場合、本発明における使用のための治療組成物は、薬

学的に受容可能なビヒクルに所望のＣＨＬ２分子を含む発熱物質を含まない非経

口的に受容可能な水溶液の形態であり得る。非経口注入のために特に適切なビヒ

クルは、滅菌蒸留水であり、ここで、ＣＨＬ２分子が、滅菌で、等張溶液として

処方され、適切に保存される。なお、別の調製は、所望の分子と、薬剤（例えば

、注入可能なミクロスフィア、生体侵食（ｂｉｏ－ｅｒｏｄｉｂｌｅ）薬剤、ポ

リマー化合物（ポリ乳酸またはポリグリコール酸）、ビーズまたはリポソーム）

との処方物に関係し得、これは、次いで蓄積注射を介して送達され得る産物の制

御されたまたは持続された放出を提供する。ヒアルロン酸がまた、使用され得、

そしてこれは、循環において、維持された持続時間を促進する効果を有し得る。

所望の分子の導入のための他の適切な手段は、移植可能な薬物送達デバイスを含

む。
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      【０２１２】

  １つの実施形態において、薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例え

ば、ＣＨＬ２ポリペプチドは、吸入のための乾燥粉末として処方され得る。ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドまたは核酸分子の吸入溶液はまた、エアロゾル送達のための噴

霧体と共に処方され得る。なお別の実施形態において、溶液は、噴霧され得る。

肺投与が、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／２００６９にさらに記載され、これは化学

的に改変されたタンパク質の肺送達を記載する。

      【０２１３】

  特定の処方物が、経口投与され得ることがまた意図される。本発明の１つの実

施形態において、このよう様式で投与されるＣＨＬ２ポリペプチドが、固体投薬

形態（例えば、錠剤またはカプセル）の調合において慣用的に使用されるキャリ

アを伴うか、または伴わず処方され得る。例えば、カプセルは、バイオアベイラ

ビリティーが最大化され、そして前全身分解が最小化される場合、胃腸管内での

点で処方物の活性部分を放出するように設計され得る。さらなる薬剤が、ＣＨＬ

２ポリペプチドの吸収を容易にするために含まれうる。希釈剤、味付け剤、低融

点ワックス、植物油、潤滑剤、懸濁剤、錠剤崩壊剤、およびバインダーがまた、

使用され得る。

      【０２１４】

  別の薬学的組成物は、錠剤の製造に適切な非毒性賦形剤との混合物中に、有効

量のＣＨＬ２ポリペプチドを含み得る。錠剤を滅菌水または別の適切なビヒクル

に溶解することによって、溶液が、単位用量形態で調製され得る。適切な賦形剤

は以下を含むが、これらに限定されない：不活性な希釈剤（炭酸カルシウム、炭

酸ナトリウムまたは炭酸水素ナトリウム、ラクトース、あるいはリン酸カルシウ

ム）；または結合剤（例えば、デンプン、ゼラチンまたはアラビアゴム）；ある

いは潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタルク）

。

      【０２１５】

  さらなるＣＨＬ２ポリペプチドの薬学的組成物は、当業者に明らかであり、持

続または制御送達処方物中にＣＨＬ２ポリペプチドを含む処方物を含む。種々の
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他の持続または制御送達手段（例えば、リポソームキャリア、生体侵食マイクロ

スフィアあるいは多孔性ビーズおよび蓄積注射）を処方するための技術はまた、

当業者に公知である。例えば、ＰＣＴ／ＵＳ９３／００８２９（これは、薬学的

組成物の送達のための多孔性ポリマー性ミクロ粒子の制御放出を記載する）を参

照のこと。

      【０２１６】

  徐放性調製物のさらなる例としては、成形された物品の形態（例えば、フィル

ム、またはマイクロカプセル）の半透過性ポリマーマトリックスを含む。徐放性

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

３，７７３，９１９号および欧州特許第０５８４８１号）、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，１９８３，Ｂｉ

ｏｐｏｌｙｍｅｒｓ  ２２：５４７－５６）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メ

タクリレート）（Ｌａｎｇｅｒら，１９８１，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．

Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７およびＬａｎｇｅｒ，１９８２，Ｃｈｅｍ．Ｔｅ

ｃｈ．１２：９８－１０５）、エチレンビニルアセテート（Ｌａｎｇｅｒら，前

出）またはポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（欧州特許第１３３９８８号）

。徐放性組成物はまた、リポソームを含み得、これは、当該分野で公知のいくつ

かの方法のいずれかによって調製され得る。例えば、Ｅｐｐｓｔｅｉｎら，１９

８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：３６８８－９２

；および欧州特許第０３６６７６号、同第０８８０４６号、および同第１４３９

４９号を参照のこと。

      【０２１７】

  インビボ投与のために使用されるＣＨＬ２の薬学的組成物は、代表的に滅菌で

なければならない。このことは、滅菌濾過膜を介する濾過によって達成され得る

。組成物が、凍結乾燥される場合、この方法を使用する滅菌は、凍結乾燥および

再構成の前に、またはそれに続いてのいずれかで実施され得る。非経口投与のた

めの組成物は、凍結乾燥された形態または溶液で保存され得る。さらに、非経口

組成物は、一般に、滅菌アクセスポートを有する容器（例えば、静脈内溶液バッ

グまたは皮下注射針によって貫通可能なストッパーを有するバイアル）内に配置
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される。

      【０２１８】

  一旦、薬学的組成物が処方されると、それは、滅菌バイアル中に溶液、懸濁液

、ゲル、エマルジョン、固体、または脱水和粉末または凍結乾燥粉末として保存

され得る。このような処方物は、すぐに使用できる形態または投与の前に再構成

を必要とする形態（凍結乾燥された形態）のいずれかで保存され得る。

      【０２１９】

  特定の実施形態において、本発明は、単一用量投与単位を生成するためのキッ

トに関する。このキットは、各々、乾燥タンパク質を有する第一の容器および水

性処方物を有する第二の容器の両方を含み得る。また、本発明の範囲内には、単

一および多チャンバーの予め充填されたシリンジ（例えば、液体シリンジおよび

分散シリンジ（ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅ））を含むキットが含まれる。

      【０２２０】

  治療的に使用されるＣＨＬ２の薬学的組成物の有効量は、例えば、治療の内容

および目的に依存する。当業者は、処置のための適切な投薬レベルが、従って、

送達される分子、ＣＨＬ２分子が使用されている指標、投与の経路、および患者

のサイズ（体重、体表面、または器官の大きさ）および状態（年齢および一般的

な健康）に、部分的に依存して変化することを理解する。従って、臨床医は、最

適な治療効果を得るために、投薬量の力価（ｔｉｔｅｒ）を決定し、投与経路を

改変し得る。代表的な投薬量は、上記の因子に依存して、約０．１μｇ／ｋｇ～

約１００ｍｇ／ｋｇ以上までの範囲であり得る。他の実施形態において、投薬量

は、０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまで；または１μｇ／ｋｇ～約１０

０ｍｇ／ｋｇまで；または５μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまでの範囲であり

得る。

      【０２２１】

  投薬の頻度は、使用される処方物中でのＣＨＬ２分子の薬物動態学のパラメー

ターに依存する。典型的に、臨床医は、所望の効果を達成する投薬量に達するま

で組成物を投与する。組成物は、従って、組成物は、経時的な単一用量として、

２以上の用量（これは、同量の所望の分子を含んでも、含まなくてもよい）とし
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て、あるいは移植デバイスまたはカテーテルを介する連続的な注入として、投与

され得る。適切な投薬量のさらなる改良は、当業者によって慣用的になされ、そ

してそれらによって慣用的に実施される課題の範囲内である。適切な投薬量は、

適切な用量－応答データの使用を介して確認され得る。

      【０２２２】

  薬学的組成物の投与の経路は、以下のような公知の方法と一致する：経口的に

；静脈内、腹腔内、脳内（実質内の）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、門脈内

、または病巣内の経路による注入を介して；徐放性系によって；または移植デバ

イスによって。所望される場合、これらの組成物は、ボーラス注射によって投与

され得るか、または注入によって連続的に投与され得るか、または移植デバイス

によって投与され得る。

      【０２２３】

  あるいはまたはさらに、組成物は、その上に所望の分子が吸収されるかまたは

カプセル化される膜、スポンジ、または他の適切な材料の移植を介して局所的に

投与され得る。移植デバイスが使用される場合、このデバイスは、任意の適切な

組織または器官に移植され得、そして所望の分子の送達は、拡散、時限放出ボー

ラスまたは連続的な投与を介し得る。

      【０２２４】

  いくつかの場合において、エキソビボ様式において、ＣＨＬ２ポリペプチドの

薬学的組成物を使用することが所望され得る。このような例において、患者から

除去された細胞、組織、または器官は、これらの細胞、組織、または器官が引き

続いて患者に移植して戻された後にＣＨＬ２ポリペプチドに曝露される。

      【０２２５】

  他の場合において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、本明細書中に記載される方法を

使用して、遺伝的に操作されて、ＣＨＬ２ポリペプチドを発現および分泌する特

定の細胞を移植することによって送達され得る。このような細胞は、動物または

ヒト細胞であり得、そして自己、異種、または外因性の細胞であり得る。必要に

応じて、細胞は、不死化され得る。免疫学的応答の機会を減少するために、細胞

は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る。カプセル化材料
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は、典型的に、生体適合性の半浸透性ポリマー性包囲物または膜であり、これら

は、タンパク質産物の放出を可能にするが、患者の免疫系または周囲の組織から

の他の有害な因子によって細胞の破壊を防止する。

      【０２２６】

  本明細書中において議論されるように、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１つ以上のＣＨＬ２ポリペ

プチドで処理することが、望ましくあり得る。このことは、細胞膜に対して透過

性の形態である場合には、単離された細胞をこのポリペプチドに直接曝露するこ

とによって達成され得る。

      【０２２７】

  本発明のさらなる実施形態は、治療ポリペプチドのインビトロ産生と、遺伝子

治療または細胞治療による治療ポリペプチドの産生および送達との両方のための

、細胞および方法（例えば、相同組換えおよび／または他の組換え産生方法）に

関する。相同組換えおよび他の組換えの方法を使用して、通常は転写に対してサ

イレントなＣＨＬ２遺伝子（すなわち、過少発現される遺伝子）を含む細胞を改

変し得、これによって、治療有効量のＣＨＬ２ポリペプチドを発現する細胞を産

生し得る。

      【０２２８】

  相同組換えは、もともとは、遺伝子を標的化して転写活性な遺伝子における変

異を誘導するか、または修正するために開発された技術である。Ｋｕｃｈｅｒｌ

ａｐａｔｉ，１９８９，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．＆  Ｍ

ｏｌ．Ｂｉｏｌ．３６：３０１。基本的な技術が、特定の変異を哺乳動物ゲノム

の特定の領域に導入するため（Ｔｈｏｍａｓら、１９８６，Ｃｅｌｌ  ４４：４

１９－２８；ＴｈｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，１９８７，Ｃｅｌｌ  ５１

：５０３－１２；Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら、１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：８５８３－８７）、または欠損遺伝子にお

ける特定の変異を修正するため（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら、１９８７，Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３３０：５７６－７８）の方法として、開発された。例示的な相同組換え

技術は、米国特許第５，２７２，０７１号；欧州特許第９１９３０５１号および
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同第５０５５００号；ＰＣＴ／ＵＳ９０／０７６４２、ならびにＰＣＴ公開番号

ＷＯ  ９１／０９９５５）に記載されている。

      【０２２９】

  相同組換えによって、ゲノムに挿入されるべきＤＮＡ配列は、それを標的ＤＮ

Ａに付着させることによって、目的の遺伝子の特定の領域に指向され得る。この

標的ＤＮＡは、ゲノムＤＮＡの領域に相補的（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対して相補的な標的ＤＮＡの小さな断片は、ＤＮＡ

複製プロセスの間に、親鎖と接触される。これは、細胞に挿入されてハイブリダ

イズしたＤＮＡの一般的な特性であり、そして従って、共有される相同領域を介

して、内因性ＤＮＡの他の断片と組み換わる。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付着される場合に

は、これはまた、この組換えの結果として新たに合成された鎖に組み込まれる。

プルーフリーディング機能の結果として、ＤＮＡの新たな配列がテンプレートと

して働くことが可能である。従って、移入されたＤＮＡは、ゲノムに組み込まれ

る。

      【０２３０】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用し得るかまたはその発現を制御し得るＤＮＡ

の領域（例えば、隣接配列）が、標的ＤＮＡのこれらの断片に付着する。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、または外因性転写調節

エレメントが、意図される宿主細胞のゲノムに、所望のＣＨＬ２ポリペプチドを

コードするＤＮＡの近位に、このＤＮＡの転写に影響を与えるに十分な配向で、

挿入される。制御エレメントは、この宿主細胞ゲノムに存在するＤＮＡの部分を

制御する。従って、所望のＣＨＬ２ポリペプチドの発現は、ＣＨＬ２遺伝子自体

をコードするＤＮＡのトランスフェクションによってではなく、むしろ、ＣＨＬ

２遺伝子の転写のための認識可能なシグナルを有する内因性遺伝子配列を提供す

るＤＮＡ調節セグメントと結合した標的ＤＮＡ（目的の内因性遺伝子と相同の領

域を含む）の使用によって、達成され得る。

      【０２３１】

  例示的な方法において、細胞における所望の標的遺伝子（すなわち、所望の内
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因性細胞遺伝子）の発現は、予め選択された部位における細胞ゲノムへの相同組

換えを介して、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。これらの構成成分は、新たな転写ユニ

ットの産生を実際に生じるような様式で、染色体（ゲノム）ＤＮＡに導入される

（ここで、ＤＮＡ構築物に存在する調節配列、エキソン、およびスプライスドナ

ー部位は、内因性遺伝子に作動可能に連結する）。染色体ＤＮＡへのこれらの構

成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化する。

      【０２３２】

  本明細書中で記載されるように、変化された遺伝子発現は、通常は得られたま

まの細胞においてサイレントな（発現されていない）遺伝子の活性化（または発

現させる）、ならびに得られたままの細胞において生理学的に有意なレベルでは

発現されない遺伝子の発現の増加を包含する。この実施形態はさらに、調節また

は誘導のパターンを変化させる工程を包含し、その結果、これは、得られたまま

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り、そして得られたま

まの細胞において発現される遺伝子の発現を減少（排除を含む）させる。

      【０２３３】

  細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からのＣＨＬ２ポリペプチドの産生を増加するか

またはこれを引き起こすために相同定組換えが使用され得る１つの方法は、最初

に、相同性組換えを使用して、部位特異的組換え系由来の組換え配列（例えば、

Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ、ＦＬＰ／ＦＲＴ）（Ｓａｕｅｒ，１９９４，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ

ｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，５：５２１－２；Ｓａｕｅｒ，１９９３，Ｍｅ

ｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．，２２５：８９０－９００）を、細胞の内在性Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドコード領域の上流（すなわち、５’）に配置する工程を包含

する。ゲノムＣＨＬ２ポリペプチドコード領域のすぐ上流に配置された領域に対

して相同性の組換え部位を含むプラスミドは、適切なリコンビナーゼ酵素と共に

、改変された細胞株に導入される。このリコンビナーゼによって、プラスミドは

、このプラスミドの組換え部位を介して、この細胞株のゲノムＣＨＬ２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込み得る（Ｂａｕｂｏｎｉ

ｓおよびＳａｕｅｒ、１９９３，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２１：
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２０２５－２９；Ｏ’Ｇａｒｍａｎら、１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１

３５１－５５）。転写を増加させることが知られている任意の側方配列（例えば

、エンハンサー／プロモーター、イントロン、翻訳エンハンサー）は、このプラ

スミド中に適切に配置される場合、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からの新たなま

たは増加したＣＨＬ２ポリペプチド産生を生じる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一体化する。

      【０２３４】

  部位特異的組換え配列が細胞の内在性ゲノムＣＨＬ２ポリペプチドコード領域

のすぐ上流に配置された細胞株を使用するさらなる方法は、細胞株のゲノムの他

の位置に第２の組換え部位を導入するために相同性組換えを使用することである

。適切な組換え酵素は、次いで、二組換え部位細胞株に導入され、組換え減少（

欠失、転化、および転移）を生じ（Ｓａｕｅｒ，１９９４，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ

．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，５：５２１－２７；Ｓａｕｅｒ，１９９３，Ｍｅｔ

ｈｏｄｓ  Ｅｎｘｙｍｏｌ．，２２５：８９０－９００）、これは、細胞の内在

性ＣＨＬ２遺伝子からの新規なまたは増加したＣＨＬ２ポリペプチド産生を生じ

る新しいかまたは改変された転写ユニットを作製する。

      【０２３５】

  細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からのＣＨＬ２ポリペプチドの発現を増加するた

め、または引き起こすためのさらなるアプローチは、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝

子からの新たなまたは増加したＣＨＬ２ポリペプチドの産生を生じる様式で、遺

伝子（単数または複数）（例えば、転写因子）の発現を増加するかまたは引き起

こし、そして／または遺伝子（単数または複数）（例えば、転写リプレッサ）の

発現を減少する工程を包含する。この方法は、天然に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、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からの新たなまたは増加したＣＨＬ

２ポリペプチドの産生が起こるように、細胞に導入する工程を包含する。

      【０２３６】

  本発明はさらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用なＤＮＡ構

築物に関する。特定の実施形態において、代表的なＤＮＡ構築物は、以下を含む
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：（ａ）１つ以上の標的配列、（ｂ）制御配列、（ｃ）エキソン、および（ｄ）

不対スプライスドナー部位。ＤＮＡ構築物中の標的配列は、エレメント（ａ）～

（ｄ）の細胞中の標的遺伝子への組込みを指向し、その結果、これらのエレメン

ト（ｂ）～（ｄ）は、内在性標的遺伝子の配列に作動可能に連結される。別の実

施形態において、ＤＮＡ構築物は、以下を含む：（ａ）１つ以上の標的配列、（

ｂ）制御配列、（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、標的配列は、エレメン

ト（ａ）～（ｆ）の組込みを指向し、その結果、これらのエレメント（ｂ）～（

ｆ）は、内在性遺伝子に作動可能に連結される。標的配列は、相同性組換えが生

じる細胞染色体ＤＮＡの予め選択された部位に対して相同性である。この構築物

において、エキソンは、一般的に、制御配列の３’であり、そしてスプライスド

ナー部位は、このエキソンの３’である。

      【０２３７】

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中で記載されるＣＨＬ２ポリペプチド

の核酸配列）が公知である場合、遺伝子の選択された領域に対して相補的なＤＮ

Ａの部分は、合成されるか、またはそうでなければ、例えば、目的の領域に結合

している特定の認識部位におけるネイティブのＤＮＡの適切な制限等によって得

られ得る。この部分は、細胞に挿入された際に、標的配列として働き、そしてそ

のゲノム内の相同性領域にハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションが

、ＤＮＡ複製の間に生じる場合、このＤＮＡの部分、およびそれに結合した任意

のさらなる配列は、Ｏｋａｚａｋｉフラグメントとして作用し、そしてＤＮＡの

新たに合成された娘鎖に組み込まれる。従って、本発明は、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドをコードするヌクレオチドを含み、このヌクレオチドは、標的配列として使用

され得る。

      【０２３８】

  ＣＨＬ２ポリペプチド細胞治療（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する細

胞の移植）もまた企図される。この実施形態は、生物学的に活性な形態のＣＨＬ

２ポリペプチドを合成および分泌し得る細胞を移植する工程を包含する。このよ

うなＣＨＬ２ポリペプチド産生細胞は、ＣＨＬ２ポリペプチドの天然産物である
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細胞であり得るか、または組換え細胞であって、そのＣＨＬ２ポリペプチドを産

生する能力が、所望のポリペプチドをコードする遺伝子またはＣＨＬ２ポリペプ

チドの発現を増大する遺伝子で形質転換することによって増大された、組換え細

胞であり得る。このような改変は、遺伝子を送達し、その発現および分泌を促進

するために適切なベクターによって達成され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドを投与

されている患者における強力な免疫学的反応を最小化するために、異種のポリペ

プチドの投与と共に生じる場合、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する天然の細胞が

、ヒト起源であり、そしてヒトＣＨＬ２ポリペプチドを産生することが好ましい

。同様に、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する組換え細胞が、ヒトＣＨＬ２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

。

      【０２３９】

  移植細胞は、周辺組織の浸透を回避するようにカプセル化され得る。ヒトまた

は非ヒト動物細胞は、生体適合性の半透性ポリマー封入物または膜（これは、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドの放出を可能にするが、患者の免疫系または周辺組織からの

他の有害な因子による細胞の崩壊を防止する）の形態で患者に移植され得る。あ

るいは、ＣＨＬ２ポリペプチドをエキソビボで産生するように形質転換された患

者自身の細胞が、このようなカプセル化なしで、患者に直接移植され得る。

      【０２４０】

  生きた細胞をカプセル化するための技術は当該分野で公知であり、そしてカプ

セル化された細胞の調製およびそれらの患者への移植は、慣用的に達成され得る

。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＰＣＴ公開ＷＯ９５／０５４５２およびＰＣＴ／Ｕ

Ｓ９４／０９２９９）は、生物学的に活性な分子の効果的な送達のために遺伝子

操作された細胞を含む膜カプセルを記載する。このカプセルは、生体適合性であ

り、そして容易に取り出し可能である。このカプセルは、哺乳動物宿主に移植さ

れた際に、インビボで下方制御に供されないプロモーターに作動可能に連結され

た生物学的に活性な分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮＡ分子でトラ

ンスフェクトされた細胞をカプセル化する。このデバイスは、生きた細胞由来の

分子のレシピエント内の特定の部位への送達を提供する。さらに、米国特許第４
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，８９２，５３８号；同第５，０１１，４７２号；および同第５，１０６，６２

７号を参照のこと。生きた細胞をカプセル化するためのシステムは、ＰＣＴ公開

ＷＯ９１／１０４２５（Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら）に記載される。ＰＣＴ公開を９

１／／１０４７０（Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら）；Ｗｉｎｎら、１９９１，Ｅｘｐｅ

ｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．１１３：３２２－２９；Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、１９９１，

Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．１１１：２６９－７５；およびＴｒｅｓｃｏら、１

９９２，ＡＳＡＩＯ  ３８：１７－２３もまた参照のこと。

      【０２４１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのインビボおよびインビトロの遺伝子治療送達もまた想

定される。遺伝子治療技術の一例は、構成的または誘発性プロモーターに作動可

能に連結され得るＣＨＬ２ポリペプチドをコードするＣＨＬ２遺伝子（ゲノムＤ

ＮＡ、ｃＤＮＡおよび／または合成ＤＮＡのいずれか）を使用して、「遺伝子治

療ＤＮＡ構築物」を形成することである。このプロモーターは、内在性ＣＨＬ２

遺伝子に対してホモ接合性またはヘテロ接合性であるが、ただし、これは、構築

物が挿入される細胞または組織型において活性である。遺伝子治療ＤＮＡ構築物

の他の成分としては、必要に応じて、部位特異的組込みのために設計されるＤＮ

Ａ分子（例えば、相同性組換えのために有用な内在性配列）、組織特異的プロモ

ーター、エンハンサーまたはサイレンサー、親細胞を越える選択的優性を提供し

得るＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するための標識として有用なＤＮＡ

分子、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例えば、細胞標的化について）

が挙げられる。細胞特異的内部移行、ベクターからの発現を増大する転写因子、

およびベクターの産生を可能にする因子を含む。

      【０２４２】

  遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、次いで、ウイルスベクターまたは非ウイルスベク

ターを使用して細胞に導入され得る（エキソビボまたはインビボノいずれか）。

遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１つの方法は、本明細書中に記載され

るようなウイルスベクターの使用による。特定のベクター（例えば、レトロウイ

ルスベクター）は、ＤＮＡ構築物を細胞の染色体ＤＮＡに送達し、そしてこの遺

伝子は、染色体ＤＮＡに組み込まれ得る。他のベクターは、エピソームとして機
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能し、そして遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、細胞質に残る。

      【０２４３】

  さらに他の実施形態において、制御エレメントが、標的細胞におけるＣＨＬ２

遺伝子の制御された発現のために含められ得る。このようなエレメントは、適切

なエフェクターに応答して刺激される。このようにして、治療的ポリペプチドは

、所望の場合に発現され得る。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、

ＤＮＡ結合タンパク質または転写活性タンパク質）を二量化する低分子二量化剤

またはラパログ（ｒａｐａｌｏｇ）の使用を包含する（ＰＣＴ公開ＷＯ９６／４

１８６５、ＷＯ９７／３１８９８およびＷＯ９７／３１８９９を参照のこと）。

タンパク質の二量化は、導入遺伝子の転写を開始するために使用され得る。

      【０２４４】

  代替の調節技術は、目的の遺伝子から発現されたタンパク質を、凝集体または

クラスターとして細胞の内側に貯蔵する方法を使用する。目的の遺伝子は、内在

性小網における凝集タンパク質の保持を生じる、条件的凝集ドメインを含む融合

タンパク質として発現される。貯蔵されたタンパク質は安定であり、そして細胞

の内側で不活性である。しかし、このタンパク質は、条件的凝集ドメインを除去

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、それ

により、凝集体またはクラスターを破壊し、その結果、このタンパク質は細胞か

ら分泌され得る。Ａｒｉｄｏｒら、２０００，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８７：８１６

－１７およびＲｉｖｅｒａら、２０００，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８７：８２６－３

０を参照のこと。

      【０２４５】

  他の適切な制御手段または遺伝子スイッチとしては、本明細書中で記載される

系が挙げられるが、これらに限定されない。Ｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ（ＲＵ４

８６）は、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のプロゲステロンアンタゴニストへの

結合は、２つの転写因子のダイマーを形成することによって、転写を活性化し、

次いで、核に至り、ＤＮＡに結合する。このリガンド結合ドメインは、天然のリ
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ガンドに結合するレセプターの能力を排除するように改変される。改変されたス

テロイドホルモンレセプター系はさらに、米国特許第５，３６４，７９１号、な

らびにＰＣＴ公開ＷＯ９６／４０９１１およびＷＯ９７／１０３３７に記載され

る。

      【０２４６】

  さらに別の制御系は、エクジソンレセプター（細胞質レセプター）に結合し、

そしてこれを活性化するエクジソン（ショウジョウバエステロイドホルモン）を

使用する。次いで、このレセプターは核に転移し、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）に結合する。エクジソンレセプ

ターは、トランス活性化ドメイン、ＤＮＡ結合ドメイン、およびリガンド結合ド

メインを含み、転写を開始する。エクジソン系はさらに、米国特許第５，５１４

，５７８、およびＰＣＴ公開ＷＯ９７／３８１１７、ＷＯ９６／３７６０９、お

よびＷＯ９３／０３１６２に記載される。

      【０２４７】

  別の制御手段は、陽性テトラシクリン制御可能トランス活性化因子を使用する

。この系は、転写を活性化するポリペプチドに連結された変異したｔｅｔレプレ

ッサタンパク質ＤＮＡ結合ドメイン（逆テトラサイクリン制御トランス活性化因

子タンパク質を生じた変異したｔｅｔＲ－４アミノ酸の変化、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５，６５０，２９８号、およ

び同第５，６５４，１６８号に記載される。

      【０２４８】

  さらなる発現制御系および核酸構築物は、米国特許第５，７４１，６７９号お

よび同第５，８３４，１８６号（Ｉｎｎｏｖｉｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  

Ｉｎｃ．）に記載される。

      【０２４９】

  インビボ遺伝子治療は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子を、ＣＨＬ

２核酸分子の局所注射によって、または適切なウイルスもしくは非ウイルス送達

ベクターによって、細胞に導入することにより達成され得る。Ｈｅｆｔｉ，１９
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９４，Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  ２５：１４１８－３５。例えば、ＣＨＬ２ポ

リペプチドをコードする核酸分子は、標的細胞への送達のためのアデノ随伴ウイ

ルス（ＡＡＶ）ベクターに含まれ得る（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ，ＰＣＴ公開Ｗ

Ｏ９５／３４６７０；ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ９５／０７１７８を参照のこと。

組換えＡＡＶゲノムは、典型的に、機能的プロモーターに作動可能に連結したＣ

ＨＬ２ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列およびポリアデニル化配列に隣接す

るＡＡＶ逆末端反復を含む。

      【０２５０】

  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、アデノウイルス、

単純ヘルペスウイルス、レンチウイルス、肝炎ウイルス、パルボウイルス、パポ

バウイルス、ポックスウイルス、アルファウイルス、コロナウイルス、ラブドウ

イルス、パラミクソウイルス、および乳頭腫ウイルスベクターが挙げられる。米

国特許第５，６７２，３４４号は、組換え神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む

インビボウイルス媒介遺伝子転移系を記載する。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ためにインビト

ロで処置されたヒト細胞の送達によって、治療タンパク質を患者に提供するため

のプロセスの例を提供する。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および

材料は、米国特許第５，６３１，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）、

同第５，６７２，５１０号（レトロウイルスベクターを含む）、同第５，６３５

，３９９号（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載さ

れる。

      【０２５１】

  非ウイルス送達法としては、リポローム媒介送達、裸のＤＮＡ送達（直接注射

）、レセプター媒介送達（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。遺伝子治療材料および方法はまた、誘導

性プロモーター、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特異的組込みの

ために設計されたＤＮＡ配列、親細胞を越える選択的優性を提供し得るＤＮＡ配

列、形質転換された細胞を同定するための標識、ネガティブな選択系および発現



(107) 特表２００３－５２５６１１

制御系（安全性の指標）、細胞特異的結合因子（細胞ターゲッティングのため）

、細胞特異的内部移行因子、およびベクターならびにベクター製造の方法による

発現を増大する転写因子を含み得る。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）、同第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）、同第５，６７６，９５４号（リポロームキャリア

を含む）、同第５，５９３，８７５号（リン酸カルシウムトランスフェクション

のための方法を記載する）、および同第４，９４５，０５０同第（生物学的に活

性な粒子がある速度で細胞に噴霧され、それによりこの粒子がこの細胞の表面に

浸透し、そしてこの細胞の内側に組み込まれるプロセスを記載する）、およびＰ

ＣＴ公開ＷＯ９６／４０９５８（核リガンドを含む）に記載される。

      【０２５２】

  ＣＨＬ２遺伝子治療または細胞治療はさらに、同じか異なる細胞（単数または

複数）における１つ以上のさらなるポリペプチドの送達を含み得ることもまた企

図される。このような細胞は、患者に別々に導入され得るか、この細胞は、単一

の移植可能デバイス（例えば、上記のカプセル化膜）に含められ得るか、あるい

はこの細胞は、ウイルスベクターによって別々に改変され得る。

      【０２５３】

  遺伝子治療による細胞における内在性ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を増加する

手段は、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーターに１つ以上のエンハンサーエレメン

トを挿入することであり、ここでエンハンサーエレメントは、ＣＨＬ２遺伝子の

転写活性を増加させるように働き得る。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を所望する組織に基づいて選択される－エンハンサーエ

レメントは、組織が選択されるという点で、プロモーター活性化を与えることが

知られている。例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子がＴ細胞にお

いて「オンに変わる」場合、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。従って、付加される転写エレメントの機能的部分は、標準的なクロー

ニング技術を使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーターを含むＤＮＡのフラ

グメントに挿入され得る（そして必要に応じて、ベクターおよび／または５’お
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よび／または３’隣接配列に挿入される）。「相同性組換え構築物」として公知

のこの構築物は、次いで、エキソビボまたはインビボのいずれかで、所望の細胞

に導入され得る。

      【０２５４】

  遺伝子治療はまた、内在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、ＣＨＬ２ポリペプチド発現を増加するために使用され得る。このような

改変は、典型的に、相同性組換え方法によって達成される。例えば、不活性化の

ために選択されたＣＨＬ２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の断片を除去および／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活性化因子のＴＡＴＡボックスお

よび／または結合部位は、標準的な分子生物学的技術を使用して欠失され得；こ

のような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、それにより対応するＣＨＬ２遺

伝子の転写を阻止し得る。プロモーターにおけるＴＡＴＡボックスまたは転写活

性化因子結合部位の欠失は、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーター（調節されるＣ

ＨＬ２遺伝子と同じかまたは関連の種由来）のすべてまたは関連の部分を含むＤ

ＮＡ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／または転写活性化因子結合部位のヌクレオチドは、１つ以上のヌ

クレオチドの置換、欠失、および／または挿入によって変異される。結果として

、ＴＡＴＡボックスおよび／または活性化因子結合部位は、活性を減少するか、

または完全に不活性にされる。この構築物（これはまた、典型的に、改変された

プロモーターセグメントに隣接したネイティブの（内在性）５’および３’ＤＮ

Ａ配列に対応する少なくとも約５００塩基のＤＮＡを含む）は、直接または本明

細書中に記載されるようなウイルスベクターを介してのいずれかで、適切な細胞

に（エキソビボまたはインビボノいずれかで）導入され得る。典型的に、細胞の

ゲノムＤＮＡへのこの構築物の組込みは、相同性組換えによってであり、ここで

、このプロモーター構築物の５’および３’ＤＮＡ配列は、内在性染色体ＤＮＡ

へのハイブリダイゼーションによって、改変プロモーター領域を一体化するのを

助けるように働き得る。

      【０２５５】



(109) 特表２００３－５２５６１１

  （治療的使用）

  ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニ

ストを使用して、本明細書中に列挙される疾患、障害または状態を含む、多くの

疾患、障害または状態を処置、診断、回復または予防し得る。

      【０２５６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドアゴニストおよびアンタゴニストとしては、ＣＨＬ２ポ

リペプチド活性を調節しそしてこのＣＨＬ２ポリペプチドの成熟形態の少なくと

も１つの活性を増加させるかまたは減少させるかのいずれかである分子が挙げら

れる。アゴニストまたはアンタゴニストは、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用し

そしてこれによってその活性を調節する補因子（例えば、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。潜在的なポリペプチドアゴ

ニストまたはアンタゴニストとしては、ＣＨＬ２タンパク質の細胞外ドメインの

一部または全てを含むＣＨＬ２ポリペプチドの可溶性形態または膜結合形態のい

ずれかと反応する抗体が挙げられる。ＣＨＬ２ポリペプチド発現を調節する分子

としては、代表的に、発現のアンチセンスレギュレーターとして作用し得る、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸が挙げられる。

      【０２５７】

  成体において、ＢＭＰファミリーの遺伝子産物（特に、ＢＭＰ２およびＢＭＰ

４）の主要な役割の１つは、骨重量の調節である。ＢＭＰ１は、ＣＨＤを切断お

よび不活性化することが示されており、そしてＢＭＰ２およびＢＭＰ３と共に骨

から単離されているので（Ｗｏｚｎｅｙら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２

：１５２８－３４；Ｃｅｌｅｓｔｅら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：９８４３－４７）、ＣＨＬ２ポリペプチドは、骨形成

における重要な調節の役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプ

チドならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト（抗ＣＨＬ２選択的結合因子

が挙げられるが、これらに限定されない）は、骨密度に影響する疾患および状態

の診断または処置において有用であり得る。このような疾患および状態の例とし

ては、骨線維症および骨粗しょう症が挙げられるが、これらに限定されない。骨

密度に影響する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。
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      【０２５８】

  血流を介する再生中の骨へのＢＭＰ４または他のＢＭＰファミリーメンバーの

直接送達は、骨線維症の処置についての直結する治療的概念であるようである。

しかし、ＢＭＰ４は、インビボで短い距離しか移動しないことが知られているの

で（Ｊｏｎｅｓら、１９９６、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．６：１４６８－７５）、こ

れは、達成が困難であり得る。胚発生の間のＣＨＤの場合、ＢＭＰとＣＨＬＩＩ

ポリペプチドとの間の複合体の形成は、ＢＭＰのさらなる移動およびＢＭＰ４の

濃度勾配の形成を生じ得る（ＪｏｎｅｓおよびＳｍｉｔｈ、１９９８、Ｄｅｖ．

Ｂｉｏｌ．１９４：１２－１７）。

      【０２５９】

  関節軟骨の表面でのＣＨＬ２遺伝子発現の空間的に厳密な調節に基づき（ここ

で、軟骨損傷の最初の兆候が、変形性関節症の病原の間に検出される）、ＣＨＬ

２ポリペプチドの発現レベルの変化は、変形性関節症またはリウマチ様関節炎の

病原において役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、な

らびにそのアゴニストおよびアンタゴニストは、変形性関節症の早期の間に軟骨

の線維症を予防し、変形性関節症またはリウマチ様関節炎の後期において一旦破

壊された表層領域を再生し、または移植された軟骨において適切な表層領域（す

なわち、表面）を生成することにおいて、有用であり得る。

      【０２６０】

  ＢＭＰポリペプチドは、後期胚発生の間の器官形成において機能することが示

されている。胚性の腎臓、肺および消化管における器官形成は、ＢＭＰ４発現に

よって影響されることが示されている（Ｈｏｇａｎ  １９９６、Ｇｅｎｅｓ  Ｄ

ｅｖ．１０：１５８０－９４）。ＢＭＰ４とＣＨＬ２ポリペプチドとの組み合わ

せは、これらの組織中の前駆細胞の増殖および分化を制御し、それによってイン

ビボでの組織再生または創傷治癒の調節を可能にするために有用であり得る。し

たがって、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびア

ンタゴニストは、組織再生または創傷治癒の促進において、有用であり得る。

      【０２６１】

  ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニ
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ストはまた、造血幹細胞の発生および展開において使用され得る。ＢＭＰ／ＣＨ

Ｌ２ポリペプチド複合体を使用して始原造血幹細胞を調節し、そしてそれによっ

て成体骨髄の再増殖性の幹細胞を制御することが可能であり得る。あるいは、中

胚葉幹細胞由来の幹細胞の発生を制御することが可能であり得る。従って、本発

明のＣＨＬ２ポリペプチドおよび核酸は、ＢＭＰと共に、造血幹細胞のエキソビ

ボの展開およびこのような細胞を介して実行される遺伝子治療のために有用であ

り得る。

      【０２６２】

  ＢＭＰ４は、マウスＥＳ細胞から造血前駆細胞を生成するための必須の因子で

ある。しかし、ＢＭＰ４の有効濃度は、狭い範囲（０．５ｎｇ／ｍｌ～５ｎｇ／

ｍｌ）にあり、これは、ＢＭＰの活性濃度における差異が、全能性原外胚葉から

生じる細胞型の差異に相関するという考えと一致する。ＥＳ細胞からの造血幹細

胞の再現性のあるインビトロ生成のためのシステムは、まだ開示されていない。

しかし、これは、ＢＭＰ４の濃度の正確な制御によって達成され得る。本発明の

ＣＨＬ２核酸分子およびポリペプチドは、ＥＳ細胞からの造血幹細胞のインビト

ロ生成のための培養条件を最適化することにおいて有用であり得る。

      【０２６３】

  始原造血幹細胞は、マウス卵黄嚢において近年明らかにされている（Ｙｏｄｅ

ｒら、１９９７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：６７

７６－８０）。この造血幹細胞の下位分類は、成体における骨髄再増殖活性を示

さない。しかし、新生肝臓の環境に曝された場合、この始原幹細胞は、長期の骨

髄再増殖性の幹細胞に変換される（すなわち、二次（ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ）幹

細胞）。これはまた、特定の間質細胞株上で始原幹細胞を培養することによって

達成され得る。培養物中のこの二次幹細胞の長期間の生存と、自然に二次幹細胞

に分化する始原幹細胞の長期の維持は、いまだ確立されていない。ＢＭＰｔｐＣ

ＨＬ２ポリペプチドとの間の相互作用は、二次幹細胞の調節において機能し得る

。本発明の組換えＣＨＬ２ポリペプチドおよびＣＨＬ２抗体は、インビトロでの

長期間の造血幹細胞の維持およびインビトロでの始原幹細胞からの二次幹細胞の

生成のための、有用なツールであり得る。あるいは、ＢＭＰ４または推定の新規
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ＣＨＬ２相互作用分子は、これらのプロセスを制御するために有用であり得る。

      【０２６４】

  さらに、始原造血幹細胞は、まだ十分に特徴付けられていない。始原幹細胞は

、リンパ球性の細胞型のものであり得るが、このような細胞はまた、造血細胞型

および他の中胚葉子孫を生成し得る、中胚葉前駆体であり得る。この考えの支持

において、成体の骨髄は、内皮前駆細胞、肝臓を再生する細胞（Ｐｅｔｅｒｓｅ

ｎら、１９９９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８４：１１６８－７０）、ならびに内皮細

胞、筋細胞および造血細胞をインビボで誘導する能力を有する一般的な幹細胞を

含むことが、近年示されている（Ｆｅｒｒａｒｉら、１９９８、Ｓｃｉｅｎｃｅ

  ２７９：１５２８－３０）。さらに、骨芽細胞系統（これは、骨髄間質からな

る）は、骨髄に存在する中胚葉幹細胞から誘導されることが公知である。一般的

な中胚葉幹細胞が、間質細胞および造血細胞の両方の生成を担う可能性もまた、

以前に推測されている。

      【０２６５】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、骨格筋において検出されたことから、ＣＨＬ

２ポリペプチドはまた、骨格筋の発達および機能において役割を果たし得る。従

って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタ

ゴニストは、骨格筋に影響する疾患および状態の診断または処置において有用で

あり得る。このような疾患および状態の例としては、悪液質および筋ジストロフ

ィーが挙げられるが、これらに限定されない。骨格筋の発達および機能に関連す

る他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０２６６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、心臓において検出されたことから、ＣＨＬ２

ポリペプチドは、心臓の発達および機能において役割を果たし得る。従って、Ｃ

ＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト

はまた、心臓に影響する疾患および状態の診断または処置において有用であり得

る。このような疾患および状態の例としては、不整脈、狭心症、高血圧、心筋梗

塞および鬱血性心不全が挙げられるが、これらに限定されない。心臓に関連する

他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。
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      【０２６７】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、胃において検出されたことから、ＣＨＬ２ポ

リペプチドは、胃の発達および機能において役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ

２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニストはま

た、胃に関する疾患および状態の診断または処置において有用であり得る。この

ような疾患および状態の例としては、胃癌および胃潰瘍が挙げられるが、これら

に限定されない。胃に関連する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれ

る。

      【０２６８】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、肝臓において検出されたことから、ＣＨＬ２

ポリペプチドは、肝臓の発達および機能において役割を果たし得る。従って、Ｃ

ＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト

はまた、肝臓に関する疾患および状態の診断または処置において有用であり得る

。このような疾患および状態の例としては、肝炎および肝癌が挙げられるが、こ

れらに限定されない。肝臓に関連する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に

含まれる。

      【０２６９】

  ＣＨＬ２ポリペプチド機能のアゴニストまたはアンタゴニストは、その処置さ

れる状態に適切であるようなサイトカイン、増殖因子、抗生物質、抗炎症剤およ

び／または化学療法剤の１以上と組み合わせて（同時にまたは連続的に）使用さ

れ得る。

      【０２７０】

  所望でないレベルのＣＨＬ２ポリペプチドによって引き起こされるかまたは媒

介される他の疾患は、本発明の範囲内に含まれる。所望されないレベルとしては

、ＣＨＬ２ポリペプチドの過剰なレベルおよびＣＨＬ２ポリペプチドの正常下の

レベルが挙げられる。

      【０２７１】

  （ＣＨＬ２核酸およびポリペプチドの使用）

  本発明の核酸分子（それ自体が生物学的に活性なポリペプチドをコードしない
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核酸分子を含む）を使用して、染色体上に、ＣＨＬ２遺伝子および関連する遺伝

子の位置をマッピングし得る。マッピングは、当該分野で公知の技術（例えば、

ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイブリダイゼーション）によって行われ得る。

      【０２７２】

  ＣＨＬ２核酸分子（それ自体が生物学的に活性なポリペプチドをコードしない

核酸分子を含む）は、哺乳動物の組織または体液サンプルにおけるＣＨＬ２核酸

分子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。

      【０２７３】

  他の方法もまた、１以上のＣＨＬ２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（三重らせん構造

）またはＣＨＬ２  ｍＲＮＡに対して相補的でありそしてハイブリダイズする核

酸分子によって、もたらされ得る。例えば、ＣＨＬ２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ＣＨＬ２遺伝子の

配列を使用して、利用可能な技術によって設計され得る。代表的には、各々のこ

のようなアンチセンス分子は、各選択されたＣＨＬ２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ＣＨＬ２  ｍ

ＲＮＡにハイブリダイズする場合に、このｍＲＮＡの翻訳が、阻止または減少さ

れる。アンチセンスインヒビターは、細胞または生物中のＣＨＬ２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。

      【０２７４】

  あるいは、遺伝子治療を使用して、１以上のＣＨＬ２ポリペプチドのドミナン

トネガティブなインヒビターを作製し得る。この状況において、各々の選択され

たＣＨＬ２ポリペプチドの変異体ポリペプチドをコードするＤＮＡを調製し、そ

して本明細書中に記載のようなウイルス性または非ウイルス性の方法を使用して

、患者の細胞に導入し得る。各々のこのような変異体は、代表的に、その生物学

的役割において内在性ポリペプチドと競合するように設計される。

      【０２７５】
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  さらに、ＣＨＬ２ポリペプチド（生物学的に活性であるか否かにかかわらず）

は、免疫原（つまり、このペプチドは、少なくとも１つのエピトープを含み、そ

れに対して、抗体が惹起され得る）として使用され得る。ＣＨＬ２ポリペプチド

（本明細書中に記載されるような）に結合する、選択的な結合剤が、インビボお

よびインビトロでの診断目的（体液または細胞サンプルにおけるＣＨＬ２ポリペ

プチドの存在を検出するための、標識された形態での使用が挙げられるが、これ

らに限定されない）に使用され得る。これらの抗体はまた、本明細書中に列挙し

た疾患および障害を含む、多くの疾患および障害を、予防、処置または診断する

ために使用され得る。これらの抗体は、ＣＨＬ２ポリペプチドに結合し、ＣＨＬ

２ポリペプチドの少なくとも１つの活性特徴を減少またはブロックし得るか、あ

るいはポリペプチドに結合して、ＣＨＬ２ポリペプチドの少なくとも１つの活性

特徴を増加し得る（ＣＨＬ２ポリペプチドの薬物動態を増加することによること

を含む）。

      【０２７６】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドは、発現クローニングストラテジーを使用して

、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターをクローニングするために使用され得る。放

射性標識した（１２５ヨウ素）ＣＨＬ２ポリペプチドまたはアフィニティー／活

性タグ化ＣＨＬ２ポリペプチド（例えば、Ｆｃ融合体またはアルカリホスファタ

ーゼ融合体）が、ＣＨＬ２ポリペプチド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するための結合アッセイにおいて使用され得る。このような

細胞または組織から単離されたＲＮＡを、ｃＤＮＡに変換し、哺乳動物発現ベク

ターにクローニングし、そして哺乳動物細胞（例えば、ＣＯＳまたは２９３細胞

）にトランスフェクトして、発現ライブラリーを作製し得る。次いで、放射標識

化またはタグ化ＣＨＬ２ポリペプチドを、親和性リガンドとして使用して、この

ライブラリーから、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターをその表面上で発現する細

胞のサブセットを同定および単離し得る。次いで、ＤＮＡを、これらの細胞から

単離しそして哺乳動物細胞にトランスフェクトして、二次発現ライブラリーを作

製し得る。このライブラリーでは、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターを発現する

細胞の割合が、元のライブラリーにおける割合よりも、数倍高い。この富化プロ
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セスは、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターを含む単一の組換えクローンが単離さ

れるまで、反復的に繰り返され得る。このＣＨＬ２ポリペプチドレセプターの単

離は、ＣＨＬ２ポリペプチドシグナル伝達経路の新規アゴニストおよびアンタゴ

ニストを同定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ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター、抗ＣＨＬ２ポ

リペプチドレセプター抗体、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、そしてこれらは、本明細書中に記載の疾患または障害の１以上を処置、

予防または診断するために使用され得る。

      【０２７７】

  本発明のマウスおよびヒトのＣＨＬ２核酸はまた、その対応する染色体ＣＨＬ

２ポリペプチド遺伝子を単離するための有用なツールである。例えば、ＣＨＬ２

配列を含むマウス染色体ＤＮＡを使用して、ノックアウトマウスを構築し得、こ

れによって、ＣＨＬ２ポリペプチドについてのインビボでの役割の試験を可能に

する。ヒトＣＨＬ２ゲノムＤＮＡを使用して、遺伝的な組織変性疾患を同定し得

る。

      【０２７８】

  マウスおよびヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡの寄託物はまた

、ｐＳＰＯＲＴ１（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にサブクローニングされ、Ａｍｅｒｉ

ｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、１０８０１  Ｕｎ

ｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ  ２０１１０

－２２０９によって２０００年３月１４日に作製された受託番号ＰＴＡ－１４７

９およびＰＴＡ－１４８０を有する。

      【０２７９】

  以下の実施例は、例示目的のみであることが意図され、そして決して本発明の

範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。

      【０２８０】

  （実施例１：マウスＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載されるような材料および方法を

、マウスＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析する
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ために使用した。

      【０２８１】

  マウスＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を単離するために、２つのマウ

ス胎盤ｃＤＮＡライブラリーを調製した。標準的な抽出および単離技術を使用し

て、総ＲＮＡをマウス胎盤から抽出し、そしてポリ－Ａ＋ＲＮＡを選択した。次

いで、ランダムプライムされた（ｒａｎｄｏｍ－ｐｒｉｍｅｄ）ｃＤＮＡを、Ｓ

ｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓ

ｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）を使用し

て、ポリ－Ａ＋ＲＮＡから合成した。生じたｃＤＮＡを、ＮｏｔＩで消化し、そ

して０．８％アガロースゲルで分画した。電気泳動された３００～１０００ｂｐ

のｃＤＮＡを単離して、シグナルトラップベクターｋＦＧＦ７中に連結し、そし

て１．５ｋｂより大きいｃＤＮＡを単離して、ｐＳＰＯＲＴ１中に連結した。連

結反応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏｌｉに導入し、これらの

形質転換体をアンピシリン含有培地上で選択し、そして２つのｃＤＮＡライブラ

リーを作製するためにこれらの形質転換体を回収した。

      【０２８２】

  シグナルペプチド配列を含むクローンを、ｋＦＧＦシグナルトラッピング技術

を使用して、ｋＦＧＦに基づいたライブラリーから富化した（米国特許出願番号

０９／０２６，９５９）。このｃＤＮＡライブラリー由来のプラスミドＤＮＡを

、各１００，０００コロニーの１０個のプールから、標準的な技術を使用して調

製した。このＤＮＡを、リン酸カルシウムトランスフェクションによってＮＩＨ

  ３Ｔ３細胞中に導入し、次いで、トランスフェクトされた細胞を、０．５％ウ

シ胎仔血清を補充した選択培地中で１４日間増殖させた。シグナルペプチド配列

を有するプラスミドを含む形質転換体だけが、コロニーを生成した。これらのコ

ロニーを、トリプシン処理によって回収し、そして、これらのコロニー由来の総

ＲＮＡを、製造業者の薦めるプロトコールに従って、ＴＲＩｚｏｎ試薬（Ｇｉｂ

ｃｏ－ＢＲＬ）を使用して単離した。ポリ－Ａ＋ＲＮＡを、ｍＲＮＡ  Ｐｕｒｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ  Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔ

ｅｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）を使用して、この総ＲＮＡから単離した



(118) 特表２００３－５２５６１１

。

      【０２８３】

  シグナルペプチド配列を含む分子を富化されたｃＤＮＡライブラリーを生成す

るため、第一鎖のｃＤＮＡを、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ前増幅（ｐｒｅａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）システム（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を使用して、上で単

離されたポリ－Ａ＋ＲＮＡから最初に調製した。この第一鎖のｃＤＮＡ反応を、

全体容積１５μＬ中の１μｇのポリ－Ａ＋ＲＮＡと２ｐｍｏｌのプライマー１６

０５－２１

      【０２８４】

【化１】

とを組み合わせ、そしてこの鋳型－プライマー混合物を７０℃で１０分間加熱す

ることによって実行した。この鋳型－プライマー混合物を、５０℃に移し、そし

て２．５μＬの１０×緩衝液、２．５μＬの２５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１．３μＬ

の１０ｍＭ  ｄＮＴＰおよび２．５μＬの０．１Ｍのジチオスレイトールを含む

反応前混合物（ｐｒｅｍｉｘｔｕｒｅ）を添加した。次いで、逆転写酵素（２５

０Ｕ）を添加し、そしてこの反応物を５０℃で１時間インキュベートした。第一

鎖ｃＤＮＡ反応を、７０℃で１５分間加熱することによって停止させ、そして２

ＵのＲＮＡｓｅ  Ｈによって３７℃で２０分間処理することによってＲＮＡを消

化した。

      【０２８５】

  第一鎖ｃＤＮＡ合成に続いて、１００μＬの容積中に各々０．５μＭの最終濃

度で２μＬの第一鎖ｃＤＮＡ、プライマー１２３９－０８

      【０２８６】

【化２】
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および１６０５－２２

      【０２８７】

【化３】

を含み、２００μＭのｄＮＴＰ、および２．５ＵのＰｆｕポリメラーゼ（ＰＥ  

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｎｏｒｗａｌｋ、ＣＴ）を含む反応物において、二本鎖

ｃＤＮＡを、ＰＣＲ増幅によって生成した。このＰＣＲ反応を、９５℃で１分間

を１サイクル；９５℃で３０秒間、６６℃で４５秒間、および７２℃で２分間を

３０サイクル；そして７２℃で１０分間を１サイクルで実行した。増幅産物を、

ＮｏｔＩおよびＳａｌＩで消化し、そしてｋＦＧＦ７中に連結した。この連結反

応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏｌｉに導入して、シグナルが

富化されたｃＤＮＡライブラリーを生成した。プラスミドＤＮＡを、４００個の

選択されたクローンから調製し、配列決定によって分析した。

      【０２８８】

  １つのクローン（ｙｍｋｚ５－０００１１－ｃ１０と名付けた）の配列が、Ｘ

ｅｎｏｐｕｓ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｑ９１７１３）由来のコルディン（ｃｈ

ｏｒｄｉｎ）前駆体と有意な相同性を共有することが見出された。この同定され

たクローンは、マウスＣＨＬ２のＮ末端の１１５アミノ酸をコードする４１８ｂ

ｐの挿入を含むことが見出された。全長のｃＤＮＡクローンを、ｙｍｋｚ５－０

００１１－ｃ１０クローンをプローブとして使用して、ｐＳＰＯＲＴ１中にクロ

ーニングされたｃＤＮＡライブラリーから単離した。

      【０２８９】
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  ｐＳＰＯＲＴ１ライブラリーをスクリーニングするため、１×１０６クローン

を、１プレート当たり約５×１０４クローンで１５０ｍｍプレートにプレートし

、次いで、これらのクローンをプレートからニトロセルロース膜上に乗せた。フ

ィルターを、６８℃で３０分間、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダーゼーション

溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中でプレハイブリダイズし、次いで、３２Ｐ－ｄＣＴ

Ｐ標識されたプローブを含む同じハイブリダーゼーション溶液中で６８℃で一晩

ハイブリダイズさせた。ハイブリダイズさせたフィルターを、２×ＳＳＣおよび

０．１％ＳＤＳ中で、室温で１０分間、２回洗浄し、そして０．１×ＳＳＣおよ

び０．１％ＳＤＳ中で６５℃で３０分間、２回洗浄した。洗浄後、フィルターを

、強化されたスクリーンの存在下で、－８０℃で一晩オートラジオグラフィーに

供した。陽性クローンを、再びスクリーニングした。二次スクリーニングに従っ

て、２つの陽性クローンを同定し、そしてこれら２つのクローン由来のＤＮＡを

、単離し、そして配列決定した。１つのクローン（ｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２と名

付けた）は、約１．８ｋｂの挿入を含み、これは、完全なマウスＣＨＬ２ポリペ

プチドをコードした。

      【０２９０】

  マウスＣＨＬ２ポリペプチドについての全長ｃＤＮＡの配列分析は、この遺伝

子が４２６アミノ酸のタンパク質をコードする１２７８ｂｐのオープンリーディ

ングフレームを含む遺伝子であることを示した。図１Ａ～１Ｃは、マウスＣＨＬ

２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）およびマウスＣＨＬ２ポリペプチド

の予測されたアミノ酸配列（配列番号２）を例示する。図１Ａにおいて、ｖｏｎ

  Ｈｅｉｊｎｅアルゴリズムによって予測されたシグナルペプチド配列に、下線

を付す。

      【０２９１】

  マウスＣＨＬ２アミノ酸配列のコンピューター分析は、このポリペプチドが、

ＣＨＬ（ＣＨＬ１）ポリペプチドおよびＣＨＬｄ５ポリペプチド（同時係属中か

つ共有に係る米国特許出願番号０９／７２４，９１５）のように、３つのプロコ

ラーゲンリピート（ＣＲモチーフ）を有することを示した（対照的に、ＣＨＤに

おいては４つのリピートが観察される）（図５）。ＣＨＬ２のアミノ酸配列は、
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マウスのコルディンと２４．４％の同一性を共有する（またはＧＡＰ調査では２

８％の同一性を共有する）ことが見出された。図２は、マウスＣＨＬ２ポリペプ

チド（マウスＣＨＬ２；配列番号２）とマウスコルディン（Ａｆ０６９５０１；

配列番号７）のアミノ酸配列のアラインメントを例示する。マウスＣＨＬ２ポリ

ペプチドのアミノ酸配列はまた、ＣＨＬ１と５０％の同一性を共有し、そしてＢ

ＭＰおよびＳＯＧと構造的類似性を共有し、この類似性は特にＣＲドメインにお

いて高い。ＣｅｌｅｒａヒトゲノムデータベースのＢＬＡＳＴ調査は、ＣＨＬ２

遺伝子が、ＣＨＬ１遺伝子と最大の同一性を共有することを示した。これらの結

果は、ＣＨＬ２遺伝子がＣＨＤ／ＳＯＧ遺伝子ファミリーの新規メンバーである

ことを示唆する。

      【０２９２】

  （実施例２：ヒトＣＨＬポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載されるような材料および方法を

、ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析するた

めに使用した。

      【０２９３】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を単離するために、ヒト胎盤ｃＤ

ＮＡライブラリーを調製した。標準的な抽出および単離技術を使用して、総ＲＮ

Ａをヒト胎盤から抽出し、そしてポリ－Ａ＋ＲＮＡを選択した。次いで、オリゴ

ｄ（Ｔ）プライムされた（Ｏｒｉｇｏ  ｄ（Ｔ）－ｐｒｉｍｅｄ）ｃＤＮＡを、

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を使用してポリ－Ａ＋ＲＮＡから合

成した。生じたｃＤＮＡを、ＮｏｔＩで消化し、そして０．８％アガロースゲル

で分画した。電気泳動された１．５ｋｂより大きいｃＤＮＡを単離し、ｐＳＰＯ

ＲＴ１中に連結した。連結反応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏ

ｌｉに導入し、これらの形質転換体をアンピシリン含有培地上で選択し、そして

これらの形質転換体をヒト胎盤ｃＤＮＡライブラリーを作製するために回収した

。

      【０２９４】
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  ３２Ｐ－ｄＣＴＰ標識されたマウスＣＨＬ２ｃＤＮＡフラグメントを使用して

、ヒト胎盤ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングした。プラスミドＤＮＡを、

各１００，０００クローンの１２個のプールから単離し、各プール由来の１μｇ

のプラスミドＤＮＡを、ＮｏｔＩおよびＳａｌＩで消化して、０．８％のアガロ

ースゲルで電気泳動し、次いで、ニトロセルロース膜に転移させた。フィルター

を、６０℃で３０分間、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダーゼーション溶液（Ｃ

ｌｏｎｔｅｃｈ）中でプレハイブリダイズし、次いで、マウスＣＨＬ２ｃＤＮＡ

プローブを含む同じハイブリダーゼーション溶液中で６０℃で一晩ハイブリダイ

ズさせた。ハイブリダイズさせたフィルターを、２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤ

Ｓ中で、室温で１０分間、２回洗浄し、そして０．５×ＳＳＣおよび０．１％Ｓ

ＤＳ中で６０℃で３０分間、２回洗浄した。洗浄後、フィルターを、強化された

スクリーンの存在下で、－８０℃で一晩オートラジオグラフィーに供した。陽性

ｃＤＮＡフラグメントを、１２個のプラスミドプールのうち２個において同定し

た。

      【０２９５】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を含む個々のクローンを、１５０

ｍｍプレートに各プール由来の３×１０５のクローンを１プレート当たり約５×

１０４でプレートすることによって、上で同定した２個のプラスミドプールから

単離した。次いで、これらのクローンを、プレートからニトロセルロースフィル

ター上に乗せ、そしてこのフィルターを、上記のように分析した。２つの陽性ク

ローンを同定し、そして各々を配列決定分析に供した。１つのクローン（ｐＳＰ

ＯＲＴｈＣＨＬ２と名付けた）は、完全なヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードす

る、約１．５ｋｂの挿入を含んだ。

      【０２９６】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドの全長ｃＤＮＡの配列分析によって、この遺伝子が

、４２９アミノ酸のタンパク質をコードする１２８７ｂｐのオープンリーディン

グフレームを含むことが示された。図３Ａ～３Ｃは、ヒトＣＨＬ２遺伝子のヌク

レオチド配列（配列番号４）およびヒトＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配

列（配列番号５）を図示する。ＣＨＬ２のアミノ酸配列は、ヒトコルディンと２
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６．７％の同一性を共有することが発見された。図４は、ヒトＶＨＬ２ポリペプ

チドのアミノ酸配列アラインメント（ヒトＣＨＬ２；配列番号５）およびヒトコ

ルディン（Ａｆ０７６６１２；配列番号８）を図示する。

      【０２９７】

  （実施例３：ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現）

  複数のヒト組織ノーザンブロットまたはマウス組織ノーザンブロット（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ）を、それぞれ、３２Ｐ－ｄＣＴＰ標識したヒトまたはマウスのＣＨ

Ｌ２  ｃＤＮＡフラグメントを用いてプローブした。ノーザンブロットを、Ｅｘ

ｐｒｅｓｓ  Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中で３０分

間、６８Ｃでプレハイブリダイズし、次いで、標識プローブを添加した同じ溶液

中で、一晩、６８Ｃでハイブリダイズした。ハイブリダイゼーション後、フィル

ターを、２×ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中、１０分間室温で２回、０．１×

ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中、３０分間６８℃で２回洗浄した。洗浄後、こ

のブロットを、増感スクリーンの存在下で、８０℃で７２時間、オードラジオグ

ラフィーに供した。

      【０２９８】

  ヒト組織ブロットのノーザンブロット分析は、前立腺、精巣、子宮（非常に豊

富な発現）、結腸、小腸、心臓、骨格筋および平滑筋において、約２ｋｂの優勢

なＣＨＬ２転写物を表した。弱い発現が、気管、胎盤および骨髄で検出され、そ

して非常に弱い発現が肝臓で検出された。マウス組織ブロットのノーザンブロッ

ト分析は、肝臓および腎臓において、約１．８ｋｂの優勢なＣＨＬ２転写物を表

した。非常に弱い発現が心臓で検出された。約２ｋｂの転写物の弱い発現が、精

巣および骨格筋で検出された。マウスの胃の組織においてＣＨＬ２の発現は分析

されなかった。非常に弱い発現が、７日、１１日、１５日および１７日目の胚の

マウス胚組織において検出された。

      【０２９９】

  ノーザンブロット分析によって、ＣＨＤ／ＳＯＧとＣＨＬ２ポリペプチドとの

間の関係が強化される。ＣＨＤ／ＳＯＧは、Ｅ７胚で比較的高レベルで発現され

、より低いレベルでＥ１１、Ｅ１５およびＥ１７胚で発現される（Ｐａｐｐａｎ
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ｏら、１９９８、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  ５２：２３６－３９）。ＣＨＬ２  ｍＲＮ

Ａは、Ｅ７、Ｅ１１、Ｅ１５およびＥ１７胚において同様に検出されたが、ＣＨ

Ｄ／ＳＯＧ転写物よりも低いレベルであった。ＣＨＤ／ＳＯＧ発現は、脾臓、肝

臓、および腎臓で検出された（Ｐａｐｐａｎｏら、１９９８）。ＣＨＬ２  ｍＲ

ＮＡは、肝臓および腎臓で同様に検出された。発現パターンにおける類似性は、

構造における類似性と組み合わせて、ＣＨＬ２およびＣＨＤ／ＳＯＧが、類似の

生物学的活性を有すること、ただしこれらのタンパク質は、異なる発生段階で機

能し得ることを示唆する。

      【０３００】

  ＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現は、インサイチュハイブリダイゼーションによって

局在化された。胚および成体マウス組織の切片に対するインサイチュハイブリダ

イゼーションを、記載（Ｗｉｌｃｏｘ，１９９３，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃ

ｙｔｏｃｈｅｍ．４１：１７２５～３３）されるように、実施した。マウスＣＨ

Ｌ２プローブを、最初にｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２から１．２ｋｂのＮｃｏＩ－Ｓ

ａｃＩフラグメントを除去することによって調製して、ｐＳＰｍＣＨＬ２ＯＯＨ

を生成し、これを次いでＥｃｏＲＩで直線化した。さらに、ＨｉｎｄＩＩＩフラ

グメントを取り出して、ｐＳＰｍＣＨＬ２ＮＨ２を得た。アンチセンスＲＮＡを

ＳＰ６  ＲＮＡポリメラーゼを用いて合成した。これらのプラスミドから合成し

たＲＮＡは、非重複配列を含んだ。

      【０３０１】

  インサイチュハイブリダイゼーション分析によって、ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現

が、マウスにおいて約１２．５日目の胚で胸骨において開始され、そして成体の

関節軟骨の限定された領域に存続することが明らかになった。ＣＨＬ２  ｍＲＮ

Ａ発現は、１０．５日前の胚で試験した切片では検出されなかった。１３．５日

の胚において、強力なＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現が、四肢の骨（図６および７）お

よび胸骨における軟骨細胞にわたって、ならびに発達中の関節に隣接する軟骨周

囲間葉細胞において検出された。強力だが非常に限定されたＣＨＬ２  ｍＲＮＡ

発現が、椎骨および長骨の骨端軟骨の発達中の関節軟骨内の表面的領域の軟骨細

胞でも検出された（図６～８）。１８．５日の胚まで、および成人期まで、ＣＨ
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Ｌ２  ｍＲＮＡの骨格発現は、関節軟骨における表皮的領域の軟骨細胞の単層に

限定されていた。骨端の成長板は、マウス発生のいずれの時点でもＣＨＬ２  ｍ

ＲＮＡ発現を示さなかった。

      【０３０２】

  非軟骨性組織のなかでは、有意なＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現が、雌性マウスの卵

巣、卵管および子宮で、ならびに雄性マウスの精巣、精巣上体および可能性とし

て他の付属腺（例えば、精嚢、凝固腺、および前立腺）で観察された。子宮壁で

観察された強力なシグナルは、子宮で検出されたＣＨＬ１  ｍＲＮＡ発現にある

程度類似していた。ＣＨＬ２  ｍＲＮＡの弱い発現がまた、結腸表面で検出され

た。しかし、結腸におけるＣＨＬ２発現の位置は、ＣＨＬ１の位置とは明白に異

なっており、ここでＣＨＬ２  ｍＲＮＡは、粘膜下と粘膜を分ける線維芽細胞／

結合組織において検出された（Ｎａｋａｙａｍａら、２００１）。ＣＨＬ１遺伝

子と対照的に、ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現は、胃または小腸では検出されなかった

。従って、軟性組織のなかでも、ＣＨＬ２遺伝子は、生殖器官において特に発現

された。

      【０３０３】

  （実施例４：マウスＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子の染色体マッピング）

  蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析を使用して、マウ

スＣＨＬ２遺伝子の染色体局在化を決定する（Ｓｈｉら、１９９７、Ｇｎｅｎｏ

ｍｉｃｓ  ４５：４２－４７）。ＦＩＳＨプローブを、標準技術およびマウスＣ

ＨＬ２遺伝子の５’非翻訳領域に対応するプライマー（５’－ＴＣＣＴＣＴＣＡ

ＴＣＣＴＣＡＣＣＴＴＡＧ－３’；配列番号１５および５’－ＧＧＡＧＡＡＡＧ

ＴＧＡＧＡＴＡＡＧＧＡＣＡＣ－３’；配列番号１６）を使用するＰＣＲによっ

て、マウスＥＳ－１２９／ＳｖＪ  ＩＩ  ＢＡＣ染色体ＤＮＡライブラリー（Ｇ

ｅｎｏｍｅ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）から単離したＢＡＣクローン（Ｆ１０６７）から

調製した。マウスＣＨＬ２遺伝子は、同時ハイブリダイゼーションプローブとし

て第７染色体セントロメア特異的Ｐ１クローンを用いて、第７染色体に局在した

（Ｓｈｉら、１９９７）。全部で８０個の分裂中期細胞を分析し、そして特定の

標識を示した７７個のうち１０個の細胞を同時ハイブリダイゼーション実験のた
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めに使用した。結果として、ＣＨＬ２遺伝子は、第７染色体のテロメアに対する

異質染色質－真性染色質境界から６６％の距離である位置（バンド７Ｅ２－Ｅ３

に対応する領域）に局在した。従って、ＣＨＬ２遺伝子は、ＣＨＬ１遺伝子とは

異なり、すなわち、ＣＨＬ２遺伝子は常染色体である。

      【０３０４】

  （実施例５：ＣＨＬ２ポリペプチドの生成）

  （Ａ．細菌におけるＣＨＬ２ポリペプチドの発現）

  ＰＣＲを用いて、ＣＨＬ２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。このＰＣＲには、この配列の５’および３’末端に対応するプライ

マーを用いる。増幅したＤＮＡ産物を制限酵素部位を含むように改変して、発現

ベクター内への挿入を可能にするようにし得る。ＰＣＲ産物をゲル精製し、そし

て標準的組み換えＤＮＡ方法論を用いて発現ベクター中に挿入する。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番号９８１１３）のような代表的ベクターを、挿入したＤＮＡの方向性クロ

ーニングのために、ＢａｍＨＩおよびＮｄｅＩを用いて消化する。連結した混合

物を、エレクトロポレーションによってＥ．ｃｏｌｉ宿主株中に形質転換し、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。選択したコロニー由来の

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（挿入

物）の存在を確認する。

      【０３０５】

  形質転換した宿主細胞を、導入前に、３０μｇ／ｍＬ  カナマイシンを含有す

る２×ＹＴ培地中で３０℃でインキュベートする。最終濃度３０ｎｇ／ｍＬへの

Ｎ－（３－オキソヘキサノイル）－ｄｌ－ホモセリンラクトンの添加、それに続

く３０℃かまたは３７℃での６時間のインキュベーションによって、遺伝子発現

を誘導する。ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を、培養物、細菌ペレットの再懸濁お

よび溶解物の遠心分離、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評価する。

      【０３０６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドを含有する封入体を、以下の通り精製する。細菌細胞を
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遠心分離によってペレット化し、そして水中に再懸濁する。この細胞懸濁液を超

音波処理によって溶解し、そして１９５，０００×ｇでの５～１０分間の遠心分

離によってペレット化する。この上清を廃棄し、そしてペレットを洗浄してホモ

ジナイザーに移す。このペレットを、均一に懸濁されるまで、５ｍＬのＰｅｒｃ

ｏｌｌ溶液（７５％液体Ｐｅｒｃｏｌｌおよび０．１５Ｍ  ＮａＣｌ）中にホモ

ジナイズし、次いで希釈して２１，６００×ｇで３０分間遠心分離する。封入体

を含む勾配画分を回収してプールする。単離した封入体をＳＤＳ－ＰＡＧＥによ

って分析する。

      【０３０７】

  Ｅ．ｃｏｌｉが産生したＣＨＬ２ポリペプチドに相当する、ＳＤＳポリアクリ

ルアミドゲル上の単一のバンドを、ゲルから切り出し、そしてＮ末端アミノ酸配

列を、本質的にＭａｔｓｕｄａｉｒａら、１９８７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２６２：１０～３５に記載のように決定する。

      【０３０８】

  （Ｂ．ＣＨＬ２ポリペプチド哺乳動物発現ベクターの構築）

  マウスＣＨＬ２は、ｐＳＲαｍＣＨＬ２ベクターを用いて一過性に発現したが

、このベクターは以下のように調製した。ＣＨＬ２ポリペプチドのオープンリー

ディングフレームを、標準的技術、ならびにプライマー２３６０～４０（５’－

ＧＣＴＡＴＣＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＣＣＣＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴ

ＣＡＴＣ－３’；配列番号１７）および２３６０－４１（５’－ＧＣＴＡＧＴＣ

ＧＡＣＣＴＡＴＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＣＴＴＴＧＴＣＴＧ－３’；配列番

号１８）を使用するＰＣＲによってまず増幅した。増幅されたＰＣＲ産物をＸｂ

ａ  ＩおよびＳａｌ  Ｉを用いて消化し、次いで、ＳＲα－ベースの発現プラス

ミド（Ｔａｋｅｂｅら、１９８８、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：４６６～

７２）中に挿入して。ｐＳＲαｍＣＨＬ２を生成した。

      【０３０９】

  ＦＬＡＧタグマウスＣＨＬ２ポリペプチド発現構築物を以下のように調製した

。全長マウスＣＨＬ２  ＤＮＡフラグメント（ここで終止コドンがＳａｌ  Ｉ部

位で置換されている）を、テンプレートとして全長マウスｃＤＮＡクローンなら
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びにプライマー５’－ＧＣＴＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＣＣ

ＣＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＡＴＣ－３’；配列番号１９）および５’－ＧＣＴ

ＡＧＴＣＧＡＣＴＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＣＴＴＴＧＴＣＴＧＧＧＣ－３’

；配列番号２０）を使用して、ＰＣＲによって得た。増幅されたＰＣＲ産物をＮ

ｏｔＩおよびＳａｌ  Ｉを用いて消化し、次いで、ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－５ａ発

現ベクター（Ｓｉｇｍａ）に、そのカルボキシ末端でＣＨＬ２配列とインフレー

ムで結合されたＦＬＡＧ配列とともに挿入した。得られたｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧ

発現プラスミドをｐＦＬＡＧｍＣＨＬ２と名づけた。

      【０３１０】

  ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧポリペプチドの発現を、５％（ｗ／ｖ）の脱脂粉乳（Ｔ

ｒａｄｅｒ  Ｊｏｅ’ｓ，Ｔｈｏｕｓａｎｄ  Ｏａｋｓ  ＣＡ）を、３％（ｗ／

ｖ）ウシ血清アルブミンの代わりに用いた以外は、製造業者の推奨に従って、１

０μｇ／ｍｌの抗ＦＬＡＧマウスモノクローナル抗体、Ｍ２（Ｓｉｇｍａ）を使

用して、直接ウエスタンブロットによって検出した。マウスＣＨＬ２に対するウ

サギポリクローナル抗体を、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ｕｓｉｎｇ  Ａｎｔ

ｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒ

ｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，１９８８）に記載

のように、カルボキシ末端配列ＣＰＥＤＥＡＥＤＤＨＳＥＶＩＳＴＲ（配列番号

２１）に基づく合成ペプチドを用いて惹起した。得られた抗血清を、直接用いる

か、または対応するペプチドを用いるアフィニティー（親和性）精製に供した。

      【０３１１】

  ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧを安定して発現し得るクローンを生成するために、直鎖

状のｐＦＬＡＧｍＣＨＬ２を用いて、２９３細胞をトランスフェクトした。安定

な形質転換体を選択し、そして無血清順化培地および細胞溶解物の両方における

対応するＦＬＡＧタグ化タンパク質の発現レベルを、ウエスタンブロット分析に

よって比較した（Ｎａｋａｙａｍａら、２００１，Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．印刷中）

。順化培地をウエスタンブロットの前に濃縮し、次いでこのタンパク質を可視化

した。一過性形質転換に基づく発現を、２９３Ｔ細胞を用いて実行した。そして

１０倍に濃縮した順化培地を上記のように分析した。
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      【０３１２】

  中規模の調製のために、安定なクローンをＣＬ  １０００フラスコ（Ｉｎｔｅ

ｇｒａ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｊａｍｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）において、２

９３  ＳＦＭ  ＩＩ無血清培地中で培養し、そして順化培地を２～３日ごとに回

収した。約３～４μｇ／ｍｌの発現レベルを得た。ＦＬＡＧタグ化タンパク質を

高塩条件下（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９７，Ｃｅｌｌ  ９１：４０７～１６）で

抗ＦＬＡＧ  Ｍ２アフィニティーゲル（Ｓｉｇｍａ）を用いて、単一工程のアフ

ィニティクロマトグラフィーによって５００ｍｌの収集した上清から精製した。

各調製物のタンパク質濃度を、Ｍ２を用いたウエスタンブロット分析によって決

定し、そしてＦＬＡＧ細菌アルカリフォスファターゼ標準（Ｓｉｇｍａ）と比較

した。

      【０３１３】

  （実施例６：抗ＣＨＬ２ポリペプチド抗体の生成）

  ＣＨＬ２ポリペプチドに対する抗体を、生物学的合成または化学的合成によっ

て生成した、精製タンパク質またはＣＨＬ２ペプチドを用いて免疫することによ

って獲得し得る。抗体を生成するための適切な手順は、ＨｕｄｓｏｎおよびＢａ

ｙ、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第二版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ

  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｉｌｉｃａｔｉｏｎ）に記載の手順を含む。

      【０３１４】

  抗体生成のための１つの手順において、動物（代表的には、マウスまたはウサ

ギ）に、ＣＨＬ２抗原（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチド）を注射し、そして、ハ

イブリドーマ産生のため、ＥＬＩＳＡによって決定した十分な血清力価を有する

動物を、選択する。免疫した動物の脾臓を回収し、そして単一細胞懸濁液として

調製し、これから脾臓細胞を回収する。脾臓細胞をマウスミエローマ細胞（例え

ば、Ｓｐ２／０－Ａｇ１４細胞）に融合し、ＤＭＥＭ（２００Ｕ／ｍＬペニシリ

ン、２００μｇ／ｍＬ硫酸ストレプトマイシン、および４ｍＭグルタミン含有）

中でまずインキュベートし、次いで、ＨＡＴ選択培地（ヒポキサンチン、アミノ

プテリンおよびチミジン）中でインキュベートする。選択後、組織培養上清を各

融合ウェルから取り出し、そしてＥＬＩＳＡによって、抗ＣＨＬ２抗体産生につ
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いて試験する。

      【０３１５】

  抗ＣＨＬ２抗体を得るため、別の手順をまた、使用し得る。この手順は例えば

、ヒト抗体の生成のためのヒトＩｇ遺伝子座を保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ー（例えば、抗体可変ドメインの変異誘発

によって生成されるライブラリーなど）のスクリーニングである。

      【０３１６】

  （実施例７：Ｘｅｎｏｐｕｓ胚におけるマウスＣＨＬ２の生物学的活性）

  コルディンは、ＢＭＰ４の活性を阻害することによって原腸形成しているＸｅ

ｎｏｐｕｓ胚を背方化することが公知である。Ｘｅｎｏｐｕｓ胚の発達に対する

ＣＨＬ２の効果を以下のとおり試験した。ｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２のＥｃｏＲＩ

－ＮｏｔＩフラグメントを、最初に、ｐＣＳ２＋（Ｒｕｐｐら、１９９４、Ｇｅ

ｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：１３１１～２３）にクローニングし、Ｎｏｔ  Ｉを用いて

直鎖化し、そしてキャッピングしたｍＲＮＡを、ＳＰ６ポリメラーゼで合成して

、定量した（Ｎｉｓｈｉｎａｋａｍｕｒａら、１９９９、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２

１６：４８１～９０）。このｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２プラスミドをまた、Ｎｏｔ

  Ｉで直線化し、Ｔ７ポリメラーゼで転写した。両方の構築物は、二次的軸形成

を誘導した。陰性コントロールとして、伸長因子１（ＥＦ１）ＲＮＡを合成した

。

      【０３１７】

  各ＲＮＡサンプルを４細胞期のＸｅｎｏｐｕｓ胚の２つの腹側割球に注射した

。注入後、胚を１０％  Ｓｔｅｉｎｂｅｒｇ溶液中で４８時間培養し、そして胚

を異所性軸についてスコア付けした（Ｎｉｓｈｉｎａｋａｍｕｒａら、１９９９

；図９）。割球に１ｐｇのマウスＣＨＬ２  ＲＮＡを注射した場合、軸複製速度

は、７７～８７％にわたったが、一方注射していないコントロール胚およびＥＦ

１  ＲＮＡ注射胚での速度は０％であった。陽性コントロールとして、マウスＣ

ＨＬ１  ＲＮＡを用いた実験も実施した。これらの実験では、１０～３０ｐｇの

ＣＨＬ１  ＲＮＡを用いた場合、８３％の軸複製速度が得られた。従って、マウ

スＣＨＬ２  ＲＮＡは、内因性の腹方化因子（おそらく、ＢＭＰ４）に拮抗（ア
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ンタゴナイズ）する活性がある。

      【０３１８】

  （実施例８：マウスＣＨＬ２ポリペプチドによるＢＭＰ４作用の阻害）

  コルディンーＣＨＬ１複合体の形成は、ＢＭＰ４機能を阻害することが公知で

ある。ＣＨＬ２ポリペプチドについて観察された類似の軸複製活性（実施例７）

によって、ＣＨＬ２ポリペプチドがまたＢＭＰ４作用を直接阻害したことが示唆

された。ＣＤ３４＋／ＣＤ３１ｈｉリンパ球造血性前駆細胞、ＣＤ３４＋／ＣＤ

３１ｌｏ赤血球－骨髄前駆細胞、およびＣＤ４５＋骨髄単球性細胞は、マウス胚

性幹細胞（ＥＳ）細胞の分化の間の０．１５～２ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４の存在に

依存することが示されている（Ｎａｋａｙａｍａら、２０００，Ｂｌｏｏｄ  ９

５：２２７５：８３）。

      【０３１９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドがＢＭＰ４の活性を阻害する能力を、以下のように直接

試験した。Ｒｏｓａ２６  ＥＳ細胞をフィブロネクチンコーティングプレートに

移し、無血清培地で２日間調節し、次いで０．９ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４の存在下

で、無血清メチルセルロース培地中で分化させた（Ｎａｋａｙａｍａら、２００

０）。０．９ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４濃度が、ほぼ最大のレベルを生じた。胚様体

（ＥＢ）を７日目に回収して、コレゲナーゼで分離させた。この細胞を、ＣＤ３

１およびＣＤ３４のような造血性前駆細胞マーカーのモノクローナル抗体で染色

した。そして染色したサンプルをＦＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎ

ｓｏｎ、Ｓａｎ  Ｊｏｓｅ，ＣＡ）で分析した。

      【０３２０】

  アフィニティー精製したｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧを１００ｎｇ／ｍｌ以上加えた

場合、ＣＤ３４－／ＣＤ３１＋細胞集団およびＣＤ３４＋／ＣＤ３１＋細胞集団

は、バックグラウンドのレベル（すなわち、ＢＭＰ４なしで達成されたレベル；

図１０を参照のこと）まで減少した。これらの結果は、ＦＬＡＧタグ化ｍＣＨＬ

２タンパク質がインビトロにおいてＢＭＰ４の作用を阻害できたことを示唆する

。

      【０３２１】
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  （実施例９：ＢＭＰ２作用およびＢＭＰ４作用のマウスＣＨＬ２ポリペプチド

による阻害）

  ＢＭＰ２およびＢＭＰ４の両方ともＣ２Ｃ１２筋芽細胞においてアルカリホス

ファターゼ発現を誘導することが公知である。ＢＭＰ２作用およびＢＭＰ４作用

のＣＨＬ２ポリペプチド阻害は、Ｃ２Ｃ１２アルカリホスファターゼアッセイに

おいて実証された。

      【０３２２】

  前筋芽細胞株Ｃ２Ｃ１２（ＡＴＣＣ登録番号ＣＲＬ－１７２２）を、１０％ウ

シ胎仔血清（ＦＢＳ）および抗生物質を含有するＤＭＥＭ中で、３７℃で５％Ｃ

Ｏ２の湿潤雰囲気において維持した。レセプター感度は、非常に継代された細胞

では減少し得るので、１０～１５回継代したら細胞を破棄した。Ｃ２Ｃ１２細胞

を、１００μｌのＤＭＥＭ（２％ウシ血清および抗生物質を含有する）を含む、

９６ウェルマイクロタイタープレート中に、３×１０４細胞／ウェルの密度で、

プレートした。過剰な乾燥を回避するため、マイクロタイタープレートの最も外

側のウェルには２００μｌのＤＭＥＭのみを充填した。次いで細胞を３７℃で５

％ＣＯ２の湿潤雰囲気において一晩インキュベートした。

      【０３２３】

  プレート後、Ｃ２Ｃ１２細胞を、９０９ｎｇ／ｍｌ（３５ｎＭ）ＢＭＰ２また

は５６６ｎｇ／ｍｌ（２２ｎＭ）ＢＭＰ４のいずれかの存在下で、マウスＣＨＬ

２－ＦＬＡＧの階段希釈（１．４７、２．９３、５．９、１１．７、２３．４、

４６．９、９３．８、１８７．５、３７５、７５０、および１５００ｎｇ／ｍｌ

）に曝露した。次いで細胞を３７℃で５％ＣＯ２の湿潤雰囲気において３日間イ

ンキュベートした。インキュベーション後、培地を除去し、この細胞を０．１Ｍ

  Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．４を用いてリンスし、そして１５０μｌのグリシン緩衝液

（０．１Ｍグリシン、１ｍＭ  ＭｇＣｌ２、ｐＨ１０．５）（０．１％ＩＧＥＰ

ＡＬ  ＣＡ－６３０（Ｓｉｇｍａ）含有）をウェルに添加した。次いで、この細

胞を－８０℃で凍結して、融解し、５０μｌの細胞上清をＢｒａｄｆｏｒｄタン

パク質アッセイにおける使用のために取り出し、そして１００μｌのリン酸ｐ－

ニトロフェニル二ナトリウム（Ｓｉｇｍａ；グリシン緩衝液中で４ｍｇ／ｍｌに
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希釈）を残りの細胞上清に添加した。この混合物を、３７℃で３０分間インキュ

ベートし、そして５０μｌの０．５Ｎ  ＮａＯＨを加えて反応を停止した。次い

で、このプレートを４０５～４１０ｎｍで読み取った。ＣＨＬ２－ＦＬＡＧは、

用量依存性の様式でＢＭＰ２およびＢＭＰ４の両方を阻害することが見出された

（図１１）。

      【０３２４】

  （実施例１０：ＣＨＬ２ポリペプチドとＢＭＰとの直接的相互作用）

  マウスＣＨＬ１ポリペプチドとヒトＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６およびＴＧ

Ｆβ２との直接的相互作用は以前に実証されている（Ｎａｋａｙａｍａら、２０

０１）。ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧタンパク質を６００ｎｇ／ｍｌで用いた以外は、

同様の免疫沈降実験を、マウスＣＨＬ２ポリペプチドを用いて行った。ｍＣＨＬ

２－ＦＬＡＧタンパク質は、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６、ＧＤＦ

５（ＢＭＰ１４）またはアクチビンＡを用いて同時免疫沈降することが見出され

た（図１２）。しかし、高濃度のＢＭＰ５は、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧと検出可能

なレベルの相互作用を示すことが必要であった。ＣＨＬ２は、他のＢＭＰとより

もＢＭＰ５との親和性が弱いようであった。ｍＣＨＬ１と同様、アクチビンＡ（

別のＴＧＦβスーパーファミリーメンバー）は、いずれの設定された条件でもＣ

ＨＬ２と相互作用の兆候を示さなかった。しかし、マウスＣＨＬ１と比べて、Ｔ

ＧＦβ相互作用は、全く観察されなかった。ＢＭＰ２およびＢＭＰ４は、ＢＭＰ

５、ＢＭＰ６およびＢＭＰ７から別々のサブファミリーを形成する（Ｃｅｌｅｓ

ｔｅら、１９９０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８７

：９８４３～４７）。従って、ＣＨＬ１ポリペプチドおよびＣＨＬ２ポリペプチ

ドの両方とも、全てのＢＭＰに結合するタンパク質（ｐａｎ－ＢＭＰ  ｂｉｎｄ

ｉｎｇ  ｐｒｏｔｅｉｎ）であり得る。

      【０３２５】

  （実施例１１：トランスジェニックマウスにおけるＣＨＬ２ポリペプチドの発

現）

  ＣＨＬ２ポリペプチドの生物学的活性を評価するため、肝臓特異的ＡｐｏＥプ

ロモーターの制御下で、ＣＨＬ２ポリペプチド／Ｆｃ融合タンパク質をコードす
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る構築物を調製する。この構築物の送達により、ＣＨＬ２ポリペプチドの機能に

関して参考となる、病理的変化を生じることが期待される。同様に、βアクチン

プロモーターの制御下で、全長ＣＨＬ２ポリペプチドを含む構築物を調製する。

この構築物の送達により、遍在性発現を生じることが期待される。

      【０３２６】

  これらの構築物を生成するために、ＰＣＲを用いて、ＣＨＬ２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。このＰＣＲには、所望の配列の

５’末端および３’末端に対応するプライマーを用いる。そしてこのプライマー

は、発現ベクター内への増幅産物の挿入を可能にする制限酵素部位を組み込む。

増幅後、ＰＣＲ産物をゲル精製し、適切な制限酵素で消化し、そして標準的組み

換えＤＮＡ技術を用いて発現ベクター中に連結する。例えば、増幅したＣＨＬ２

ポリペプチド配列を、Ｇｒａｈａｍら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ，１７：２７２～７４およびＲａｙら，１９９１  Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．５

：２２６５～７３に記載のように、ヒトβアクチンプロモーターの制御下で発現

ベクター中にクローニングし得る。

      【０３２７】

  連結後、反応混合物を用いて、Ｅ．ｃｏｌｉ宿主株をエレクトロポレーション

によって形質転換し、そして形質転換体を、薬物耐性で選択する。選択したコロ

ニー由来のプラスミドＤＮＡを単離して、ＤＮＡ配列決定に供し、適切なインサ

ートが存在することおよび変異が存在しないことを確認する。ＣＨＬ２ポリペプ

チド発現ベクターを、２回のＣｓＣｌ密度勾配遠心分離を通じて精製し、適切な

制限酵素で切断し、そして、ＣＨＬ２ポリペプチド導入遺伝子を含有する直鎖化

フラグメントを、ゲル電気泳動によって精製する。精製したフラグメントを、５

ｍＭ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．４）および０．２ｍＭ  ＥＤＴＡ中で、２ｍｇ／ｍＬ

の濃度で、再懸濁する。

      【０３２８】

  ＢＤＦ１×ＢＤＦ１交配マウス由来の単一細胞胚に、記載（ＰＣＴ公開番号Ｗ

Ｏ９７／２３６１４）のように注射する。胚を、ＣＯ２インキュベーター中で一

晩培養し、そして１５～２０の２細胞胚を偽妊娠ＣＤ１雌性マウスの卵管に移す
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。マイクロインジェクションした胚の着床から得た子孫を、以下のように、ゲノ

ムＤＮＡサンプル中に取り込んだ導入遺伝子のＰＣＲ増幅でスクリーニングする

。耳切片を２０ｍＬの耳緩衝液（２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０，１０ｍＭ  

ＥＤＴＡ、０．５％  ＳＤＳ、および５００ｍｇ／ｍＬ  プロテイナーゼＫ）中

で、５５℃で一晩消化する。次いで、このサンプルを２００ｍＬのＴＥで希釈し

、そして２ｍＬの耳サンプルを、適切なプライマーを用いるＰＣＲ反応中で用い

る。

      【０３２９】

  ８週齢で、トランスジェニック創始動物およびコントロール動物を、剖検およ

び病理分析のため、屠殺する。脾臓の一部を取り出し、そしてＴｏｔａｌ  ＲＮ

Ａ  Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ  Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて、脾臓から、総細

胞ＲＮＡを単離し、そして導入遺伝子発現を、ＲＴ－ＰＣＲによって決定する。

脾臓から回収したＲＮＡを、以下のように、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＰｒｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を用いてｃ

ＤＮＡに変換する。適切なプライマー（発現ベクター配列に位置し、そしてＣＨ

Ｌ２ポリペプチド導入遺伝子の３’側である）を用いて、導入遺伝子転写物から

のｃＤＮＡ合成をプライムする。トランスジェニック創始動物およびコントロー

ル由来の１０ｍｇの総脾臓ＲＮＡを、１ｍＭのプライマーとともに、１０分間７

０℃でインキュベートし、そして氷上に置く。次いで、反応物に、１０ｍＭ  Ｔ

ｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．３、５０ｍＭ  ＫＣｌ、２．５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１

０ｍＭの各ｄＮＴＰ、０．１ｍＭ  ＤＴＴ、および２００ＵのＳｕｐｅｒＳｃｒ

ｉｐｔＩＩ逆転写酵素を補充する。４２℃で５０分間のインキュベーション後、

７２℃で１５分間加熱することによって反応を停止し、２ＵのＲＮａｓｅ  Ｈを

用いて２０分間３７℃で消化する。次いで、サンプルをＣＨＬ２ポリペプチドに

特異的なプライマーを用いるＰＣＲによって増幅する。

      【０３３０】

  （実施例１２：トランスジェニックマウスにおけるＣＨＬ２ポリペプチドの生

物学的活性）

  安楽死の前に、トランスジェニック動物を計量し、イソフルランによって麻酔
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し、そして心臓穿刺によって採血する。サンプルを、血液学分析および血清化学

分析に供する。Ｘ線撮影を、最終的な放血後に行う。肉眼での解剖の際に、主な

内臓器官を、重量分析に供する。

      【０３３１】

  肉眼での解剖後、組織（すなわち、肝臓、脾臓、膵臓、胃、胃腸管全体、腎臓

、生殖器官、皮膚および乳腺、骨、脳、心臓、肺、胸腺、気管、食道、甲状腺、

副腎、膀胱、リンパ節および骨格筋）を取出し、そして１０％緩衝化Ｚｎ－ホル

マリン中で組織学的検査のために固定する。固定後、組織をパラフィンブロック

中で処理し、そして３ｍｍの切片を得る。全ての切片を、ヘマトキシリンおよび

エオシンで染色し、次いで組織学的分析に供する。

      【０３３２】

  トランスジェニックマウスおよびコントロールマウスの両方の脾臓、リンパ節

およびパイアー斑を、以下の通りにＢ細胞特異的抗体およびＴ細胞特異的抗体に

ついての免疫組織学的分析に供する。ホルマリンで固定したパラフィン包埋切片

を脱パラフィン処理し、そして脱イオン水中で水和する。切片を３％過酸化水素

でクエンチし、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｂｌｏｃｋ（Ｌｉｐｓｈａｗ，Ｐｉｔｔｓｂｕ

ｒｇｈ，ＰＡ）でブロックし、そしてラットモノクローナル抗マウスＢ２２０お

よびＣＤ３（Ｈａｒｌａｎ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）中でインキュベ

ートする。抗体結合を、色素原（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）としてＤＡＢ（ＢｉｏＴ

ｅｋ，Ｓａｎｔａ  Ｂａｒｂａｒａ，ＣＡ）を用いて、ビオチン化ウサギ抗ラッ

ト免疫グロブリンおよびペルオキシダーゼ結合体化ストレプトアビジン（Ｂｉｏ

Ｇｅｎｅｘ，Ｓａｎ  Ｒａｍｏｎ，ＣＡ）によって検出する。切片を、ヘマトキ

シリンで対比染色する。

      【０３３３】

  剖検後、トランスジェニック動物およびコントロールの同腹仔由来の脾臓およ

び胸腺のＭＬＮおよび切片を取出す。シリンジの平らな末端を用いて１００ｍｍ

ナイロン性細胞ストレーナー（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋ

ｌｉｎ  Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）の底に対してこの組織を穏やかに粉砕することによ

って単細胞懸濁物を調製する。細胞を２回洗浄し、計数し、次いで各組織由来の
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約１×１０６細胞を、２０μＬ容量において０．５μｇ  ＣＤ１６／３２（Ｆｃ

γＩＩＩ／ＩＩ）Ｆｃブロックで１０分間インキュベートする。次いで、サンプ

ルを、ＦＩＴＣまたはＰＥに結合体化した、ＣＤ９０．２（Ｔｈｙ－１．２）、

ＣＤ４５Ｒ（Ｂ２２０）、ＣＤ１１ｂ（Ｍａｃ－１）、Ｇｒ－１、ＣＤ４または

ＣＤ８に対するモノクローナル抗体（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇ

ｏ，ＣＡ）の０．５μｇ抗体を有する、１００μＬ容量のＰＢＳ（Ｃａ＋および

Ｍｇ＋を欠く）、０．１％ウシ血清アルブミンおよび０．０１％アジ化ナトリウ

ム中で２～８℃で３０分間染色する。抗体結合後、細胞を洗浄し、次いでＦＡＣ

Ｓｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）でのフローサイトメトリーによ

って分析する。

      【０３３４】

  本発明を好ましい実施形態に関して記載してきたが、改変および修飾が当業者

に思い浮かぶことが理解される。それゆえ、添付の特許請求の範囲が、本願発明

の範囲内に入る全てのこのような均等な改変物を包含することが意図される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１Ａ～１Ｃは、マウスＣＨＬ２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）お

よびマウスＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。予

測されたシグナル配列を示す（下線）。

    【図２】

  図２は、マウスＣＨＬ２ポリペプチド（マウスＣＨＬ２；配列番号２）とマウ

スコルディン（Ａｆ０６９５０１；配列番号７）のアミノ酸配列整列を示す。

    【図３】

  図３Ａ～３Ｃは、ヒトＣＨＬ２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号４）およ

びヒトＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配列（配列番号５）を示す。予測さ

れたシグナル配列を示す（下線）。

    【図４】

  図４は、ヒトコルディン（ｈｕＣＨＤ；配列番号８）、ヒトＣＨＬ１ポリペプ

チド（ｈｕＣＨＬ；配列番号９）、およびヒトＣＨＬ２ポリペプチド（ｈｕＣＨ
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Ｌ２；配列番号５）のアミノ酸配列整列を示す。

    【図５】

  図５は、マウスコルディン（Ｃｈｏｒｄｉｎ）、ＣＨＬ１ポリペプチド、およ

びＣＨＬ２ポリペプチドの模式図を示す。プレコラーゲン反復（ＣＲ；相同のＣ

Ｒドメインを、灰色の四角で示す）、シグナルペプチド（ＳＰ）、推定ＢＭＰ１

／Ｔｏｌｌｏｉｄ切断部位（＊）、およびＣＨＬ１中のアミノ酸配列バリエーシ

ョンの部位（ｄＥおよびｄ５）を示す。

    【図６】

  図６は、Ｅ１７．５のマウス股関節（パネルＡおよびＢ）ならびに肋骨－軟骨

関節（パネルＣ；関節の両部位上での関節軟骨細胞におけるシグナルを示す）に

おけるインサイチュハイブリダイゼーションによって検出されたマウスＣＨＬ２

  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図７】

  図７は、正常な成体の脊椎関節（パネルＡ、Ｂ、およびＣ；関節突起の両側で

の関節軟骨の表面の関節軟骨細胞または隣接する脊椎の突起間の関節突起間関節

におけるシグナルを示す）および脊椎の椎間板の線維化輪（ａｎｕｌｕｓ  ｆｉ

ｂｒｏｓｕｓ）の線維軟骨（パネルＤ）におけるインサイチュハイブリダイゼー

ションによって検出されたマウスＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図８】

  図８は、Ｅ１８．５マウスの胸骨および胎盤ならびに正常な成体マウスの子宮

、結腸、および小腸におけるインサイチュハイブリダイゼーションによって検出

されたマウスＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図９】

  図９は、マウスＣＨＬ２ポリペプチドの２次的軸形成活性を示す。

    【図１０】

  図１０は、ＣＤ３４＋／ＣＤ３１＋赤骨髄（ｅｒｙｔｈｒｏ－ｍｙｅｌｏｉｄ

）前駆細胞（Ｒ７）およびＣＤ３４－／ＣＤ３１＋細胞（Ｒ３）のＢＭＰ４依存

性生成に対する、ＣＨＬ２ポリペプチドの影響を示す。

    【図１１】



(139) 特表２００３－５２５６１１

  図１１は、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞におけるＢＭＰ２依存性アルカリホスファター

ゼの誘導に対する、ＣＨＬ２ポリペプチドの影響を示す。

    【図１２】

  図１２は、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧタンパク質を用いたウエスタンブロットの結

果を示す。パネルＡにおいて、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧは、ＢＭＰ５またはアクチ

ビンＡと混合され、抗ｍＣＨＬ２抗血清で処理され、そしてプロテインＡアガロ

ースビーズを用いて沈降された。パネルＢにおいて、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧは、

ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６、ＧＤＦ５（ＢＭＰ１４）、またはア

クチビンＡと混合され、抗ｍＣＨＬ２抗血清で処理され、そしてプロテインＡア

ガロースビーズを用いて沈降された。

    【配列表】
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図２】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図５】
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【図６】
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【図７】



(171) 特表２００３－５２５６１１

【図８】



(172) 特表２００３－５２５６１１

【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年９月１９日（２００２．９．１９）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】発明の詳細な説明

【補正方法】変更

【補正の内容】

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、コルディン様（Ｃｈｏｒｄｉｎ－Ｌｉｋｅ）－２（ＣＨＬ２）ポリ

ペプチドおよびこれをコードする核酸分子に関する。本発明はまた、ＣＨＬ２ポ

リペプチドを産生するための、選択的結合因子、ベクター、宿主細胞および方法

に関する。本発明はさらに、ＣＨＬ２ポリペプチドと関連する疾患、障害、およ

び状態の診断、処置、改善、および／または予防のための薬学的組成物および方

法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  核酸分子の同定、クローニング、発現、および操作における技術進歩ならびに

ヒトゲノムの解読は、新規治療因子の発見を大きく加速した。現在、高速核酸配

列決定技術は、前例のない速度で配列情報を作製し得、そしてコンピュータ分析

と結合されて、ゲノムの一部および全体への重複配列の集合ならびにポリペプチ

ドコード領域の同定を可能にする。既知アミノ酸配列のデータベース編集物に対

する推定アミノ酸配列の比較によって、以前に同定された配列および／または構

造の目印に対して相同性の程度を決定することが可能になる。核酸分子のポリペ

プチドコード領域のクローニングおよび発現は、構造分析および機能分析のため

のポリペプチド産物を提供する。核酸分子およびコードされるポリペプチドの操

作は、治療剤としての使用に関して生成物に対して有利な特性を与え得る。

      【０００３】
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  過去１０年間にわたるゲノム研究における有意な技術進歩にも関わらず、ヒト

ゲノムに基づく新規治療剤の開発に対する可能性は、未だ広く理解されていない

。潜在的に有利なポリペプチド治療剤をコードする多くの遺伝子またはこれらが

コードするポリペプチド（これらは、治療分子に対して「標的」として働き得る

）は、未だ同定されていない。

      【０００４】

  従って、診断的な利点または治療的な利点を有する、新規ポリペプチドおよび

これらをコードする核酸分子を同定することが、本発明の目的である。

      【０００５】

  ＣＨＬ２は、コルディン（ＣＨＤ）として公知の骨形態発生タンパク質（ＢＭ

Ｐ）インヒビター（Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７７９－９０）

、または短い原腸形成（ＳＯＧ；Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４、Ｇｅｎｅｓ  

Ｄｅｖ．８：２６０２－１６）に構造的に関連する。ＣＨＬ２遺伝子は、ＣＨＤ

／ＳＯＧファミリーのメンバーであると考えられる。

      【０００６】

  骨形態発生タンパク質（ＢＭＰ）は、トランスフォーミング増殖因子βファミ

リーのメンバーであり、これは、本来、カートリッジインプラント（ｃａｒｔｒ

ｉｄｇｅ  ｉｍｐｌａｎｔ）から骨形成を促進する因子として同定された（Ｗｏ

ｚｎｅｙら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：１５２８－３４；Ｃｅｌｅｓ

ｔｅら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：９

８４３－４７）。ＢＭＰはまた、カエル、ハエの初期胚形成の間、および哺乳動

物において不可欠の役割を果たすことが知られている。活性ＢＭＰの正確な濃度

は、特定の細胞型の特異化のために重要なようである（Ｄａｌｅら、１９９２、

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １１５：５７３－８５；Ｄｏｓｃｈら、１９９７、Ｄ

ｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １２４：２３２５－３４）。ＢＭＰ２／４の活性勾配は

、例えば、Ｘｅｎｏｐｕｓ胚（ここでは、背面先端で、最も低い発現が検出され

、そして腹側先端で、最も高い発現が観察される）において観察され、胚におい

て、背腹側軸決定を確立する。別の例において、組織発生の特定の部位でのＢＭ

Ｐ濃度の制御は、器官形成におけるＢＭＰについての役割を示唆する。ＢＭＰ発
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現の制御は、ＢＭＰ遺伝子産物の局在化した発現によってか、またはＢＭＰイン

ヒビターコルディン（ＣＨＤ）（Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７

７９－９０）－または短い原腸形成（ＳＯＧ）（Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４

、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：２６０２－１６）の影響によってのいずれかで、達

成される。

      【０００７】

  ＣＨＤ／ＳＯＧは、Ｓｐｅｍａｎｎ形成体（Ｘｅｎｏｐｕｓ胚形成の原腸形成

段階での背腹側軸特異化のためのマスターコントロール（ｍａｓｔｅｒ－ｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｉｎｇ）領域）から産生された大きな分泌タンパク質である。ＣＨＤ

／ＳＯＧは、Ｎｏｇｇｉｎ（ＳｍｉｔｈおよびＨａｒｌａｎｄ、１９９２、Ｃｅ

ｌｌ  ７０：８２９－４０）（これもまた、形成体から分泌される）が機能する

ように、背方化因子として機能する。Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ＳＯＧは、そのア

ミノ末端に膜貫通ドメインを有し、それがＩＩ型膜貫通タンパク質であり得るこ

とを示唆する（Ｆｒａｎｃｏｉｓら、１９９４、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：２６

０２－１６）。Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  ＳＯＧのカルボキシル末端側（細胞外ド

メイン）は、切断されることが提案された。しかし、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ＣＨＤ（

Ｓａｓａｉら、１９９４、Ｃｅｌｌ  ７９：７７９－９０）、ゼブラフィッシュ

ＣＨＤ（Ｓｃｈｕｌｔｅ－Ｍｅｒｋｅｒら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８７：

８６２－６３）およびマウスＣＨＤ（Ｐａｐｐａｎｏら、１９９８、Ｇｅｎｏｍ

ｉｃｓ  ５２：２３６－３９）は、膜貫通ドメインを含まない。代わりに、これ

らのタンパク質は、シグナルペプチドを有し、そして直接分泌される。ＣＨＤ／

ＳＯＧポリペプチドは、システインリッチなドメインの４つの繰り返し（ＣＲ１

－４）を含み、このドメインはまた、コラーゲンおよびトロンボスポンジンのよ

うな種々の細胞外マトリックスタンパク質において見い出される。

      【０００８】

  ＣＨＤ／ＳＯＧは、腹方化因子の１つであるＢＭＰ４に結合することが知られ

ている（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８）。ＢＭ

Ｐ４は、マウスにおいて、後方腹側中葉胚の胚発生のために不可欠であることが

示された（Ｗｉｎｎｉｅｒら、１９９５、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．９：２１０５－
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１６）。ＣＨＤ／ＳＯＧのＢＭＰ４への結合は、ＢＭＰ４がそのレセプターへ結

合することを妨げることによって、ＢＭＰ４活性を阻害する（Ｐｉｃｃｏｌｏら

、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８）。この点において、ＣＨＤ／ＳＯ

ＧとＢＭＰ４との間の機能的関係は、ＯＰＧとＯＰＧＬとの間の機能的関係と類

似するが、ＣＨＤ／ＳＯＧは、構造的にはＢＭＰレセプターに関連しない。ＣＨ

Ｄ／ＳＯＧのＢＭＰ４への結合親和性は、特異的かつ密接であり（Ｋｄ＝３×１

０－１０Ｍ（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５８９－９８））

、そして結合したＢＭＰ４の放出を達成するためにタンパク質分解を必要とする

ようである。このタンパク質分解は、特定のメタロプロテアーゼ（Ｔｏｌｌｏｉ

ｄ（ＴＬＤ）またはＢＭＰ１）によって達成され、これは、第１のＣＲモチーフ

（ＣＲ１）および最後のＣＲモチーフ（ＣＲ４）のいずれか、あるいは両方を遊

離させるためにＣＨＤ／ＳＯＧを切断する（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９７、Ｃｅ

ｌｌ  ９１：４０７－１６）。ＣＨＤ／ＳＯＧが、それ自身のレセプターによっ

て他の機能または独立した機能を有するか否かは、なお決定されるべきである。

      【０００９】

  ＣＨＤ／ＳＯＧの最も重要な役割の１つは、ＢＭＰ４モルフォゲン勾配を確立

することである（ＪｏｎｅｓおよびＳｍｉｔｈ、１９９８、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．

１９４：１２－１７）。ＢＭＰ４それ自体は、短い距離を移動するのみで、そし

て細胞上で自律的に基本的に作用するようである（Ｊｏｎｅｓら、１９９６、Ｃ

ｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．６：１４６８－７５）。対照的に、ＢＭＰ４インヒビターＮ

ｏｇｇｉｎおよびＣＨＤ／ＳＯＧは、遠大な効果を及ぼすようであり、それによ

ってＢＭＰ４の活性勾配を形成する。

      【００１０】

  ＢＭＰはまた、初期胚形成の外に、例えば、肺、腸、腎臓、皮膚、心臓および

歯の器官形成において、ならびに胚形成の後期段階において、重要な役割を果た

す（Ｈｏｇａｎ，１９９６、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．１０：１５８０－９４）。い

くつかのＢＭＰは、非常に局在化した形態で発現するが、他は、組織に広く発現

する。器官形成におけるＢＭＰの局在化した作用の重要性は、構築物（これによ

って、ＢＭＰ濃度は、標的組織中で人工的に増強される）を用いたトランスジェ
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ニックマウス実験によって支持された。肺の場合、ＢＭＰ４は、発生している肺

の上皮の遠位端で発現し、そしてサーファクタント（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ）プ

ロテインＣプロモーターによって過剰発現される場合、構造的組織化（すなわち

、分枝形成）が激しく崩壊された小肺の発生が観察される（Ｂｅｌｌｕｓｃｉら

、１９９６、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ  １２２：１６９３－７０２）。推定のＢ

ＭＰ活性勾配はまた、導入遺伝子発現によって崩壊され得るので、組織に広く発

現したＢＭＰはまた、組織の構造的組織化の決定において役割を果たし得る。

      【００１１】

  Ｎｏｇｇｉｎは、Ｓｐｅｍａｎｎ形成体から分泌された別のＢＭＰ２／４イン

ヒビターである（Ｚｉｍｍｅｒｍａｎら、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８６：５９９－

６０６）。Ｎｏｇｇｉｎの生物学的役割およびその作用様式は、Ｘｅｎｏｐｕｓ

におけるＣＨＤ／ＳＯＧと類似する。Ｎｏｇｇｉｎの最も顕著な機能は、ＣＨＤ

／ＳＯＧのように、背方化であるが、Ｎｏｇｇｉｎ無発現変異（ｎｕｌｌ－ｍｕ

ｔａｎｔ）マウスは、初期の胚表現型の代わりに骨表現型（軟骨細胞の過形成）

を示した（ＭｃＭａｈｏｎら、１９９８、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．１２：１４３８

－５２；Ｂｒｕｎｅｔら、１９９８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８０：１４５５－５７

）。これは、ＣＨＬ２またはＣＨＤさえも、胚形成の後期段階において、必要な

機能を有し得ることを示唆する。

      【００１２】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規ＣＨＬ２の核酸分子およびコードされるポリペプチドに関する

。

      【００１３】

  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：

  （ａ）配列番号１または配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートのヌクレオチド配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列；
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  （ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかの相補体に、中程度または高度にストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；および

  （ｅ）（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。

      【００１４】

  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：

  （ａ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドに少な

くとも約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であって

、ここで、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）配列番号１もしくは配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列

、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤ

ＮＡインサートのヌクレオチド配列、または（ａ）の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；

  （ｃ）少なくとも約２５アミノ酸残基のポリペプチドフラグメントをコードす

る、配列番号１もしくは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受

託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサー

ト、（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列の領域であって、ここで、このポリ

ペプチドフラグメントは、配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示される

コードされたポリペプチドの活性を有するか、または抗原性である、領域；

  （ｄ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む、配列番号１もし

くは配列番号４のいずれかのヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４

７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮＡインサート、または（ａ）～

（ｃ）いずれかのヌクレオチド配列の領域；

  （ｅ）中程度または高度にストリンジェントな条件下で、（ａ）～（ｄ）のい

ずれかの相補体にハイブリダイズする、ヌクレオチド配列；ならびに

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）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。

      【００１５】
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  本発明はさらに、単離された核酸分子を提供し、この核酸分子は、以下；

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれか

に示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、ここ

で、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のいずれか

に示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって

、ここで、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

であって、ここで、このコードされたポリペプチドは、配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ヌクレオチド配列；

  （ｆ）少なくとも約１６ヌクレオチドのフラグメントを含む（ａ）～（ｅ）の

いずれか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；ならびに

  （ｈ）（ａ）～（ｅ）のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む。

      【００１６】
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  本発明は、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：

  （ａ）配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列；およ

び

  （ｂ）ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ－１４８０のいずれか

中のＤＮＡインサートによってコードされるアミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。

      【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

：

  （ａ）配列番号３または配列番号６のいずれかに記載されており、必要に応じ

てアミノ末端メチオニンをさらに含む、アミノ酸配列；

  （ｂ）配列番号２または配列番号５のいずれかのオルソログに対するアミノ酸

配列；

  （ｃ）配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約

７０％同一であるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列番

号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、アミ

ノ酸配列；

  （ｄ）少なくとも約２５アミノ酸残基を含む配列番号２または配列番号５のい

ずれかに示されるアミノ酸配列のフラグメントであって、ここで、このフラグメ

ントは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドセット

の活性を有するか、または抗原性である、フラグメント；ならびに

  （ｅ）配列番号２もしくは配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列、Ａ

ＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９もしくはＰＴＡ－１４８０のいずれか中のＤＮ

Ａインサートによってコードされるアミノ酸配列、または（ａ）～（ｃ）のいず

れかに記載のアミノ酸配列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、

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。

      【００１８】

  本発明はさらに、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
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下：

  （ａ）少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは

、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有す

る、アミノ酸配列；

  （ｂ）少なくとも１つのアミノ酸挿入を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列

番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ア

ミノ酸配列；

  （ｃ）少なくとも１つのアミノ酸欠失を有する配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは、配列

番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有する、ア

ミノ酸配列；

  （ｄ）Ｃ末端短縮および／またはＮ末端短縮を有する配列番号２または配列番

号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペプチドは

、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活性を有す

る、アミノ酸配列；ならびに

  （ｅ）アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸欠失、Ｃ末端短縮、およびＮ末

端短縮からなる群より選択される少なくとも１つの改変を有する配列番号２また

は配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列であって、ここで、このポリペ

プチドは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドの活

性を有する、アミノ酸配列、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。

      【００１９】

  本発明はなおさらに、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：

２位のロイシンまたはメチオニン；５位のメチオニン；６位のリジン；７位のア

ラニン；８位のイソロイシン；１４位のフェニルアラニン；１５位のロイシン；

２３位のトレオニン；２５位のロイシン；２７位のバリン；３０位のグルタミン
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酸；３２位のチロシン；３４位のメチオニン；３６位のグルタミン；３９位のリ

ジン；４１位のアラニン；４５位のトレオニン；５５位のバリン；５９位のバリ

ン；６０位のアスパラギン；６６位のプロリン；６８位のアスパラギン；７２位

のセリンまたはトレオニン；７４位のバリン；７５位のアルギニン；９４位のア

ルギニン；９９位のアスパラギン；１００位のセリン；１０５位のリジン；１０

６位のバリン；１１３位のチロシン；１１６位のセリン；１１８位のセリン；１

２０位のアルギニン；１２３位のロイシン；１２５位のアラニン；１２９位のア

ラニン；１３９位のアラニン；１４２位のトレオニン；１４４位のセリン；１４

７位のアスパラギン；１４８位のバリン；１４９位のセリン；１５９位のアラニ

ン；１６０位のアラニン；１６１位のアラニン；１６４位のバリン；１６６位の

バリン；１７３位のバリン；１７５位のアルギニン；１７７位のアスパラギン酸

；１９０位のアラニン；１９１位のフェニルアラニン；１９２位のアルギニン；

１９４位のロイシン；１９６位のアスパラギン；２０５位のロイシン；２１０位

のアラニン；２１２位のアラニン；２１３位のセリン；２１６位のアラニン；２

１７位のセリン；２１８位のアラニン；２１９位のイソロイシン；２２２位のア

ラニン；２２５位のロイシン；２２６位のフェニルアラニン；２３０位のロイシ

ン；２３３位のグルタミンまたはアルギニン；２４１位のグルタミン；２４２位

のロイシン；２４４位のイソロイシン；２４５位のグルタミンまたはアスパラギ

ン；２４９位のグルタミン；２５１位のロイシンまたはバリン；２５６位のアラ

ニン；２５７位のアスパラギン；２５９位のセリン；２６０位のアラニン；２６

１位のグルタミン；２６５位のフェニルアラニン；２６８位のバリン；２６９位

のロイシン；２７２位のロイシン；２７５位のバリン；２７８位のバリン；２８

４位のグルタミン酸；２８８位のグルタミン酸；２９２位のアラニンまたはイソ

ロイシン；３００位のセリン；３０６位のイソロイシン；３１３位のバリン；３

１４位のセリン；３１９位のロイシン；３２３位のグルタミン；３２４位のトレ

オニン；３２６位のアラニン；３２７位のアラニン；３２９位のセリン；３３１

位のセリン；３３４位のロイシン；３３７位のアスパラギン；３３９位のバリン

；３４０位のロイシン；３４２位のセリン；３４４位のフェニルアラニン；３４

９位のグルタミン酸；３５４位のイソロイシンまたはバリン；３５６位のメチオ
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ニン；３６６位のバリン；３６８位のメチオニンまたはバリン；３７１位のイソ

ロイシン；３７５位のロイシン；３７６位のロイシン；３７７位のグルタミン；

３８１位のフェニルアラニン；３８３位のアスパラギン；３８４位のイソロイシ

ン；３９３位のロイシン；３９５位のアルギニン；３９８位のバリン；３９９位

のアラニンまたはバリン；４０３位のチロシン；４０６位のアスパラギン；４０

９位のイソロイシン；４１５位のアラニンまたはバリン；４１７位のイソロイシ

ン；および４２１位のロイシンからなる群より選択される少なくとも１つの保存

的アミノ酸置換を有する配列番号５に示されるアミノ酸配列を含む単離されたポ

リペプチドであって、ここで、上記ポリペプチドは、配列番号５に示されるポリ

ペプチドの活性を有する。

      【００２０】

  ＣＨＬ２アミノ酸配列を含む融合ポリペプチドがまた、提供される。

      【００２１】

  本発明はまた、本明細書中に示されるような単離された核酸分子を含む発現ベ

クター、本明細書中に示されるような組換え核酸分子を含む組換え宿主細胞、お

よびＣＨＬ２ポリペプチドを産生する方法を提供し、この方法は、この宿主細胞

を培養する工程、必要に応じてそ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。

      【００２２】

  ＣＨＬ２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

動物がまた、本発明に含まれる。ＣＨＬ２核酸分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドの

発現およびＣＨＬ２ポリペプチドの増加したレベル（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。あるいは、ＣＨＬ２

核酸分子は、内因性ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を阻害する様式で動物に導入さ

れる（すなわち、ＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子ノックアウトを保有するトランス

ジェニック動物を作製する）。トランスジェニック非ヒト動物は、好ましくは哺

乳動物であり、より好ましくはげっ歯類（例えば、ラットまたはマウス）である

。

      【００２３】
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  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドの誘導体がまた、提供される。

      【００２４】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドに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、アゴニストのものであってもアンタゴニストのものであってもよい。

      【００２５】

  本発明のヌクレオチド、ポリペプチド、もしくは選択的結合因子ならびに１つ

以上の薬学的に受容可能な処方剤を含む薬学的組成物がまた、本発明によって含

まれる。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

ドを提供するために使用される。本発明はまた、このポリペプチド、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。

      【００２６】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドおよびＣＨＬ２核酸分子は、疾患および障害（

本明細書中に列挙されるものを含む）を処置、予防、改善、および／または検出

するための使用され得る。

      【００２７】

  本発明はまた、ＣＨＬ２ポリペプチドに結合する試験分子を同定するために、

試験分子をアッセイする方法を提供する。この方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドを

試験分子と接触させて、この試験分子のこのポリペプチドに対する結合の程度を

決定する工程を包含する。この方法はさらに、このような試験分子が、ＣＨＬ２

ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストであるか否かを決定する工程を

包含する。本発明はさらに、ＣＨＬ２ポリペプチドの発現またはＣＨＬ２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】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を調整する方法およびＣＨＬ２ポリペプチドのレ

ベルを調節する（すなわち、増加するか、または減少する）方法がまた、本発明

によって含まれる。１つの方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸分子

を動物に投与する工程を包含する。別の方法において、ＣＨＬ２ポリペプチドの

発現を調整または調節するエレメントを含む核酸分子が、投与され得る。これら
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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】

  本発明の別の局面において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、そのレセプター（「Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドレセプター」）を同定するために使用され得る。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対するレセプターをクローニ

ングするために広範囲に使用されている。例えば、ＳｉｍｏｎｓｅｎおよびＬｏ

ｄｉｓｈ、１９９４、Ｔｒｅｎｄｓ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．１５：４３

７－４１ならびにＴａｒｔａｇｌｉａら、１９９５、Ｃｅｌｌ  ８３：１２６３

－７１を参照のこと。ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターの単離は、ＣＨＬ２ポリ

ペプチドシグナル伝達経路の新規アゴニストおよびアンタゴニストの同定または

開発に有用である。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ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター、抗ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター選択的

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、これらのうちのいずれかは、１つ以上の疾患または

障害（本明細書中に開示されるものを含む）の処置のために使用され得る。

      【００３０】

  （発明の詳細な説明）

  本明細書中で使用される節の表題は、組織的な目的のみのためであり、そして

記載される内容を限定するようには解釈されるべきではない。本願において列挙

される全ての参考文献は、明確に本明細書中に参考として援用される。

      【００３１】

  （定義）

  用語「ＣＨＬ２遺伝子」または「ＣＨＬ２核酸分子」あるいは「ＣＨＬ２ポリ

ヌクレオチド」とは、配列番号１または配列番号４のいずれかに示されるヌクレ

オチド配列、配列番号２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチドを

コードするヌクレオチド配列、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１４７９またはＰＴＡ

－１４８０のいずれかにおけるＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、および本明細

書中で定義される核酸分子を含むか、またはこれらからなる核酸分子をいう。
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      【００３２】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体」とは、生物体または生物体の

集団の染色体の所定の遺伝子座を占める遺伝子の、天然に存在する可能ないくつ

かの代替的な形態のうちの１つをいう。

      【００３３】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体」とは、配列番号２または配列

番号５のいずれかに示されるＣＨＬ２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、核酸分子（通常

はＲＮＡ）をいう。

      【００３４】

  用語「単離された核酸分子」とは、（１）総核酸が供給源細胞から単離される

場合に、これが天然で一緒に見出されるタンパク質、脂質、炭水化物、または他

の物質の少なくとも約５０パーセントから分離された本発明の核酸分子、（２）

「単離された核酸分子」が天然で連結しているポリヌクレオチドの全てまたは一

部に連結していない本発明の核酸分子、（３）天然では連結しないポリヌクレオ

チドに作動可能に連結した本発明の核酸分子、あるいは（４）より大きなポリヌ

クレオチド配列の一部として天然には存在しない本発明の核酸分子をいう。好ま

しくは、本発明の単離された核酸分子は、任意の他の混入核酸分子、またはその

天然の環境において見出される他の混入物（これらは、ポリペプチド産生におけ

るその使用、またはその治療的使用、診断的使用、予防的使用、または研究的使

用を妨げる）を実質的に含まない。

      【００３５】

  用語「核酸配列」または「核酸分子」は、ＤＮＡまたはＲＮＡ配列をいう。こ

の用語は、ＤＮＡおよびＲＮＡの公知の塩基アナログのいずれかから形成される

分子を含み、例えば、以下であるがこれらに限定されない：４－アセチルシトシ

ン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリジニル－シトシン、プソ

イドイソシトシン（ｐｓｅｕｄｏｉｓｏｃｙｔｏｓｉｎｅ）、５－（カルボキシ

ヒドロキシルメチル）ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、

５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、５－カルボキシ－メチ
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ルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソ－ペンテニ

ルアデニン、１－メチルアデニン、１－メチルプソイドウラシル、１－メチルグ

アニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチル－グアニン、２－メチルアデニ

ン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－メ

チルアデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メ

トキシアミノ－メチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルキューオシン（

β－Ｄ－ｍａｎｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボニル－メ

チルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニル

アデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢

酸、オキシブトキソシン（ｏｘｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシル、

キューオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウ

ラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、Ｎ－ウラシル－５－オキシ酢

酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、プソイドウラシル、キューオシ

ン、２－チオシトシン、および２，６－ジアミノプリン。

      【００３６】

  用語「ベクター」は、宿主細胞にコード情報を移すために使用される任意の分

子（例えば、核酸、プラスミド、またはウイルス）をいうために使用される。

      【００３７】

  用語「発現ベクター」は、宿主細胞の形質転換に適切であり、そして挿入され

た異種核酸配列の発現を、指示および／または制御する核酸配列を含むベクター

をいう。発現としては、転写、翻訳、およびＲＮＡスプライシング（イントロン

が存在する場合）のようなプロセスが挙げられるがこれらに限定されない。

      【００３８】

  用語「作動可能に連結された」は、本明細書中で、隣接配列の配置をいうため

に使用され、ここで、このように記載される隣接配列は、その通常の機能を行う

ように構成または構築される。従って、コード配列に作動可能に連結した隣接配

列は、このコード配列の複製、転写および／または翻訳を行うことが可能であり

得る。例えば、コード配列は、プロモーターがこのコード配列の転写を指示し得

る場合に、このプロモーターに作動可能に連結されている。隣接配列は、これが
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正確に機能する限り、コード配列と連続する必要はない。従って、例えば、介在

する非翻訳性であるが転写される配列が、プロモーター配列とコード配列との間

に存在し得、そしてこのプロモーター配列は、なおこのコード配列に「作動可能

に連結」されているとみなされ得る。

      【００３９】

  用語「宿主細胞」は、核酸配列で形質転換されたか、または形質転換され得、

次いで目的の選択された遺伝子を発現し得る細胞をいうために使用される。この

用語は、選択された遺伝子が存在する限り、子孫が形態学または遺伝子構造にお

いて本来の親と同一であろうとなかろうと、親細胞の子孫を含む。

      【００４０】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド」とは、配列番号２または配列番号５のいずれか

のアミノ酸配列を含むポリペプチド、および関連するポリペプチドをいう。関連

ポリペプチドとしては、ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント、ＣＨＬ２ポリペプ

チドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体、およびＣＨＬ２ポリペプチド誘

導体が挙げられ、これらは、配列番号２または配列番号５のいずれかに示される

ポリペプチドの少なくとも１つの活性を保有する。ＣＨＬ２ポリペプチドは、本

明細書中で定義される成熟ポリペプチドであり得、そしてこれらが調製される方

法に依存して、アミノ末端メチオニン残基を有しても有さなくてもよい。

      【００４１】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント」とは、配列番号２または配列番号

５のいずれかに示されるポリペプチドの、アミノ末端（リーダー配列を有するか

または有さない）での短縮化および／またはカルボキシル末端での短縮化を含む

ポリペプチドをいう。用語「ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント」はまた、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体、またはＣＨＬ２ポ

リペプチド改変体のアミノ末端および／またはカルボキシル末端短縮化、あるい

はＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライ

ス改変体によってコードされるポリペプチドのアミノ末端および／またはカルボ

キシル末端短縮化をいう。ＣＨＬ２ポリペプチドフラグメントは、選択的ＲＮＡ

スプライシング、またはインビボプロテアーゼ活性から生じ得る。ＣＨＬ２ポリ
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ペプチドの膜結合形態もまた、本発明によって意図される。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より多くのアミノ酸を含む。このように生成されるポリペプチドフ

ラグメントは、約２５個連続したアミノ酸、または約５０アミノ酸、または約７

５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２０

０アミノ酸、または約２００より多くのアミノ酸を含む。このようなＣＨＬ２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、ＣＨＬ２ポリペプチドに対する抗体を

生成するために使用され得ることが理解される。

      【００４２】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ」は、配列番号２または配列番号５の

いずれかに示されるＣＨＬ２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ＣＨＬ２ポリペプチドは、

互いにオルソログであるとみなされる。

      【００４３】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド改変体」は、配列番号２または配列番号５のいず

れかに示されるＣＨＬ２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）と比較して、１つ以上のアミノ酸配列の置換、欠失（例えば、内

部欠失および／またはＣＨＬ２ポリペプチドフラグメント）、および／または付

加（例えば、内部付加および／またはＣＨＬ２融合ポリペプチド）を有するアミ

ノ酸配列を含むＣＨＬ２ポリペプチドをいう。改変体は、天然に存在する（例え

ば、ＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改変体、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ

、およびＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体）か、または、人工的に構築さ

れ得る。このようなＣＨＬ２ポリペプチド改変体は、配列番号１または配列番号

４のいずれかに示されるＤＮＡ配列から変化するＤＮＡ配列を有する、対応する

核酸分子から調製され得る。好ましい実施形態において、この改変体は、１～３

、または１～５、または１～１０、または１～１５、または１～２０、または１

～２５、または１～５０、または１～７５、または１～１００、または１００よ
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り多くのアミノ酸の置換、挿入、付加、および／または欠失を有し、ここで、こ

の置換は、保存的、または非保存的、あるいはその任意の組み合わせであり得る

。

      【００４４】

  用語「ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体」は、本明細書中で定義される、配列番号

２または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチド、ＣＨＬ２ポリペプチド

フラグメント、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ、またはＣＨＬ２ポリペプチド

改変体をいい、これらは、化学的に改変されている。用語「ＣＨＬ２ポリペプチ

ド誘導体」はまた、本明細書中で定義されるＣＨＬ２ポリペプチド対立遺伝子改

変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体によってコードされるポリペ

プチドをいい、これは化学的に改変されている。

      【００４５】

  用語「成熟ＣＨＬ２ポリペプチド」は、リーダー配列を欠失したＣＨＬ２ポリ

ペプチドをいう。成熟ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、他の改変（例えば、アミノ

末端（リーダー配列を有するかまたは有さない）および／またはカルボキシル末

端のタンパク質分解性プロセシング、より大きな前駆体からのより小さなポリペ

プチドの切断、Ｎ連結および／またはＯ連結グリコシル化など）を含み得る。例

示的な成熟ＣＨＬ２ポリペプチドは、配列番号３および配列番号６のアミノ酸配

列によって示される。

      【００４６】

  用語「ＣＨＬ２融合ポリペプチド」は、本明細書中で定義される、配列番号２

または配列番号５のいずれかに示されるポリペプチド、ＣＨＬ２ポリペプチドフ

ラグメント、ＣＨＬ２ポリペプチドオルソログ、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体、

またはＣＨＬ２誘導体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

ノ酸の融合（例えば、異種タンパク質またはペプチド）をいう。用語「ＣＨＬ２

融合ポリペプチド」はまた、本明細書中で定義されるＣＨＬ２ポリペプチド対立

遺伝子改変体またはＣＨＬ２ポリペプチドスプライス改変体によってコードされ

るポリペプチドのアミノ末端またはカルボキシル末端での、１つ以上のアミノ酸

の融合をいう。
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      【００４７】

  用語「生物学的に活性なＣＨＬ２ポリペプチド」とは、配列番号２または配列

番号５のいずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドの、少なくとも１つの活性

特徴を有するＣＨＬ２ポリペプチドをいう。さらに、ＣＨＬ２ポリペプチドは、

免疫原として活性であり得る；すなわち、このＣＨＬ２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。

      【００４８】

  用語「単離されたポリペプチド」とは、（１）供給源細胞から単離される場合

に、天然で一緒に見出されるポリペプチド、脂質、炭水化物、または他の物質の

少なくとも約５０％から単離された本発明のポリペプチド、（２）「単離された

ポリペプチド」が天然で連結するポリペプチドの全てまたは一部に連結しない（

共有結合的または非共有結合的相互作用によって）、本発明のポリペプチド、（

３）天然には連結しないポリペプチドに作動可能に連結（共有結合的または非共

有結合的相互作用によって）する、本発明のポリペプチド、あるいは（４）天然

には存在しない本発明のポリペプチドをいう。好ましくは、この単離されたポリ

ペプチドは、任意の他の混入ポリペプチドまたは天然の環境において見出される

他の混入物（これは、その治療的使用、診断的使用、予防的使用、または研究的

使用を妨げる）を実質的に含まない。

      【００４９】

  用語「同一性」とは、当該分野で公知のように、配列の比較によって決定され

る、２つ以上のポリペプチド分子または２つ以上の核酸分子の配列間の関係をい

う。当該分野において、「同一性」はまた、場合に応じて、２つ以上のヌクレオ

チドまたは２つ以上のアミノ酸配列間の一致によって決定されるように、核酸分

子またはポリペプチド間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」は、２つ以

上の配列のうち小さなものと、特定の数理的モデルまたはコンピュータプログラ

ム（すなわち、「アルゴリズム」）によって焦点をあてられたギャップ整列（存

在する場合）との間の一致の同一パーセントを評価する。

      【００５０】

  用語「類似性」は、概念に関するが、「同一性」とは対照的に、「類似性」は
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、同一的一致および保存的置換の一致の両方を含む関連性の基準をいう。２つの

ポリペプチド配列が、例えば１０／２０個同一のアミノ酸を有し、そして残りが

全て非保存的置換である場合、同一性パーセントおよび類似性パーセントは、ど

ちらも５０％である。同じ例において、保存的置換であるさらに５つの位置が存

在する場合、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７

５％（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

プチド間の類似性パーセントは、これらの２つのポリペプチド間の同一性パーセ

ントよりも高い。

      【００５１】

  用語「天然に存在する」または「ネイティブの」は、核酸分子、ポリペプチド

、宿主細胞などのような生物学的材料と関連して使用される場合、天然において

見出され、そしてヒトによって操作されていない材料をいう。同様に、「天然に

存在しない」または「ネイティブではない」は、本明細書中で使用される場合、

天然で見出されないか、またはヒトによって構造的に改変もしくは合成された材

料をいう。

      【００５２】

  用語「有効量」および「治療有効量」は、各々、本明細書中に示されるＣＨＬ

２ポリペプチドの１つ以上の生物学的活性の観察可能なレベルを支持するために

使用されるＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２核酸分子の量をいう。

      【００５３】

  用語「薬学的に受容可能なキャリア」または「生理学的に受容可能なキャリア

」は、本明細書中で使用される場合、薬学的組成物としてのＣＨＬ２ポリペプチ

ド、ＣＨＬ２核酸分子、またはＣＨＬ２選択的結合因子の送達の達成または増強

に適切な１つ以上の処方材料をいう。

      【００５４】

  用語「抗原」とは、選択的結合因子（例えば、抗体）により結合され得、そし

てさらに動物において使用されて、その抗原のエピトープに結合し得る抗体を産

生し得る分子または分子の一部をいう。抗原は、１つ以上のエピトープを有し得

る。
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      【００５５】

  用語「選択的結合因子」とは、ＣＨＬ２ポリペプチドに特異性を有する分子（

単数または複数）をいう。本明細書中で使用される場合、用語「特異的」および

「特異性」とは、選択的結合因子の、ヒトＣＨＬ２ポリペプチドに結合し、かつ

ヒト非ＣＨＬ２ポリペプチドに結合しない能力をいう。しかし、選択的結合因子

がまた、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載されるようなポリペプチ

ドのオルソログ（すなわち、その種間変形（例えば、マウスＣＨＬ２ポリペプチ

ドおよびラットＣＨＬ２ポリペプチド））に結合し得ることが、理解される。

      【００５６】

  用語「形質導入」とは、通常はファージによる１つの細菌から別の細菌への遺

伝子の伝達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伝達をいう。

      【００５７】

  用語「トランスフェクション」は、細胞による異種または外因性ＤＮＡの取り

込みをいうために使用され、そして細胞は、外因性ＤＮＡが細胞膜内に導入され

た場合には「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、Ｇｒａｈ

ａｍら，１９７３，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ５２：４５６；Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

  （Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，１９

８９）；Ｄａｖｉｓら，Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，１９８６）；およびＣｈｕら，１９８

１，Ｇｅｎｅ  １３：１９７を参照のこと。このような技術を使用して、１つ以

上の外因性ＤＮＡ部分を適切な宿主細胞に導入し得る。

      【００５８】

  本明細書中で使用される場合、用語「形質転換」とは、細胞の遺伝的特徴にお

ける変化をいい、そして細胞は、新しいＤＮＡを含有するように改変された場合

に形質転換されている。例えば、細胞は、それがそのネイティブな状態から遺伝

的に改変される場合に形質転換される。トランスフェクションまたは形質導入に
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続いて、ＤＮＡの形質転換は、物理的に細胞の染色体に組み込むことにより細胞

のＤＮＡと組換わり得るか、複製されることなしにエピソームエレメントとして

一時的に維持され得るか、またはプラスミドとして独立的に複製し得る。ＤＮＡ

が細胞分裂と共に複製される場合に、細胞は、安定に形質転換されたとみなされ

る。

      【００５９】

  （核酸分子および／またはポリペプチドの関連性）

  関連した核酸分子が、配列番号１または配列番号４のいずれかの核酸分子の対

立遺伝子改変体またはスプライス改変体を包含すること、および上記のヌクレオ

チド配列のいずれかに相補的である配列を包含することが理解される。関連した

核酸分子はまた、配列番号２または配列番号５のいずれかにおけるポリペプチド

と比較して１以上のアミノ酸残基の置換、改変、付加および／または欠失を含む

かまたは本質的にこれらからなるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を

包含する。このような関連したＣＨＬ２ポリペプチドは、例えば、１以上のＮ結

合型もしくはＯ結合型のグリコシル化部位の付加および／もしくは欠失、または

１以上のシステイン残基の付加および／もしくは欠失を含み得る。

      【００６０】

  関連した核酸分子はまた、配列番号２または配列番号５のいずれかのＣＨＬ２

ポリペプチドの少なくとも約２５個連続したアミノ酸、または約５０個のアミノ

酸、または約７５個のアミノ酸、または約１００個のアミノ酸、または約１５０

個のアミノ酸、または約２００個のアミノ酸、または２００個より多くのアミノ

酸残基のポリペプチドをコードする、ＣＨＬ２核酸分子のフラグメントを含む。

      【００６１】

  さらに、関連したＣＨＬ２核酸分子はまた、本明細書中で定義した中程度また

は高度にストリンジェントな条件下で、配列番号１または配列番号４のいずれか

のＣＨＬ２核酸分子、またはポリペプチド（このポリペプチドは、配列番号２ま

たは配列番号５のいずれかに示されるアミノ酸配列を含む）をコードする分子、

または本明細書中に定義した核酸フラグメント、または本明細書中に定義したポ

リペプチドをコードする核酸フラグメントの完全に相補的な配列とハイブリダイ
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ズするヌクレオチド配列を含む分子を含む。ハイブリダイゼーションプローブは

、関連した配列についてｃＤＮＡライブラリー、ゲノムＤＮＡライブラリーまた

は合成ＤＮＡライブラリーをスクリーニングするための本明細書中に提供される

ＣＨＬ２配列を用いて、調製され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドのＤＮＡ配列およ

び／またはアミノ酸配列のうちの、既知配列に対して有意な同一性を示す領域は

、本明細書中に記載される配列アライメントアルゴリズムを用いて容易に決定さ

れ、そしてこれらの領域を用いて、スクリーニングのためのプローブを設計し得

る。

      【００６２】

  用語「高度にストリンジェントな条件」とは、配列が非常に相補的であるＤＮ

Ａ鎖のハイブリダイゼーションを許容し、かつ有意に不一致のＤＮＡのハイブリ

ダイゼーションを排除するように設計された条件をいう。ハイブリダイゼーショ

ンのストリンジェンシーは、温度、イオン強度および変性剤（例えば、ホルムア

ミド）の濃度によって主に決定される。ハイブリダイゼーションおよび洗浄につ

いての「高度にストリンジェントな条件」の例は、６５～６８℃での０．０１５

Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエ

ン酸ナトリウムまたは４２℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  

ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムおよび５０％ホルム

アミドである。Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

（第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１

９８９）；Ａｎｄｅｒｓｏｎら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓ

ａｔｉｏｎ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ  第４章（ＩＲＬ  Ｐ

ｒｅｓｓ  Ｌｉｍｉｔｅｄ）を参照のこと。

      【００６３】

  よりストリンジェントな条件（例えば、より高い温度、より低いイオン強度、

より高いホルムアミドまたは他の変性剤）もまた用いられ得るが、ハイブリダイ

ゼーションの速度が影響を受ける。他の薬剤は、非特異的および／またはバック

グラウンドのハイブリダイゼーションを減少させる目的のために、ハイブリダイ
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ゼーションおよび洗浄の緩衝液中に含まれ得る。例は、０．１％ウシ血清アルブ

ミン、０．１％ポリビニルピロリドン、０．１％ピロリン酸ナトリウム、０．１

％ドデシル硫酸ナトリウム、ＮａＤｏｄＳＯ４、（ＳＤＳ）、フィコール（ｆｉ

ｃｏｌｌ）、デンハルト溶液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（または別の非相補的

ＤＮＡ）および硫酸デキストランであるが、他の適切な薬剤もまた用いられ得る

。これらの添加剤の濃度および種類は、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；しかし、代表的なイオン強

度の条件では、ハイブリダイゼーションの速度は、ｐＨからほぼ無関係である。

Ａｎｄｅｒｓｏｎら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ

：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ  第４章（ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  

Ｌｉｍｉｔｅｄ）を参照のこと。

      【００６４】

  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

塩基対の不一致程度が挙げられる。ハイブリダイゼーション条件は、これらの変

動要因を適応させ、そして異なる配列関連性のＤＮＡがハイブリッドを形成する

のを可能にするために当業者によって調整され得る。完全に一致したＤＮＡ二重

鎖の融解温度は、以下の方程式によって推定され得る：

  Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ

）－６００／Ｎ－０．７２（％ホルムアミド）

ここで、Ｎは、形成される二重鎖の長さであり、［Ｎａ＋］は、ハイブリダイゼ

ーション溶液または洗浄溶液中でのナトリウムイオンのモル濃度であり、％Ｇ＋

Ｃは、ハイブリッド中での（グアニン＋シトシン）塩基の百分率である。不完全

に一致したハイブリッドについては、融解温度は、１％の不一致毎に約１℃低下

する。

      【００６５】

  用語「中程度にストリンジェントな条件」とは、「高度にストリンジェントな

条件」下で生じ得るよりも高い程度の塩基対不一致を有するＤＮＡ二重鎖が形成

され得る条件をいう。代表的な「中程度にストリンジェントな条件」の例は、５



(200) 特表２００３－５２５６１１

０～６５℃での０．０１５Ｍ塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄ

ｅ）、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムまたは３７～５０℃での０．０１５Ｍ

塩化ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ  ＣＨＬ２ｏｒｉｄｅ）、０．００１５Ｍクエン

酸ナトリウムおよび２０％ホルムアミドである。例示として、０．０１５Ｍナト

リウムイオンにおける５０℃という「中程度にストリンジェントな条件」は、約

２１％の不一致を可能にする。

      【００６６】

  「高度にストリンジェントな条件」と「中程度にストリンジェントな条件」と

の間に絶対的な区別が存在しないことが当業者によって理解される。例えば、０

．０１５Ｍナトリウムイオン（ホルムアミドなし）では、完全に一致した長いＤ

ＮＡの融解温度は、約７１℃である。６５℃で（同じイオン強度で）の洗浄を用

いると、これは、約６％の不一致を可能にする。より遠く関連した配列を捕獲す

るために、当業者は、単に、温度を低くし得るかまたはイオン強度を高くし得る

。

      【００６７】

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

での融解温度の良好な推定は、以下によって与えられる：

  Ｔｍ＝Ａ－Ｔ塩基対あたり２℃＋Ｇ－Ｃ塩基対あたり４℃

＊６×塩クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのナトリウムイオン濃度は、１Ｍで

ある。Ｓｕｇｇｓら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｕｓｉｎ

ｇ  Ｐｕｒｉｆｉｅｄ  Ｇｅｎｅｓ  ６８３（ＢｒｏｗｎおよびＦｏｘ編，１９

８１）を参照のこと。

      【００６８】

  オリゴヌクレオチドについての高ストリンジェンシー洗浄条件は、通常、６×

ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中でのそのオリゴヌクレオチドのＴｍよりも０℃～５

℃低い温度においてである。

      【００６９】

  別の実施形態では、関連した核酸分子は、配列番号１または配列番号４のいず

れかに示されるヌクレオチド配列に対して少なくとも約７０パーセント同一であ
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るヌクレオチド配列を含むかもしくはこれからなるか、または配列番号２または

配列番号５のいずれかに示すポリペプチドに対して少なくとも約７０パーセント

同一であるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むかもしくは本質的

にこれからなる。好ましい実施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号１もし

くは配列番号４のいずれかに示されるヌクレオチド配列に対して約７５パーセン

ト、もしくは約８０パーセント、もしくは約８５パーセント、もしくは約９０パ

ーセント、もしくは約９５、９６、９７、９８、もしくは９９パーセント同一で

あるか、またはヌクレオチド配列は、配列番号２もしくは配列番号５のいずれか

に示されるポリペプチド配列に対して約７５パーセント、もしくは約８０パーセ

ント、もしくは約８５パーセント、もしくは約９０パーセント、もしくは約９５

、９６、９７、９８、もしくは９９パーセント同一であるポリペプチドをコード

する。関連した核酸分子は、配列番号２または配列番号５のいずれかに示される

ポリペプチドの少なくとも１つの活性を保有するポリペプチドをコードする。

      【００７０】

  核酸配列における相違は、配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸

配列と比較して、アミノ酸配列の保存的改変および／または非保存的改変をもた

らし得る。

      【００７１】

  配列番号２または配列番号５のいずれかのアミノ酸配列に対する保存的改変（

およびコードするヌクレオチドに対する、対応する改変）は、ＣＨＬ２ポリペプ

チドの機能的特徴および化学的特徴と類似の機能的特徴および化学的特徴を有す

るポリペプチドを生じる。対照的に、ＣＨＬ２ポリペプチドの機能的特徴および

／または化学的特徴における実質的な改変は、配列番号２または配列番号５のい

ずれかのアミノ酸配列における置換を選択することによって達成され得、これは

以下の維持におけるその影響が有意に異なる：（ａ）例えば、シート状コンホメ

ーションもしくは螺旋状コンホメーションのような、置換領域における分子骨格

の構造、（ｂ）標的部位での分子の電荷もしくは疎水性、または（ｃ）側鎖のか

さ高さ。

      【００７２】
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  例えば、「保存的アミノ酸置換」は、その位置でのアミノ酸残基の極性または

電荷にほとんどまたは全く影響がないような、非ネイティブ残基によるネイティ

ブなアミノ酸残基の置換を含み得る。さらに、ポリペプチド中の任意のネイティ

ブな残基はまた、「アラニンスキャニング変異誘発」について以前に記載された

ように、アラニンによって置換され得る。

      【００７３】

  保存的アミノ酸置換はまた、生物学的系における合成によるのではなく、化学

的なペプチド合成によって代表的に組み込まれる、天然には存在しないアミノ酸

残基を含む。これらとしては、ペプチド模倣物、およびアミノ酸部分の他の逆転

形態または反転形態が挙げられる。

      【００７４】

  天然に存在する残基は、共通の側鎖特性に基づいて、複数のクラスに分割され

得る：

  １）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；

  ２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；

  ３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；

  ４）塩基性：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；

  ５）鎖の配向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および

  ６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。

      【００７５】

  例えば、非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のク

ラス由来のメンバーとの交換を含み得る。このような置換された残基は、非ヒト

ＣＨＬ２ポリペプチドと相同なヒトＣＨＬ２ポリペプチドの領域、またはこの分

子の非相同領域に導入され得る。

      【００７６】

  このような変化を行う際に、アミノ酸のヒドロパシー指数（ｈｙｄｒｏｐａｔ

ｈｉｃ  ｉｎｄｅｘ）が考慮され得る。各アミノ酸は、その疎水性および電荷特

性に基づいて、ヒドロパシー指数を割り当てられている。ヒドロパシー指数は、

以下である：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３
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．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）

。

      【００７７】

  タンパク質に相互作用的な生物学的機能を付与する際の、ヒドロパシーアミノ

酸指数の重要性は、当該分野において一般的に理解されている（Ｋｙｔｅら、１

９８２，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－３１）。特定のアミノ酸が類

似のヒドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸で置き換えられ得、そ

して依然として類似の生物学的活性を維持し得ることが、公知である。ヒドロパ

シー指数に基づいて変化を起こす際に、ヒドロパシー指数が±２以内であるアミ

ノ酸の置換が好ましく、±１以内であるものが特に好ましく、そして±０．５以

内であるものが、なおより特に好ましい。

      【００７８】

  類似のアミノ酸の置換が親水性に基づいて効果的になされ得る（特に、これに

よって作製された生物学的機能的に等価なタンパク質またはペプチドが、この場

合においてと同様に、免疫学的実施形態における使用に関して意図される場合）

こともまた、当該分野において理解されている。タンパク質の最も大きな局所的

平均親水性は、その隣接するアミノ酸の親水性によって支配される場合に、その

免疫原性および抗原性、すなわち、そのタンパク質の生物学的特性に相関する。

      【００７９】

  以下の親水性の値が、これらのアミノ酸残基に割り当てられた：アルギニン（

＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミ

ン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グル

タミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン（－

０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（
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－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）；およびトリプトファン（－３．４）。類似の親水性の値に基づいて

変化を行う際に、親水性値が±２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±ｌ以

内であるものが特に好ましく、そして±０．５以内であるものが、なおより特に

好ましい。一次アミノ酸配列から、エピトープをまた、親水性に基づいて同定し

得る。これらの領域はまた、「エピトープコア領域」といわれる。

      【００８０】

  所望のアミノ酸置換（保存的であれ非保存的であれ）は、当業者によって、こ

のような置換が所望される時点で決定され得る。例えば、アミノ酸置換を使用し

て、ＣＨＬ２ポリペプチドの重要な残基を同定し得るか、または本明細書中に記

載されるＣＨＬ２ポリペプチドの親和性を増加もしくは減少させ得る。例示的な

アミノ酸置換は、表Ｉに記載される。

      【００８１】

【表１】
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  当業者は、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のポリペプチドの適

切な改変体を、周知の技術を使用して、決定し得る。生物学的活性を破壊するこ

となく変化され得る分子の適切な領域を同定するために、当業者は、活性のため

に重要であるとは考えられない領域を標的化し得る。例えば、同じ種由来かまた

は他の種由来の、類似の活性を有する類似のポリペプチドが既知である場合には

、当業者は、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列を、このような類似のポリペ

プチドと比較し得る。このような比較を用いて、類似のポリペプチド間で保存さ

れる分子の残基および部分を同定し得る。このような類似のポリペプチドに対し
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て保存されていない、ＣＨＬ２分子の領域における変化が、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドの生物学的活性および／または構造にさほど不利に影響を与えるようではない

ことが、理解される。当業者にはまた、比較的保存された領域においてさえ、化

学的に類似のアミノ酸を、活性を維持ながら天然に存在する残基と置換し得るこ

とを知っている（保存的アミノ酸残基の置換）。従って、生物学的活性または構

造のために重要であり得る領域でさえ、生物学的活性を破壊することなく、また

はポリペプチド構造に不利に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。

      【００８２】

  さらに、当業者は、活性または構造のために重要である、類似のポリペプチド

における残基を同定する、構造－機能研究を再調査し得る。このような比較の観

点において、類似のポリペプチドにおける活性または構造のために重要なアミノ

酸残基に対応するＣＨＬ２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、ＣＨＬ２ポリペプチドのこのような予測された重要なアミノ

酸残基に対する化学的に類似のアミノ酸置換を、選択し得る。

      【００８３】

  当業者はまた、類似のポリペプチドにおける三次元構造に関して、三次元構造

およびアミノ酸配列を分析し得る。このような情報の観点において、当業者は、

ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸残基のアライメントを、その三次元構造に関し

て予測し得る。当業者は、そのタンパク質の表面に存在すると予測されるアミノ

酸残基に対する急激な変化を起こさないように、選択し得る。なぜなら、このよ

うな残基は、他の分子との重要な相互作用に関与し得るからである。さらに、当

業者は、単一のアミノ酸置換を各アミノ酸残基に含む、試験改変体を生成し得る

。これらの改変体は、当業者に公知の活性アッセイを使用して、スクリーニング

され得る。このような改変体は、適切な改変体に関する情報を集めるために使用

され得る。例えば、特定のアミノ酸残基に対する変化が破壊を生じるか、所望で

なく減少するか、または所望でない活性であることを発見した場合には、このよ

うな変化を有する改変体は、回避される。換言すれば、このような慣用的な実験

から集めた情報に基づいて、当業者は、さらなる置換が、単独でかまたは他の変



(207) 特表２００３－５２５６１１

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。

      【００８４】

  多数の科学刊行物が、二次構造の推定に充てられてきた。Ｍｏｕｌｔ，１９９

６，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７：４２２－２７；Ｃｈｏｕ

ら、１９７４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  １３：２２２－４５；Ｃｈｏｕら、

１９７４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  １１３：２１１－２２；Ｃｈｏｕら、１

９７８，Ａｄｖ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｒｅｌａｔ．Ａｒｅａｓ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．４７：４５－４８；Ｃｈｏｕら、１９７８，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ

．４７：２５１－２７６；およびＣｈｏｕら、１９７９，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．

２６：３６７－８４を参照のこと。さらに、コンピュータプログラムが、二次構

造の推定を補助するために、現在利用可能である。二次構造を推定する１つの方

法は、相同性モデリングに基づく。例えば、３０％より大きな配列同一性または

４０％より大きな類似性を有する２つのポリペプチドまたはタンパク質は、しば

しば、類似の構造トポロジーを有する。タンパク質構造データベース（ＰＤＢ）

の近年の成長は、二次構造（ポリペプチドまたはタンパク質の構造中の潜在的な

折り畳みの数を含む）の増強された推定性を提供してきた。Ｈｏｌｍら、１９９

９，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２７：２４４－４７を参照のこと。

所定のポリペプチドまたはタンパク質において制限された数の折り畳みが存在す

ること、および一旦、重要な数の構造が解析されると、構造推定は劇的により正

確となることが、示唆されてきた（Ｂｒｅｎｎｅｒら、１９９７，Ｃｕｒｒ．Ｏ

ｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．７：３６９－７６）。

      【００８５】

  二次構造を推定するさらなる方法は、「スレッディング（ｔｈｒｅａｄｉｎｇ

）」（Ｊｏｎｅｓ，１９９７，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．

７：３７７－８７；Ｓｉｐｐｌら、１９９６，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ４：１５－

１９）、「プロフィール分析」（Ｂｏｗｉｅら、１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２

５３：１６４－７０；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、１９９０，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚ

ｙｍｏｌ．１８３：１４６－５９；Ｇｒｉｂｓｋｏｖら、１９８７，Ｐｒｏｃ．
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Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８４：４３５５－５８）、および「進

化学的連鎖」（Ｈｏｌｍら、前出、およびＢｒｅｎｎｅｒら、前出を参照のこと

）を包含する。

      【００８６】

  好ましいＣＨＬ２ポリペプチド改変体としては、グリコシル化部位の数および

／または型が配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列と比

較して変化している、グリコシル化改変体が挙げられる。１つの実施形態におい

て、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体は、配列番号２または配列番号５のいずれかに

記載のアミノ酸配列より多いかまたはより少ない数のＮ連結グリコシル化部位を

含む。Ｎ連結グリコシル化部位は、配列Ａｓｎ－Ｘ－ＳｅｒまたはＡｓｎ－Ｘ－

Ｔｈｒによって特徴付けられ、ここで、Ｘと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連結炭水化物鎖の付加のための潜在的な新たな部位を提供する。あ

るいは、この配列を排除する置換は、存在するＮ連結炭水化物鎖を除去する。１

つ以上のＮ連結グリコシル化部位（代表的に、天然に存在するグリコシル化部位

）が排除され、そして１つ以上の新たなＮ連結部位が作製される、Ｎ連結炭水化

物鎖の再配列もまた、提供される。さらなる好ましいＣＨＬ２改変体としては、

１つ以上のシステイン残基が、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載の

アミノ酸配列と比較して欠失しているか、または別のアミノ酸（例えば、セリン

）で置換されている、システイン改変体が挙げられる。システイン改変体は、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドが、例えば不溶性の封入体の単離の後に、生物学的に活性な

立体配座にリフォールディングされなければならない場合に、有用である。シス

テイン改変体は、一般に、ネイティブタンパク質より少ないシステイン残基を有

し、そして代表的には偶数のシステイン残基を有し、対合していないシステイン

から生じる相互作用を最小にする。

      【００８７】

  他の実施形態において、関連する核酸分子は、少なくとも１つのアミノ酸挿入

を有し、そしてこのポリペプチドが配列番号２または配列番号５のいずれかに記

載のポリペプチドの活性を有する、配列番号２または配列番号５のいずれかに記
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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、またはこの配列から

なるか、あるいは少なくとも１つのアミノ酸欠失を有し、ここでこのポリペプチ

ドが配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のポリペプチドの活性を有す

る、配列番号２または配列番号５のいずれか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、またはこの配列からなる。関連する核酸分子はまた

、ポリペプチドがカルボキシル末端および／またはアミノ末端の短縮を有し、そ

してさらにここで、このポリペプチドが、配列番号２または配列番号５のいずれ

かに記載のポリペプチドの活性を有する、配列番号２または配列番号５のいずれ

か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、またはこの配

列からなる。関連する核酸分子はまた、アミノ酸置換、アミノ酸挿入、アミノ酸

欠失、カルボキシル末端短縮、およびアミノ末端短縮からなる群より選択される

少なくとも１つの改変を含み、そしてここで、ポリペプチドが配列番号２または

配列番号５のいずれかに記載のポリペプチドの活性を有する、配列番号２または

配列番号５のいずれか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、またはこの配列からなる。

      【００８８】

  さらに、配列番号２または配列番号５、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドの

いずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドは、相同なポリペプチドに融合して

ホモダイマーを形成し得るか、あるいは異種ポリペプチドに融合してヘテロダイ

マーを形成し得る。異種ペプチドおよび異種ポリペプチドとしては、以下が挙げ

られるが、それらに限定されない：ＣＨＬ２融合ポリペプチドの検出および／ま

た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またはその部分

（例えば、細胞外ドメインまたは膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン）；膜貫

通レセプタータンパク質に結合する、リガンドまたはその部分；触媒的に活性で

ある、酵素またはその部分；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）；安定性を増加させるポリペプチドま

たはペプチド（例えば、免疫グロブリン定常領域）；ならびに配列番号２または

配列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド、あるいは他の

ＣＨＬ２ポリペプチドとは異なる治療活性を有するポリペプチド。
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      【００８９】

  融合は、配列番号２または配列番号５のいずれかに記載のアミノ酸配列を含む

ポリペプチド、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドの、アミノ末端またはカルボ

キシル末端のいずれかにおいてなされ得る。融合は、リンカーもしくはアダプタ

ー分子を用いない直接的融合であってもよいし、リンカーもしくはアダプター分

子を介してであってもよい。リンカーまたはアダプター分子は、１つ以上のアミ

ノ酸残基であり得、代表的に、約２０～約５０アミノ酸残基である。リンカーま

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

に対する切断部位を有して設計されて、融合した部分の分離を可能にし得る。一

旦構築されると、この融合ポリペプチドは、本明細書中に記載の方法に従って誘

導体化され得ることが、理解される。

      【００９０】

  本発明のさらなる実施形態において、配列番号２または配列番号５のいずれか

のアミノ酸配列を含むポリペプチド、あるいは他のＣＨＬ２ポリペプチドは、ヒ

トＩｇＧのＦｃ領域の１つ以上のドメインに融合する。抗体は、以下の２つの機

能的に独立した部分を含む；抗原を結合する「Ｆａｂ」として公知の可変ドメイ

ン、ならびに補体活性化および食作用細胞による攻撃のようなエフェクター機能

に関与する、「Ｆｃ」として公知の定常ドメイン。Ｆｃは、長い血清半減期を有

し、一方でＦａｂは、短寿命である。Ｃａｐｏｎら、１９８９，Ｎａｔｕｒｅ  

３３７：５２５－３１。治療タンパク質と一緒に構築される場合には、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、胎盤移入さえものような機能を組み込み

得る。同書。表ＩＩは、当該分野において公知の特定のＦｃ融合物の使用を要約

する。

      【００９１】

【表２】
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  一例において、ヒトＩｇＧのヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域は、

当業者に公知の方法を使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ末端またはカル

ボキシル末端のいずれかにおいて、融合され得る。別の例において、ヒトＩｇＧ

のヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域は、ＣＨＬ２ポリペプチドフラグ

メント（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドの推定細胞外部分）のアミノ末端または

カルボキシル末端のいずれかにおいて、融合され得る。

      【００９２】

  得られるＣＨＬ２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領域に融合したペプチドおよびタンパク質は

、融合していない対応物より実質的に長いインビボでの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、または治療品質

、循環時間、もしくは減少した凝集のような特定の品質を改善するよう変更され

得る。
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      【００９３】

  関連する核酸分子およびポリ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、Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ

ａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａ．Ｍ．Ｌｅｓｋ編、Ｏｘｆｏｒ

ｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ  １９８８）；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎ

ｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ  ａｎｄ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｐｒｏｊｅｃｔｓ（Ｄ．

Ｗ．Ｓｍｉｔｈ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９９３）；Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｄａｔａ（Ｐａｒｔ  １，

Ａ．Ｍ．ＧｒｉｆｆｉｎおよびＨ．Ｇ．Ｇｒｉｆｆｉｎ編、Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒ

ｅｓｓ  １９９４）；Ｇ．ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｌｅ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ  １９８７）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ（

Ｍ．ＧｒｉｂｓｋｏｖおよびＪ．Ｄｅｖｅｒｅｕｘ編、Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  

Ｐｒｅｓｓ  １９９１）；ならびにＣａｒｉｌｌｏら、１９８８，ＳＩＡＭ  Ｊ

．Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ．，４８：１０７３に記載されるものが挙げられる

が、これらに限定されない。

      【００９４】

  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

列間での最大の一致を与えるように、設計される。同一性および類似性を決定す

るための方法は、公に利用可能なコンピュータプログラムにおいて記載されてい

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、ＧＣＧプログラムパッケージ（ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒ

ｅｕｘら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：３８７；Ｇ

ｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ

  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ

、およびＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．

２１５：４０３－１０）を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。ＢＬ

ＡＳＴＸプログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅ

ｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）および他の供給源（Ａ
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ｌｔｓｃｈｕｌら、ＢＬＡＳＴ  Ｍａｎｕａｌ（ＮＣＢ  ＮＬＭ  ＮＩＨ，Ｂｅ

ｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）；Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９０、前出）から公に利用可

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。

      【００９５】

  ２つのアミノ酸配列を整列させるための特定のアライメントスキームは、これ

ら２つの配列の短い領域のみの一致を生じ得、そしてこの小さな整列領域は、２

つの全長配列間に有意な関連がない場合でさえも、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、選択された整列方法（ＧＡＰプログ

ラム）は、特許請求されるポリペプチドの少なくとも５０の連続するアミノ酸に

わたる整列を生じる。

      【００９６】

  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、パーセント配列同一性が決定されるべき２つのポ

リペプチドが、それらのそれぞれのアミノ酸の最適な一致（アルゴリズムによっ

て決定される「一致したスパン」）のために、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、平均対

角の３倍として計算される：「平均対角」とは、使用される比較行列（ｃｏｍｐ

ａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ）の対角の平均である；「対角」とは、特定の比較

行列によって各完全なアミノ酸一致に対して割り当てられた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（ｇａｐ  ｅｘｔｅｎｓｉｏ

ｎ  ｐｅｎａｌｔｙ）（これは通常、キャップオープニングペナルティーの０．

１倍である）、ならびにＰＡＭ  ２５０またはＢＬＯＳＵＭ  ６２のような比較

行列が、このアルゴリズムと組み合わせて使用される。標準的な比較行列もまた

、このアルゴリズムによって使用される（Ｄａｙｈｏｆｆら、５  Ａｔｌａｓ  

ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎｄ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（補遺

３  １９７８）（ＰＡＭ２５０比較行列）；Ｈｅｎｉｋｏｆｆら、１９９２，Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１９（ＢＬ
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ＯＳＵＭ  ６２比較行列）を参照のこと）。

      【００９７】

  ポリペプチド配列比較のための好ましいパラメータは、以下を含む：

  Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓｃｈ，１９７０

，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－５３；

  Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ：ＢＬＯＳＵＭ  ６２（Ｈｅｎｉｋｏｆ

ｆら、前出）；

  Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ：１２

  Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ：４

  Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏｆ  Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ：０

このＧＡＰプログラムは、上記パラメータを用いて有用である。上記パラメータ

は、ＧＡＰアルゴリズムを用いるポリペプチド比較（末端ギャップに対してはペ

ナルティーがないこととともに）のためのデフォルトパラメータである。

      【００９８】

  核酸分子配列比較のための好ましいパラメータは、以下を含む：

  Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓｃｈ，前出；

  Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ  ｍａｔｒｉｘ：ｍａｔｃｈｅｓ＝＋１０，ｍｉｓｍａ

ｔｃｈ＝０

  Ｇａｐ  Ｐｅｎａｌｔｙ：５０

  Ｇａｐ  Ｌｅｎｇｔｈ  Ｐｅｎａｌｔｙ：３

このＧＡＰプログラムはまた、上記パラメータを用いて有用である。上記パラメ

ータは、核酸分子比較のためのデフォルトパラメータである。

      【００９９】

  Ｐｒｏｇｒａｍ  Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅ

ｒｓｉｏｎ  ９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ，１９９７に記載されるものを含む、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、比較行列、および類似性閾値（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ  ｏ

ｆ  ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）が使用され得る。なされるべき特定の選択は、当業

者に明らかであり、そしてなされるべき特定の比較（例えば、ＤＮＡ対ＤＮＡ、
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タンパク質対タンパク質、タンパク質対ＤＮＡ）；ならびにさらに、その比較が

所定の対の配列間（この場合には、ＧＡＰまたはＢｅｓｔＦｉｔが一般的に好ま

しい）であるか否か、１つの配列と大きなデータベースの配列との間（この場合

には、ＦＡＳＴＡまたはＢＬＡＳＴＡが好ましい）であるか否かに依存する。

      【０１００】

  （核酸分子）

  ＣＨＬ２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する核酸分

子は、種々の様式（化学合成、ｃＤＮＡもしくはゲノムのライブラリーのスクリ

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

増幅が挙げられるが、これらに限定されない）で容易に得られ得る。

      【０１０１】

  本明細書中において使用される組換えＤＮＡ法は、一般に、Ｓａｍｂｒｏｏｋ

ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎ

ｕａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒ

ｅｓｓ，１９８９）および／またはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐ

ｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．およびＷｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９４

）に記載されている方法である。本発明は、本明細書中に記載され得ような核酸

分子、およびこのような分子を得るための方法を提供する。

      【０１０２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする遺伝子が１つの種から同定

された場合には、この遺伝子の全てまたは一部を、同じ種由来のオーソログまた

は関連する遺伝子を同定するためのプローブとして使用し得る。このプローブま

たはプライマーを使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドを発現すると考えられる種々

の組織供給源由来のｃＤＮＡをスクリーニングし得る。さらに、配列番号１また

は配列番号４のいずれかに記載されるような配列を有する核酸分子の部分または

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、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドのアミノ酸配列をコードする遺伝子を同定および単離し得る。代表的に、中程

度または高いストリンジェンシーの条件が、スクリーニングのために使用されて
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、このスクリーニングから得られる誤った陽性の数を最小にする。

      【０１０３】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子もまた、発現され

たタンパク質の特性に基づいて陽性クローンの検出を使用する発現クローニング

によって、同定され得る。代表的に、核酸ライブラリーは、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）を、宿主細胞表面において発

現および提示されたクローンタンパク質に結合させることによって、スクリーニ

ングされる。抗体または結合パートナーは、所望のクローンを発現する細胞を同

定するために、検出可能な標識で改変される。

      【０１０４】

  以下に記載される説明に従って実施される組換え発現技術に従って、これらの

ポリヌクレオチドを産生し得、そしてコードされたポリペプチドを発現し得る。

例えば、ＣＨＬ２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、多量の所望のヌクレオチド配列を容

易に生成し得る。次いで、これらの配列を使用して、検出プローブまたは増幅プ

ライマーを生成し得る。あるいは、ＣＨＬ２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、コードされたＣＨＬ２ポリペプチドが、多量に生

成され得る。

      【０１０５】

  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、ｐｏｌｙ（

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、ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするｃＤＮＡの２つの別

個の領域に対して相補的である）が、Ｔａｑポリメラーゼのようなポリメラーゼ

とともにこのｃＤＮＡに付加され、そしてこのポリメラーゼが、このｃＤＮＡの

これら２つのプライマー間の領域を増幅する。

      【０１０６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を調製する別の手



(217) 特表２００３－５２５６１１

段は、Ｅｎｇｅｌｓら、１９８９，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．編．２８

：７１６－３４によって記載されるもののような、当業者に周知の方法を使用す

る、化学合成である。これらの方法としては、とりわけ、核酸合成のためのリン

酸トリエステル、ホスホルアミダイト、およびＨ－ホスホネート法が挙げられる

。このような化学合成のために好ましい方法は、標準的なホスホルアミダイト化

学を使用する、ポリマーにより支持される合成である。代表的に、ＣＨＬ２ポリ

ペプチドのアミノ酸配列をコードするＤＮＡは、数百ヌクレオチド長である。約

１００ヌクレオチドより長い核酸は、これらの方法を使用して、いくつかのフラ

グメントとして合成され得る。次いで、これらのフラグメントが一緒に連結され

て、ＣＨＬ２遺伝子の全長ヌクレオチド配列を形成し得る。通常、このポリペプ

チドのアミノ末端をコードするＤＮＡフラグメントは、ＡＴＧを有し、これは、

メチオニン残基をコードする。このメチオニンは、宿主細胞において産生された

ポリペプチドがその細胞から分泌されるよう設計されるか否かに依存して、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの成熟形態で存在してもそうでなくてもよい。当業者に公知の

他の方法が、同様に使用され得る。

      【０１０７】

  特定の実施形態において、核酸改変体は、所定の宿主細胞におけるＣＨＬ２ポ

リペプチドの最適な発現のために変更されたコドンを含む。特定のコドン変更は

、発現のために選択されるＣＨＬ２ポリペプチドおよび宿主細胞に依存する。こ

のような「コドン最適化」は、種々の方法によって（例えば、所定の宿主細胞に

おいて高度に発現される遺伝子における使用に好ましいコドンを選択することに

よって）実施され得る。高度に発現された細菌遺伝子のコドン優先性のための「

Ｅｃｏ＿ｈｉｇｈ．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、そしてＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉ

ｎ  Ｐａｃｋａｇｅ  Ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．０（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）によって提供される。他の有用な

コドン頻度表としては、「Ｃｅｌｅｇａｎｓ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｃｅｌｅ

ｇａｎｓ＿ｌｏｗ．ｃｏｄ」、「Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、

「Ｈｕｍａｎ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、「Ｍａｉｚｅ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ」、およ
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び「Ｙｅａｓｔ＿ｈｉｇｈ．ｃｏｄ．」が挙げられる。

      【０１０８】

  いくつかの場合において、ＣＨＬ２ポリペプチド改変体をコードする核酸分子

を調製することが所望であり得る。改変体をコードする核酸分子は、プライマー

が所望の点変異を有する部位特異的変異誘発、ＰＣＲ増幅、または他の適切な方

法を使用して生成され得る（変異誘発技術の記載に関しては、Ｓａｍｂｒｏｏｋ

ら、前出、およびＡｕｓｕｂｅｌら、前出を参照のこと）。Ｅｎｇｅｌｓら、前

出によって記載される方法を使用する化学合成もまた、このような改変体を調製

するために使用され得る。当業者に公知の他の方法が、同様に使用され得る。

      【０１０９】

  （ベクターおよび宿主細胞）

  ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子を、標準的な連結

技術を使用して適切な発現ベクターに挿入する。ベクターは、代表的に、使用さ

れる特定の宿主細胞において機能的であるように選択される（すなわち、ベクタ

ーは、遺伝子の増幅および／または遺伝子の発現が生じ得るように、宿主細胞機

構と適合性である）。ＣＨＬ２ポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分

子は、原核生物宿主細胞、酵母宿主細胞、昆虫（バキュロウイルス系）宿主細胞

および／または真核生物宿主細胞において増幅／発現され得る。宿主細胞の選択

は、ＣＨＬ２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。そうである場合、酵母宿主細胞、

昆虫宿主細胞、または哺乳動物宿主細胞が好ましい。発現ベクターの総説につい

て、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，第１８５巻（Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ，編，Ａｃａｄ

ｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  １９９０）を参照のこと。

      【０１１０】

  代表的に、任意の宿主細胞に使用される発現ベクターは、プラスミド維持のた

めならびに外来性ヌクレオチド配列のクローニングおよび発現のための配列を含

む。このような配列（集合的に、「隣接配列」と呼ばれる）は、特定の実施形態

において、代表的に、以下のヌクレオチド配列の１つ以上を含む：プロモータ、

１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列、ドナーおよびアクセプ
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タースプライス部位を含む完全なイントロン配列、ポリペプチド分泌のためのリ

ーダー配列をコードする配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配列、発現

されるポリペプチドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領域、なら

びに選択マーカーエレメント。これらの配列のそれぞれが、以下に議論される。

      【０１１１】

  必要に応じて、ベクターは、「タグ」コード配列（すなわち、ＣＨＬ２ポリペ

プチドコード配列の５’末端または３’末端に配置されるオリゴヌクレオチド分

子）を含み得；オリゴヌクレオチド配列は、ｐｏｌｙＨｉｓ（例えば、ｈｅｘａ

Ｈｉｓ）、または別の「タグ」（例えば、ＦＬＡＧ、ＨＡ（赤血球凝集素（ｈｅ

ｍａｇｌｕｔｉｎｉｎ）インフルエンザウイルス））または市販の抗体が存在す

るｍｙｃをコードする。このタグは、代表的には、ポリペプチドの発現の際にポ

リペプチドに融合され、宿主細胞からの、ＣＨＬ２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するカラムクロマトグラフィ

ーによって達成され得る。必要に応じて、タグは、続いて、切断のために特定の

ペプチダーゼを使用するような種々の手段によって、精製されたＣＨＬ２ポリペ

プチドから除去される。

      【０１１２】

  隣接配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種および／または系統由来）で

あり得るか、異種（すなわち、宿主細胞種または系統以外の種由来）であり得る

か、ハイブリッド（すなわち、１つより多くの供給源由来の隣接配列の組み合わ

せ）であり得るか、または合成であり得るか、あるいは隣接配列は、ＣＨＬ２ポ

リペプチド発現を調節するために正常に機能するネイティブな配列であり得る。

このように、隣接配列の供給源は、任意の原核生物または真核生物、任意の脊椎

生物または無脊椎生物、あるいは任意の植物であり得、但し、隣接配列は、宿主

細胞の機構において機能的であり、そして宿主細胞の機構によって活性化され得

る。

      【０１１３】

  本発明のベクターに有用な隣接配列は、当該分野において周知である任意のい
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くつかの方法によって得られ得る。代表的には、ＣＨＬ２遺伝子隣接配列以外の

、本明細書中で有用な隣接配列は、マッピングおよび／または制限エンドヌクレ

アーゼ消化によって以前に同定されており、従って、適切な制限エンドヌクレア

ーゼを使用して、適切な組織供給源から単離され得る。いくつかの場合において

、隣接配列の全長ヌクレオチド配列は公知であり得る。ここで、隣接配列は、核

酸合成またはクローニングのために本明細書中で記載される方法を使用して合成

され得る。

      【０１１４】

  隣接配列の全てまたは一部のみが公知である場合、ＰＣＲを使用して、そして

／あるいは適切なオリゴヌクレオチドならびに／または同じもしくは別の種由来

の隣接配列フラグメントを用いてゲノムライブラリーをスクリーニングすること

によって得られ得る。隣接配列が公知でない場合、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を含み得る大きな断片のＤＮ

Ａから単離され得る。単離は、適切なＤＮＡフラグメントを生成するための制限

エンドヌクレアーゼ消化、続くアガロースゲル精製を使用する単離、Ｑｉａｇｅ

ｎ（登録商標）カラムクロマトグラフィー（Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、ＣＡ）、ま

たは当業者に公知の他の方法によって達成され得る。この目的を達成するための

適切な酵素の選択は、当業者に容易に明らかである。

      【０１１５】

  複製起点は、代表的に、市販の原核生物発現ベクターの一部であり、そしてこ

の起点は、宿主細胞においてベクターの増幅に役立つ。特定のコピー数に対する

ベクターの増幅は、いくつかの場合において、ＣＨＬ２ポリペプチドの最適な発

現に重要であり得る。選択されたベクターが複製起点部位を含まない場合、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ｐＢＲ３２２（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖ

ｅｒｌｙ，ＭＡ）由来の複製起点は、大部分のグラム陰性細菌に適切であり、そ

して種々の起点（例えば、ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、水疱性口内

炎ウイルス（ＶＳＶ）、またはＨＰＶもしくはＢＰＶのようなパピローマウイル

ス）は、哺乳動物細胞におけるベクターのクローニングのために有用である。一
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般的に、複製起点の成分は、哺乳動物発現ベクター（例えば、ＳＶ４０起点は、

ただそれが初期プロモータを含むので、しばしば、使用される）のために必要で

はない。

      【０１１６】

  転写終結配列は、代表的にポリペプチドコード領域の末端の３’側に配置され

、そして転写を終結させるのに役立つ。通常、原核生物細胞における転写終結配

列は、Ｇ－Ｃリッチフラグメント、続いてポリ－Ｔ配列である。この配列はライ

ブラリーから容易にクローン化され得るか、またはベクターの一部として市販さ

れ、これは、本明細書中上記のような核酸合成のための方法を使用して容易に合

成され得る。

      【０１１７】

  選択マーカー遺伝子エレメントは、選択培養培地において増殖される宿主細胞

の生存および増殖に必要なタンパク質をコードする。代表的な選択マーカー遺伝

子は、（ａ）原核生物宿主細胞に対して、抗生物質または他の毒素（例えば、ア

ンピシリン、テトラサイクリン、またはカナマイシン）に対する耐性を与えるか

；（ｂ）細胞の栄養要求性の欠損を補うか；あるいは、（ｃ）複合培地から入手

可能でない重要な栄養素を供給する、タンパク質をコードする。好ましい選択マ

ーカーは、カナマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、およびテトラサ

イクリン耐性遺伝子である。ネオマイシン耐性遺伝子もまた、原核生物宿主細胞

および真核生物宿主細胞における選択のために使用され得る。

      【０１１８】

  他の選択遺伝子は、発現される遺伝子を増幅するために使用され得る。増幅は

、増殖に重要なタンパク質の産生により大きく要求される遺伝子が、組換え細胞

の連続的な生成の染色体内でタンデムに反復されるプロセスである。哺乳動物細

胞に対する適切な選択マーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨ

ＦＲ）およびチミジンキナーゼが挙げられる。哺乳動物細胞形質転換体は、選択

圧下に置かれ、ここで、形質転換体のみが、ベクターに存在する選択遺伝子の効

能によって生存するように独特に適合される。選択圧は、培地中の選択因子の濃

度が連続的に変化し、それによって選択遺伝子とＣＨＬ２ポリペプチドをコード
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するＤＮＡとの両方の増幅を導く条件下で、形質転換された細胞を培養すること

によって課される。結果として、増加した量のＣＨＬ２ポリペプチドが、増幅さ

れたＤＮＡから合成される。

      【０１１９】

  リボソーム結合部位は、通常、ｍＲＮＡの翻訳開始に必要であり、そしてＳｈ

ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列（原核性物）またはＫｏｚａｋ配列（真核生物）

によって特徴付けられる。このエレメントは、代表的に、発現されるＣＨＬ２ポ

リペプチドのプロモータの３’側およびコード配列の５’側に配置される。Ｓｈ

ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列は、可変であるが、代表的には、ポリプリン（す

なわち、高いＡ－Ｇ含有量を有する）である。多くのＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒ

ｎｏ配列は、同定されており、それぞれが、本明細書中に記載の方法を使用して

容易に合成され得、そして原核生物ベクターにおいて使用され得る。

      【０１２０】

  リーダー配列、またはシグナル配列は、宿主細胞からＣＨＬ２ポリペプチドを

指向させるために使用され得る。代表的には、シグナル配列をコードするヌクレ

オチド配列は、ＣＨＬ２核酸分子のコード領域に位置するか、または直接ＣＨＬ

２ポリペプチドコード領域の５’側に位置する。多くのシグナル配列が同定され

ており、そして選択された宿主細胞において機能性である任意のシグナル配列が

、ＣＨＬ２核酸分子と組み合わせて使用され得る。従って、シグナル配列は、Ｃ

ＨＬ２核酸分子に対して同種（天然に存在する）または異種であり得る。さらに

、シグナル配列は、本明細書中に記載される方法を使用して化学的に合成され得

る。大部分において、シグナルペプチドの存在によって宿主細胞からのＣＨＬ２

ポリペプチドの分泌は、分泌されたＣＨＬ２ポリペプチドからのシグナルペプチ

ドの除去を生じる。シグナル配列は、ベクターの成分であり得るか、またはベク

ターに挿入されたＣＨＬ２核酸分子の一部であり得る。

      【０１２１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドコード領域に結合されたネイティブなＣＨＬ２ポリペプ

チドシグナル配列をコードするヌクレオチド配列またはＣＨＬ２ポリペプチドコ

ード領域に結合された異種シグナル配列をコードするヌクレオチド配列のいずれ
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かの使用が本発明の範囲内である。選択された異種シグナル配列は、宿主細胞に

よって認識され、そしてプロセスされる（すなわち、シグナルペプチダーゼによ

って切断される）ものであるべきである。ネイティブなＣＨＬ２ポリペプチドシ

グナル配列を認識せず、かつプロセス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、ペニシリナーゼ、または熱安定エ

ンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原核生物シグナル配列によって

置換される。酵母分泌について、ネイティブなＣＨＬ２ポリペプチドシグナル配

列は、酵母インベルターゼ、α因子、または酸ホスファターゼリーダーによって

置換され得る。哺乳動物細胞発現において、ネイティブなシグナル配列が満足で

あるが、他の哺乳動物シグナル配列が適切であり得る。

      【０１２２】

  グリコシル化が真核生物宿主細胞発現系において望ましい、いくつかの場合に

おいて、グリコシル化または収量を改善するために種々のシグナルペプチド（ｐ

ｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）が操作され得る。例えば、特定のシグナルペプチドのペ

プチダーゼ切断部位を変更し得るかまたはプロ配列（ｐｒｏ－ｓｅｑｕｅｎｃｅ

）を加え得、これはまた、グリコシル化に影響し得る。最後のタンパク質産物は

、１位に（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して）、発現に付随して１つ以

上のさらなるアミノ酸を有し得、これは、完全に除去されないかもしれない。例

えば、最終のタンパク質産物は、アミノ末端に結合される、ペプチダーゼ切断部

位において見出される１つまたは２つのアミノ酸残基を有し得る。あるいは、い

くつかの酵素切断部位は、酵素が成熟ポリペプチド内のこのような領域で切断さ

れる場合、所望のＣＨＬ２ポリペプチドの少し短縮した形態を生じ得る。

      【０１２３】

  多くの場合において、核酸分子の転写は、ベクター内の１つ以上のイントロン

の存在によって増加する；これは、ポリペプチドが真核生物宿主細胞（特に、哺

乳動物宿主細胞）において産生される場合、特に当てはまる。使用されるイント

ロンは、特に使用される遺伝子が全長ゲノム配列またはそのフラグメントである

場合、ＣＨＬ２遺伝子内に天然に存在し得る。イントロンが遺伝子内に天然に存

在しない（大部分のｃＤＮＡについて）場合、イントロンは、別の供給源から得
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られ得る。隣接配列およびＣＨＬ２遺伝子に関してイントロンの位置は、イント

ロンが効果的に転写されなければならないので、一般的に重要である。従って、

ＣＨＬ２  ｃＤＮＡ分子が転写される場合、イントロンの好ましい位置は、転写

開始部位の３’側で、ｐｏｌｙ－Ａ転写終止配列の５’側である。好ましくは、

イントロンは、コード配列を妨害しないように、ｃＤＮＡの１つの側面または他

の側面（すなわち、５’側または３’側）に配置される。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）を含む）由来の任意のイントロ

ンを使用して本発明を実行し得るが、但し、このイントロンは、挿入される宿主

細胞に適合性である。合成イントロンもまた本明細書中に含まれる。必要に応じ

て、１つより多くのイントロンがベクター内で使用され得る。

      【０１２４】

  本発明の発現ベクターおよびクローニングベクターは、代表的には、宿主生物

によって認識され、そしてＣＨＬ２ポリペプチドをコードする分子に作動可能に

連結されたプロモータを含む。プロモータは、構造遺伝子の転写を制御する構造

遺伝子（一般的に、約１００～１０００ｂｐ）の開始コドンに対して上流（すな

わち、５’側）に配置される非転写配列である。プロモータは、通常、２つのク

ラス（誘導プロモータおよび構成プロモータ）の１つにグループ化される。誘導

プロモータは、培養条件におけるいくらかの変化（例えば、栄養の存在または非

存在、あるいは温度の変化）に応答してそれらの制御下で、ＤＮＡからの転写の

増加したレベルを開始する。他方、構成プロモータは、連続的な遺伝子産物の産

生を開始する；すなわち、遺伝子発現に対して遺伝子をほとんど制御しないかま

たは制御しない。多数のプロモータ（種々の潜在的な宿主細胞によって認識され

る）が周知である。適切なプロモータは、供給源のＤＮＡからプロモータを制限

酵素消化によって取り出し、そして所望のプロモータ配列をベクターに挿入する

ことによって、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連結され

る。ネイティブなＣＨＬ２プロモータ配列は、ＣＨＬ２核酸分子の増幅および／

または発現に指向させるために使用され得る。しかし、ネイティブなプロモータ

と比較して大きい転写および発現タンパク質のより高い産生が可能であり、そし

て使用のために選択された宿主細胞系と適合性である場合、異種プロモータが好
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ましい。

      【０１２５】

  原核生物宿主との使用に適切なプロモータとしては、β－ラクタマーゼおよび

ラクトースプロモーター系；アルカリホスファターゼ；トリプトファン（ｔｒｐ

）プロモータ系；およびハイブリッドプロモーター（例えば、ｔａｃプロモータ

）が挙げられる。他の公知の細菌プロモータもまた、適切である。これらの配列

は、公開されており、その結果、当業者は、任意の有用な制限部位を供給するの

に必要とされるリンカーまたはアダプターを使用して、所望のＤＮＡ配列にそれ

らの配列を連結し得る。

      【０１２６】

  酵母宿主との使用に適切なプロモータはまた、当該分野において周知である。

酵母エンハンサーは、酵母プロモータとの使用に有利に使用される。哺乳動物宿

主細胞との使用に適切なプロモータは周知であり、限定しないが、ポリオーマウ

イルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ２）、

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型肝炎ウイルスおよび最も好ましいシミアンウイルス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が挙げられる。他の適切な

哺乳動物プロモータとしては、異種哺乳動物プロモータ（例えば、熱ショックプ

ロモーターおよびアクチンプロモーター）が挙げられる。

      【０１２７】

  ＣＨＬ２遺伝子発現を制御する際に関心があり得るさらなるプロモータとして

は、限定しないが、以下が挙げられる：ＳＶ４０初期プロモータ領域（Ｂｅｒｎ

ｏｉｓｔ  ａｎｄ  Ｃｈａｍｂｏｎ，１９８１，Ｎａｔｕｒｅ  ２９０：３０４

－１０）；ＣＭＶプロモータ；ラウス肉腫ウイルスの３’側の長い終末反復に含

まれるプロモータ（Ｙａｍａｍｏｔｏら，１９８０，Ｃｅｌｌ  ２２  ：７８７

－９７）；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Ｗａｇｎｅｒら，１９８１

，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４４－４５

）；メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら，１９８２，Ｎａ

ｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２）；β－ラクタマーゼプロモーターのような原核
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生物発現ベクター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａｒｏｆｆら，１９７８，Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，７５：３７２７－３１）；またはｔ

ａｃプロモータ（ＤｅＢｏｅｒら，１９８３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８０：２１－２５）。組織特異性を示し、そしてトラン

スジェニック動物において利用されている以下の動物転写制御領域もまた関心が

ある：膵臓腺房細胞において活性なエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔ

ら，１９８４，Ｃｅｌｌ  ３８：６３９－４６；Ｏｒｎｉｔｚら，１９８６，Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０

：３９９－４０９（１９８６）；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，１９８７，Ｈｅｐａｔｏ

ｌｏｇｙ  ７：４２５－５１５）；膵臓β細胞において活性なインシュリン遺伝

子制御領域（Ｈａｎａｈａｎ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：１１５－２２

）；リンパ系細胞において活性な免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃ

ｈｅｄｌら，１９８４，Ｃｅｌｌ  ３８：６４７－５８；Ａｄａｍｅｓら，１９

８５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：５３３－３８；Ａｌｅｘａｎｄｅｒら，１９８７

，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，７：１４３６－４４）；精巣、乳房、リンパ

球、および肥満細胞において活性なマウス乳腺癌ウイルス制御領域（Ｌｅｄｅｒ

ら，１９８６，Ｃｅｌｌ  ４５：４８５－９５）；肝臓において活性なアルブミ

ン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔら，１９８７，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖ

ｅｌ．１：２６８－７６）；肝臓において活性なα－フェトプロテイン遺伝子制

御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆら，１９８５，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，５：

１６３９－４８；Ｈａｍｍｅｒら，１９８７，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３５：５３－

５８）；肝臓において活性なα１－抗トリプシン遺伝子制御領域（Ｋｅｌｓｅｙ

ら，１９８７，Ｇｅｎｅｓ  ａｎｄ  Ｄｅｖｅｌ．１：１６１－７１）；骨髄性

細胞において活性なβ－グロビン遺伝子制御領域（Ｍｏｇｒａｍら，１９８５，

Ｎａｔｕｒｅ  ３１５：３３８－４０；Ｋｏｌｌｉａｓら，１９８６，Ｃｅｌｌ

  ４６：８９－９４）；脳の稀突起神経膠細胞において活性なミエリンベースの

タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄｈｅａｄら，１９８７，Ｃｅｌｌ  ４８：

７０３－１２）；骨格筋において活性なミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域（Ｓａ

ｎｉ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：２８３－８６）；ならびに視床下部に
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おいて活性なゴナドトロピン放出ホルモン遺伝子制御領域（Ｍａｓｏｎら，１９

８６，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３４：１３７２－７８）。

      【０１２８】

  エンハンサー配列は、高等真核生物によって本発明のＣＨＬ２ポリペプチドを

コードするＤＮＡの転写を増加するように、ベクターに挿入され得る。エンハン

サーは、転写を増加させるためにプロモータに作用する、通常約１０～３００ｂ

ｐの長さのＤＮＡのシス作用エレメントである。エンハンサーは、相対的に方向

および位置に独立する。これらは、転写ユニットに対して５’側および３’側に

見出されている。哺乳動物遺伝子から入手可能ないくつかのエンハンサー配列が

公知である（例えば、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテ

インおよびインシュリン）。しかし、代表的には、ウイルス由来のエンハンサー

が、使用される。ＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プロモータ

ーエンハンサー、ポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエンハンサー

は、真核生物プロモータの活性化のための例示的な増強エレメントである。エン

ハンサーは、ＣＨＬ２核酸分子に対して５’側または３’側の位置でベクターに

スプライシングされ得るが、代表的には、プロモータから５’側に配置される。

      【０１２９】

  本発明の発現ベクターは、市販のベクターのような開始ベクターから構築され

得る。このようなベクターは、全ての所望な隣接配列を含んでも良いし、含まな

くても良い。本明細書中に記載される隣接配列の１つ以上がすでにベクター内に

ない場合、これらは、個々に得られ得、そしてベクターに連結され得る。隣接配

列のそれぞれを得るために使用される方法は、当業者に周知である。

      【０１３０】

  本発明を実行するために好ましいベクターは、細菌宿主細胞、昆虫宿主細胞、

および哺乳動物宿主細胞と適合性のベクターである。このようなベクターとして

は、特に、ｐＣＲＩＩ、ｐＣＲ３、およびｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ｐＢＳＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ

  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）、ｐＥＴ１５（Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）

、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ
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Ｊ）、ｐＥＧＦＰ－Ｎ２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）、ｐ

ＥＴＬ（ＢｌｕｅＢａｃＩＩ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＤＳＲ－α（ＰＣＴ

公開番号ＷＯ  ９０／１４３６３）ならびにｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ（Ｇｉｂ

ｃｏ－ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）が挙げられる。

      【０１３１】

  さらなる適切なベクターとしては、限定しないが、コスミド、プラスミド、ま

たは改変ウイルスが挙げられるが、これらのベクター系は、選択された宿主細胞

と適合性でなければならないことが理解される。このようなベクターとしては、

限定しないが、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商標）プラスミド誘導体（高コピー

数ＣｏｌＥｌ－ベースのファージミド、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ  Ｃｌｏｎｉｎｇ

  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ  ＣＡ）、Ｔａｑ増幅ＰＣＲ産物をクロー

ニングするために設計されたＰＣＲクローニングプラスミド（例えば、ＴＯＰＯ

ＴＭ  ＴＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ（登録商標）Ｋｉｔ、ＰＣＲ２．１（登録商標）プ

ラスミド誘導体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ならびに

バキュロウイルス発現系のような哺乳動物ベクター、酵母ベクターまたはウイル

スベクター（ｐＢａｃＰＡＫプラスミド誘導体、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  

Ａｌｔｏ、ＣＡ）が挙げられる。

      【０１３２】

  ベクターが構築され、そしてＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸分子がベ

クターの適切な部位に挿入された後に、完全なベクターが増幅発現および／また

はポリペプチド発現に適切な宿主細胞に挿入され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドに

対する発現ベクターの選択された宿主細胞への形質転換は、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、マイクロインジェクショ

ン、リポフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン法、または他の公知の技術のよ

うな方法を含む周知の方法によって達成され得る。選択される方法は、一部、使

用される宿主細胞の型の機能である。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、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出に記載される。

      【０１３３】

  宿主細胞は、原核生物宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）または真核生物宿主
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細胞（例えば、酵母細胞、昆虫細胞、または脊椎動物細胞）であり得る。宿主細

胞は、適切な条件下で培養される場合、ＣＨＬ２ポリペプチドを合成し、これは

、続いて、培養培地から収集され得るか（宿主細胞がそのポリペプチドを培地に

分泌する場合）、直接そのポリペプチドを産生する宿主細胞から収集される（そ

のポリペプチドが分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は、所望の発現レ

ベル、活性（例えば、グリコシル化またはホスホリル化）に望ましいかまたは必

要なポリペプチド修飾、および生物学的に活性な分子に折り畳まれる容易さなど

の種々の因子に依存する。

      【０１３４】

  多くの適切な宿主細胞が当該分野において公知であり、多くが、Ａｍｅｒｉｃ

ａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），Ｍａｎ

ａｓｓａｓ，ＶＡから入手可能である。例としては、限定しないが、チャイニー

ズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＣＨＯ  ＤＨＦＲ（－）細胞（Ｕｒｌａｕｂ

ら，１９８０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９７：４

２１６－２０）、ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ）２９３または２９３Ｔ細胞、あるいは

３Ｔ３細胞のような哺乳動物細胞が挙げられる。適切な哺乳動物宿主細胞の選択

および形質転換、培養、増幅、スクリーニング、産物生成、および精製のための

方法が当該分野において公知である。他の適切な哺乳動物細胞株は、サルＣＯＳ

－１およびＣＯＳ－７細胞株、およびＣＶ－１細胞株である。さらなる例示的な

哺乳動物宿主細胞としては、霊長動物細胞株およびゲッ歯類動物細胞株（形質転

換細胞株を含む）が挙げられる。正常な二倍体細胞、初代組織のインビトロ培養

物から誘導される細胞株、ならびに初代外植片もまた適切である。候補細胞は、

選択遺伝子を遺伝子型的に欠き得るか、または優先的に作用する選択遺伝子を含

み得る。他の適切な哺乳動物細胞株としては、限定しないが、マウス神経芽細胞

腫Ｎ２Ａ細胞、ＨｅＬａ、マウスＬ－９２９細胞、Ｓｗｉｓｓから誘導された３

Ｔ３株、Ｂａｌｂ－ｃまたはＮＩＨマウス、ＢＨＫまたはＨａｋハムスター細胞

株が挙げられる。これらの細胞株のそれぞれは、タンパク質発現の当業者によっ

て公知であり入手可能である。

      【０１３５】
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  同様に、細菌細胞が、本発明に適切な宿主細胞として有用である。例えば、Ｅ

．ｃｏｌｉ（例えば、ＨＢ１０１、ＤＨ５α、ＤＨ１０、およびＭＣ１０６１）

の種々の菌株は、生物工学の分野において宿主細胞として周知である。Ｂ．ｓｕ

ｂｔｉｌｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｓｐｐ．、他のＢａｃｉｌｌｕｓ  ｓ

ｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ  ｓｐｐ．などの種々の菌株がまた本方法に

おいて使用され得る。

      【０１３６】

  当業者に公知の酵母細胞の多くの菌株はまた、本発明のポリペプチドの発現の

ため宿主細胞として入手可能である。好ましい酵母細胞としては、例えば、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｉｖｉｓａｅおよびＰｉｃｈｉａ  ｐａｓｔｏ

ｒｉｓが挙げられる。

      【０１３７】

  さらに、望ましい場合、昆虫細胞系が、本発明の方法において利用され得る。

このような系は、例えば、Ｋｉｔｔｓら，１９９３，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｓ，１４：８１０－１７；Ｌｕｃｋｌｏｗ，１９９３，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：５６４－７２；およびＬｕｃｋｌｏｗら，１９９３，

Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，６７：４５６６－７９に記載される。好ましい昆虫細胞は、

Ｓｆ－９およびＨｉ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。

      【０１３８】

  グリコシル化ＣＨＬ２ポリペプチドを発現するためにトランスジェニック動物

もまた使用し得る。例えば、トランスジェニック乳産生動物（例えば、雌ウシま

たはヤギ）を使用し、本発明のグルコシル化ポリペプチドを動物の乳に得ること

ができる。ＣＨＬ２ポリペプチドを産生するために植物もまた使用し得るが、し

かし、一般的に、植物において生じるグリコシル化は、哺乳動物細胞において産

生されるものとは異なり、ヒト治療に適切ではないグリコシル化産物を生じ得る

。

      【０１３９】

  （ポリペプチド産生）

  ＣＨＬ２ポリペプチド発現ベクターを含む宿主細胞は、当業者に周知の標準的
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な培地を使用して培養され得る。この培地は、通常、細胞の増殖および生存に必

要な全ての栄養分を含む。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞を培養するための適切な培地として

は、例えば、Ｌｕｒｉａ  Ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）および／またはＴｅｒｒｉｆｉｃ

  Ｂｒｏｔｈ（ＴＢ）が挙げられる。真核生物細胞を培養するための適切な培地

としては、Ｒｏｓｗｅｌｌ  Ｐａｒｋ  Ｍｅｍｏｒｉａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

  ｍｅｄｉｕｍ  １６４０（ＲＰＭＩ  １６４０）、Ｍｉｎｉｍａｌ  Ｅｓｓｅ

ｎｔｉａｌ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）および／またはＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍ

ｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）が挙げられ、これらの

全ては、培養される特定の細胞株に必要な血清および／または増殖因子を補充さ

れ得る。昆虫細胞についての適切な培地は、必要に応じて、イーストレート（ｙ

ｅａｔｏｌａｔｅ）、ラクトアルブミン加水分解産物、および／または胎仔ウシ

血清を補充したグレース培地である。

      【０１４０】

  代表的に、トランスフェクトされた細胞または形質転換された細胞の選択的な

増殖に有用な抗生物質または他の化合物が、培地に補充物質として加えられる。

使用される化合物は、宿主細胞が形質転換されるプラスミドに存在する選択マー

カーエレメントによって検出可能である。例えば、選択マーカーエレメントがカ

ナマイシン耐性である場合、培養倍地に加えられる化合物は、カナマイシンであ

る。選択的増殖のための他の化合物としては、アンピシリン、テトラサイクリン

、およびネオマイシンが挙げられる。

      【０１４１】

  宿主細胞によって産生されるＣＨＬ２ポリペプチドの量は、当該分野において

公知の標準的な方法を使用して評価され得る。このような方法としては、限定し

ないが、ウェスタンブロット分析、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動、

非変性ゲル電気泳動、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）分離、免疫沈降

、および／またはＤＮＡ結合ゲル移動アッセイのような活性アッセイが挙げられ

る。

      【０１４２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが宿主細胞から分泌されるように設計される場合、ポリ
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ペプチドの大部分は、細胞培養培地中で見出され得る。しかし、ＣＨＬ２ポリペ

プチドが宿主細胞から分泌されない場合、細胞質および／または核（真核宿主細

胞について）に、あるいは、細胞質ゾル（グラム陰性細菌宿主細胞について）に

存在する。

      【０１４３】

  宿主細胞細胞質および／または核（真核生物宿主細胞について）に位置するか

または細胞質ゾル（細菌宿主細胞について）に位置するＣＨＬ２ポリペプチドに

ついて、細胞内物質（グラム陰性細菌についての封入体を含む）は、当業者に公

知の任意の標準的な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、均質化、および／または超音波処理、続く遠心分離によ

って、ペリプラズム／細胞質の含有量を放出するように溶解され得る。

      【０１４４】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが細胞質ゾル内に封入体を形成した場合、この封入体は

、しばしば、内部および／または外部細胞膜に結合され得、従って、主に、遠心

分離後にペレット材料において見出される。次いで、ペレット材料は、ｐＨ極限

値で処理され得るか、あるいはジチオトレイトールのような還元剤の存在下アル

カリ性のｐＨで、またはトリスカルボキシエチルホスフィンの存在下酸性のｐＨ

で、界面活性剤、グアニジン、グアニジン誘導体、尿素、または尿素誘導体のよ

うなカオトロピック剤で処理して、封入体を放出させ、分断させ、そして溶解さ

せ得る。次いで、溶解されたＣＨＬ２ポリペプチドは、ゲル電気泳動、免疫沈降

などを使用して分析され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドを単離することが望ましい

場合、単離は、本明細書中およびＭａｒｓｔｏｎら，１９９０，Ｍｅｔｈ．Ｅｎ

ｚ．，１８２：２６４－７５に記載される方法のような標準的な方法を使用して

達成され得る。

      【０１４５】

  いくつかの場合、ＣＨＬ２ポリペプチドは、単離の際、生物学的に活性でなく

ても良い。「再折り畳みする」、つまり、ポリペプチドをその三次構造に変換し

、ジスルフィド連結を生成するための種々の方法を使用して、生物学的活性を回

複し得る。このような方法は、溶解されたポリペプチドをあるｐＨ（通常７より
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上）および特定の濃度のカオトロピック剤（ｃｈａｏｔｒｏｐｅ）の存在に曝露

する工程を包含する。カオトロピック剤の選択は、封入体溶解に使用される選択

肢に非常に類似するが、通常、カオトロピック剤は低い濃度で使用され、溶解に

使用されるカオトロピック剤と必ずしも同一ではない。多くの場合、再折り畳み

／酸化溶液はまた、還元剤、または特定の比の還元剤およびその酸化形態を含ん

で、特定の酸化還元電位を生成し、タンパク質のシステイン架橋の形成を生じる

ジスルフィドシャフリングを可能にする。通常使用される酸化還元対のいくつか

としては、システイン／シスタミン、グルタチオン（ＧＳＨ）／ジチオビスＧＳ

Ｈ、塩化銅（ＩＩ）、ジチオトレイトール（ＤＴＴ）／ジチアンＤＴＴ、および

２，２－メルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂ（ＭＥ）が挙げられる。

多くの場合において、共溶媒が使用され得るか、または再折り畳みの効率を増加

するのに必要であり得、この目的のために使用されるより一般的な試薬としては

、グリセロール、種々の分子量のポリエチレングリコール、アルギニンなどが挙

げられる。

      【０１４６】

  封入体がＣＨＬ２ポリペプチドの発現において有意な程度まで形成されない場

合、ポリペプチドは、主に、細胞ホモジネートの遠心分離後に上清中に見出され

る。ポリペプチドは、さらに、本明細書中に記載されるような方法を使用して上

清から単離され得る。

      【０１４７】

  溶液からのＣＨＬ２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。ポリペプチドが、ヘキサヒスチジン（ＣＨＬ２ポリペプチド／ｈｅｘａＨｉ

ｓ）のようなタグまたは他の小さなペプチド（例えば、ＦＬＡＧ（Ｅａｓｔｍａ

ｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ．，Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ，ＣＴ）またはｍｙｃ（Ｉｎｖｉ

ｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））をそのカルボキシ末端またはアミノ

末端のいずれかにおいて含むように合成された場合、カラムマトリクスがタグに

ついて高い親和性を有するアフィニティーカラムに溶液を通すことによって一工

程で精製され得る。

      【０１４８】
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  例えば、ポリヒスチジンは、ニッケルに対して大きな親和性および特異性を有

して結合する。従って、ニッケルのアフィニティーカラム（例えば、Ｑｉａｇｅ

ｎ（登録商標）ニッケルカラム）は、ＣＨＬ２ポリペプチド／ｐｏｌｙＨｉｓの

精製のために使用され得る。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉ

ｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  §  １０．１１．８（Ａｕｓｕｂｅ

ｌら，ｅｄｓ．，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉｎｃ．  ａｎｄ  Ｗｉ

ｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ  １９９３）を参照のこと。

      【０１４９】

  さらに、ＣＨＬ２ポリペプチドは、ＣＨＬ２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によって精製され得る。

      【０１５０】

  精製のための他の適切な手段はとしては、限定しないが、アフィニティークロ

マトグラフィー、免疫親和性クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィ

ー、モレキュラーシーブクロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、電気泳動（ネイティブ

なゲル電気泳動を含む）、続くゲル溶出、および分取用等電集束法（「アイソプ

ライム（Ｉｓｏｐｒｉｍｅ）」機械／技術、Ｈｏｅｆｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ

ｃ，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）が挙げられる。いくつかの場合におい

て、２つ以上の精製技術を、増加した純度を達成するために組み合わせられ得る

。

      【０１５１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら，１９６３，Ｊ．Ａｍ

．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９；Ｈｏｕｇｈｔｅｎら，１９８５，Ｐｒｏ

ｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：５１３２；およびＳｔｅｗａ

ｒｔおよびＹｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ  Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈ

ｅｓｉｓ（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．１９８４）に記載されるよ

うな当該分野で公知の技術を使用する、化学合成法（例えば、固相ペプチド合成

）によって調製され得る。このようなポリペプチドは、アミノ末端にメチオニン

を有するかまたは有さないで合成され得る。化学的に合成されたＣＨＬ２ポリペ

プチドは、これらの参考文献に記載される方法を使用して酸化され得て、ジスル
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フィド架橋を形成し得る。化学的に合成されたＣＨＬ２ポリペプチドは、組換え

的に産生されるかまたは天然の供給源から精製される対応するＣＨＬ２ポリペプ

チドに匹敵する生物学的活性を有すると期待され、従って、組換えまたは天然の

ＣＨＬ２ポリペプチドと相互交換可能に使用され得る。

      【０１５２】

  ＣＨＬ２ポリペプチドを得る別の手段は、ＣＨＬ２ポリペプチドが天然に見出

される供給源の組織および／または流体のような生物学的サンプルからの精製に

よる。このような精製は、本明細書中に記載されるようなタンパク質精製のため

の方法を使用して行われ得る。精製の間、ＣＨＬ２ポリペプチドの存在が、例え

ば、組換え的に産生されたＣＨＬ２ポリペプチドまたはそのペプチドフラグメン

トに対して調製される抗体を使用してモニターされ得る。

      【０１５３】

  核酸およびポリペプチドを産生するための多くのさらなる方法は、当該分野に

おいて公知であり、この方法は、ＣＨＬ２ポリペプチドに対して特異性を有する

ポリペプチドを産生するために使用され得る。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓら，１９

９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９４：１２２９７

－３０３を参照のこと。これは、ｍＲＮＡとそのコードされるペプチドとの間の

融合タンパク質の産生を記載する。Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９９９，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ

ｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ  ３：２６８－７３もまた参照のこと。さらに、米国

特許第５，８２４，４６９号は、特定の生物学的機能を実行し得るオリゴヌクレ

オチドを得るための方法を記載する。この手順は、異種プールのオリゴヌクレオ

チドを生成する工程を包含し、それぞれが、５’無作為化配列、中心予備選択配

列、および３’ランダム化配列を有する。得られる異種プールは、所望の生物学

的活性を示さない細胞の集団に導入される。次いで、細胞の亜集団を、所定の生

物学的機能を示すものについてスクリーニングする。その亜集団から、所望の生

物学的機能を実行し得るオリゴヌクレオチドが単離される。

      【０１５４】

  米国特許第５，７６３，１９２号；同第５，８１４，４７６号；同第５，７２

３，３２３号；および同第５，８１７，４８３号は、ペプチドまたはポリペプチ
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ドを産生するためのプロセスを記載する。これは、確率論的遺伝子またはそのフ

ラグメントを産生し、次いで、確率論的遺伝子によってコードされた１以上のタ

ンパク質を産生する宿主細胞にこれらの遺伝子を導入することによって達成され

る。次いで、この宿主細胞は、所望の活性を有するペプチドまたはポリペプチド

を産生する、これらのクローンを同定するためにスクリーニングされる。

      【０１５５】

  ペプチドまたはポリペプチドの産生するための別の方法は、Ａｔｈｅｒｓｙｓ

，Ｉｎｃ．によって出願されたＰＣＴ／ＵＳ９８／２００９４（ＷＯ９９／１５

６５０）（「Ｒａｎｄｏｍ  Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒ

ｅｓｓｉｏｎ  ｆｏｒ  Ｇｅｎｅ  Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ」（ＲＡＧＥ－ＧＤ）と

して知られている）に記載されており、このプロセスは、インサイチュ組換え方

法によって、内因性遺伝子の発現または遺伝子の過剰発現の活性化を含む。例え

ば、内因性遺伝子の発現は、非相同性組換えまたは異常な組換えによって、遺伝

子の発現を活性化し得る標的細胞中に、調節配列を組み込むことによって、活性

化または増加される。この標的ＤＮＡは、まず、放射線に供せられ、そして遺伝

子プロモーターに挿入される。このプロモーターは、遺伝子の前方に最終的に配

置され、遺伝子の転写を開始する。これは、所望のペプチドまたはポリペプチド

の発現より生じる。

      【０１５６】

  これらの方法は、包括的なＣＨＬ２ポリペプチド発現ライブラリーを作製する

ために使用され得、これは、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全生物アッセイ（例えば、植物、マウスなど））におい

て、ハイスループット表現型スクリーニングのために使用され得ることが理解さ

れる。

      【０１５７】

  （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は、組換えおよび他の手

段によって産生され得ることは、当業者によって理解される。

      【０１５８】
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  （選択的結合因子）

  用語「選択的結合因子」は、１以上のＣＨＬ２ポリペプチドに対して特異性を

有する分子を言及する。適切な選択的結合因子としては、抗体およびその誘導体

、ポリペプチド、ならびに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

例示的なＣＨＬ２ポリペプチド選択的結合因子は、ＣＨＬ２ポリペプチドの特定

の部分を結合し得、これにより、ポリペプチドのＣＨＬ２ポリペプチドレセプタ

ーへの結合を阻害する。

      【０１５９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと結合する抗体および抗体フラグメントのような選択的

結合因子は、本発明の範囲内である。この抗体は、単一特異的なポリクローナル

を含むポリクローナル；モノクローナル（ＭＡｂ）；組換え；キメラ；ヒト化（

例えば、ＣＤＲ移植化）；ヒト；単鎖；および／または二特異的；ならびにフラ

グメント；改変体；またはそれらの誘導体であり得る。抗体フラグメントとして

は、ＣＨＬ２ポリペプチド上のエピトープに結合する抗体のこれらの一部を含む

。このようなフラグメントの例としては、全長抗体の酵素学的切断によって産生

されたＦａｂおよびＦ（ａｂ’）フラグメントが挙げられる。他の結合フラグメ

ントとしては、組換えＤＮＡ技術（例えば、抗体可変領域をコードする核酸配列

を含む、組換えプラスミドの発現）によって産生されたフラグメントが挙げられ

る。

      【０１６０】

  ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体は、一般に、ＣＨＬ２ポ

リペプチドおよびアジュバンドの複数回の皮下注射または腹腔内注射によって動

物（例えば、ウサギまたはマウス）において産生される。ＣＨＬ２ポリペプチド

をキャリアタンパク質に結合させることは、有用であり得、このタンパク質は、

キーホールリンペットヘモシアニン、血清、アルブミン、ウシサイログロブリン

、またはダイズトリプシンインヒビターのように、免疫化される種において免疫

原性である。また、ミョウバンのような凝集剤は、免疫応答を増強させるために

使用される。免疫化後、この動物は採血され、そして血清を、抗ＣＨＬ２抗体タ
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イターについてアッセイする。

      【０１６１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体は、培地中の連続的細胞

株によって抗体分子を産生するために提供される、任意の方法を使用して産生さ

れる。モノクローナル抗体を調製するために適切な方法の例は、Ｋｏｈｌｅｒら

、１９７５、Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－９７のハイブリドーマ法、および

ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ、１９８４、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．

１３３：３００１；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄ

ｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔ

ｉｏｎｓ  ５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，１９８７））

が挙げられる。ＣＨＬ２ポリペプチドと反応する、モノクローナル抗体を産生す

るハイブリドーマ細胞株がまた、本発明によって提供される。

      【０１６２】

  本発明のモノクローナル抗体は、治療剤として使用するために、改変され得る

。１実施形態は、「キメラ」抗体であり、この重鎖（Ｈ）および／または軽鎖（

Ｌ）の一部が、特定の種から誘導されるか、または特定の抗体のクラスもしくは

サブクラスの属する抗体中の対応する配列と同一であるか、または相同性である

一方で、この鎖の残りは、別の種から誘導されるか、または別の抗体のクラスも

しくはサブクラスに属する抗体中の対応する配列と同一であるか、または相同性

である。抗体のフラグメントが所望の生物学的活性を示す限り、これらの抗体の

フラグメントも含まれる。米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ

ら、１９８５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：６８５１－５５

を参照のこと。

      【０１６３】

  別の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、「ヒト化」抗体であ

る。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。米国特許第

５，５８５，０８９号および５，６９３，７６２号を参照のこと。一般に、ヒト

化した抗体は、非ヒトである供給源から導入された１以上のアミノ酸残基を有す

る。ヒト化は、例えば、当該分野（Ｊｏｎｅｓら、１９８６、Ｎａｔｕｒｅ  ３
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２１：５２２－２５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９９８、Ｎａｔｕｒｅ  ３３２

：３２３－２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：

１５３４－３６）で記載される方法を使用して、鋸状相補的決定領域（ＣＤＲ）

の少なくとも一部をヒトの抗体の対応する領域と置換することによって、実施さ

れる。

      【０１６４】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと結合するヒト抗体がまた、本発明によって包含される

。内因性の免疫グロブリンの産物の非存在下で、ヒト抗体のレパートリーを産生

し得る、トランスジェニック動物（例えば、マウス）を使用して、このような抗

体は、ＣＨＬ２ポリペプチド抗原（すなわち、少なくとも６個の連続アミノ酸を

有する）を用いて免疫化することによって産生され、必要に応じて、キャリアに

結合される。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．９０：２５５１－５５；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら，１９９

３，Ｎａｔｕｒｅ  ３６２：２５５－５８；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら，１９９

３，Ｙｅａｒ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ．７：３３を参照のこと。１つの方法におい

て、このようなトランスジェニック動物は、本明細書中の重鎖および軽鎖免疫グ

ロブリンをコードする内因性遺伝子座を無能にし、そしてヒトの重鎖および軽鎖

タンパク質をそのゲノムに挿入することによって産生される。次いで、部分的に

改変された動物（この動物は、改変体の完全相補体未満を有する）は、所望の免

疫系の改変体の全てを有する動物を得るためにクロスブレッドされる。免疫原が

投与される場合、これらのトランスジェニック動物が、ヒト（例えば、マウスで

はない）アミノ酸配列（このアミノ酸配列は、これらの抗原に対して免疫特異性

である改変領域を含む）を有する抗体を産生する。例えば、ＰＣＴ出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ９６／０５９２８およびＰＣＴ／ＵＳ９３／０６９２６を参照のこと。

さらなる方法は、米国特許第５，５４５，８０７、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ

９１／２４５およびＰＣＴ／ＧＢ８９／０１２０７、ならびに欧州特許第５４６

０７３Ｂ１および５４６０７３Ａ１に記載される。ヒト抗体はまた、宿主細胞中

の組換えＤＮＡの発現または本明細書中に記載されるようなハイブリドーマ細胞

中での発現によって産生され得る。
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      【０１６５】

  代替の実施形態において、ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリ

から産生され得る（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．２２７：３８１；Ｍａｒｋｓら，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：

５８１）。これらにより、糸状のバクテリオファージの表面上の抗体レパートリ

ーのディスプレイを介した模倣免疫選択、および選択した抗原への結合によるフ

ァージの続く選択を処理する。１つのこのような技術は、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ

／ＵＳ９８／１７３６４に記載されており、これには、このようなアプローチを

使用して、ＭＰＬ－レセプターおよびｍｓｋ－レセプターについて、高い親和性

および機能的なアンタゴニスト抗体の単離が記載される。

      【０１６６】

  キメラ抗体、ＣＤＲ移植化抗体、およびヒト化抗体は、代表的に組換え方法に

よって産生される。抗体をコードする核酸は、宿主細胞中に導入され、そして本

明細書中に記載される物質および手順を使用して発現される。好ましい実施形態

において、この抗体は、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）中で処理され

る。モノクローナル（例えば、ヒト）抗体は、本明細書中に記載されるように、

宿主細胞中での組換えＤＮＡの発現またはハイブリドーマ細胞中での発現によっ

て産生され得る。

      【０１６７】

  本発明の抗－ＣＨＬ２抗体は、ＣＨＬ２ポリペプチドの検出および定量のため

に、任意の公知のアッセイ方法（例えば、競合結合アッセイ、直接的および間接

的サンドイッチアッセイ、および免疫沈降アッセイ）において使用され得る（Ｓ

ｏｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏ

ｆ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，

１９８７））。この抗体は、使用されるアッセイ方法に対して、適切である親和

性でＣＨＬ２ポリペプチドと結合する。

      【０１６８】

  診断適用のために、特定の実施形態において、抗－ＣＨＬ２抗体は、検出可能

な部分で標識され得る。この検出可能な部分は、直接的または間接的のいずれか
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で、検出可能なシグナルを産生し得る任意の部分であり得る。例えば、検出可能

な部分は、放射性同位体（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、１２５Ｉ、

９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、または６７Ｇａ）；蛍光化合物または化学的蛍光化合物

（フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、もしくはルシフェリン）、

または酵素（アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、もしくはホース

ラディシュペルオキシダーゼ）であり得る（Ｂａｙｅｒら，１９９０，Ｍｅｔｈ

．Ｅｎｚ．１８４：１３８－６３）。

      【０１６９】

  競合結合アッセイは、標識した標準（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチド、または

その免疫学的に活性な部分）の能力に依存し、限定された量の抗－ＣＨＬ２抗体

との結合に関して、試験サンプル検体（ＣＨＬ２ペプチド）と競合する。試験サ

ンプル中のＣＨＬ２ポリペプチドの量は、抗体と結合する標準の量と反比例する

。結合する標準の量を決定するのを容易にするために、この抗体は、競合前また

は後に、代表的に免疫化され、この抗体と結合する標準および検体は、結合しな

いままの標準および検体から好都合に分離され得る。

      【０１７０】

  サンドイッチアッセイは、２つの抗体の使用に代表的に関連し、各々は、決定

および／または定量されるべきタンパク質の異なる免疫部分またはエピトープに

結合し得る。サンドイッチアッセイにおいて、この試験サンプル検体は、固体支

持体上に免疫化される一次抗体によって代表的に結合され、その後、二次抗体が

、この検体に結合され、可溶の３部の複合体を形成する。例えば、米国特許第４

，３７６，１１０を参照のこと。二次抗体自体は、検出可能な部分で標識される

か（直接的なサンドイッチアッセイ）、または検出可能な部分で標識される抗－

免疫グロブリン抗体を使用して（間接的なサンドイッチアッセイ）測定され得る

。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検定

法（ＥＬＩＳＡ）（この場合、検出可能な部分は、酵素である）である。

      【０１７１】

  抗－ＣＨＬ２抗体を含む、選択的結合因子はまた、インビボイメージングのた

めに有用である。検出可能な部分で標識した抗体は、動物に、好ましくは、血流
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に投与され得、宿主中で標識した抗体の存在および位置がアッセイされる。この

抗体は、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

かによって、動物中で検出可能である任意の部分で標識され得る。

      【０１７２】

  抗体を含む、本発明の選択的結合因子は、治療剤として使用され得る。これら

の治療剤は、一般に、アゴニストまたはアンタゴニストであり、これらは、少な

くとも１つのＣＨＬ２ポリペプチドの生物学的活性を、それぞれ増強または減少

させるかのいずれかである。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、ＣＨＬ２ポリペプチドに特異的に結合し得、そしてインビボまたはイン

ビトロでＣＨＬ２ポリペプチドの機能活性を阻害または排除し得る、ＣＨＬ２ポ

リペプチドと特異的に結合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、この選択的結合因子（例えば、アンタゴニスト抗体）は

、少なくとも約５０％、および好ましくは、少なくとも約８０％によって、ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの機能活性を阻害する。別の実施形態において、選択的結合ア

ッセイは、ＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナー（リガンドまたはレセプター）

と相互作用し得る抗－ＣＨＬ２ポリペプチド抗体であり、これにより、インビト

ロまたはインビボにおいてＣＨＬ２ポリペプチド活性を阻害または排除する。ア

ゴニストおよびアンタゴニスト抗体－ＣＨＬ２ポリペプチド抗体を含む、選択的

結合因子は、当該分野で周知であるスクリーニングアッセイによって同定される

。

      【０１７３】

  本発明はまた、ＣＨＬ２選択的結合因子（例えば、抗体）を含むキットおよび

生物学的サンプル中でＣＨＬ２ポリペプチドレベルを検出するために有用である

他の試薬に関する。このような試薬はまた、血清を遮断する検出可能な標識、ポ

ジティブおよびネガティブコントロールサンプル、および検出試薬を含み得る。

      【０１７４】

  （マイクロアレイ）

  ＤＮＡマイクロアレイ技術は、本発明に従って利用され得ることが理解される

。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
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の小型高密度アレイである。このアレイ内の各細胞またはエレメントは、相補的

核酸配列（ｍＲＮＡ）とハイブリダイゼーションするための標識として作用する

、単一の核酸種の複数のコピーを含む。ＤＮＡマイクロアレイ技術を使用する発

現プロフィールにおいて、ｍＲＮＡは、最初に細胞または組織サンプルから抽出

され、次いで、酵素的に蛍光標識されたｃＤＮＡに変換される。この材料は、マ

イクロアレイにハイブリダイズされ、そして未結合のｃＤＮＡは、洗浄により除

去される。次いで、このアレイ上に示された個々の遺伝子の発現は、各々核酸分

子を標的するために特異的に結合される、標識されたｃＤＮＡの量を定量するこ

とによって視覚化される。このようにして、数千もの遺伝子の発現が、生物学的

材料の単一サンプルから、ハイスループットの並行様式で定量され得る。

      【０１７５】

  このハイスループット発現プロフィールは、本発明のＣＨＬ２分子に関連して

広範の適用を有し、これには、以下が挙げられるが、これに限定されない：治療

のための標的として、ＣＨＬ２疾患関連遺伝子の同定および確認；関連するＣＨ

Ｌ２分子およびそのインヒビターの分子毒性；臨床試験のための代替マーカーの

集団および産生の階層化；およびハイスループットスクリーニングにおいて、選

択化合物の同定を援助することによって、関連するＣＨＬ２ポリペプチド小分子

薬物発見を増強すること。

      【０１７６】

  （化学的誘導体）

  ＣＨＬ２ポリペプチドの化学的に改変された誘導体は、この開示が、本明細書

中に記載された場合、当業者によって調製され得る。ＣＨＬ２ポリペプチド誘導

体は、このポリペプチドに天然で結合した分子の型または位置のいずれかで、異

なる様式で改変される。誘導体は、１以上の天然で結合した化学的な基の除去に

よって形成される分子を含み得る。配列番号２、配列番号５、または他のＣＨＬ

２ポリペプチドのいずれかのアミノ酸配列を含むポリペプチドは、１以上のポリ

マーの共有結合によって改変され得る。例えば、選択されたポリマーは、代表的

に水溶性であり、その結果、結合するタンパク質は、水環境（例えば、生理学的

な環境）下で沈殿しない。ポリマーの混合物が、適切なポリマーの範囲内に含ま
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れる。好ましくは、目的産物の調製の治療学的使用のために、このポリマーは、

薬学的に受容可能である。

      【０１７７】

  このポリマーの各々は、任意の分子量を有し得、そして分枝または非分枝であ

り得る。このポリマーの各々は、代表的に、約２ｋＤａと約１００ｋＤａとの間

の平均分子量を有する（この用語「約（およそ）」は、水溶性ポリマーの調製の

際に、上記の分子量より多い、いくらか少ない重量を有することを示す）。各ポ

リマーの平均分子量は、好ましくは、約５ｋＤａと約５０ｋＤａの間、より好ま

しくは、約１２ｋＤａと約４０ｋＤａとの間、そして最も好ましくは、約２０ｋ

Ｄａと約３５Ｄａとの間である。

      【０１７８】

  適切な水溶性ポリマーまたはその混合物としては、以下が挙げられるが、これ

らに限定されない：Ｎ－連結またはＯ－連結炭水化物、糖、リン酸、ポリエチレ

ングリコール（ＰＥＧ）（これは、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、タンパク質を誘導するた

めに使用されたＰＥＧの形態を含む）、モノメトキシ－ポリエチレングリコール

、デキストラン（例えば、低分子量（例えば、約６ｋＤ）のデキストラン）、セ

ルロース、または他の炭水化物ベースのポリマー、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリジ

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／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール（例

えば、グリセロール）、およびビニルアルコール。共有結合したＣＨＬ２ポリペ

プチド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。

      【０１７９】

  一般に、化学的誘導は、活性化したポリマー分子とタンパク質を反応させるた

めに使用される任意の適切な条件下で、実施され得る。ポリペプチドの化学的誘

導体を調製するための方法は、一般に以下の工程を包含する：（ａ）配列番号２

、配列番号５、または他のＣＨＬ２ポリペプチドのいずれかのアミノ酸配列を含

むポリペプチドが、１以上のポリマー分子に結合する条件下で、活性化したポリ
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マー分子（例えば、ポリマー分子の反応性エステルまたはアルデヒド誘導体）と

ポリペプチドを反応させる工程、ならびに（ｂ）反応生成物を得る工程。最適の

反応条件は、既知のパラメータおよび所望の結果に基づいて決定される。例えば

、ポリマー分子のタンパク質に対する比が大きくなるほど、結合したポリマー分

子の割合も大きくなる。１実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチド誘導体は、

アミノ末端の単一ポリマー分子部分を有する。例えば、米国特許第５，２３４，

７８４号を参照のこと。

      【０１８０】

  ポリペプチドのペギル化（ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）は、当該分野で公知の任意

のペギル化反応を使用して特異的に実施され得る。このような反応は、例えば、

以下の参考文献に記載されている：Ｆｒａｎｃｉｓら，１９９２，Ｆｏｃｕｓ  

ｏｎ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｆａｃｔｏｒｓ  ３：４－１０；欧州特許第０１５４３１

６号および０４０１３８４号；ならびに米国特許第４，１７９，３３７号。例え

ば、ペギル化は、本明細書中に記載されるように、反応性ポリエチレングリコー

ル分子（または、類似の反応性水溶性ポリマー）とのアシル化反応またはアルキ

ル化反応を介して実施され得る。アシル化反応のために、選択されたポリマーは

、単一の反応性エステル基を有する。還元的アルキル化について、選択されたポ

リマーは、単一の反応性アルデヒド基を有する。例えば、反応性アルデヒドは、

ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒドであり、これは、水溶性、または

モノＣ１－Ｃ１０アルコキシもしくはそのアリールオキシ誘導体である（米国特

許第５，２５２，７１４号を参照のこと）。

      【０１８１】

  別の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、ビオチンに化学的に連結さ

れ得る。次いで、このビオチン／ＣＨＬ２ポリペプチド分子は、アビジンに結合

され得、その結果、４価のアビジン／ビオチン／ＣＨＬ２ポリペプチド分子が得

られる。ＣＨＬ２ポリペプチドはまた、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）またはト

リニトロフェノール（ＴＮＰ）に共有結合され得、そして得られた結合体は、抗

－ＤＮＰまたは抗－ＴＮＰ－ＩｇＭと共に沈殿し、１０価の十量体の結合体を形

成する。
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      【０１８２】

  一般に、本発明のＣＨＬ２ポリペプチド誘導体の投与によって、緩和または調

節され得る条件は、ＣＨＬ２ポリペプチドについて本明細書中に記載されたもの

を含む。しかし、本明細書中に開示されるＣＨＬ２ポリペプチド誘導体は、非誘

導体化分子と比較した場合、さらなる活性、増強または減少した生物学的活性、

または他の特性（例えば、増加または減少した半減期）を有し得る。

      【０１８３】

  （遺伝子操作した非ヒト動物）

  マウス、ラット、または他のげっ歯類；ウサギ、ヤギ、ヒツジ、または他の家

畜のような非ヒト動物が、さらに本発明の範囲内に含まれ、ここで、天然のＣＨ

Ｌ２ポリペプチドをコードする遺伝子は中断（すなわち「ノックアウト」）され

、ＣＨＬ２ポリペプチドの発現レベルは、有意に減少するか、または完全に破壊

される。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。

      【０１８４】

  本発明は、マウス、ラット、または他のげっ歯類；ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ま

たは他の家畜のような非ヒト動物をさらに含み、この動物のＣＨＬ２遺伝子のネ

イティブの形態または非相同性ＣＨＬ２遺伝子のいずれかが、動物によって過剰

発現され、これによって、「トランスジェニック」動物を作製する。このような

トランスジェニック動物は、米国特許第５，４８９，７４３号およびＰＣＴ公開

番号ＷＯ９４／２８１２２号に記載されるような周知の方法を使用して調製され

得る。

      【０１８５】

  本発明は、非ヒト動物をさらに含み、ここで、本発明の１以上のＣＨＬ２ポリ

ペプチドのプロモーターは、（例えば、相同的な組換え方法を使用することによ

って）活性化されるか、または活性化されず、１以上のネイティブＣＨＬ２ポリ

ペプチドの発現のレベルを改変する。

      【０１８６】

  これらの非ヒト動物は、薬物候補物スクリーニングのために使用され得る。こ
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のようなスクリーニングにおいて、動物での薬物候補物の影響が測定され得る。

例えば、薬物候補物は、ＣＨＬ２遺伝子の発現を減少または増加させ得る。特定

の実施形態において、産生されるＣＨＬ２ポリペプチドの量は、動物を薬物候補

物に曝露した後に測定され得る。さらに、特定の実施形態において、動物での薬

物候補物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により、

疾患状態または病理学的状態を生じるか、または関連する。このような場合にお

いて、遺伝子の発現を減少させるための薬物候補物の能力または病理学的状態を

防止または阻害するための能力を試験し得る。別の例において、ポリペプチドの

フラグメントのような、特定の代謝産物の産生により、疾患状態または病理学的

状態を生じるか、または関連する。このような場合において、このような代謝産

物の産生を減少させるための薬物候補物の能力または病理学的状態を防止または

阻害するための能力を試験し得る。

      【０１８７】

  （ＣＨＬ２ポリペプチド活性の他の調節因子についてのアッセイ）

  いくつかの状態において、ＣＨＬ２ポリペプチドの活性の修飾因子である分子

（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

。ＣＨＬ２ポリペプチドを調節する天然または合成分子は、本明細書中に記載さ

れるように、１以上のスクリーニングアッセイを使用して同定され得る。このよ

うな分子は、インビトロ様式またはエキソビボ様式のいずれかで、注射、または

経口送達、移植デバイスなどによって投与され得る。

      【０１８８】

  「試験分子」とは、ＣＨＬ２ポリペプチドの活性を調節する（すなわち、増加

または減少させる）ための能力について評価する分子を言う。最も一般的に、試

験分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドと直接的に相互作用する。しかし、試験分子は

また、例えば、ＣＨＬ２遺伝子発現に影響を与えることによって、またはＣＨＬ

２ポリペプチド結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガンド）に結合す

ることによって、ＣＨＬ２ポリペプチド活性を間接的に調節し得ることが考えら

れる。１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
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約１０－１０Ｍの親和性定数（ａｆｆｉｎｉｔｙ  ｃｏｎｓｔａｎｔ）でＣＨＬ

２ポリペプチドと結合する。

      【０１８９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用する化合物を同定するための方法は、本発明

によって包含される。特定の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、試験

分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用が可能な条件下で、試験分子と共にイ

ンキュベートされ、そして相互作用の範囲が測定される。試験分子は、実質的に

精製された形態または粗製の混合物中でスクリーニングされ得る。

      【０１９０】

  特定の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドアゴニストまたはアンタゴニ

ストは、タンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質、または低分子量の分子であり

得、これは、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用して、その活性を調節する。ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの発現を調節する分子は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする

核酸と相補的であるか、またはＣＨＬ２ポリペプチドの発現を指向または制御す

る核酸配列に対して相補的である核酸分子、および発現のアンチセンス制御因子

として作用する核酸分子を含む。

      【０１９１】

  一旦、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用する場合に、試験化合物が、同定され

ると、この分子は、ＣＨＬ２ポリペプチド活性を増加または減少させる能力につ

いてさらに評価され得る。試験分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用の測定

は、いくつかの形態で実施され得、これには、細胞ベースの結合アッセイ、膜結

合アッセイ、液相アッセイ、および免疫アッセイが挙げられる。一般に、試験分

子は、特定の期間、ＣＨＬ２ポリペプチドと共にインキュベートされ、そしてＣ

ＨＬ２ポリペプチド活性が、生物学的活性を測定するために１以上のアッセイに

よって決定される。

      【０１９２】

  試験分子とＣＨＬ２ポリペプチドとの相互作用はまた、免疫アッセイにおいて

、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を使用して直接的にアッセイさ

れ得る。あるいは、本明細書中に記載されるようなエピトープタグを含むＣＨＬ
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２ポリペプチドの改変形態は、溶液および免疫アッセイ中で使用され得る。

      【０１９３】

  ＣＨＬ２ポリペプチドが、結合パートナー（例えば、レセプターまたはリガン

ド）との相互作用を介して、生物学的活性を示す場合において、種々のインビト

ロアッセイが、対応する結合パートナー（-例えば、選択的結合因子、レセプタ

ー、またはリガンド）へのＣＨＬ２ポリペプチドの結合を測定するために使用さ

れ得る。これらのアッセイは、結合パートナーに対するＣＨＬ２ポリペプチドの

結合の速度および／または速度を増加または減少させるために、試験分子をスク

リーニングするために使用され得る。１アッセイにおいて、ＣＨＬ２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化される。次いで、放射標識

したＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナー（例えば、ヨウ素化したＣＨＬ２ポリ

ペプチド結合パートナー）および試験化合物は、このウェルに、一時に一方を（

いずれかの順序で）または同時に添加され得る。インキュベーション後に、この

ウェルを洗浄し、そしてシンチレーション計数器を使用して、放射活性を計数し

、結合パートナーがＣＨＬ２ポリペプチドに結合する範囲を決定する。代表的に

、分子は、濃度範囲にわたって試験され、そして試験アッセイの要素の１以上を

欠く一連のコントロールウェルは、結果の評価の正確性のために使用され得る。

この方法の代わりは、タンパク質の「位置」を逆にする工程（すなわち、マイク

ロタイタープレートウェルに対してＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーを固定

化し、試験分子および放射標識したＣＨＬ２ポリペプチドをインキュベートし、

そしてＣＨＬ２ポリペプチド結合の範囲を決定する工程）を包含する。例えば、

Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ、第１８章（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ  Ｉ

ｎｃ．ならびにＷｉｌｅｙおよびＳｏｎｓ１９９５）を参照のこと。

      【０１９４】

  放射性標識に対する代替として、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはその結合パート

ナーは、ビオチンと結合体化され得、そしてビオチン化されたタンパク質の存在

が、次いで、酵素（例えば、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）またはアル

カリホスファターゼ（ＡＰ））（これらは、比色定量的に検出される）に結合し
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たストレプトアビジンを使用して検出され得るか、またはストレプトアビジンの

蛍光タグ化によって検出され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペ

プチド結合パートナー（これらは、ビオチンに結合されている）に対する抗体は

また、ＡＰまたはＨＲＰに連結した酵素連結ストレプトアビジンとの複合体のイ

ンキュベーションに続いて、検出の目的のために使用され得る。

      【０１９５】

  ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーは、アガロ

ースビーズ、アクリルビーズ、または他の型のこのような不活性な固体相基材へ

の付着によって固定化され得る。基材－タンパク質複合体は、相補タンパク質お

よび試験化合物を含む溶液内に配置され得る。インキュベーション後、これらの

ビーズは、遠心分離によって沈澱され得、そしてＣＨＬ２ポリペプチドとその結

合パートナーとの間の結合の量が、本明細書中に記載の方法を使用して評価され

得る。あるいは、基材－タンパク質複合体は、カラムを通過する、試験分子およ

び相補タンパク質を用いてカラム内に固定化され得る。ＣＨＬ２ポリペプチドト

その結合パートナーとの間の複合体の形成が、次いで、本明細書中に記載の技術

（例えば、放射性標識または抗体結合）のいずれかを使用して評価され得る。

      【０１９６】

  ＣＨＬ２ポリペプチド結合タンパク質とＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナー

との間の複合体の形成を増加または減少させる試験分子を同定するために有用な

別のインビトロアッセイは、表面プラズモン共鳴検出器システム（例えば、ＢＩ

Ａｃｏｒｅアッセイシステム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ

Ｊ））である。ＢＩＡｃｏｒｅシステムは、製造業者によって特定されるように

利用される。このアッセイは、本質的に、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２

ポリペプチド結合パートナーのいずれかの、デキストランでコートされたセンサ

ーチップ（これは、検出器に存在する）への共有結合を含む。次いで、この試験

化合物および他の相補タンパク質が、同時にかまたは連続的にかのいずれかで、

センサーチップを含むチャンバーに注入され得る。結合する相補タンパク質の量

は、センサーチップのデキストランコート側面に物理的に関係する分子の質量の

変化に基づいて評価され得、この分子の質量の変化は、検出器システムによって
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測定される。

      【０１９７】

  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、ＣＨＬ２ポリペプ

チドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体の形成を増加または

減少させるそれらの能力について評価することが所望され得る。これらの場合に

おいて、本明細書中に記載のアッセイは、第一の試験化合物と同時にか、または

それに続いてのいずれかで、このようなさらなる試験化合物を添加することによ

って容易に改変され得る。このアッセイにおける工程の残りは、本明細書中に記

載される。

      【０１９８】

  インビトロアッセイ（例えば、本明細書中に記載されるもの）は、ＣＨＬ２ポ

リペプチドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体の形成に対す

る効果について、多数の化合物をスクリーニングするために、有利に使用され得

る。これらのアッセイは、ファージディスプレイ、合成ペプチド、および化学合

成ライブラリーにおいて生成された化合物をスクリーニングするために、自動化

され得る。

      【０１９９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドとＣＨＬ２ポリペプチド結合パートナーとの間の複合体

の形成を増加または減少される化合物はまた、ＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨ

Ｌ２ポリペプチド結合パートナーＦのいずれかを発現する細胞および細胞系統を

使用して、細胞培養物においてスクリーニングされ得る。細胞および細胞系統は

、任意の哺乳動物から得られ得るが、好ましくは、ヒト、または他の霊長類、イ

ヌ類またはげっ歯類の供給源由来である。ＣＨＬ２ポリペプチドの、ＣＨＬ２ポ

リペプチド結合パートナーを発現する細胞への、その表面での結合は、試験化合

物の存在または非存在下で評価され、そして結合の程度が、例えば、ＣＨＬ２ポ

リペプチド結合パートナーに対するビオチン化抗体を使用するフローサイトメト

リーによって決定され得る。細胞培養アッセイは、本明細書中に記載されるタン

パク質結合アッセイにおいて、陽性であるとスコア付けされる化合物をさらに評

価するために有利に使用され得る。
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      【０２００】

  細胞培養物はまた、薬物候補の影響をスクリーニングするために使用され得る

。例えば、薬物候補は、ＣＨＬ２遺伝子の発現を減少または増加させ得る。特定

の実施形態において、生成されるＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２ポリペプ

チドフラグメントの量は、細胞培養物の薬物候補への曝露の後に測定され得る。

特定の実施形態において、細胞培養物への薬物候補の実質的な影響が検出され得

る。例えば、特定の遺伝子の過剰発現は、細胞培養物への特定の影響を有し得る

。このような場合に、遺伝子の発現を増加または減少させる薬物候補の能力、ま

たは細胞培養物に対する特定の影響を予防または阻害するその能力が試験され得

る。他の例において、特定の代謝産物（例えば、ポリペプチドのフラグメントな

ど）の生成が、疾患または病的状態を生じ得るか、またはそれらと関連し得る。

このような場合、細胞培養物におけるこのような代謝産物の生成を減少する薬物

候補の能力が試験され得る。

      【０２０１】

  （内部移行タンパク質）

  ｔａｔタンパク質配列（ＨＩＶ由来）が、タンパク質を細胞内に内部移行させ

るために、使用され得る。例えば、Ｆａｌｗｅｌｌら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：６６４－６８を参照のこと。例

えば、ＨＩＶ  ｔａｔタンパク質の１１アミノ酸の配列（Ｙ－Ｇ－Ｒ－Ｋ－Ｋ－

Ｒ－Ｒ－Ｑ－Ｒ－Ｒ－Ｒ；配列番号１０）（「タンパク質形質導入ドメイン」、

またはＴＡＴ  ＰＤＴを称される）は、細胞の細胞質膜および核膜を横切る送達

を媒介するとして記載されている。Ｓｃｈｗａｒｚｅら，１９９９，Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２８５：１５６９－７２；およびＮａｇａｈａｒａら，１９９８，Ｎａｔ

．Ｍｅｄ．４：１４４９－５２を参照のこと。これらの手順において、ＦＩＴＣ

構築物（ＦＩＴＣ標識Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｇ－Ｙ－Ｇ－Ｒ－Ｋ－Ｋ－Ｒ－Ｒ－Ｑ－Ｒ－

Ｒ－Ｒ；配列番号１１）（これは、腹腔内投与に続いて組織を貫通する）が調製

され、そしてこのような構築物の細胞への結合が、蛍光細胞分析分離（ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｃｅ  ａｃｔｉｖａｔｅｄ  ｃｅｌｌ  ｓｏｒｔｉｎｇ；ＦＡＣＳ

）分析によって検出される。ｔａｔ－β－ｇａｌ融合タンパク質で処置された細
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胞は、β－ｇａｌ活性を示す。注入に続いて、このような構築物の発現が、多く

の組織（肝臓、腎臓、肺、心臓および脳組織）において検出され得る。このよう

な構築物は、細胞に入るためにある程度の変性を受け、そしてそれ自体、細胞内

への移入に続いて、再折り畳みを必要とし得ると考えられる。

      【０２０２】

  従って、ｔａｔタンパク質配列は、所望のポリペプチドを細胞に内部移入させ

るために使用され得ることが理解される。例えば、ｔａｔタンパク質配列を使用

して、ＣＨＬ２アンタゴニスト（例えば、抗ＣＨＬ２選択的結合因子、低分子、

可溶性レセプター、またはアンチセンスオリゴヌクレオチド）は、ＣＨＬ２分子

の活性を阻害するために、細胞内投与され得る。本明細書中で使用される場合、

用語「ＣＨＬ２分子」は、本明細書中に定義されるような、ＣＨＬ２核酸分子お

よびＣＨＬ２ポリペプチドの両方をいう。所望ならば、ＣＨＬ２タンパク質自体

はまた、これらの手順を使用して、細胞に内部投与され得る。Ｓｔｒａｕｓ，１

９９９，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８５：１４６６－６７をまた参照のこと。

      【０２０３】

  （ＣＨＬ２ポリペプチドを使用する細胞供給源の同定）

  本発明の特定の実施形態に従って、ＣＨＬ２ポリペプチドと関連する特定の細

胞型の供給源を決定することを可能することが有用であり得る。例えば、適切な

治療を選択する際の補助として疾患または病的状態の起源を決定することが有用

であり得る。特定の実施形態において、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸

は、プローブとして使用されて、このようなプローブを用いて細胞の核酸をスク

リーニングすることによって、本明細書中に記載の細胞を同定し得る。他の実施

形態において、抗ＣＨＬ２ポリペプチド抗体を使用して、細胞におけるＣＨＬ２

ポリペプチドの存在について試験し得、従って、このような細胞が本明細書中に

記載される型の細胞か否かを決定し得る。

      【０２０４】

  （ＣＨＬ２ポリペプチド組成物および投与）

  治療組成物は、本発明の範囲内である。このようなＣＨＬ２ポリペプチド薬学

的組成物は、治療有効量のＣＨＬ２ポリペプチドまたはＣＨＬ２核酸分子を、投
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与の様式と適合するように選択された薬学的にまたは生理学的に受容可能な処方

薬剤との混合物中に、含み得る。薬学的組成物は、治療有効量の１以上のＣＨＬ

２ポリペプチド選択的結合因子を、投与の様式と適合するように選択された薬学

的にまたは生理学的に受容可能な処方薬剤との混合物中に、含み得る。

      【０２０５】

  受容可能な処方物材料は、好ましくは、使用される投薬量および濃度で、レシ

ピエントに対して非毒性である。

      【０２０６】

  薬学的組成物は、例えば、ｐＨ、浸透圧、粘度、清澄性、色、等張性、におい

、無菌性、安定性、解離または放出の速度、吸着、または組成物の浸透を改変、

維持または保存するための処方物材料を含み得る。適切な処方物材料としては、

以下が挙げられるが、これらに限定されない：アミノ酸（例えば、グリシン、グ

ルタミン、アスパラギン、アルギニン、またはリジン）、抗菌剤、抗酸化剤（例

えば、アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウム、または亜硫酸水素ナトリウム（ｓｏ

ｄｉｕｍ  ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｓｕｌｆｉｔｅ））、緩衝液（例えば、ホウ酸塩

、炭酸水素塩、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン酸塩、リン酸塩、または他の有機酸）

、バルキング剤（例えば、マンニトールまたはグリシン）、キレート化剤（エチ

レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））、複合体化剤（例えば、カフェイン、ポリビ

ニルピロリドン、β－シクロデキストリン、またはヒドロキシプロピル－β－シ

クロデキストリン）、フィラー、単糖類、二糖類、および他の炭水化物（例えば

、グルコース、マンノースまたはデキストリン）、タンパク質（例えば、血清ア

ルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン）、着色剤、味付け剤および希釈剤

、乳化剤、親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドン）、低分子量ポリペ

プチド、塩形成対イオン（例えば、ナトリウム）、保存剤（例えば、塩化ベンザ

ルコニウム、安息香酸、サリチル酸、チメロサール、フェネチルアルコール、メ

チルパラベン、プロピルパラベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸、または過酸

化水素）、溶媒（例えば、グリセリン、プロピレングリコール、またはポリエチ

レングリコール）、糖アルコール（例えば、マンニトールまたはソルビトール）

、懸濁剤、表面活性剤または湿潤剤（例えば、プルオニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ



(255) 特表２００３－５２５６１１

）；ＰＥＧ；ソルビタンエステル；ポリソルビテート（例えば、ｐｏｌｙｓｏｒ

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

ン；レシチン；コレステロールまたはチロキサポール（ｔｙｌｏｘａｐａｌ））

、安定性増強剤（例えば、スクロースまたはソルビトール）、張度増強剤（例え

ば、ハロゲン化アルカリ金属（好ましくは塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）

、またはマンニトール、ソルビトール）、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および

／または薬学的なアジュバント。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕ

ｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（第１８版，Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，編，Ｍａ

ｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ  １９９０を参照のこと）。

      【０２０７】

  最適な薬学的組成物は、当業者によって、例えば、意図される投与経路、送達

形式、および所望の投薬量に依存して決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ

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

このような組成物は、ＣＨＬ２分子の、物理的な状態、安定性、インビボ放出の

速度、およびインビボクリアランスの速度に影響し得る。

      【０２０８】

  薬学的組成物における主要なビヒクルまたはキャリアは、本来水性または非水

性のいずれかであり得る。例えば、注入のための適切なビヒクルまたはキャリア

は、水、生理学的な生理食塩水溶液、または人工脳脊髄液であり、おそらく非経

口投与のための組成物において一般的な他の材料で補充されている。中性の緩衝

化生理食塩水または血清アルブミンと混合された生理食塩水は、さらなる例示的

なビヒクルである。他の例示的な薬学的組成物は、約ｐＨ７．０－８．５のＴｒ

ｉｓ緩衝液または約ｐＨ４．０－５．５の酢酸塩緩衝液を含み、これはさらに、

ソルビトールまたは適切な置換物を含み得る。本発明の１つの実施形態において

、ＣＨＬ２ポリペプチド組成物は、所望の程度の純度を有する選択された組成物

を、任意の処方薬剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，前出）と混合することによって、凍結乾燥ケーキまたは水

溶液の形態で、保存のために調製され得る。さらに、ＣＨＬ２ポリペプチド産物

は、スクロースのような適切な賦形剤を使用して凍結乾燥物として処方され得る
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。

      【０２０９】

  このＣＨＬ２ポリペプチドの薬学的組成物は、非経口送達のために選択され得

る。あるいは、これらの組成物は、吸入または消化管を介する送達（例えば、経

口的に）のために、選択され得る。このような薬学的に受容可能な組成物の調製

は、当該分野の技術内にある。

      【０２１０】

  処方成分が、投与の部位に受容可能な濃度で存在する。例えば、緩衝液は、生

理学的ｐＨまたは多少より低いｐＨ（典型的に、約５～約８のｐＨ範囲内）にこ

の組成物を維持するために使用される。

      【０２１１】

  非経口投与が意図される場合、本発明における使用のための治療組成物は、薬

学的に受容可能なビヒクルに所望のＣＨＬ２分子を含む発熱物質を含まない非経

口的に受容可能な水溶液の形態であり得る。非経口注入のために特に適切なビヒ

クルは、滅菌蒸留水であり、ここで、ＣＨＬ２分子が、滅菌で、等張溶液として

処方され、適切に保存される。なお、別の調製は、所望の分子と、薬剤（例えば

、注入可能なミクロスフィア、生体侵食（ｂｉｏ－ｅｒｏｄｉｂｌｅ）薬剤、ポ

リマー化合物（ポリ乳酸またはポリグリコール酸）、ビーズまたはリポソーム）

との処方物に関係し得、これは、次いで蓄積注射を介して送達され得る産物の制

御されたまたは持続された放出を提供する。ヒアルロン酸がまた、使用され得、

そしてこれは、循環において、維持された持続時間を促進する効果を有し得る。

所望の分子の導入のための他の適切な手段は、移植可能な薬物送達デバイスを含

む。

      【０２１２】

  １つの実施形態において、薬学的組成物は、吸入のために処方され得る。例え

ば、ＣＨＬ２ポリペプチドは、吸入のための乾燥粉末として処方され得る。ＣＨ

Ｌ２ポリペプチドまたは核酸分子の吸入溶液はまた、エアロゾル送達のための噴

霧体と共に処方され得る。なお別の実施形態において、溶液は、噴霧され得る。

肺投与が、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／２００６９にさらに記載され、これは化学
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的に改変されたタンパク質の肺送達を記載する。

      【０２１３】

  特定の処方物が、経口投与され得ることがまた意図される。本発明の１つの実

施形態において、このよう様式で投与されるＣＨＬ２ポリペプチドが、固体投薬

形態（例えば、錠剤またはカプセル）の調合において慣用的に使用されるキャリ

アを伴うか、または伴わず処方され得る。例えば、カプセルは、バイオアベイラ

ビリティーが最大化され、そして前全身分解が最小化される場合、胃腸管内での

点で処方物の活性部分を放出するように設計され得る。さらなる薬剤が、ＣＨＬ

２ポリペプチドの吸収を容易にするために含まれうる。希釈剤、味付け剤、低融

点ワックス、植物油、潤滑剤、懸濁剤、錠剤崩壊剤、およびバインダーがまた、

使用され得る。

      【０２１４】

  別の薬学的組成物は、錠剤の製造に適切な非毒性賦形剤との混合物中に、有効

量のＣＨＬ２ポリペプチドを含み得る。錠剤を滅菌水または別の適切なビヒクル

に溶解することによって、溶液が、単位用量形態で調製され得る。適切な賦形剤

は以下を含むが、これらに限定されない：不活性な希釈剤（炭酸カルシウム、炭

酸ナトリウムまたは炭酸水素ナトリウム、ラクトース、あるいはリン酸カルシウ

ム）；または結合剤（例えば、デンプン、ゼラチンまたはアラビアゴム）；ある

いは潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタルク）

。

      【０２１５】

  さらなるＣＨＬ２ポリペプチドの薬学的組成物は、当業者に明らかであり、持

続または制御送達処方物中にＣＨＬ２ポリペプチドを含む処方物を含む。種々の

他の持続または制御送達手段（例えば、リポソームキャリア、生体侵食マイクロ

スフィアあるいは多孔性ビーズおよび蓄積注射）を処方するための技術はまた、

当業者に公知である。例えば、ＰＣＴ／ＵＳ９３／００８２９（これは、薬学的

組成物の送達のための多孔性ポリマー性ミクロ粒子の制御放出を記載する）を参

照のこと。

      【０２１６】
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  徐放性調製物のさらなる例としては、成形された物品の形態（例えば、フィル

ム、またはマイクロカプセル）の半透過性ポリマーマトリックスを含む。徐放性

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

３，７７３，９１９号および欧州特許第０５８４８１号）、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，１９８３，Ｂｉ

ｏｐｏｌｙｍｅｒｓ  ２２：５４７－５６）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メ

タクリレート）（Ｌａｎｇｅｒら，１９８１，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．

Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７およびＬａｎｇｅｒ，１９８２，Ｃｈｅｍ．Ｔｅ

ｃｈ．１２：９８－１０５）、エチレンビニルアセテート（Ｌａｎｇｅｒら，前

出）またはポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪酸（欧州特許第１３３９８８号）

。徐放性組成物はまた、リポソームを含み得、これは、当該分野で公知のいくつ

かの方法のいずれかによって調製され得る。例えば、Ｅｐｐｓｔｅｉｎら，１９

８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：３６８８－９２

；および欧州特許第０３６６７６号、同第０８８０４６号、および同第１４３９

４９号を参照のこと。

      【０２１７】

  インビボ投与のために使用されるＣＨＬ２の薬学的組成物は、代表的には、滅

菌でなければならない。このことは、滅菌濾過膜を介する濾過によって達成され

得る。組成物が、凍結乾燥される場合、この方法を使用する滅菌は、凍結乾燥お

よび再構成の前に、またはそれに続いてのいずれかで実施され得る。非経口投与

のための組成物は、凍結乾燥された形態または溶液で保存され得る。さらに、非

経口組成物は、一般に、滅菌アクセスポートを有する容器（例えば、静脈内溶液

バッグまたは皮下注射針によって貫通可能なストッパーを有するバイアル）内に

配置される。

      【０２１８】

  一旦、薬学的組成物が処方されると、それは、滅菌バイアル中に溶液、懸濁液

、ゲル、エマルジョン、固体、または脱水和粉末または凍結乾燥粉末として保存

され得る。このような処方物は、すぐに使用できる形態または投与の前に再構成

を必要とする形態（凍結乾燥された形態）のいずれかで保存され得る。
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      【０２１９】

  特定の実施形態において、本発明は、単一用量投与単位を生成するためのキッ

トに関する。このキットは、各々、乾燥タンパク質を有する第一の容器および水

性処方物を有する第二の容器の両方を含み得る。また、本発明の範囲内には、単

一および多チャンバーの予め充填されたシリンジ（例えば、液体シリンジおよび

分散シリンジ（ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅ））を含むキットが含まれる。

      【０２２０】

  治療的に使用されるＣＨＬ２の薬学的組成物の有効量は、例えば、治療の内容

および目的に依存する。当業者は、処置のための適切な投薬レベルが、従って、

送達される分子、ＣＨＬ２分子が使用されている指標、投与の経路、および患者

のサイズ（体重、体表面、または器官の大きさ）および状態（年齢および一般的

な健康）に、部分的に依存して変化することを理解する。従って、臨床医は、最

適な治療効果を得るために、投薬量の力価（ｔｉｔｅｒ）を決定し、投与経路を

改変し得る。代表的な投薬量は、上記の因子に依存して、約０．１μｇ／ｋｇ～

約１００ｍｇ／ｋｇ以上までの範囲であり得る。他の実施形態において、投薬量

は、０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまで；または１μｇ／ｋｇ～約１０

０ｍｇ／ｋｇまで；または５μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまでの範囲であり

得る。

      【０２２１】

  投薬の頻度は、使用される処方物中でのＣＨＬ２分子の薬物動態学のパラメー

ターに依存する。典型的に、臨床医は、所望の効果を達成する投薬量に達するま

で組成物を投与する。組成物は、従って、組成物は、経時的な単一用量として、

２以上の用量（これは、同量の所望の分子を含んでも、含まなくてもよい）とし

て、あるいは移植デバイスまたはカテーテルを介する連続的な注入として、投与

され得る。適切な投薬量のさらなる改良は、当業者によって慣用的になされ、そ

してそれらによって慣用的に実施される課題の範囲内である。適切な投薬量は、

適切な用量－応答データの使用を介して確認され得る。

      【０２２２】

  薬学的組成物の投与の経路は、以下のような公知の方法と一致する：経口的に
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；静脈内、腹腔内、脳内（実質内の）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、門脈内

、または病巣内の経路による注入を介して；徐放性系によって；または移植デバ

イスによって。所望される場合、これらの組成物は、ボーラス注射によって投与

され得るか、または注入によって連続的に投与され得るか、または移植デバイス

によって投与され得る。

      【０２２３】

  あるいはまたはさらに、組成物は、その上に所望の分子が吸収されるかまたは

カプセル化される膜、スポンジ、または他の適切な材料の移植を介して局所的に

投与され得る。移植デバイスが使用される場合、このデバイスは、任意の適切な

組織または器官に移植され得、そして所望の分子の送達は、拡散、時限放出ボー

ラスまたは連続的な投与を介し得る。

      【０２２４】

  いくつかの場合において、エキソビボ様式において、ＣＨＬ２ポリペプチドの

薬学的組成物を使用することが所望され得る。このような例において、患者から

除去された細胞、組織、または器官は、これらの細胞、組織、または器官が引き

続いて患者に移植して戻された後にＣＨＬ２ポリペプチドに曝露される。

      【０２２５】

  他の場合において、ＣＨＬ２ポリペプチドは、本明細書中に記載される方法を

使用して、遺伝的に操作されて、ＣＨＬ２ポリペプチドを発現および分泌する特

定の細胞を移植することによって送達され得る。このような細胞は、動物または

ヒト細胞であり得、そして自己、異種、または外因性の細胞であり得る。必要に

応じて、細胞は、不死化され得る。免疫学的応答の機会を減少するために、細胞

は、周囲の組織の浸潤を回避するために、カプセル化され得る。カプセル化材料

は、典型的に、生体適合性の半浸透性ポリマー性包囲物または膜であり、これら

は、タンパク質産物の放出を可能にするが、患者の免疫系または周囲の組織から

の他の有害な因子によって細胞の破壊を防止する。

      【０２２６】

  本明細書中において議論されるように、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１つ以上のＣＨＬ２ポリペ
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プチドで処理することが、望ましくあり得る。このことは、細胞膜に対して透過

性の形態である場合には、単離された細胞をこのポリペプチドに直接曝露するこ

とによって達成され得る。

      【０２２７】

  本発明のさらなる実施形態は、治療ポリペプチドのインビトロ産生と、遺伝子

治療または細胞治療による治療ポリペプチドの産生および送達との両方のための

、細胞および方法（例えば、相同組換えおよび／または他の組換え産生方法）に

関する。相同組換えおよび他の組換えの方法を使用して、通常は転写に対してサ

イレントなＣＨＬ２遺伝子（すなわち、過少発現される遺伝子）を含む細胞を改

変し得、これによって、治療有効量のＣＨＬ２ポリペプチドを発現する細胞を産

生し得る。

      【０２２８】

  相同組換えは、もともとは、遺伝子を標的化して転写活性な遺伝子における変

異を誘導するか、または修正するために開発された技術である。Ｋｕｃｈｅｒｌ

ａｐａｔｉ，１９８９，Ｐｒｏｇ．ｉｎ  Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．＆  Ｍ

ｏｌ．Ｂｉｏｌ．３６：３０１。基本的な技術が、特定の変異を哺乳動物ゲノム

の特定の領域に導入するため（Ｔｈｏｍａｓら、１９８６，Ｃｅｌｌ  ４４：４

１９－２８；ＴｈｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，１９８７，Ｃｅｌｌ  ５１

：５０３－１２；Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら、１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：８５８３－８７）、または欠損遺伝子にお

ける特定の変異を修正するため（Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら、１９８７，Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３３０：５７６－７８）の方法として、開発された。例示的な相同組換え

技術は、米国特許第５，２７２，０７１号；欧州特許第９１９３０５１号および

同第５０５５００号；ＰＣＴ／ＵＳ９０／０７６４２、ならびにＰＣＴ公開番号

ＷＯ  ９１／０９９５５）に記載されている。

      【０２２９】

  相同組換えによって、ゲノムに挿入されるべきＤＮＡ配列は、それを標的ＤＮ

Ａに付着させることによって、目的の遺伝子の特定の領域に指向され得る。この

標的ＤＮＡは、ゲノムＤＮＡの領域に相補的（相同）であるヌクレオチド配列で
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ある。ゲノムの特定の領域に対して相補的な標的ＤＮＡの小さな断片は、ＤＮＡ

複製プロセスの間に、親鎖と接触される。これは、細胞に挿入されてハイブリダ

イズしたＤＮＡの一般的な特性であり、そして従って、共有される相同領域を介

して、内因性ＤＮＡの他の断片と組み換わる。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付着される場合に

は、これはまた、この組換えの結果として新たに合成された鎖に組み込まれる。

プルーフリーディング機能の結果として、ＤＮＡの新たな配列がテンプレートと

して働くことが可能である。従って、移入されたＤＮＡは、ゲノムに組み込まれ

る。

      【０２３０】

  ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用し得るかまたはその発現を制御し得るＤＮＡ

の領域（例えば、隣接配列）が、標的ＤＮＡのこれらの断片に付着する。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、または外因性転写調節

エレメントが、意図される宿主細胞のゲノムに、所望のＣＨＬ２ポリペプチドを

コードするＤＮＡの近位に、このＤＮＡの転写に影響を与えるに十分な配向で、

挿入される。制御エレメントは、この宿主細胞ゲノムに存在するＤＮＡの部分を

制御する。従って、所望のＣＨＬ２ポリペプチドの発現は、ＣＨＬ２遺伝子自体

をコードするＤＮＡのトランスフェクションによってではなく、むしろ、ＣＨＬ

２遺伝子の転写のための認識可能なシグナルを有する内因性遺伝子配列を提供す

るＤＮＡ調節セグメントと結合した標的ＤＮＡ（目的の内因性遺伝子と相同の領

域を含む）の使用によって、達成され得る。

      【０２３１】

  例示的な方法において、細胞における所望の標的遺伝子（すなわち、所望の内

因性細胞遺伝子）の発現は、予め選択された部位における細胞ゲノムへの相同組

換えを介して、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。これらの構成成分は、新たな転写ユニ

ットの産生を実際に生じるような様式で、染色体（ゲノム）ＤＮＡに導入される

（ここで、ＤＮＡ構築物に存在する調節配列、エキソン、およびスプライスドナ

ー部位は、内因性遺伝子に作動可能に連結する）。染色体ＤＮＡへのこれらの構
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成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化する。

      【０２３２】

  本明細書中で記載されるように、変化された遺伝子発現は、通常は得られたま

まの細胞においてサイレントな（発現されていない）遺伝子の活性化（または発

現させる）、ならびに得られたままの細胞において生理学的に有意なレベルでは

発現されない遺伝子の発現の増加を包含する。この実施形態はさらに、調節また

は誘導のパターンを変化させる工程を包含し、その結果、これは、得られたまま

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り、そして得られたま

まの細胞において発現される遺伝子の発現を減少（排除を含む）させる。

      【０２３３】

  細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からのＣＨＬ２ポリペプチドの産生を増加するか

またはこれを引き起こすために相同定組換えが使用され得る１つの方法は、最初

に、相同性組換えを使用して、部位特異的組換え系由来の組換え配列（例えば、

Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ、ＦＬＰ／ＦＲＴ）（Ｓａｕｅｒ，１９９４，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ

ｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，５：５２１－２；Ｓａｕｅｒ，１９９３，Ｍｅ

ｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．，２２５：８９０－９００）を、細胞の内在性Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドコード領域の上流（すなわち、５’）に配置する工程を包含

する。ゲノムＣＨＬ２ポリペプチドコード領域のすぐ上流に配置された領域に対

して相同性の組換え部位を含むプラスミドは、適切なリコンビナーゼ酵素と共に

、改変された細胞株に導入される。このリコンビナーゼによって、プラスミドは

、このプラスミドの組換え部位を介して、この細胞株のゲノムＣＨＬ２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込み得る（Ｂａｕｂｏｎｉ

ｓおよびＳａｕｅｒ、１９９３，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２１：

２０２５－２９；Ｏ’Ｇａｒｍａｎら、１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１

３５１－５５）。転写を増加させることが知られている任意の側方配列（例えば

、エンハンサー／プロモーター、イントロン、翻訳エンハンサー）は、このプラ

スミド中に適切に配置される場合、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からの新たなま

たは増加したＣＨＬ２ポリペプチド産生を生じる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一体化する。
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      【０２３４】

  部位特異的組換え配列が細胞の内在性ゲノムＣＨＬ２ポリペプチドコード領域

のすぐ上流に配置された細胞株を使用するさらなる方法は、細胞株のゲノムの他

の位置に第２の組換え部位を導入するために相同性組換えを使用することである

。適切な組換え酵素は、次いで、二組換え部位細胞株に導入され、組換え減少（

欠失、転化、および転移）を生じ（Ｓａｕｅｒ，１９９４，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ

．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，５：５２１－２７；Ｓａｕｅｒ，１９９３，Ｍｅｔ

ｈｏｄｓ  Ｅｎｘｙｍｏｌ．，２２５：８９０－９００）、これは、細胞の内在

性ＣＨＬ２遺伝子からの新規なまたは増加したＣＨＬ２ポリペプチド産生を生じ

る新しいかまたは改変された転写ユニットを作製する。

      【０２３５】

  細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からのＣＨＬ２ポリペプチドの発現を増加するた

め、または引き起こすためのさらなるアプローチは、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝

子からの新たなまたは増加したＣＨＬ２ポリペプチドの産生を生じる様式で、遺

伝子（単数または複数）（例えば、転写因子）の発現を増加するかまたは引き起

こし、そして／または遺伝子（単数または複数）（例えば、転写リプレッサ）の

発現を減少する工程を包含する。この方法は、天然に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、細胞の内在性ＣＨＬ２遺伝子からの新たなまたは増加したＣＨＬ

２ポリペプチドの産生が起こるように、細胞に導入する工程を包含する。

      【０２３６】

  本発明はさらに、標的遺伝子の発現を変化させる方法において有用なＤＮＡ構

築物に関する。特定の実施形態において、代表的なＤＮＡ構築物は、以下を含む

：（ａ）１つ以上の標的配列、（ｂ）制御配列、（ｃ）エキソン、および（ｄ）

不対スプライスドナー部位。ＤＮＡ構築物中の標的配列は、エレメント（ａ）～

（ｄ）の細胞中の標的遺伝子への組込みを指向し、その結果、これらのエレメン

ト（ｂ）～（ｄ）は、内在性標的遺伝子の配列に作動可能に連結される。別の実

施形態において、ＤＮＡ構築物は、以下を含む：（ａ）１つ以上の標的配列、（

ｂ）制御配列、（ｃ）エキソン、（ｄ）スプライスドナー部位、（ｅ）イントロ
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ン、および（ｆ）スプライスアクセプター部位。ここで、標的配列は、エレメン

ト（ａ）～（ｆ）の組込みを指向し、その結果、これらのエレメント（ｂ）～（

ｆ）は、内在性遺伝子に作動可能に連結される。標的配列は、相同性組換えが生

じる細胞染色体ＤＮＡの予め選択された部位に対して相同性である。この構築物

において、エキソンは、一般的に、制御配列の３’であり、そしてスプライスド

ナー部位は、このエキソンの３’である。

      【０２３７】

  特定の遺伝子の配列（例えば、本明細書中で記載されるＣＨＬ２ポリペプチド

の核酸配列）が公知である場合、遺伝子の選択された領域に対して相補的なＤＮ

Ａの部分は、合成されるか、またはそうでなければ、例えば、目的の領域に結合

している特定の認識部位におけるネイティブのＤＮＡの適切な制限等によって得

られ得る。この部分は、細胞に挿入された際に、標的配列として働き、そしてそ

のゲノム内の相同性領域にハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションが

、ＤＮＡ複製の間に生じる場合、このＤＮＡの部分、およびそれに結合した任意

のさらなる配列は、Ｏｋａｚａｋｉフラグメントとして作用し、そしてＤＮＡの

新たに合成された娘鎖に組み込まれる。従って、本発明は、ＣＨＬ２ポリペプチ

ドをコードするヌクレオチドを含み、このヌクレオチドは、標的配列として使用

され得る。

      【０２３８】

  ＣＨＬ２ポリペプチド細胞治療（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する細

胞の移植）もまた企図される。この実施形態は、生物学的に活性な形態のＣＨＬ

２ポリペプチドを合成および分泌し得る細胞を移植する工程を包含する。このよ

うなＣＨＬ２ポリペプチド産生細胞は、ＣＨＬ２ポリペプチドの天然のプロデュ

ーサーである細胞であり得るか、または組換え細胞であって、そのＣＨＬ２ポリ

ペプチドを産生する能力が、所望のポリペプチドをコードする遺伝子またはＣＨ

Ｌ２ポリペプチドの発現を増大する遺伝子で形質転換することによって増大され

た、組換え細胞であり得る。このような改変は、遺伝子を送達し、その発現およ

び分泌を促進するために適切なベクターによって達成され得る。ＣＨＬ２ポリペ

プチドを投与されている患者における強力な免疫学的反応を最小化するために、
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異種のポリペプチドの投与と共に生じる場合、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する

天然の細胞が、ヒト起源であり、そしてヒトＣＨＬ２ポリペプチドを産生するこ

とが好ましい。同様に、ＣＨＬ２ポリペプチドを産生する組換え細胞が、ヒトＣ

ＨＬ２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。

      【０２３９】

  移植細胞は、周辺組織の浸潤を回避するようにカプセル化され得る。ヒトまた

は非ヒト動物細胞は、生体適合性の半透性ポリマー封入物または膜（これは、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドの放出を可能にするが、患者の免疫系または周辺組織からの

他の有害な因子による細胞の崩壊を防止する）の形態で患者に移植され得る。あ

るいは、ＣＨＬ２ポリペプチドをエキソビボで産生するように形質転換された患

者自身の細胞が、このようなカプセル化なしで、患者に直接移植され得る。

      【０２４０】

  生きた細胞をカプセル化するための技術は当該分野で公知であり、そしてカプ

セル化された細胞の調製およびそれらの患者への移植は、慣用的に達成され得る

。例えば、Ｂａｅｔｇｅら（ＰＣＴ公開ＷＯ９５／０５４５２およびＰＣＴ／Ｕ

Ｓ９４／０９２９９）は、生物学的に活性な分子の効果的な送達のために遺伝子

操作された細胞を含む膜カプセルを記載する。このカプセルは、生体適合性であ

り、そして容易に取り出し可能である。このカプセルは、哺乳動物宿主に移植さ

れた際に、インビボで下方制御に供されないプロモーターに作動可能に連結され

た生物学的に活性な分子をコードするＤＮＡ配列を含む組換えＤＮＡ分子でトラ

ンスフェクトされた細胞をカプセル化する。このデバイスは、生きた細胞由来の

分子のレシピエント内の特定の部位への送達を提供する。さらに、米国特許第４

，８９２，５３８号；同第５，０１１，４７２号；および同第５，１０６，６２

７号を参照のこと。生きた細胞をカプセル化するためのシステムは、ＰＣＴ公開

ＷＯ９１／１０４２５（Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら）に記載される。ＰＣＴ公開を９

１／／１０４７０（Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら）；Ｗｉｎｎら、１９９１，Ｅｘｐｅ

ｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．１１３：３２２－２９；Ａｅｂｉｓｃｈｅｒら、１９９１，

Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．１１１：２６９－７５；およびＴｒｅｓｃｏら、１
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９９２，ＡＳＡＩＯ  ３８：１７－２３もまた参照のこと。

      【０２４１】

  ＣＨＬ２ポリペプチドのインビボおよびインビトロの遺伝子治療送達もまた想

定される。遺伝子治療技術の一例は、構成的または誘発性プロモーターに作動可

能に連結され得るＣＨＬ２ポリペプチドをコードするＣＨＬ２遺伝子（ゲノムＤ

ＮＡ、ｃＤＮＡおよび／または合成ＤＮＡのいずれか）を使用して、「遺伝子治

療ＤＮＡ構築物」を形成することである。このプロモーターは、内在性ＣＨＬ２

遺伝子に対してホモ接合性またはヘテロ接合性であるが、ただし、これは、構築

物が挿入される細胞または組織型において活性である。遺伝子治療ＤＮＡ構築物

の他の成分としては、必要に応じて、部位特異的組込みのために設計されるＤＮ

Ａ分子（例えば、相同性組換えのために有用な内在性配列）、組織特異的プロモ

ーター、エンハンサーまたはサイレンサー、親細胞を越える選択的優性を提供し

得るＤＮＡ分子、形質転換された細胞を同定するための標識として有用なＤＮＡ

分子、ネガティブ選択系、細胞特異的結合因子（例えば、細胞標的化について）

が挙げられる。細胞特異的内部移行、ベクターからの発現を増大する転写因子、

およびベクターの産生を可能にする因子を含む。

      【０２４２】

  遺伝子治療ＤＮＡ構築物は、次いで、ウイルスベクターまたは非ウイルスベク

ターを使用して細胞に導入され得る（エキソビボまたはインビボのいずれか）。

遺伝子治療ＤＮＡ構築物を導入するための１つの方法は、本明細書中に記載され

るようなウイルスベクターの使用による。特定のベクター（例えば、レトロウイ

ルスベクター）は、ＤＮＡ構築物を細胞の染色体ＤＮＡに送達し、そしてこの遺

伝子は、染色体ＤＮＡに組み込まれ得る。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、細胞質に残る。

      【０２４３】

  さらに他の実施形態において、制御エレメントが、標的細胞におけるＣＨＬ２

遺伝子の制御された発現のために含められ得る。このようなエレメントは、適切

なエフェクターに応答して刺激される。このようにして、治療的ポリペプチドは

、所望の場合に発現され得る。１つの従来の制御手段は、低分子結合ドメインお
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よび生物学的プロセスを開始し得るドメインを含むキメラタンパク質（例えば、

ＤＮＡ結合タンパク質または転写活性タンパク質）を二量化する低分子二量化剤

またはラパログ（ｒａｐａｌｏｇ）の使用を包含する（ＰＣＴ公開ＷＯ９６／４

１８６５、ＷＯ９７／３１８９８およびＷＯ９７／３１８９９を参照のこと）。

タンパク質の二量化は、導入遺伝子の転写を開始するために使用され得る。

      【０２４４】

  代替の調節技術は、目的の遺伝子から発現されたタンパク質を、凝集体または

クラスターとして細胞の内側に貯蔵する方法を使用する。目的の遺伝子は、小胞

体における凝集タンパク質の保持を生じる、条件的凝集ドメインを含む融合タン

パク質として発現される。貯蔵されたタンパク質は安定であり、そして細胞の内

側で不活性である。しかし、このタンパク質は、条件的凝集ドメインを除去する

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、それによ

り、凝集体またはクラスターを破壊し、その結果、このタンパク質は細胞から分

泌され得る。Ａｒｉｄｏｒら、２０００，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８７：８１６－１

７およびＲｉｖｅｒａら、２０００，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８７：８２６－３０を

参照のこと。

      【０２４５】

  他の適切な制御手段または遺伝子スイッチとしては、本明細書中で記載される

系が挙げられるが、これらに限定されない。Ｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ（ＲＵ４

８６）は、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のプロゲステロンアンタゴニストへの

結合は、２つの転写因子（これは、次いで、核に至り、ＤＮＡに結合する）のダ

イマーを形成することによって、転写を活性化する。このリガンド結合ドメイン

は、天然のリガンドに結合するレセプターの能力を排除するように改変される。

改変されたステロイドホルモンレセプター系はさらに、米国特許第５，３６４，

７９１号、ならびにＰＣＴ公開ＷＯ９６／４０９１１およびＷＯ９７／１０３３

７に記載される。

      【０２４６】

  さらに別の制御系は、エクジソンレセプター（細胞質レセプター）に結合し、
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そしてこれを活性化するエクジソン（ショウジョウバエステロイドホルモン）を

使用する。次いで、このレセプターは核に転移し、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）に結合する。エクジソンレセプ

ターは、トランス活性化ドメイン、ＤＮＡ結合ドメイン、およびリガンド結合ド

メインを含み、転写を開始する。エクジソン系はさらに、米国特許第５，５１４

，５７８、およびＰＣＴ公開ＷＯ９７／３８１１７、ＷＯ９６／３７６０９、お

よびＷＯ９３／０３１６２に記載される。

      【０２４７】

  別の制御手段は、陽性テトラシクリン制御可能トランス活性化因子を使用する

。この系は、転写を活性化するポリペプチドに連結された変異したｔｅｔレプレ

ッサタンパク質ＤＮＡ結合ドメイン（逆テトラサイクリン制御トランス活性化因

子タンパク質を生じた変異したｔｅｔＲ－４アミノ酸の変化、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５，６５０，２９８号、およ

び同第５，６５４，１６８号に記載される。

      【０２４８】

  さらなる発現制御系および核酸構築物は、米国特許第５，７４１，６７９号お

よび同第５，８３４，１８６号（Ｉｎｎｏｖｉｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  

Ｉｎｃ．）に記載される。

      【０２４９】

  インビボ遺伝子治療は、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子を、ＣＨＬ

２核酸分子の局所注射によって、または適切なウイルスもしくは非ウイルス送達

ベクターによって、細胞に導入することにより達成され得る。Ｈｅｆｔｉ，１９

９４，Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  ２５：１４１８－３５。例えば、ＣＨＬ２ポ

リペプチドをコードする核酸分子は、標的細胞への送達のためのアデノ随伴ウイ

ルス（ＡＡＶ）ベクターに含まれ得る（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ，ＰＣＴ公開Ｗ

Ｏ９５／３４６７０；ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ９５／０７１７８を参照のこと。

組換えＡＡＶゲノムは、典型的に、機能的プロモーターに作動可能に連結したＣ

ＨＬ２ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列およびポリアデニル化配列に隣接す
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るＡＡＶ逆末端反復を含む。

      【０２５０】

  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、アデノウイルス、

単純ヘルペスウイルス、レンチウイルス、肝炎ウイルス、パルボウイルス、パポ

バウイルス、ポックスウイルス、アルファウイルス、コロナウイルス、ラブドウ

イルス、パラミクソウイルス、および乳頭腫ウイルスベクターが挙げられる。米

国特許第５，６７２，３４４号は、組換え神経栄養性ＨＳＶ－１ベクターを含む

インビボウイルス媒介遺伝子転移系を記載する。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ためにインビト

ロで処置されたヒト細胞の送達によって、治療タンパク質を患者に提供するため

のプロセスの例を提供する。遺伝子治療技術の実施のためのさらなる方法および

材料は、米国特許第５，６３１，２３６号（アデノウイルスベクターを含む）、

同第５，６７２，５１０号（レトロウイルスベクターを含む）、同第５，６３５

，３９９号（サイトカインを発現するレトロウイルスベクターを含む）に記載さ

れる。

      【０２５１】

  非ウイルス送達法としては、リポローム媒介送達、裸のＤＮＡ送達（直接注射

）、レセプター媒介送達（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。遺伝子治療材料および方法はまた、誘導

性プロモーター、組織特異的エンハンサー－プロモーター、部位特異的組込みの

ために設計されたＤＮＡ配列、親細胞を越える選択的優性を提供し得るＤＮＡ配

列、形質転換された細胞を同定するための標識、ネガティブな選択系および発現

制御系（安全性の指標）、細胞特異的結合因子（細胞ターゲッティングのため）

、細胞特異的内部移行因子、およびベクターならびにベクター製造の方法による

発現を増大する転写因子を含み得る。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）、同第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）、同第５，６７６，９５４号（リポロームキャリア
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を含む）、同第５，５９３，８７５号（リン酸カルシウムトランスフェクション

のための方法を記載する）、および同第４，９４５，０５０同第（生物学的に活

性な粒子がある速度で細胞に噴霧され、それによりこの粒子がこの細胞の表面に

浸透し、そしてこの細胞の内側に組み込まれるプロセスを記載する）、およびＰ

ＣＴ公開ＷＯ９６／４０９５８（核リガンドを含む）に記載される。

      【０２５２】

  ＣＨＬ２遺伝子治療または細胞治療はさらに、同じか異なる細胞（単数または

複数）における１つ以上のさらなるポリペプチドの送達を含み得ることもまた企

図される。このような細胞は、患者に別々に導入され得るか、この細胞は、単一

の移植可能デバイス（例えば、上記のカプセル化膜）に含められ得るか、あるい

はこの細胞は、ウイルスベクターによって別々に改変され得る。

      【０２５３】

  遺伝子治療による細胞における内在性ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を増加する

手段は、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーターに１つ以上のエンハンサーエレメン

トを挿入することであり、ここでエンハンサーエレメントは、ＣＨＬ２遺伝子の

転写活性を増加させるように働き得る。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を所望する組織に基づいて選択される－エンハンサーエ

レメントは、組織が選択されるという点で、プロモーター活性化を与えることが

知られている。例えば、ＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子がＴ細胞にお

いて「オンに変わる」場合、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。従って、付加される転写エレメントの機能的部分は、標準的なクロー

ニング技術を使用して、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーターを含むＤＮＡのフラ

グメントに挿入され得る（そして必要に応じて、ベクターおよび／または５’お

よび／または３’隣接配列に挿入される）。「相同性組換え構築物」として公知

のこの構築物は、次いで、エキソビボまたはインビボのいずれかで、所望の細胞

に導入され得る。

      【０２５４】

  遺伝子治療はまた、内在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、ＣＨＬ２ポリペプチド発現を増加するために使用され得る。このような
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改変は、典型的に、相同性組換え方法によって達成される。例えば、不活性化の

ために選択されたＣＨＬ２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の断片を除去および／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活性化因子のＴＡＴＡボックスお

よび／または結合部位は、標準的な分子生物学的技術を使用して欠失され得；こ

のような欠失は、プロモーター活性を阻害し得、それにより対応するＣＨＬ２遺

伝子の転写を阻止し得る。プロモーターにおけるＴＡＴＡボックスまたは転写活

性化因子結合部位の欠失は、ＣＨＬ２ポリペプチドプロモーター（調節されるＣ

ＨＬ２遺伝子と同じかまたは関連の種由来）のすべてまたは関連の部分を含むＤ

ＮＡ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／または転写活性化因子結合部位のヌクレオチドは、１つ以上のヌ

クレオチドの置換、欠失、および／または挿入によって変異される。結果として

、ＴＡＴＡボックスおよび／または活性化因子結合部位は、活性を減少するか、

または完全に不活性にされる。この構築物（これはまた、典型的に、改変された

プロモーターセグメントに隣接したネイティブの（内在性）５’および３’ＤＮ

Ａ配列に対応する少なくとも約５００塩基のＤＮＡを含む）は、直接または本明

細書中に記載されるようなウイルスベクターを介してのいずれかで、適切な細胞

に（エキソビボまたはインビボノいずれかで）導入され得る。典型的に、細胞の

ゲノムＤＮＡへのこの構築物の組込みは、相同性組換えによってであり、ここで

、このプロモーター構築物の５’および３’ＤＮＡ配列は、内在性染色体ＤＮＡ

へのハイブリダイゼーションによって、改変プロモーター領域を一体化するのを

助けるように働き得る。

      【０２５５】

  （治療的使用）

  ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニ

ストを使用して、本明細書中に列挙される疾患、障害または状態を含む、多くの

疾患、障害または状態を処置、診断、回復または予防し得る。

      【０２５６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドアゴニストおよびアンタゴニストとしては、ＣＨＬ２ポ
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リペプチド活性を調節しそしてこのＣＨＬ２ポリペプチドの成熟形態の少なくと

も１つの活性を増加させるかまたは減少させるかのいずれかである分子が挙げら

れる。アゴニストまたはアンタゴニストは、ＣＨＬ２ポリペプチドと相互作用し

そしてこれによってその活性を調節する補因子（例えば、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。潜在的なポリペプチドアゴ

ニストまたはアンタゴニストとしては、ＣＨＬ２タンパク質の細胞外ドメインの

一部または全てを含むＣＨＬ２ポリペプチドの可溶性形態または膜結合形態のい

ずれかと反応する抗体が挙げられる。ＣＨＬ２ポリペプチド発現を調節する分子

としては、代表的に、発現のアンチセンスレギュレーターとして作用し得る、Ｃ

ＨＬ２ポリペプチドをコードする核酸が挙げられる。

      【０２５７】

  成体において、ＢＭＰファミリーの遺伝子産物（特に、ＢＭＰ２およびＢＭＰ

４）の主要な役割の１つは、骨重量の調節である。ＢＭＰ１は、ＣＨＤを切断お

よび不活性化することが示されており、そしてＢＭＰ２およびＢＭＰ３と共に骨

から単離されているので（Ｗｏｚｎｅｙら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２

：１５２８－３４；Ｃｅｌｅｓｔｅら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：９８４３－４７）、ＣＨＬ２ポリペプチドは、骨形成

における重要な調節の役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプ

チドならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト（抗ＣＨＬ２選択的結合因子

が挙げられるが、これらに限定されない）は、骨密度に影響する疾患および状態

の診断または処置において有用であり得る。このような疾患および状態の例とし

ては、骨線維症および骨粗しょう症が挙げられるが、これらに限定されない。骨

密度に影響する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０２５８】

  血流を介する再生中の骨へのＢＭＰ４または他のＢＭＰファミリーメンバーの

直接送達は、骨線維症の処置についての直結する治療的概念であるようである。

しかし、ＢＭＰ４は、インビボで短い距離しか移動しないことが知られているの

で（Ｊｏｎｅｓら、１９９６、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．６：１４６８－７５）、こ

れは、達成が困難であり得る。胚発生の間のＣＨＤの場合、ＢＭＰとＣＨＬＩＩ
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ポリペプチドとの間の複合体の形成は、ＢＭＰのさらなる移動およびＢＭＰ４の

濃度勾配の形成を生じ得る（ＪｏｎｅｓおよびＳｍｉｔｈ、１９９８、Ｄｅｖ．

Ｂｉｏｌ．１９４：１２－１７）。

      【０２５９】

  関節軟骨の表面でのＣＨＬ２遺伝子発現の空間的に厳密な調節に基づき（ここ

で、軟骨損傷の最初の兆候が、変形性関節症の病原の間に検出される）、ＣＨＬ

２ポリペプチドの発現レベルの変化は、変形性関節症またはリウマチ様関節炎の

病原において役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、な

らびにそのアゴニストおよびアンタゴニストは、変形性関節症の早期の間に軟骨

の線維症を予防し、変形性関節症またはリウマチ様関節炎の後期において一旦破

壊された表層領域を再生し、または移植された軟骨において適切な表層領域（す

なわち、表面）を生成することにおいて、有用であり得る。

      【０２６０】

  ＢＭＰポリペプチドは、後期胚発生の間の器官形成において機能することが示

されている。胚性の腎臓、肺および消化管における器官形成は、ＢＭＰ４発現に

よって影響されることが示されている（Ｈｏｇａｎ  １９９６、Ｇｅｎｅｓ  Ｄ

ｅｖ．１０：１５８０－９４）。ＢＭＰ４とＣＨＬ２ポリペプチドとの組み合わ

せは、これらの組織中の前駆細胞の増殖および分化を制御し、それによってイン

ビボでの組織再生または創傷治癒の調節を可能にするために有用であり得る。し

たがって、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびア

ンタゴニストは、組織再生または創傷治癒の促進において、有用であり得る。

      【０２６１】

  ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、そのアゴニストおよびアンタゴニストはま

た、造血幹細胞の発生および展開において使用され得る。ＢＭＰ／ＣＨＬ２ポリ

ペプチド複合体を使用して始原造血幹細胞を調節し、そしてそれによって成体骨

髄の再増殖性の幹細胞を制御することが可能であり得る。あるいは、中胚葉幹細

胞由来の幹細胞の発生を制御することが可能であり得る。従って、本発明のＣＨ

Ｌ２ポリペプチドおよび核酸は、ＢＭＰと共に、造血幹細胞のエキソビボの展開

およびこのような細胞を介して実行される遺伝子治療のために有用であり得る。
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      【０２６２】

  ＢＭＰ４は、マウスＥＳ細胞から造血前駆細胞を生成するための必須の因子で

ある。しかし、ＢＭＰ４の有効濃度は、狭い範囲（０．５ｎｇ／ｍｌ～５ｎｇ／

ｍｌ）にあり、これは、ＢＭＰの活性濃度における差異が、全能性原外胚葉から

生じる細胞型の差異に相関するという考えと一致する。ＥＳ細胞からの造血幹細

胞の再現性のあるインビトロ生成のためのシステムは、まだ開示されていない。

しかし、これは、ＢＭＰ４の濃度の正確な制御によって達成され得る。本発明の

ＣＨＬ２核酸分子およびポリペプチドは、ＥＳ細胞からの造血幹細胞のインビト

ロ生成のための培養条件を最適化することにおいて有用であり得る。

      【０２６３】

  始原造血幹細胞は、マウス卵黄嚢において近年明らかにされている（Ｙｏｄｅ

ｒら、１９９７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：６７

７６－８０）。この造血幹細胞の下位分類は、成体における骨髄再増殖活性を示

さない。しかし、新生肝臓の環境に曝された場合、この始原幹細胞は、長期の骨

髄再増殖性の幹細胞に変換される（すなわち、二次（ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ）幹

細胞）。これはまた、特定の間質細胞株上で始原幹細胞を培養することによって

達成され得る。培養物中のこの二次幹細胞の長期間の生存と、自然に二次幹細胞

に分化する始原幹細胞の長期の維持は、いまだ確立されていない。ＢＭＰとＣＨ

Ｌ２ポリペプチドとの間の相互作用は、二次幹細胞の調節において機能し得る。

本発明の組換えＣＨＬ２ポリペプチドおよびＣＨＬ２抗体は、インビトロでの長

期間の造血幹細胞の維持およびインビトロでの始原幹細胞からの二次幹細胞の生

成のための、有用なツールであり得る。あるいは、ＢＭＰ４または推定の新規Ｃ

ＨＬ２相互作用分子は、これらのプロセスを制御するために有用であり得る。

      【０２６４】

  さらに、始原造血幹細胞は、まだ十分に特徴付けられていない。始原幹細胞は

、リンパ球性の細胞型のものであり得るが、このような細胞はまた、造血細胞型

および他の中胚葉子孫を生成し得る、中胚葉前駆体であり得る。この考えの支持

において、成体の骨髄は、内皮前駆細胞、肝臓を再生する細胞（Ｐｅｔｅｒｓｅ

ｎら、１９９９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８４：１１６８－７０）、ならびに内皮細
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胞、筋細胞および造血細胞をインビボで誘導する能力を有する一般的な幹細胞を

含むことが、近年示されている（Ｆｅｒｒａｒｉら、１９９８、Ｓｃｉｅｎｃｅ

  ２７９：１５２８－３０）。さらに、骨芽細胞系統（これは、骨髄間質からな

る）は、骨髄に存在する中胚葉幹細胞から誘導されることが公知である。一般的

な中胚葉幹細胞が、間質細胞および造血細胞の両方の生成を担う可能性もまた、

以前に推測されている。

      【０２６５】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、骨格筋において検出されたことから、ＣＨＬ

２ポリペプチドはまた、骨格筋の発達および機能において役割を果たし得る。従

って、ＣＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタ

ゴニストは、骨格筋に影響する疾患および状態の診断または処置において有用で

あり得る。このような疾患および状態の例としては、悪液質および筋ジストロフ

ィーが挙げられるが、これらに限定されない。骨格筋の発達および機能に関連す

る他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０２６６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、心臓において検出されたことから、ＣＨＬ２

ポリペプチドは、心臓の発達および機能において役割を果たし得る。従って、Ｃ

ＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト

はまた、心臓に影響する疾患および状態の診断または処置において有用であり得

る。このような疾患および状態の例としては、不整脈、狭心症、高血圧、心筋梗

塞および鬱血性心不全が挙げられるが、これらに限定されない。心臓に関連する

他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれる。

      【０２６７】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、胃において検出されたことから、ＣＨＬ２ポ

リペプチドは、胃の発達および機能において役割を果たし得る。従って、ＣＨＬ

２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニストはま

た、胃に関する疾患および状態の診断または処置において有用であり得る。この

ような疾患および状態の例としては、胃癌および胃潰瘍が挙げられるが、これら

に限定されない。胃に関連する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に含まれ
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る。

      【０２６８】

  ＣＨＬ２ポリペプチドの発現が、肝臓において検出されたことから、ＣＨＬ２

ポリペプチドは、肝臓の発達および機能において役割を果たし得る。従って、Ｃ

ＨＬ２核酸分子、ポリペプチド、ならびにそのアゴニストおよびアンタゴニスト

はまた、肝臓に関する疾患および状態の診断または処置において有用であり得る

。このような疾患および状態の例としては、肝炎および肝癌が挙げられるが、こ

れらに限定されない。肝臓に関連する他の疾患および状態は、本発明の範囲内に

含まれる。

      【０２６９】

  ＣＨＬ２ポリペプチド機能のアゴニストまたはアンタゴニストは、その処置さ

れる状態に適切であるようなサイトカイン、増殖因子、抗生物質、抗炎症剤およ

び／または化学療法剤の１以上と組み合わせて（同時にまたは連続的に）使用さ

れ得る。

      【０２７０】

  所望でないレベルのＣＨＬ２ポリペプチドによって引き起こされるかまたは媒

介される他の疾患は、本発明の範囲内に含まれる。所望されないレベルとしては

、ＣＨＬ２ポリペプチドの過剰なレベルおよびＣＨＬ２ポリペプチドの正常下の

レベルが挙げられる。

      【０２７１】

  （ＣＨＬ２核酸およびポリペプチドの使用）

  本発明の核酸分子（それ自体が生物学的に活性なポリペプチドをコードしない

核酸分子を含む）を使用して、染色体上に、ＣＨＬ２遺伝子および関連する遺伝

子の位置をマッピングし得る。マッピングは、当該分野で公知の技術（例えば、

ＰＣＲ増幅およびインサイチュハイブリダイゼーション）によって行われ得る。

      【０２７２】

  ＣＨＬ２核酸分子（それ自体が生物学的に活性なポリペプチドをコードしない

核酸分子を含む）は、哺乳動物の組織または体液サンプルにおけるＣＨＬ２核酸

分子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
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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。

      【０２７３】

  他の方法もまた、１以上のＣＨＬ２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（三重らせん構造

）またはＣＨＬ２  ｍＲＮＡに対して相補的でありそしてハイブリダイズする核

酸分子によって、もたらされ得る。例えば、ＣＨＬ２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ＣＨＬ２遺伝子の

配列を使用して、利用可能な技術によって設計され得る。代表的には、各々のこ

のようなアンチセンス分子は、各選択されたＣＨＬ２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ＣＨＬ２  ｍ

ＲＮＡにハイブリダイズする場合に、このｍＲＮＡの翻訳が、阻止または減少さ

れる。アンチセンスインヒビターは、細胞または生物中のＣＨＬ２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。

      【０２７４】

  あるいは、遺伝子治療を使用して、１以上のＣＨＬ２ポリペプチドのドミナン

トネガティブなインヒビターを作製し得る。この状況において、各々の選択され

たＣＨＬ２ポリペプチドの変異体ポリペプチドをコードするＤＮＡを調製し、そ

して本明細書中に記載のようなウイルス性または非ウイルス性の方法を使用して

、患者の細胞に導入し得る。各々のこのような変異体は、代表的に、その生物学

的役割において内在性ポリペプチドと競合するように設計される。

      【０２７５】

  さらに、ＣＨＬ２ポリペプチド（生物学的に活性であるか否かにかかわらず）

は、免疫原（つまり、このペプチドは、少なくとも１つのエピトープを含み、そ

れに対して、抗体が惹起され得る）として使用され得る。ＣＨＬ２ポリペプチド

（本明細書中に記載されるような）に結合する、選択的な結合剤が、インビボお

よびインビトロでの診断目的（体液または細胞サンプルにおけるＣＨＬ２ポリペ

プチドの存在を検出するための、標識された形態での使用が挙げられるが、これ

らに限定されない）に使用され得る。これらの抗体はまた、本明細書中に列挙し
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た疾患および障害を含む、多くの疾患および障害を、予防、処置または診断する

ために使用され得る。これらの抗体は、ＣＨＬ２ポリペプチドに結合し、ＣＨＬ

２ポリペプチドの少なくとも１つの活性特徴を減少またはブロックし得るか、あ

るいはポリペプチドに結合して、ＣＨＬ２ポリペプチドの少なくとも１つの活性

特徴を増加し得る（ＣＨＬ２ポリペプチドの薬物動態を増加することによること

を含む）。

      【０２７６】

  本発明のＣＨＬ２ポリペプチドは、発現クローニングストラテジーを使用して

、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターをクローニングするために使用され得る。放

射性標識した（１２５ヨウ素）ＣＨＬ２ポリペプチドまたはアフィニティー／活

性タグ化ＣＨＬ２ポリペプチド（例えば、Ｆｃ融合体またはアルカリホスファタ

ーゼ融合体）が、ＣＨＬ２ポリペプチド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するための結合アッセイにおいて使用され得る。このような

細胞または組織から単離されたＲＮＡを、ｃＤＮＡに変換し、哺乳動物発現ベク

ターにクローニングし、そして哺乳動物細胞（例えば、ＣＯＳまたは２９３細胞

）にトランスフェクトして、発現ライブラリーを作製し得る。次いで、放射標識

化またはタグ化ＣＨＬ２ポリペプチドを、親和性リガンドとして使用して、この

ライブラリーから、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターをその表面上で発現する細

胞のサブセットを同定および単離し得る。次いで、ＤＮＡを、これらの細胞から

単離しそして哺乳動物細胞にトランスフェクトして、二次発現ライブラリーを作

製し得る。このライブラリーでは、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターを発現する

細胞の割合が、元のライブラリーにおける割合よりも、数倍高い。この富化プロ

セスは、ＣＨＬ２ポリペプチドレセプターを含む単一の組換えクローンが単離さ

れるまで、反復的に繰り返され得る。このＣＨＬ２ポリペプチドレセプターの単

離は、ＣＨＬ２ポリペプチドシグナル伝達経路の新規アゴニストおよびアンタゴ

ニストを同定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ＣＨＬ２ポリペプチドレセプター、抗ＣＨＬ２ポ

リペプチドレセプター抗体、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、そしてこれらは、本明細書中に記載の疾患または障害の１以上を処置、
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予防または診断するために使用され得る。

      【０２７７】

  本発明のマウスおよびヒトのＣＨＬ２核酸はまた、その対応する染色体ＣＨＬ

２ポリペプチド遺伝子を単離するための有用なツールである。例えば、ＣＨＬ２

配列を含むマウス染色体ＤＮＡを使用して、ノックアウトマウスを構築し得、こ

れによって、ＣＨＬ２ポリペプチドについてのインビボでの役割の試験を可能に

する。ヒトＣＨＬ２ゲノムＤＮＡを使用して、遺伝的な組織変性疾患を同定し得

る。

      【０２７８】

  マウスおよびヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡの寄託物はまた

、ｐＳＰＯＲＴ１（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）にサブクローニングされ、Ａｍｅｒｉ

ｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、１０８０１  Ｕｎ

ｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ  ２０１１０

－２２０９によって２０００年３月１４日に作製された受託番号ＰＴＡ－１４７

９およびＰＴＡ－１４８０を有する。

      【０２７９】

  以下の実施例は、例示目的のみであることが意図され、そして決して本発明の

範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。

      【０２８０】

  （実施例１：マウスＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載されるような材料および方法を

、マウスＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析する

ために使用した。

      【０２８１】

  マウスＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を単離するために、２つのマウ

ス胎盤ｃＤＮＡライブラリーを調製した。標準的な抽出および単離技術を使用し

て、総ＲＮＡをマウス胎盤から抽出し、そしてポリ－Ａ＋ＲＮＡを選択した。次

いで、ランダムプライムされた（ｒａｎｄｏｍ－ｐｒｉｍｅｄ）ｃＤＮＡを、Ｓ

ｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  Ｓ
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ｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）を使用し

て、ポリ－Ａ＋ＲＮＡから合成した。生じたｃＤＮＡを、ＮｏｔＩで消化し、そ

して０．８％アガロースゲルで分画した。電気泳動された３００～１０００ｂｐ

のｃＤＮＡを単離して、シグナルトラップベクターｋＦＧＦ７中に連結し、そし

て１．５ｋｂより大きいｃＤＮＡを単離して、ｐＳＰＯＲＴ１中に連結した。連

結反応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏｌｉに導入し、これらの

形質転換体をアンピシリン含有培地上で選択し、そして２つのｃＤＮＡライブラ

リーを作製するためにこれらの形質転換体を回収した。

      【０２８２】

  シグナルペプチド配列を含むクローンを、ｋＦＧＦシグナルトラッピング技術

を使用して、ｋＦＧＦに基づいたライブラリーから富化した（米国特許出願番号

０９／０２６，９５９）。このｃＤＮＡライブラリー由来のプラスミドＤＮＡを

、各１００，０００コロニーの１０個のプールから、標準的な技術を使用して調

製した。このＤＮＡを、リン酸カルシウムトランスフェクションによってＮＩＨ

３Ｔ３細胞中に導入し、次いで、トランスフェクトされた細胞を、０．５％ウシ

胎仔血清を補充した選択培地中で１４日間増殖させた。シグナルペプチド配列を

有するプラスミドを含む形質転換体だけが、コロニーを生成した。これらのコロ

ニーを、トリプシン処理によって回収し、そして、これらのコロニー由来の総Ｒ

ＮＡを、製造業者の薦めるプロトコールに従って、ＴＲＩｚｏｎ試薬（Ｇｉｂｃ

ｏ－ＢＲＬ）を使用して単離した。ポリ－Ａ＋ＲＮＡを、ｍＲＮＡ  Ｐｕｒｉｆ

ｉｃａｔｉｏｎ  Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅ

ｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）を使用して、この総ＲＮＡから単離した。

      【０２８３】

  シグナルペプチド配列を含む分子を富化されたｃＤＮＡライブラリーを生成す

るため、第一鎖のｃＤＮＡを、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ前増幅（ｐｒｅａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）システム（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を使用して、上で単

離されたポリ－Ａ＋ＲＮＡから最初に調製した。この第一鎖のｃＤＮＡ反応を、

全体容積１５μＬ中の１μｇのポリ－Ａ＋ＲＮＡと２ｐｍｏｌのプライマー１６

０５－２１



(282) 特表２００３－５２５６１１

      【０２８４】

【化１】

とを組み合わせ、そしてこの鋳型－プライマー混合物を７０℃で１０分間加熱す

ることによって実行した。この鋳型－プライマー混合物を、５０℃に移し、そし

て２．５μＬの１０×緩衝液、２．５μＬの２５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１．３μＬ

の１０ｍＭ  ｄＮＴＰおよび２．５μＬの０．１Ｍのジチオスレイトールを含む

反応前混合物（ｐｒｅｍｉｘｔｕｒｅ）を添加した。次いで、逆転写酵素（２５

０Ｕ）を添加し、そしてこの反応物を５０℃で１時間インキュベートした。第一

鎖ｃＤＮＡ反応を、７０℃で１５分間加熱することによって停止させ、そして２

ＵのＲＮＡｓｅ  Ｈによって３７℃で２０分間処理することによってＲＮＡを消

化した。

      【０２８５】

  第一鎖ｃＤＮＡ合成に続いて、１００μＬの容積中に各々０．５μＭの最終濃

度で２μＬの第一鎖ｃＤＮＡ、プライマー１２３９－０８

      【０２８６】

【化２】

および１６０５－２２

      【０２８７】

【化３】
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を含み、２００μＭのｄＮＴＰ、および２．５ＵのＰｆｕポリメラーゼ（ＰＥ  

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｎｏｒｗａｌｋ、ＣＴ）を含む反応物において、二本鎖

ｃＤＮＡを、ＰＣＲ増幅によって生成した。このＰＣＲ反応を、９５℃で１分間

を１サイクル；９５℃で３０秒間、６６℃で４５秒間、および７２℃で２分間を

３０サイクル；そして７２℃で１０分間を１サイクルで実行した。増幅産物を、

ＮｏｔＩおよびＳａｌＩで消化し、そしてｋＦＧＦ７中に連結した。この連結反

応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏｌｉに導入して、シグナルが

富化されたｃＤＮＡライブラリーを生成した。プラスミドＤＮＡを、４００個の

選択されたクローンから調製し、配列決定によって分析した。

      【０２８８】

  １つのクローン（ｙｍｋｚ５－０００１１－ｃ１０と名付けた）の配列が、Ｘ

ｅｎｏｐｕｓ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｑ９１７１３）由来のコルディン（ｃｈ

ｏｒｄｉｎ）前駆体と有意な相同性を共有することが見出された。この同定され

たクローンは、マウスＣＨＬ２のＮ末端の１１５アミノ酸をコードする４１８ｂ

ｐの挿入を含むことが見出された。全長のｃＤＮＡクローンを、ｙｍｋｚ５－０

００１１－ｃ１０クローンをプローブとして使用して、ｐＳＰＯＲＴ１中にクロ

ーニングされたｃＤＮＡライブラリーから単離した。

      【０２８９】

  ｐＳＰＯＲＴ１ライブラリーをスクリーニングするため、１×１０６クローン

を、１プレート当たり約５×１０４クローンで１５０ｍｍプレートにプレートし

、次いで、これらのクローンをプレートからニトロセルロース膜上に乗せた。フ

ィルターを、６８℃で３０分間、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダーゼーション

溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中でプレハイブリダイズし、次いで、３２Ｐ－ｄＣＴ

Ｐ標識されたプローブを含む同じハイブリダーゼーション溶液中で６８℃で一晩

ハイブリダイズさせた。ハイブリダイズさせたフィルターを、２×ＳＳＣおよび
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０．１％ＳＤＳ中で、室温で１０分間、２回洗浄し、そして０．１×ＳＳＣおよ

び０．１％ＳＤＳ中で６５℃で３０分間、２回洗浄した。洗浄後、フィルターを

、強化されたスクリーンの存在下で、－８０℃で一晩オートラジオグラフィーに

供した。陽性クローンを、再びスクリーニングした。二次スクリーニングに従っ

て、２つの陽性クローンを同定し、そしてこれら２つのクローン由来のＤＮＡを

、単離し、そして配列決定した。１つのクローン（ｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２と名

付けた）は、約１．８ｋｂの挿入を含み、これは、完全なマウスＣＨＬ２ポリペ

プチドをコードした。

      【０２９０】

  マウスＣＨＬ２ポリペプチドについての全長ｃＤＮＡの配列分析は、この遺伝

子が４２６アミノ酸のタンパク質をコードする１２７８ｂｐのオープンリーディ

ングフレームを含む遺伝子であることを示した。図１Ａ～１Ｃは、マウスＣＨＬ

２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）およびマウスＣＨＬ２ポリペプチド

の予測されたアミノ酸配列（配列番号２）を例示する。図１Ａにおいて、ｖｏｎ

  Ｈｅｉｊｎｅアルゴリズムによって予測されたシグナルペプチド配列に、下線

を付す。

      【０２９１】

  マウスＣＨＬ２アミノ酸配列のコンピューター分析は、このポリペプチドが、

ＣＨＬ（ＣＨＬ１）ポリペプチドおよびＣＨＬｄ５ポリペプチド（同時係属中か

つ共有に係る米国特許出願番号０９／７２４，９１５）のように、３つのプロコ

ラーゲンリピート（ＣＲモチーフ）を有することを示した（対照的に、ＣＨＤに

おいては４つのリピートが観察される）（図５）。ＣＨＬ２のアミノ酸配列は、

マウスのコルディンと２４．４％の同一性を共有する（またはＧＡＰ調査では２

８％の同一性を共有する）ことが見出された。図２は、マウスＣＨＬ２ポリペプ

チド（マウスＣＨＬ２；配列番号２）とマウスコルディン（Ａｆ０６９５０１；

配列番号７）のアミノ酸配列のアラインメントを例示する。マウスＣＨＬ２ポリ

ペプチドのアミノ酸配列はまた、ＣＨＬ１と５０％の同一性を共有し、そしてＢ

ＭＰおよびＳＯＧと構造的類似性を共有し、この類似性は特にＣＲドメインにお

いて高い。ＣｅｌｅｒａヒトゲノムデータベースのＢＬＡＳＴ調査は、ＣＨＬ２
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遺伝子が、ＣＨＬ１遺伝子と最大の同一性を共有することを示した。これらの結

果は、ＣＨＬ２遺伝子がＣＨＤ／ＳＯＧ遺伝子ファミリーの新規メンバーである

ことを示唆する。

      【０２９２】

  （実施例２：ヒトＣＨＬポリペプチド遺伝子のクローニング）

  一般的に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）に記載されるような材料および方法を

、ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする遺伝子をクローン化および分析するた

めに使用した。

      【０２９３】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を単離するために、ヒト胎盤ｃＤ

ＮＡライブラリーを調製した。標準的な抽出および単離技術を使用して、総ＲＮ

Ａをヒト胎盤から抽出し、そしてポリ－Ａ＋ＲＮＡを選択した。次いで、オリゴ

ｄ（Ｔ）プライムされた（Ｏｒｉｇｏ  ｄ（Ｔ）－ｐｒｉｍｅｄ）ｃＤＮＡを、

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  Ｐｌａｓｍｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｃＤＮＡ  

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を使用してポリ－Ａ＋ＲＮＡから合

成した。生じたｃＤＮＡを、ＮｏｔＩで消化し、そして０．８％アガロースゲル

で分画した。電気泳動された１．５ｋｂより大きいｃＤＮＡを単離し、ｐＳＰＯ

ＲＴ１中に連結した。連結反応物を、標準的な形質転換技術を使用してＥ．ｃｏ

ｌｉに導入し、これらの形質転換体をアンピシリン含有培地上で選択し、そして

これらの形質転換体をヒト胎盤ｃＤＮＡライブラリーを作製するために回収した

。

      【０２９４】

  ３２Ｐ－ｄＣＴＰ標識されたマウスＣＨＬ２ｃＤＮＡフラグメントを使用して

、ヒト胎盤ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングした。プラスミドＤＮＡを、

各１００，０００クローンの１２個のプールから単離し、各プール由来の１μｇ

のプラスミドＤＮＡを、ＮｏｔＩおよびＳａｌＩで消化して、０．８％のアガロ

ースゲルで電気泳動し、次いで、ニトロセルロース膜に転移させた。フィルター

を、６０℃で３０分間、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダーゼーション溶液（Ｃ

ｌｏｎｔｅｃｈ）中でプレハイブリダイズし、次いで、マウスＣＨＬ２ｃＤＮＡ
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プローブを含む同じハイブリダーゼーション溶液中で６０℃で一晩ハイブリダイ

ズさせた。ハイブリダイズさせたフィルターを、２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤ

Ｓ中で、室温で１０分間、２回洗浄し、そして０．５×ＳＳＣおよび０．１％Ｓ

ＤＳ中で６０℃で３０分間、２回洗浄した。洗浄後、フィルターを、強化された

スクリーンの存在下で、－８０℃で一晩オートラジオグラフィーに供した。陽性

ｃＤＮＡフラグメントを、１２個のプラスミドプールのうち２個において同定し

た。

      【０２９５】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードする配列を含む個々のクローンを、１５０

ｍｍプレートに各プール由来の３×１０５のクローンを１プレート当たり約５×

１０４でプレートすることによって、上で同定した２個のプラスミドプールから

単離した。次いで、これらのクローンを、プレートからニトロセルロースフィル

ター上に乗せ、そしてこのフィルターを、上記のように分析した。２つの陽性ク

ローンを同定し、そして各々を配列決定分析に供した。１つのクローン（ｐＳＰ

ＯＲＴｈＣＨＬ２と名付けた）は、完全なヒトＣＨＬ２ポリペプチドをコードす

る、約１．５ｋｂの挿入を含んだ。

      【０２９６】

  ヒトＣＨＬ２ポリペプチドの全長ｃＤＮＡの配列分析によって、この遺伝子が

、４２９アミノ酸のタンパク質をコードする１２８７ｂｐのオープンリーディン

グフレームを含むことが示された。図３Ａ～３Ｃは、ヒトＣＨＬ２遺伝子のヌク

レオチド配列（配列番号４）およびヒトＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配

列（配列番号５）を図示する。ＣＨＬ２のアミノ酸配列は、ヒトコルディンと２

６．７％の同一性を共有することが見出された。図４は、ヒトＶＨＬ２ポリペプ

チド（ヒトＣＨＬ２；配列番号５）とヒトコルディン（Ａｆ０７６６１２；配列

番号８）とのアミノ酸配列アラインメントを図示する。

      【０２９７】

  （実施例３：ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現）

  複数のヒト組織ノーザンブロットまたはマウス組織ノーザンブロット（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ）を、それぞれ、３２Ｐ－ｄＣＴＰ標識したヒトまたはマウスのＣＨ



(287) 特表２００３－５２５６１１

Ｌ２  ｃＤＮＡフラグメントを用いてプローブした。ノーザンブロットを、Ｅｘ

ｐｒｅｓｓＨｙｂハイブリダーゼーション溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中で３０分

間、６８℃でプレハイブリダイズし、次いで、標識プローブを添加した同じ溶液

中で、一晩、６８℃でハイブリダイズした。ハイブリダイゼーション後、フィル

ターを、２×ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中、１０分間室温で２回、０．１×

ＳＳＣおよび０．１％  ＳＤＳ中、３０分間６８℃で２回洗浄した。洗浄後、こ

のブロットを、増感スクリーンの存在下で、８０℃で７２時間、オードラジオグ

ラフィーに供した。

      【０２９８】

  ヒト組織ブロットのノーザンブロット分析は、前立腺、精巣、子宮（非常に豊

富な発現）、結腸、小腸、心臓、骨格筋および胃において、約２ｋｂの優勢なＣ

ＨＬ２転写物を表した。弱い発現が、気管、胎盤および骨髄で検出され、そして

非常に弱い発現が肝臓で検出された。マウス組織ブロットのノーザンブロット分

析は、肝臓および腎臓において、約１．８ｋｂの優勢なＣＨＬ２転写物を表した

。非常に弱い発現が心臓で検出された。約２ｋｂの転写物の弱い発現が、精巣お

よび骨格筋で検出された。マウスの胃の組織においてＣＨＬ２の発現は分析され

なかった。非常に弱い発現が、７日、１１日、１５日および１７日目の胚のマウ

ス胚組織において検出された。

      【０２９９】

  ノーザンブロット分析によって、ＣＨＤ／ＳＯＧとＣＨＬ２ポリペプチドとの

間の関係が強化される。ＣＨＤ／ＳＯＧは、Ｅ７胚で比較的高レベルで発現され

、そしてより低いレベルでＥ１１、Ｅ１５およびＥ１７胚で発現される（Ｐａｐ

ｐａｎｏら、１９９８、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  ５２：２３６－３９）。ＣＨＬ２  

ｍＲＮＡは、Ｅ７、Ｅ１１、Ｅ１５およびＥ１７胚において同様に検出されたが

、ＣＨＤ／ＳＯＧ転写物よりも低いレベルであった。ＣＨＤ／ＳＯＧは、脾臓、

肝臓、および腎臓で発現された（Ｐａｐｐａｎｏら、１９９８）。ＣＨＬ２  ｍ

ＲＮＡは、肝臓および腎臓で同様に検出された。発現パターンにおける類似性は

、構造における類似性と組み合わせて、ＣＨＬ２およびＣＨＤ／ＳＯＧが、類似

の生物学的活性を有するが、これらのタンパク質が、異なる発生段階で機能し得
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ることを示唆する。

      【０３００】

  ＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現は、インサイチュハイブリダイゼーションによって

局在化された。胚および成体マウス組織の切片に対するインサイチュハイブリダ

イゼーションを、記載されるように、実施した（Ｗｉｌｃｏｘ，１９９３，Ｊ．

Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．４１：１７２５～３３）。マウスＣＨ

Ｌ２プローブを、最初にｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２から１．２ｋｂのＮｃｏＩ－Ｓ

ａｃＩフラグメントを除去することによって調製して、ｐＳＰｍＣＨＬ２ＣＯＯ

Ｈを生成し、これを次いでＥｃｏＲＩで直線化した。さらに、ＨｉｎｄＩＩＩフ

ラグメントを取り出して、ｐＳＰｍＣＨＬ２ＮＨ２を得た。アンチセンスＲＮＡ

を、ＳＰ６  ＲＮＡポリメラーゼを用いて合成した。これらのプラスミドから合

成したＲＮＡは、非重複配列を含んだ。

      【０３０１】

  インサイチュハイブリダイゼーション分析によって、ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現

が、マウスにおいて約１２．５日目の胚で胸骨において開始され、そして成体の

関節軟骨の限定された領域に存続することが実証された。ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発

現は、１０．５日前の胚で試験した切片では検出されなかった。１３．５日の胚

において、強力なＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現が、四肢の骨（図６および７）および

胸骨における軟骨細胞にわたって、ならびに発達中の関節に隣接する軟骨膜の間

葉細胞において検出された。強力だが非常に限定されたＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現

が、椎骨の発達中の関節軟骨および長骨の骨端内の表面的領域の軟骨細胞でも検

出された（図６～８）。１８．５日の胚まで、および成人期まで、ＣＨＬ２  ｍ

ＲＮＡの骨格発現は、関節軟骨における表面的領域の軟骨細胞の単層に限定され

た。骨端の成長板（ｇｒｏｗｔｈ  ｐｌａｔｅ）は、マウス発生のいずれの時点

でもＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現を示さなかった。

      【０３０２】

  非軟骨性組織のなかでは、有意なＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発現が、雌性マウスの卵

巣、卵管および子宮で、ならびに雄性マウスの精巣、精巣上体およびおそらく他

の副腺（例えば、精嚢、凝固腺（ｃｏａｇｕｌａｔｉｎｇ  ｇｌａｎｄ）、およ
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び前立腺）で観察された。子宮壁で観察された強力なシグナルは、子宮で検出さ

れたＣＨＬ１  ｍＲＮＡ発現にいくらか類似していた。ＣＨＬ２  ｍＲＮＡの弱

い発現がまた、結腸表面で検出された。しかし、結腸におけるＣＨＬ２発現の位

置は、ＣＨＬ１の位置とは明白に異なっており、ここでＣＨＬ２  ｍＲＮＡは、

粘膜下と筋層とを分ける線維芽細胞／結合組織細胞において検出された（Ｎａｋ

ａｙａｍａら、２００１）。ＣＨＬ１遺伝子と対照的に、ＣＨＬ２  ｍＲＮＡ発

現は、胃または小腸では検出されなかった。従って、軟性組織のなかでも、ＣＨ

Ｌ２遺伝子は、生殖器官において特に発現された。

      【０３０３】

  （実施例４：マウスＣＨＬ２ポリペプチド遺伝子の染色体マッピング）

  蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析を使用して、マウ

スＣＨＬ２遺伝子の染色体局在を決定する（Ｓｈｉら、１９９７、Ｇｎｅｎｏｍ

ｉｃｓ  ４５：４２－４７）。ＦＩＳＨプローブを、標準技術およびマウスＣＨ

Ｌ２遺伝子の５’非翻訳領域に対応するプライマー（５’－ＴＣＣＴＣＴＣＡＴ

ＣＣＴＣＡＣＣＴＴＡＧ－３’；配列番号１５および５’－ＧＧＡＧＡＡＡＧＴ

ＧＡＧＡＴＡＡＧＧＡＣＡＣ－３’；配列番号１６）を使用するＰＣＲによって

、マウスＥＳ－１２９／ＳｖＪ  ＩＩ  ＢＡＣ染色体ＤＮＡライブラリー（Ｇｅ

ｎｏｍｅ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）から単離したＢＡＣクローン（Ｆ１０６７）から調

製した。マウスＣＨＬ２遺伝子を、同時ハイブリダイゼーション（ｃｏ－ｈｙｂ

ｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）プローブとして第７染色体セントロメア特異的Ｐ１クロ

ーンを用いて、第７染色体に局在化した（Ｓｈｉら、１９９７）。全部で８０個

の分裂中期細胞を分析し、そして特異的な標識を示した７７個のうち１０個の細

胞を、同時ハイブリダイゼーション実験のために使用した。結果として、ＣＨＬ

２遺伝子は、第７染色体のテロメアに対する異質染色質－真正染色質境界から６

６％の距離である位置（バンド７Ｅ２－Ｅ３に対応する）に位置した。従って、

ＣＨＬ２遺伝子は、ＣＨＬ２遺伝子が常染色体である点でＣＨＬ１遺伝子とは異

なる。

      【０３０４】

  （実施例５：ＣＨＬ２ポリペプチドの生成）
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  （Ａ．細菌におけるＣＨＬ２ポリペプチドの発現）

  ＰＣＲを用いて、ＣＨＬ２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。このＰＣＲには、この配列の５’および３’末端に対応するプライ

マーを用いる。増幅したＤＮＡ産物を制限酵素部位を含むように改変して、発現

ベクター内への挿入を可能にするようにし得る。ＰＣＲ産物をゲル精製し、そし

て標準的組み換えＤＮＡ方法論を用いて発現ベクター中に挿入する。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番号９８１１３）のような例示的ベクターを、挿入したＤＮＡの方向性クロ

ーニングのために、ＢａｍＨＩおよびＮｄｅＩを用いて消化する。連結した混合

物を、エレクトロポレーションによってＥ．ｃｏｌｉ宿主株中に形質転換し、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。選択したコロニー由来の

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（挿入物

）の存在を確認する。

      【０３０５】

  形質転換した宿主細胞を、導入前に、３０μｇ／ｍＬ  カナマイシンを含有す

る２×ＹＴ培地中で３０℃でインキュベートする。最終濃度３０ｎｇ／ｍＬへの

Ｎ－（３－オキソヘキサノイル）－ｄｌ－ホモセリンラクトンの添加、それに続

く３０℃または３７℃のいずれかでの６時間のインキュベーションによって、遺

伝子発現を誘導する。ＣＨＬ２ポリペプチドの発現を、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評価する。

      【０３０６】

  ＣＨＬ２ポリペプチドを含有する封入体を、以下の通り精製する。細菌細胞を

遠心分離によってペレット化し、そして水中に再懸濁する。この細胞懸濁液を超

音波処理によって溶解し、そして１９５，０００×ｇでの５～１０分間の遠心分

離によってペレット化する。この上清を廃棄し、そしてペレットを洗浄してホモ

ジナイザーに移す。このペレットを、均一に懸濁されるまで、５ｍＬのＰｅｒｃ

ｏｌｌ溶液（７５％液体Ｐｅｒｃｏｌｌおよび０．１５Ｍ  ＮａＣｌ）中にホモ

ジナイズし、次いで希釈して２１，６００×ｇで３０分間遠心分離する。封入体
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を含む勾配画分を回収してプールする。単離した封入体をＳＤＳ－ＰＡＧＥによ

って分析する。

      【０３０７】

  Ｅ．ｃｏｌｉが産生したＣＨＬ２ポリペプチドに相当する、ＳＤＳポリアクリ

ルアミドゲル上の単一のバンドを、ゲルから切り出し、そしてＮ末端アミノ酸配

列を、本質的にＭａｔｓｕｄａｉｒａら、１９８７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２６２：１０～３５に記載のように決定する。

      【０３０８】

  （Ｂ．ＣＨＬ２ポリペプチド哺乳動物発現ベクターの構築）

  マウスＣＨＬ２は、ｐＳＲαｍＣＨＬ２ベクターを用いて一過性に発現したが

、このベクターは以下のように調製した。ＣＨＬ２ポリペプチドのオープンリー

ディングフレームを、標準的技術、ならびにプライマー２３６０～４０（５’－

ＧＣＴＡＴＣＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＣＣＣＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴ

ＣＡＴＣ－３’；配列番号１７）および２３６０－４１（５’－ＧＣＴＡＧＴＣ

ＧＡＣＣＴＡＴＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＣＴＴＴＧＴＣＴＧ－３’；配列番

号１８）を使用するＰＣＲによってまず増幅した。増幅された産物をＸｂａ  Ｉ

およびＳａｌ  Ｉを用いて消化し、次いで、ＳＲα－ベースの発現プラスミド（

Ｔａｋｅｂｅら、１９８８、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：４６６～７２）

中に挿入して、ｐＳＲαｍＣＨＬ２を生成した。

      【０３０９】

  ＦＬＡＧタグ付マウスＣＨＬ２ポリペプチド発現構築物を以下のように調製し

た。全長マウスＣＨＬ２  ＤＮＡフラグメント（ここで終止コドンがＳａｌ  Ｉ

部位で置換されている）を、テンプレートとして全長マウスｃＤＮＡクローンな

らびにプライマー５’－ＧＣＴＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＣ

ＣＣＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＡＴＣ－３’；配列番号１９）および５’－ＧＣ

ＴＡＧＴＣＧＡＣＴＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＣＴＴＴＧＴＣＴＧＧＧＣ－３

’；配列番号２０）を使用して、ＰＣＲによって得た。増幅されたＰＣＲ産物を

ＮｏｔＩおよびＳａｌ  Ｉを用いて消化し、次いで、ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－５ａ

発現ベクター（Ｓｉｇｍａ）に、そのカルボキシ末端でＣＨＬ２配列とインフレ
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ームで結合されたＦＬＡＧ配列とともに挿入した。得られたｍＣＨＬ２－ＦＬＡ

Ｇ発現プラスミドを、ｐＦＬＡＧｍＣＨＬ２と名づけた。

      【０３１０】

  ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧポリペプチドの発現を、５％（ｗ／ｖ）の脱脂粉乳（Ｔ

ｒａｄｅｒ  Ｊｏｅ’ｓ，Ｔｈｏｕｓａｎｄ  Ｏａｋｓ  ＣＡ）を、３％（ｗ／

ｖ）ウシ血清アルブミンの代わりに用いた以外は、製造業者の推奨に従って、１

０μｇ／ｍｌの抗ＦＬＡＧマウスモノクローナル抗体、Ｍ２（Ｓｉｇｍａ）を使

用して、直接ウエスタンブロット分析によって検出した。マウスＣＨＬ２に対す

るウサギポリクローナル抗体を、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ｕｓｉｎｇ  Ａ

ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，１９８８）に

記載のように、カルボキシ末端配列ＣＰＥＤＥＡＥＤＤＨＳＥＶＩＳＴＲ（配列

番号２１）に基づく合成ペプチドを用いて惹起した。得られた抗血清を、直接用

いるか、または対応するペプチドを用いるアフィニティー（親和性）精製に供し

た。

      【０３１１】

  ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧを安定して発現し得るクローンを生成するために、直鎖

状のｐＦＬＡＧｍＣＨＬ２を用いて、２９３細胞をトランスフェクトした。安定

な形質転換体を選択し、そして無血清順化培地および細胞溶解物の両方における

対応するＦＬＡＧタグ付タンパク質の発現レベルを、ウエスタンブロット分析に

よって比較した（Ｎａｋａｙａｍａら、２００１，Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．印刷中）

。順化培地をウエスタンブロットの前に濃縮し、次いでこのタンパク質を可視化

した。一過性形質転換に基づく発現を、２９３Ｔ細胞を用いて実行した。そして

１０倍に濃縮した順化培地を上記のように分析した。

      【０３１２】

  中規模の調製のために、安定なクローンをＣＬ  １０００フラスコ（Ｉｎｔｅ

ｇｒａ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｊａｍｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）において、２

９３  ＳＦＭ  ＩＩ無血清培地中で培養し、そして順化培地を２～３日ごとに回

収した。約３～４μｇ／ｍｌの発現レベルを得た。ＦＬＡＧタグ付タンパク質を
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高塩条件下（Ｐｉｃｃｏｌｏら、１９９７，Ｃｅｌｌ  ９１：４０７～１６）で

抗ＦＬＡＧ  Ｍ２アフィニティーゲル（Ｓｉｇｍａ）を用いて、単一工程のアフ

ィニティクロマトグラフィーによって５００ｍｌの収集した上清から精製した。

各調製物のタンパク質濃度を、Ｍ２を用いたウエスタンブロット分析によって決

定し、そしてＦＬＡＧ細菌アルカリフォスファターゼ標準（Ｓｉｇｍａ）と比較

した。

      【０３１３】

  （実施例６：抗ＣＨＬ２ポリペプチド抗体の生成）

  ＣＨＬ２ポリペプチドに対する抗体を、精製タンパク質または生物学的合成ま

たは化学的合成によって生成したＣＨＬ２ペプチドを用いて免疫することによっ

て獲得し得る。抗体を生成するための適切な手順は、ＨｕｄｓｏｎおよびＢａｙ

、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第二版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｉｌｉｃａｔｉｏｎ）に記載の手順を含む。

      【０３１４】

  抗体生成のための１つの手順において、動物（代表的には、マウスまたはウサ

ギ）に、ＣＨＬ２抗原（例えば、ＣＨＬ２ポリペプチド）を注射し、そして、ハ

イブリドーマ産生のため、ＥＬＩＳＡによって決定した十分な血清力価を有する

動物を、選択する。免疫した動物の脾臓を回収し、そして単一細胞懸濁液として

調製し、これから脾臓細胞を回収する。脾臓細胞をマウスミエローマ細胞（例え

ば、Ｓｐ２／０－Ａｇ１４細胞）に融合し、ＤＭＥＭ（２００Ｕ／ｍＬペニシリ

ン、２００μｇ／ｍＬ硫酸ストレプトマイシン、および４ｍＭグルタミン含有）

中でまずインキュベートし、次いで、ＨＡＴ選択培地（ヒポキサンチン、アミノ

プテリンおよびチミジン）中でインキュベートする。選択後、組織培養上清を各

融合ウェルから取り出し、そしてＥＬＩＳＡによって、抗ＣＨＬ２抗体産生につ

いて試験する。

      【０３１５】

  抗ＣＨＬ２抗体を得るため、別の手順をまた、使用し得る。この手順は例えば

、ヒト抗体の生成のためのヒトＩｇ遺伝子座を保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ー（例えば、抗体可変ドメインの変異誘発
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によって生成されるライブラリーなど）のスクリーニングである。

      【０３１６】

  （実施例７：Ｘｅｎｏｐｕｓ胚におけるマウスＣＨＬ２の生物学的活性）

  コルディンは、ＢＭＰ４の活性を阻害することによって原腸形成しているＸｅ

ｎｏｐｕｓ胚を背方化することが公知である。Ｘｅｎｏｐｕｓ胚の発達に対する

ＣＨＬ２の効果を以下のとおり試験した。ｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２のＥｃｏＲＩ

－ＮｏｔＩフラグメントを、最初に、ｐＣＳ２＋（Ｒｕｐｐら、１９９４、Ｇｅ

ｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：１３１１～２３）にクローニングし、Ｎｏｔ  Ｉを用いて

直鎖化し、そしてキャッピングしたｍＲＮＡを、ＳＰ６ポリメラーゼで合成して

、定量した（Ｎｉｓｈｉｎａｋａｍｕｒａら、１９９９、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２

１６：４８１～９０）。このｐＳＰＯＲＴｍＣＨＬ２プラスミドをまた、Ｎｏｔ

  Ｉで直接直線化し、Ｔ７ポリメラーゼで転写した。両方の構築物は、二次的軸

形成を誘導した。陰性コントロールとして、伸長因子１（ＥＦ１）ＲＮＡを合成

した。

      【０３１７】

  各ＲＮＡサンプルを、４細胞期のＸｅｎｏｐｕｓ胚の２つの腹側割球に注射し

た。注射後、この胚を１０％  Ｓｔｅｉｎｂｅｒｇ溶液中で４８時間培養し、次

いで、異所的な軸についてスコア付けした（Ｎｉｓｈｉｎａｋａｍｕｒａら、１

９９９；図９）。割球に１ｐｇのマウスＣＨＬ２  ＲＮＡを注射した場合、軸複

製率は、７７～８７％にわたったが、一方注射していないコントロール胚および

ＥＦ１  ＲＮＡ注射胚での比率は０％であった。陽性コントロールとして、マウ

スＣＨＬ１  ＲＮＡを用いた実験もまた実施した。これらの実験では、１０～３

０ｐｇのＣＨＬ１  ＲＮＡを用いた場合、８３％の軸複製率が得られた。従って

、マウスＣＨＬ２  ＲＮＡは、内因性の腹方化因子（おそらく、ＢＭＰ４）に拮

抗（アンタゴナイズ）する活性がある。

      【０３１８】

  （実施例８：マウスＣＨＬ２ポリペプチドによるＢＭＰ４作用の阻害）

  コルディン－ＣＨＬ１複合体の形成は、ＢＭＰ４機能を阻害することが公知で

ある。ＣＨＬ２ポリペプチドについて観察された類似の軸複製活性（実施例７）
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によって、ＣＨＬ２ポリペプチドがまたＢＭＰ４作用を直接阻害したことが示唆

された。ＣＤ３４＋／ＣＤ３１ｈｉリンパ球造血性前駆細胞、ＣＤ３４＋／ＣＤ

３１ｌｏ赤血球－骨髄前駆細胞、およびＣＤ４５＋骨髄単球性細胞は、マウス胚

性幹細胞（ＥＳ）細胞の分化の間の０．１５～２ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４の存在に

依存することが示されている（Ｎａｋａｙａｍａら、２０００，Ｂｌｏｏｄ  ９

５：２２７５：８３）。

      【０３１９】

  ＣＨＬ２ポリペプチドがＢＭＰ４の作用を阻害する能力を、以下のように直接

試験した。Ｒｏｓａ２６  ＥＳ細胞をフィブロネクチンコーティングプレートに

移し、無血清培地で２日間調節し、次いで０．９ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４の存在下

で、無血清メチルセルロース培地中で分化させた（Ｎａｋａｙａｍａら、２００

０）。０．９ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４濃度が、ほぼ最大のレベルを生じた。胚様体

（ＥＢ）を７日目に回収して、コラゲナーゼで分離させた。これらの細胞を、Ｃ

Ｄ３１およびＣＤ３４のような造血性前駆細胞マーカーのモノクローナル抗体で

染色した。そして染色したサンプルをＦＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋ

ｉｎｓｏｎ、Ｓａｎ  Ｊｏｓｅ，ＣＡ）で分析した。

      【０３２０】

  アフィニティー精製したｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧを１００ｎｇ／ｍｌを超えて添

加した場合、ＣＤ３４－／ＣＤ３１＋細胞集団およびＣＤ３４＋／ＣＤ３１＋細

胞集団は、バックグラウンドのレベル（すなわち、ＢＭＰ４なしで達成されたレ

ベル；図１０を参照のこと）まで減少した。これらの結果は、ＦＬＡＧタグ付ｍ

ＣＨＬ２タンパク質がインビトロにおいてＢＭＰ４の作用を阻害できたことを示

唆する。

      【０３２１】

  （実施例９：ＢＭＰ２作用およびＢＭＰ４作用のマウスＣＨＬ２ポリペプチド

による阻害）

  ＢＭＰ２およびＢＭＰ４の両方とも、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞においてアルカリホ

スファターゼ発現を誘導することが公知である。ＢＭＰ２作用およびＢＭＰ４作

用のＣＨＬ２ポリペプチドによる阻害は、Ｃ２Ｃ１２アルカリホスファターゼア
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ッセイにおいて実証された。

      【０３２２】

  前筋芽細胞株Ｃ２Ｃ１２（ＡＴＣＣ登録番号ＣＲＬ－１７２２）を、１０％ウ

シ胎仔血清（ＦＢＳ）および抗生物質を含有するＤＭＥＭ中で、３７℃で５％Ｃ

Ｏ２の湿潤雰囲気において維持した。レセプター感度は、非常に継代された細胞

では減少し得るので、１０～１５回継代した後細胞を破棄した。Ｃ２Ｃ１２細胞

を、９６ウェルマイクロタイタープレート中の、１００μｌのＤＭＥＭ（２％ウ

シ血清および抗生物質を含有する）中に、３×１０４細胞／ウェルの密度で、プ

レートした。過剰な乾燥を回避するため、マイクロタイタープレートの最も外側

のウェルには２００μｌのＤＭＥＭのみを充填した。次いで細胞を、３７℃で５

％ＣＯ２の湿潤雰囲気において一晩インキュベートした。

      【０３２３】

  プレート後、Ｃ２Ｃ１２細胞を、９０９ｎｇ／ｍｌ（３５ｎＭ）ＢＭＰ２また

は５６６ｎｇ／ｍｌ（２２ｎＭ）ＢＭＰ４のいずれかの存在下で、マウスＣＨＬ

２－ＦＬＡＧの階段希釈（１．４７、２．９３、５．９、１１．７、２３．４、

４６．９、９３．８、１８７．５、３７５、７５０、および１５００ｎｇ／ｍｌ

）に曝露した。次いで細胞を、３７℃で５％ＣＯ２の湿潤雰囲気において３日間

インキュベートした。インキュベーション後、培地を除去し、この細胞を０．１

Ｍ  Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．４を用いてリンスし、そして１５０μｌのグリシン緩衝

液（０．１Ｍグリシン、１ｍＭ  ＭｇＣｌ２、ｐＨ１０．５）（０．１％ＩＧＥ

ＰＡＬ  ＣＡ－６３０（Ｓｉｇｍａ）含有）をウェルに添加した。次いで、この

細胞を－８０℃で凍結して、融解し、５０μｌの細胞上清をＢｒａｄｆｏｒｄタ

ンパク質アッセイにおける使用のために取り出し、そして１００μｌのリン酸ｐ

－ニトロフェニル二ナトリウム（Ｓｉｇｍａ；グリシン緩衝液中で４ｍｇ／ｍｌ

に希釈）を、残りの細胞上清に添加した。この混合物を、３７℃で３０分間イン

キュベートし、そして５０μｌの０．５Ｎ  ＮａＯＨを添加して反応を停止した

。次いで、このプレートを４０５～４１０ｎｍで読み取った。ＣＨＬ２－ＦＬＡ

Ｇは、用量依存性の様式でＢＭＰ２作用およびＢＭＰ作用の両方を阻害すること

が見出された（図１１）。
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      【０３２４】

  （実施例１０：ＣＨＬ２ポリペプチドとＢＭＰとの直接的相互作用）

  マウスＣＨＬ１ポリペプチドとヒトＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６およびＴＧ

Ｆβ２との直接的相互作用は以前に実証されている（Ｎａｋａｙａｍａら、２０

０１）。ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧタンパク質を６００ｎｇ／ｍｌで用いた以外は、

同様の免疫沈降実験を、マウスＣＨＬ２ポリペプチドを用いて行った。ｍＣＨＬ

２－ＦＬＡＧタンパク質は、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６、ＧＤＦ

５（ＢＭＰ１４）またはアクチビンＡと共に共同免疫沈降する（ｃｏ－ｉｍｍｕ

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ）ことが見出された（図１２）。しかし、高濃度の

ＢＭＰ５は、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧと検出可能なレベルの相互作用を示すことが

必要であった。ＣＨＬ２は、他のＢＭＰとよりもＢＭＰ５との親和性が弱いよう

であった。ｍＣＨＬ１と同様、アクチビンＡ（別のＴＧＦβスーパーファミリー

メンバー）は、いずれの設定された条件でもＣＨＬ２との相互作用の兆候を示さ

なかった。しかし、マウスＣＨＬ１と対照的に、ＴＧＦβ相互作用は、全く観察

されなかった。ＢＭＰ２およびＢＭＰ４は、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６およびＢＭＰ７

とは別々のサブファミリーを形成する（Ｃｅｌｅｓｔｅら、１９９０，Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：９８４３～４７）。従って

、ＣＨＬ１ポリペプチドおよびＣＨＬ２ポリペプチドの両方とも、全てのＢＭＰ

に結合するタンパク質（ｐａｎ－ＢＭＰ  ｂｉｎｄｉｎｇ  ｐｒｏｔｅｉｎ）で

あり得る。

      【０３２５】

  （実施例１１：トランスジェニックマウスにおけるＣＨＬ２ポリペプチドの発

現）

  ＣＨＬ２ポリペプチドの生物学的活性を評価するため、肝臓特異的ＡｐｏＥプ

ロモーターの制御下で、ＣＨＬ２ポリペプチド／Ｆｃ融合タンパク質をコードす

る構築物を調製する。この構築物の送達により、ＣＨＬ２ポリペプチドの機能に

関して参考となる、病理的変化を生じることが期待される。同様に、βアクチン

プロモーターの制御下で、全長ＣＨＬ２ポリペプチドを含む構築物を調製する。

この構築物の送達により、遍在性の発現を生じることが期待される。
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      【０３２６】

  これらの構築物を生成するために、ＰＣＲを用いて、ＣＨＬ２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。このＰＣＲには、所望の配列の

５’末端および３’末端に対応するプライマーを用いる。そしてこのプライマー

は、発現ベクター内への増幅産物の挿入を可能にする制限酵素部位を組み込む。

増幅後、ＰＣＲ産物をゲル精製し、適切な制限酵素で消化し、そして標準的組み

換えＤＮＡ技術を用いて発現ベクター中に連結する。例えば、増幅したＣＨＬ２

ポリペプチド配列を、Ｇｒａｈａｍら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ，１７：２７２～７４およびＲａｙら，１９９１  Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．５

：２２６５～７３に記載のように、ヒトβアクチンプロモーターの制御下で発現

ベクター中にクローニングし得る。

      【０３２７】

  連結後、反応混合物を用いて、Ｅ．ｃｏｌｉ宿主株をエレクトロポレーション

によって形質転換し、そして形質転換体を、薬物耐性で選択する。選択したコロ

ニー由来のプラスミドＤＮＡを単離して、ＤＮＡ配列決定に供し、適切なインサ

ートが存在することおよび変異が存在しないことを確認する。ＣＨＬ２ポリペプ

チド発現ベクターを、２回のＣｓＣｌ密度勾配遠心分離を通じて精製し、適切な

制限酵素で切断し、そして、ＣＨＬ２ポリペプチド導入遺伝子を含有する直鎖化

フラグメントを、ゲル電気泳動によって精製する。精製したフラグメントを、５

ｍＭ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．４）および０．２ｍＭ  ＥＤＴＡ中で、２ｍｇ／ｍＬ

の濃度で、再懸濁する。

      【０３２８】

  ＢＤＦ１×ＢＤＦ１交配マウス由来の単一細胞胚に、記載のように注射する（

ＰＣＴ公開番号ＷＯ９７／２３６１４）。胚を、ＣＯ２インキュベーター中で一

晩培養し、そして１５～２０の２細胞胚を偽妊娠ＣＤ１雌性マウスの卵管に移す

。マイクロインジェクションした胚の着床から得た子孫を、以下のように、ゲノ

ムＤＮＡサンプル中に取り込んだ導入遺伝子のＰＣＲ増幅でスクリーニングする

。耳切片を、２０ｍＬの耳緩衝液（２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０，１０ｍＭ

  ＥＤＴＡ、０．５％  ＳＤＳ、および５００ｍｇ／ｍＬ  プロテイナーゼＫ）
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中で、５５℃で一晩消化する。次いで、このサンプルを２００ｍＬのＴＥで希釈

し、そして２ｍＬの耳サンプルを、適切なプライマーを用いるＰＣＲ反応中で用

いる。

      【０３２９】

  ８週齢で、トランスジェニック創始動物およびコントロール動物を、剖検およ

び病理分析のため、屠殺する。脾臓の一部を取り出し、そしてＴｏｔａｌ  ＲＮ

Ａ  Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ  Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて、脾臓から、総細

胞ＲＮＡを単離し、そして導入遺伝子発現を、ＲＴ－ＰＣＲによって決定する。

脾臓から回収したＲＮＡを、以下のように、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＰｒｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を用いてｃ

ＤＮＡに変換する。適切なプライマー（発現ベクター配列に位置し、そしてＣＨ

Ｌ２ポリペプチド導入遺伝子の３’側である）を用いて、導入遺伝子転写物から

のｃＤＮＡ合成をプライムする。トランスジェニック創始動物およびコントロー

ル由来の１０ｍｇの総脾臓ＲＮＡを、１ｍＭのプライマーとともに、１０分間７

０℃でインキュベートし、そして氷上に置く。次いで、反応物に、１０ｍＭ  Ｔ

ｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．３、５０ｍＭ  ＫＣｌ、２．５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１

０ｍＭの各ｄＮＴＰ、０．１ｍＭ  ＤＴＴ、および２００ＵのＳｕｐｅｒＳｃｒ

ｉｐｔＩＩ逆転写酵素を補充する。４２℃で５０分間のインキュベーション後、

７２℃で１５分間加熱することによって反応を停止し、２ＵのＲＮａｓｅ  Ｈを

用いて２０分間３７℃で消化する。次いで、サンプルをＣＨＬ２ポリペプチドに

特異的なプライマーを用いるＰＣＲによって増幅する。

      【０３３０】

  （実施例１２：トランスジェニックマウスにおけるＣＨＬ２ポリペプチドの生

物学的活性）

  安楽死の前に、トランスジェニック動物を計量し、イソフルランによって麻酔

し、そして心臓穿刺によって採血する。サンプルを、血液学分析および血清化学

分析に供する。Ｘ線撮影を、最終的な放血後に行う。肉眼での解剖の際に、主な

内臓器官を、重量分析に供する。

      【０３３１】
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  肉眼での解剖後、組織（すなわち、肝臓、脾臓、膵臓、胃、胃腸管全体、腎臓

、生殖器官、皮膚および乳腺、骨、脳、心臓、肺、胸腺、気管、食道、甲状腺、

副腎、膀胱、リンパ節および骨格筋）を取出し、そして１０％緩衝化Ｚｎ－ホル

マリン中で組織学的検査のために固定する。固定後、組織をパラフィンブロック

中で処理し、そして３ｍｍの切片を得る。全ての切片を、ヘマトキシリンおよび

エオシンで染色し、次いで組織学的分析に供する。

      【０３３２】

  トランスジェニックマウスおよびコントロールマウスの両方の脾臓、リンパ節

およびパイアー斑を、以下の通りにＢ細胞特異的抗体およびＴ細胞特異的抗体で

の免疫組織学的分析に供する。ホルマリンで固定したパラフィン包埋切片を脱パ

ラフィン処理し、そして脱イオン水中で水和する。切片を３％過酸化水素でクエ

ンチし、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｂｌｏｃｋ（Ｌｉｐｓｈａｗ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ

，ＰＡ）でブロックし、そしてラットモノクローナル抗マウスＢ２２０およびＣ

Ｄ３（Ｈａｒｌａｎ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）中でインキュベートす

る。抗体結合を、色素原（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）としてＤＡＢ（ＢｉｏＴｅｋ，

Ｓａｎｔａ  Ｂａｒｂａｒａ，ＣＡ）を用いて、ビオチン化ウサギ抗ラット免疫

グロブリンおよびペルオキシダーゼ結合体化ストレプトアビジン（ＢｉｏＧｅｎ

ｅｘ，Ｓａｎ  Ｒａｍｏｎ，ＣＡ）によって検出する。切片を、ヘマトキシリン

で対比染色する。

      【０３３３】

  剖検後、トランスジェニック動物およびコントロールの同腹仔由来の脾臓およ

び胸腺のＭＬＮおよび切片を取出す。シリンジの平らな末端を用いて、１００ｍ

ｍナイロン性細胞ストレーナー（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎ

ｋｌｉｎ  Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）の底に対してこの組織を穏やかに粉砕することに

よって、単細胞懸濁物を調製する。細胞を２回洗浄し、計数し、次いで各組織由

来の約１×１０６細胞を、２０μＬ容量において０．５μｇ  ＣＤ１６／３２（

ＦｃγＩＩＩ／ＩＩ）Ｆｃブロックで１０分間インキュベートする。次いで、サ

ンプルを、ＦＩＴＣまたはＰＥに結合体化した、ＣＤ９０．２（Ｔｈｙ－１．２

）、ＣＤ４５Ｒ（Ｂ２２０）、ＣＤ１１ｂ（Ｍａｃ－１）、Ｇｒ－１、ＣＤ４ま
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たはＣＤ８に対するモノクローナル抗体（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉ

ｅｇｏ，ＣＡ）の０．５μｇ抗体を有する、１００μＬ容量のＰＢＳ（Ｃａ＋お

よびＭｇ＋を欠く）、０．１％ウシ血清アルブミンおよび０．０１％アジ化ナト

リウム中で２～８℃で３０分間染色する。抗体結合後、細胞を洗浄し、次いでＦ

ＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）でのフローサイトメトリー

によって分析する。

      【０３３４】

  本発明を好ましい実施形態に関して記載してきたが、改変および修飾が当業者

に思い浮かぶことが理解される。それゆえ、添付の特許請求の範囲が、請求され

るような本発明の範囲内に入る全てのこのような等価な改変物を包含することが

意図される。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図面の簡単な説明

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１Ａ～１Ｃは、マウスＣＨＬ２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）お

よびマウスＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。予

測されたシグナル配列を示す（下線）。

    【図２】

  図２は、マウスＣＨＬ２ポリペプチド（マウスＣＨＬ２；配列番号２）とマウ

スコルディン（Ａｆ０６９５０１；配列番号７）のアミノ酸配列アラインメント

（整列）を示す。

    【図３】

  図３Ａ～３Ｃは、ヒトＣＨＬ２遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号４）およ

びヒトＣＨＬ２ポリペプチドの推定アミノ酸配列（配列番号５）を示す。予測さ

れたシグナル配列を示す（下線）。
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    【図４】

  図４は、ヒトコルディン（ｈｕＣＨＤ；配列番号８）、ヒトＣＨＬ１ポリペプ

チド（ｈｕＣＨＬ；配列番号９）、およびヒトＣＨＬ２ポリペプチド（ｈｕＣＨ

Ｌ２；配列番号５）のアミノ酸配列アラインメント（整列）を示す。

    【図５】

  図５は、マウスコルディン（Ｃｈｏｒｄｉｎ）、ＣＨＬ１ポリペプチド、およ

びＣＨＬ２ポリペプチドの模式図を示す。プレコラーゲン反復（ＣＲ；相同のＣ

Ｒドメインを、灰色の四角で示す）、シグナルペプチド（ＳＰ）、推定ＢＭＰ１

／Ｔｏｌｌｏｉｄ切断部位（＊）、およびＣＨＬ１中のアミノ酸配列バリエーシ

ョンの部位（ｄＥおよびｄ５）を示す。

    【図６】

  図６は、Ｅ１７．５のマウス股関節（パネルＡおよびＢ）ならびに肋骨－軟骨

関節（パネルＣ；関節の両部位上での関節軟骨細胞におけるシグナルを示す）に

おけるインサイチュハイブリダイゼーションによって検出されたマウスＣＨＬ２

  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図７】

  図７は、正常な成体の脊椎関節（パネルＡ、Ｂ、およびＣ；関節突起の両側で

の関節軟骨の表面の関節軟骨細胞または隣接する脊椎の突起間の関節突起間関節

におけるシグナルを示す）および脊椎の椎間板の線維化輪（ａｎｕｌｕｓ  ｆｉ

ｂｒｏｓｕｓ）の線維軟骨（パネルＤ）におけるインサイチュハイブリダイゼー

ションによって検出されたマウスＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図８】

  図８は、Ｅ１８．５マウスの胸骨および胎盤ならびに正常な成体マウスの子宮

、結腸、および小腸におけるインサイチュハイブリダイゼーションによって検出

されたマウスＣＨＬ２  ｍＲＮＡの発現を示す。

    【図９】

  図９は、マウスＣＨＬ２ポリペプチドの２次的軸形成活性を示す。

    【図１０】

  図１０は、ＣＤ３４＋／ＣＤ３１＋赤血球－骨髄（ｅｒｙｔｈｒｏ－ｍｙｅｌ
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ｏｉｄ）前駆細胞（Ｒ７）およびＣＤ３４－／ＣＤ３１＋細胞（Ｒ３）のＢＭＰ

４依存性生成に対する、ＣＨＬ２ポリペプチドの影響を示す。

    【図１１】

  図１１は、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞におけるＢＭＰ２依存性アルカリホスファター

ゼの誘導に対する、ＣＨＬ２ポリペプチドの影響を示す。

    【図１２】

  図１２は、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧタンパク質を用いたウエスタンブロットの結

果を示す。パネルＡにおいて、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧは、ＢＭＰ５またはアクチ

ビンＡと混合され、抗ｍＣＨＬ２抗血清で処理され、そしてプロテインＡアガロ

ースビーズを用いて沈降された。パネルＢにおいて、ｍＣＨＬ２－ＦＬＡＧは、

ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ５、ＢＭＰ６、ＧＤＦ５（ＢＭＰ１４）、またはア

クチビンＡと混合され、抗ｍＣＨＬ２抗血清で処理され、そしてプロテインＡア

ガロースビーズを用いて沈降された。

【手続補正３】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図１２

【補正方法】変更

【補正の内容】



(304) 特表２００３－５２５６１１

【図１２】
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【国際調査報告】
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