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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｂ細胞活性化因子（ＢＡＦＦ）に対する新規の
レセプター核酸およびポリペプチドの提供。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を含有しているポリペ
プチドに対して、少なくとも５０％同一であるか、また
は少なくとも９０％同一であるポリペプチドをコードす
る核酸配列を含む核酸。ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドをコ
ードする核酸、ならびにＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに対
する抗体、およびそれを含有している薬学的組成物。核
酸、ポリペプチド、抗体、および薬学的組成物を使用す
る、腫瘍形成性状態および自己免疫性状態を処置する。
【選択図】図８
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、新規のレセプタータンパク質を提供する。本発明は、一般には、核
酸およびポリペプチドに関する。より詳細には、本発明は、腫瘍壊死因子（「Ｔ
ＮＦ」）ファミリーに属するＢ細胞活性化因子（これは、Ｂ細胞および免疫グロ
ブリンの発現に関係している）である、ＢＡＦＦに対するレセプターに関係して
いるポリペプチドをコードする核酸に関する。このレセプターは、癌、リンパ腫
、自己免疫性疾患、Ｂ細胞に関係している遺伝性の遺伝的障害の処置に使用され
得る。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　本発明は、ＴＮＦファミリーの新規のレセプターに関する。新規のレセプター
は、ＢＡＦＦレセプター（「ＢＡＦＦ－Ｒ」）として同定されている。
【０００３】
　ＴＮＦファミリーは、ＴＮＦファミリーリガンドおよびＴＮＦファミリーレセ
プターと呼ばれる、リガンドおよびその特異的なレセプターの対から構成される
（ＢａｚｚｏｎｉおよびＢｅｕｔｌｅｒ（１９９６）Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ
．３３４（２６）：１７１７－１７２５）。このファミリーは、免疫系の調節、
およびおそらく、他の非免疫学的系の調節に関係している。調節は、しばしば、
「マスタースイッチ」レベルであり、その結果、ＴＮＦファミリーのシグナル伝
達は、ＴＮＦによって最も代表される多数の引き続く事象を生じ得る。ＴＮＦは
、外部からの侵襲に対する器官の全体的な防御性の炎症応答を開始し得、これに
は、細胞輸送、特定の区画中に特定の細胞を駆動するためのケモカイン産生、お
よび種々のエフェクター細胞の感作に関係している接着性分子の異なった提示が
含まれる。このように、これらの経路の調節は、臨床的な可能性を有する。
【０００４】
　このようなＴＮＦファミリーのサイトカインによって媒介される種々の細胞応
答の誘導は、特異的な細胞レセプターへのそれらの結合によって開始されると考
えられている。少なくとも２つの異なるＴＮＦレセプター（約５５ｋＤａ（ＴＮ
ＦＲ１）および７５ｋＤａ（ＴＮＦＲ２））が同定されている（Ｈｏｈｍａｎら
（１９８９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：１４９２７－１４９３４；およ
びＢｒｏｃｋｈａｕｓら（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　８７：３１２７－３１３１）。多数の多型が、両方のＴＮＦレセプター
遺伝子に関連している。両方のＴＮＦＲが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、
および細胞内ドメインを含む細胞表面レセプターの典型的な構造を共有している
。１型および２型のＴＮＦＲの細胞外部分は、４個のシステインリッチドメイン
（ＣＤＲ）の反復的なアミノ酸配列のパターンを含む。ＣＤＲの同様の反復的な
パターンが、とりわけ、ｐ７５神経増殖因子レセプター、Ｂ細胞抗原ＣＤ４０を
含むいくつかの他の細胞表面タンパク質中に存在している。
【０００５】
　レセプターは、免疫グロブリン融合タンパク質へのそれらの容易な転換に起因
して、生物学的経路を解明するための強力な道具である。これらの二量体可溶性
レセプター形態は、分泌リガンドまたは表面結合リガンドのいずれかによって媒
介される事象の良好なインヒビターである。これらのリガンドへの結合によって
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、これらは、リガンドが、細胞が関連するシグナル伝達し得るレセプターと相互
作用することを妨げる。これらのレセプター－Ｆｃ融合タンパク質は、実験上の
意味で有用であるだけではなく、炎症性腸疾患、慢性関節リウマチ、およびＯＫ
Ｔ３の投与に付随する急性の臨床上の症候群を処置するために、ＴＮＦ－Ｒ－Ｆ
ｃの場合において臨床的に首尾よく使用されている（Ｅａｓｏｎら（１９９６）
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６１（２）：２２４－２２８；Ｆｅｌｄｍａ
ｎｎら（１９９６）Ｉｎｔ．Ａｒｃｈ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１
１（４）：３６２－３６５；およびｖａｎ　Ｄｕｌｌｅｍｅｎら（１９９５）Ｇ
ａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．１０９（１）：１２９－１３５）。ＴＮＦファミリ
ーのレセプターを通じるシグナル伝達によって媒介される多くの事象の操作が、
免疫に基づく疾患の処置において、そして免疫系の関与に起因して病理学的な後
遺症を有する広範囲の人の疾患においてもまた、広範囲の適用を有することを想
定し得る。最近記載されたレセプターである、オステオプロテゲリン（ｏｓｔｅ
ｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ）の可溶性形態は、骨量の減失をブロックすることが可
能であり、そして従って、ＴＮＦファミリーレセプターのシグナル伝達によって
制御されている事象は、免疫系の調節には必ずしも限定されない（Ｓｉｍｏｎｅ
ｔら（１９９７）Ｃｅｌｌ　８９（２）：３０９－３１９）。レセプターに対す
る抗体はリガンドの結合をブロックすることが可能であり、従って、これはまた
、臨床上の適用を有し得る。このような抗体は、たいてい、非常に長命であり、
そしてより短い血液での半減期を有する可溶性レセプター－Ｆｃ融合タンパク質
を上回る利点を有し得る。
【０００６】
　レセプターによって媒介される経路の阻害は、これらのレセプターの最も開発
された治療上の適用を示すが、当初、臨床的な見込みを示したのは、ＴＮＦレセ
プターの活性化であった（ＡｇｇａｒｗａｌおよびＮａｔａｒａｊａｎ（１９９
６）Ｅｕｒ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｎｅｔｗ．７（２）：９３－１２４）。ＴＮＦ
レセプターの活性化は標的細胞において細胞死を開始し得、従って、腫瘍への適
用は、魅力的であったし、今なお魅力的である（Ｅｇｇｅｒｍｏｎｔら（１９９
６）Ａｎｎ．Ｓｕｒｇ．２２４（６）：７５６－７６５）。レセプターは、リガ
ンドの投与（すなわち、天然の経路）によって活性化され得るか、またはレセプ
ターを架橋することができるいくつかの抗体もまた、強力なアゴニストであるか
のいずれかである。抗体は、腫瘍学において利点を有する。なぜなら、リガンド
は一般的には、血液中で短い寿命を有するにもかかわらず、抗体は、長期間の間
血液中で存続することが可能であるからである。これらのレセプターの多くが腫
瘍中でより選択的に発現され得るか、またはこれらは腫瘍中の細胞死もしくは分
化をシグナル伝達するのみであり得るので、アゴニスト抗体は、癌の処置の良好
な武器であり得る。同様に、多くのポジティブな免疫学的事象（例えば、宿主の
炎症反応、抗体の産生など）がＴＮＦファミリーのレセプターによって媒介され
、従って、アゴニスト抗体は、他の腫瘍学以外の適用においても有用な作用を有
する可能性がある。
【０００７】
　逆説的に、経路の阻害は、腫瘍の処置において臨床的な利点を有し得る。例え
ば、Ｆａｓリガンドはいくつかの腫瘍によって発現され、そしてこの発現は、Ｆ
ａｓポジティブであるリンパ球の死を導き得、これによって免疫系を逃れる腫瘍
の能力を促進する。この場合には、次いで、Ｆａｓ系の阻害は、免疫系が、現在
利用することが可能である他の経路において腫瘍に対して反応することを可能に
し得る（ＧｒｅｅｎおよびＷａｒｅ（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４（１２）：５９８６－９０）。
【０００８】
　ＴＮＦファミリーのリガンドであるＢＡＦＦ（ＴＡＬＬ－１、ＴＨＡＮＫ、Ｂ
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ＬｙＳ、およびｚＴＮＦ４）としてもまた公知である）（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒら
（１９９９）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８９（１１）：１７４７－１７５６；Ｓｈ
ｕら（１９９９）Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．６５（５）：６８０－６８３；
Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙら（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４（２
３）：１５９７８－１５９８１；Ｍｏｏｒｅら、（１９９９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２８５（５４２５）：２６０－２６３；Ｇｒｏｓｓら（２０００）Ｎａｔｕｒｅ
　４０４（６７８１）：９５５－９９９）は、インビトロでのＢ細胞の生存を増
進し（Ｂａｔｔｅｎら（２０００）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９２（１０）：１４
５３－１４６６）、そしてインビボでの末梢Ｂ細胞の集団の重要な調節因子であ
ることが明らかになっている。マウスでのＢＡＦＦの過剰発現は、成熟Ｂ細胞過
形成症および全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の徴候を示す（Ｍａｃｋａｙら
（１９９９）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９０（１１）：１６９７－１７１０）。同
様に、いくらかのＳＬＥ患者は、その血清中のＢＡＦＦレベルの有意な増大を有
する（Ｚｈａｎｇら（２００１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６６（１）：６－１０
）。従って、異常に高いこのリガンドのレベルが、自己反応性Ｂ細胞の生存を増
進することによって自己免疫性疾患の病因に寄与し得ることが提案されている（
Ｂａｔｔｅｎら（２０００）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９２（１０）：１４５３－
１４６６）。
【０００９】
　ＩＩ型膜タンパク質であるＢＡＦＦは、骨髄起源の細胞によって産生され（Ｓ
ｃｈｎｅｉｄｅｒら（１９９９）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８９（１１）：１７４
７－１７５６；Ｍｏｏｒｅら（１９９９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８５（５４２５）
：２６０－２６３）、そして細胞表面上にか、または可溶性形態でのいずれかで
発現される（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒら（１９９９）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８９（
１１）：１７４７－１４５６）。２つのＴＮＦレセプターファミリーのメンバー
であるＢＣＭＡおよびＴＡＣＩは、ＢＡＦＦと相互作用することが以前に示され
ている（Ｇｒｏｓｓら（２０００）Ｎａｔｕｒｅ　４０４：９９５－９９９；Ｔ
ｈｏｍｐｓｏｎら（２０００）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９２（１）：１２９－１
３５；Ｘｉａら（２０００）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９２：１３７－１４３；Ｍ
ａｒｓｔｅｒｓら（２０００）Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．１０（１３）：７８５－７
８８；Ｓｈｕら（２０００）Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．６５（５）：６８０
－６８３；Ｗｕら（２０００）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：３５４７８－
３５４８５）。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明は、一部、ＢＡＦＦレセプタータンパク質である「ＢＡＦＦ－Ｒ」、ポ
リヌクレオチド配列、およびこれらの核酸配列によってコードされるＢＡＦＦ－
Ｒポリペプチドの発見に基づく。
【００１１】
　１つの局面においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドをコードする単
離された核酸、またはそれらのフラグメントもしくは誘導体を提供する。核酸は
、例えば、図２Ｄ（配列番号５）のアミノ酸配列を含有しているポリペプチドに
対して、少なくとも５０％同一であるか、または少なくとも９０％同一であるポ
リペプチドをコードする核酸配列を含み得る。
【００１２】
　本発明はまた、ハイブリダイゼーションプローブに対してストリンジェントな
条件下でハイブリダイズする配列を含有している、実質的に純粋な核酸分子を提
供する。プローブの核酸配列は、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）
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のコード配列、または上記のコード配列の相補物体から構成される。
【００１３】
　いくつかの実施形態においては、核酸配列は、少なくとも１つの保存的アミノ
酸置換を有する、図２Ｄ（配列番号５）の配列を有しているポリペプチドをコー
ドする。
【００１４】
　いくつかの実施形態においては、核酸配列は、ＢＡＦＦを結合するポリペプチ
ドをコードする。
【００１５】
　核酸は、例えば、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配
列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）に示されている
ヌクレオチド配列を含む核酸を含み得る。
【００１６】
　核酸は、例えば、ゲノムＤＮＡフラグメントであり得るか、またはｃＤＮＡ分
子であり得る。本発明には、本明細書中に記載されている核酸の１つ以上を含有
しているベクター、および本明細書中に記載されているベクターまたは核酸を含
有している細胞もまた、含まれる。
【００１７】
　別の局面においては、本発明は、少なくとも２つのセグメントを含有している
融合タンパク質をコードする、実質的に純粋な核酸分子を提供する。ここでは、
セグメントの１つは、本発明の上記の実施形態に示されているアミノ酸配列に記
載されているような、ポリペプチドまたはそのフラグメントを含有する。本発明
はまた、少なくとも２個または３個のセグメントを含有している融合タンパク質
を提供する。ここでは、第１のセグメントは、異種シグナルポリペプチドを含み
、第２のセグメントは、本発明の上記の実施形態に示されているＢＡＦＦ－Ｒア
ミノ酸配列に記載されているような、ポリペプチドまたはそのフラグメントを含
み、そして第３のセグメントは、免疫グロブリンポリペプチドを含む。あるいは
、第１のセグメントは、シグナル配列を含有している免疫グロブリンポリペプチ
ドフラグメントを含み、そして第２のセグメントは、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド
フラグメントを含む。
【００１８】
　他の局面においては、本発明は、本発明の上記の実施形態のポリペプチドに特
異的に結合する、実質的に純粋な結合剤を提供する。
【００１９】
　本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかを含有している組換え発現ベクター
で形質転換された宿主細胞にも関する。
【００２０】
　別の局面においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸、および薬学的に受容可能
なキャリアまたは希釈剤を含有する、薬学的組成物を含む。
【００２１】
　さらなる局面においては、本発明は、実質的に精製されたＢＡＦＦ－Ｒポリペ
プチド（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸によってコードされるポリペプチドのいずれ
か）を含む。
【００２２】
　本発明には、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド、および薬学的に受容可能なキャリア
または希釈剤を含有する薬学的組成物もまた、含まれる。
【００２３】
　なおさらなる局面においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに特異的
に結合する抗体を提供する。抗体は、例えば、モノクローナル抗体またはポリク
ローナル抗体であり得る。本発明には、ＢＡＦＦ－Ｒ抗体、および薬学的に受容
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可能なキャリアまたは希釈剤を含有している薬学的組成物もまた含まれる。本発
明はまた、上記の核酸分子のいずれかによってコードされるポリペプチド上のエ
ピトープに結合する、単離された抗体にも関する。
【００２４】
　本発明はさらに、上記の核酸分子のいずれかによってコードされるポリペプチ
ドに結合する抗体、およびネガティブコントロール抗体を含有しているキットに
関する。
【００２５】
　本発明はさらに、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの産生のための方法を提供する。
この方法は、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸を含むベクター）を
含有している細胞を提供する工程、および核酸によってコードされるＢＡＦＦ－
Ｒポリペプチドを発現させるために十分な条件下で細胞を培養する工程を包含す
る。次いで、発現されたＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドは、細胞から回収される。好
ましくは、細胞は、内因性のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドをほとんど産生しないか
、または全く産生しない。細胞は、例えば、原核生物細胞または真核生物細胞で
あり得る。
【００２６】
　本発明は、免疫応答を誘導するために十分なポリペプチドの量を、哺乳動物に
投与することによる、上記に開示されている核酸分子のいずれかによってコード
されるポリペプチドに対して、哺乳動物中の免疫応答を誘導する方法を提供する
。
【００２７】
　本発明はまた、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを化合物と接触させる工程、および
化合物がＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに結合するかどうかを決定する工程による、
ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに結合する化合物を同定する方法に関する。
【００２８】
　本発明はまた、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸を化合物と接触させる工程、および化合物が
核酸分子に結合するかどうかを決定することによる、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド
をコードする核酸分子に結合する化合物を同定する方法にも関する。
【００２９】
　本発明はさらに、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを化合物と接触させる工程、およ
びＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド活性が改変されるかどうかを決定することによる、
ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの活性を調節する化合物を同定する方法を提供する。
【００３０】
　本発明はまた、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを化合物と接触させる工程、および
化合物がＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの活性を改変するかどうか、化合物がＢＡＦ
Ｆ－Ｒポリペプチドに結合するかどうか、またはＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドをコ
ードする核酸分子に結合するかどうかを決定することによって同定される、ＢＡ
ＦＦ－Ｒポリペプチド活性を調節する化合物にも関する。
【００３１】
　別の局面においては、本発明は、被験体のＢ細胞によって媒介される状態（例
えば、自己免疫性障害またはガン）の診断方法を提供する。この方法は、被験体
由来のタンパク質サンプルを提供する工程、および被検サンプル中のＢＡＦＦ－
Ｒポリペプチドの量を測定する工程を包含する。次いで、被検サンプル中のＢＡ
ＦＦ－Ｒの量が、コントロールタンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチ
ドの量に対して比較される。コントロールタンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ
ポリペプチドの量と比較した、被験タンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペ
プチドの量の変化は、被験体がＢ細胞によって媒介される状態を有することを示
す。コントロールサンプルは、好ましくは、適合する個体（例えば、類似の年齢
、性別、または他の一般的な状態の個体であるが、その状態を有しているとの疑
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いのない個体）から採取される。あるいは、コントロールサンプルは、被験体が
障害を有しているとの疑いのない時に被験体から採取されることがある。いつく
かの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドは、ＢＡＦＦ－Ｒ抗体を使
用して検出される。
【００３２】
　さらなる局面においては、本発明は、被験体のＢ細胞によって媒介される状態
（例えば、自己免疫性障害）を診断する方法を含む。この方法は、被験体由来の
核酸サンプル（例えば、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはそれらの両方）を提供す
る工程、および被験核酸サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸の量を測定する工程を包
含する。次いで、被検核酸中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸サンプルの量が、コントロール
サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸の量に対して比較される。コントロールサンプル
中のＢＡＦＦ－Ｒの量と比較したサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸の量における変
化は、被験体が自己免疫性状態を有することを示す。
【００３３】
　さらなる局面においては、本発明は、被験体の腫瘍形成性または自己免疫性状
態の診断方法を含む。この方法は、被験体由来の核酸サンプルを提供する工程、
および被検核酸サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸のヌクレオチド配列の少なくとも
一部を同定する工程を包含する。次いで、被検サンプルのＢＡＦＦ－Ｒヌクレオ
チド配列が、コントロールサンプルのＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列に対して比
較される。上記のコントロールサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列と比
較したサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列における変化は、被験体がこ
のような状態を有することを示す。
【００３４】
　なおさらなる局面においては、本発明は、Ｂ細胞によって媒介される状態を処
置する、または予防する、または遅延させる方法を提供する。この方法は、この
ような処置または予防または遅延が所望される被験体に対して、ＢＡＦＦ－Ｒ核
酸、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド、または抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体を、被験体の腫瘍形
成性または免疫調節状態を処置、予防、または遅延させるために十分な量で投与
することを含む。
【００３５】
　ＢＡＦＦ－Ｒ核酸分子、ポリペプチド、または抗体を使用して診断される、処
理される、予防される、または遅延させられる状態は、ガン、または免疫調節障
害であり得る。これらの疾患には、自己免疫性の性質の疾患（例えば、全身性エ
リテマトーデス、慢性間接リウマチ、重症筋無力症、自己免疫性溶血性貧血、突
発性血小板減少症紫斑、抗リン脂質（ａｎｔｉ－ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ）症
候群、シャーガス病、グレーブズ病、ヴェーゲナー肉芽種症、結節性多発動脈炎
、および結節性進行性糸球体腎炎）が含まれる。治療薬はまた、多発性骨髄腫、
ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、Ｈ鎖病、原発性アミロイド症また
は免疫細胞関連アミロイド症、および意義不明性クローン性高ガンマグロブリン
血症（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ｇａｍｍｏｐａｔｈｙ　ｏｆ　ｕｎｄｅｔｅｒｍ
ｉｎｅｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ；ＭＧＵＳ）のような、血漿細胞の障害に
おける適用を有する。腫瘍学の標的には、Ｂ細胞ガン腫、白血病、およびリンパ
腫が含まれる。
【００３６】
　本発明の核酸、ポリペプチド、および抗体を使用する組成物および処置方法は
、所望されない細胞増殖に関係している任意の状態に使用され得る。詳細には、
本発明は、ＢＡＦＦおよび／またはＢＡＦＦ－Ｒを発現する腫瘍細胞を処置する
ために使用され得る。
【００３７】
　ＢＡＦＦ－Ｒアゴニスト（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒに結合し、そしてＢＡＦＦを
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模倣する抗体）を含有している本発明の組成物はまた、例えば、少量のＢ細胞に
よって特徴付けられる免疫不全を処置するためにも使用され得る。このような障
害は、例えば、放射線治療および／または化学療法によって引き起こされる場合
がある。
【００３８】
　本発明の別の局面においては、組換え発現されたタンパク質の凝集を減少させ
る方法が提供される。この方法は、保存されているドメイン、および保存されて
いる領域内の同一ではないアミノ酸を決定するための、タンパク質またはその融
合タンパク質の相同の比較を含む。一般的には、少なくとも１つの非極性のアミ
ノ酸が、荷電していない極性のアミノ酸に、またはプロリン、アラニン、もしく
はセリンに変更される。
【００３９】
　他の場所で特に記載されていない限りは、本明細書中で使用されている全ての
技術用語および科学用語は、本発明が属する分野の当業者によって一般的に理解
されているものと同じ意味を有する。本明細書中に記載されているものと同様ま
たは同等の方法および材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが
、適切な方法および材料が以下に記載される。本明細書中に記載されている全て
の刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献が、それらの全体において参考
として援用されている。コンフリクトの場合には、定義を含む本明細書が統制と
なる、さらに、材料、方法、および実施例は、説明にすぎず、そして限定として
は意図されない。
【００４０】
　本発明の他の特徴および利点が、以下の詳細な記載および特許請求の範囲から
明らかである。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
　（項目１）　配列番号５のアミノ酸配列を含有しているポリペプチドに対し
て少なくとも５０％同一であるポリペプチドをコードする配列を含有している、
単離された核酸。
　（項目２）　前記核酸が、配列番号５に対して少なくとも９０％同一である
ポリペプチドをコードする、項目１に記載の核酸。
　（項目３）　前記コードされるポリペプチドがＢＡＦＦを結合する、項目
１に記載の核酸。
　（項目４）　前記核酸がＤＮＡである、項目１に記載の核酸。
　（項目５）　前記核酸がＲＮＡである、項目１に記載の核酸
　（項目６）　前記核酸がｃＤＮＡ分子である、項目１に記載の核酸。
　（項目７）　配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、または配
列番号６の少なくとも一部に対して相補的であるヌクレオチド配列を含有してい
る、単離された核酸。
　（項目８）　項目１または２に記載の核酸を含有している、ベクター。
　（項目９）　項目８に記載のベクターを含有している、細胞。
　（項目１０）　項目１に記載の核酸および薬学的に受容可能なキャリアを
含有している、薬学的組成物。
　（項目１１）　項目１または２に記載の核酸によってコードされる、実質
的に精製されたポリペプチド。
　（項目１２）　項目１１に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能な
キャリアを含有している、薬学的組成物。
　（項目１３）　項目１２に記載のポリペプチドに特異的に結合する、抗体
。
　（項目１４）　項目１２に記載のポリペプチド上のエピトープに結合する
、抗体。
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　（項目１５）　項目１２に記載のポリペプチドに結合する抗体、および必
要に応じて、ネガティブコントロール抗体を含有している、キット。
　（項目１６）　項目１３に記載の抗体、および薬学的に受容可能なキャリ
アを含有している、薬学的組成物。
　（項目１７）　ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを産生する方法であって、該方法
は、以下：
　項目９に記載の細胞を提供する工程；
　該ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの発現に十分な条件下で該細胞を培養する工程；
および
　該ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを回収し、それによって該ＢＡＦＦ－Ｒポリペプ
チドを産生する工程、
を包含する、方法。
　（項目１８）　前記細胞が原核生物細胞である、項目１７に記載の方法。
　（項目１９）　前記細胞が真核生物細胞である、項目１７に記載の方法。
　（項目２０）　被検体のＢ細胞によって媒介される状態を診断する方法であ
って、該方法は、以下：
　該被験体由来のタンパク質サンプルを提供する工程；
　該被検体サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの量を測定する工程；および
　コントロールタンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの量に対して
、該被験体タンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドの量を比較する工
程であって、ここで、該コントロールタンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリ
ペプチドの量と比較した該被験体タンパク質サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒポリペプ
チドの量の変化が、該被験体がＢ細胞によって媒介される状態を有することを示
す、工程、
を包含する、方法。
　（項目２１）　前記Ｂ細胞によって媒介される状態が自己免疫性障害である
、項目２０に記載の方法。
　（項目２２）　前記Ｂ細胞によって媒介される状態が癌である、項目２０
に記載の方法。
　（項目２３）　被検体のＢ細胞によって媒介される状態を診断する方法であ
って、該方法は、以下：
　該被験体由来の核酸サンプルを提供する工程；
　該被験体核酸サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸の量を測定する工程；および
　コントロールサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸の量に対して、該被験体核酸中の
ＢＡＦＦ－Ｒ核酸サンプルの量を比較する工程であって、ここで、該コントロー
ルサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒの量と比較した、該サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸
の量の変化が、該被験体がＢ細胞によって媒介される状態を有すること示す、工
程、
を包含する、方法。
　（項目２４）　前記測定されたＢＡＦＦ－Ｒ核酸がＢＡＦＦ－Ｒ　ＲＮＡで
ある、項目２３に記載の方法。
　（項目２５）　前記測定されたＢＡＦＦ－Ｒ核酸がＢＡＦＦ－Ｒ　ＤＮＡで
ある、項目２３に記載の方法。
　（項目２６）　前記ＢＡＦＦ－Ｒ核酸が項目１に記載の核酸を使用して測
定される、項目２３に記載の方法。
　（項目２７）　前記ＢＡＦＦ－Ｒ核酸が、項目１に記載の核酸を増幅する
１つ以上の核酸を使用することによって測定される、項目２３に記載の方法。
　（項目２８）　被検体のＢ細胞によって媒介される状態を診断する方法であ
って、該方法は、以下：
　該被験体由来の核酸サンプルを提供する工程；
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　該被験体核酸サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒ核酸のヌクレオチド配列の少なくとも
一部を同定する工程；および
　コントロールサンプルのＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列に対して、該被検体サ
ンプルのＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列を比較する工程であって、ここで、該コ
ントロールサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列と比較した、該サンプル
中のＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列の変化が、該被験体がＢ細胞によって媒介さ
れる状態を有すること示す、工程、
を包含する、方法。
　（項目２９）　自己免疫性状態または腫瘍形成性状態を、処置または予防ま
たは遅延させる方法であって、該方法は、以下：
　このような処置または予防または遅延が所望される被験体に、該被験体の自己
免疫性状態または腫瘍形成性状態の処置、予防または遅延に十分な量の項目１
に記載の核酸を投与する工程、
を包含する、方法。
　（項目３０）　自己免疫性状態または腫瘍形成性状態を、処置または予防ま
たは遅延させる方法であって、該方法は、以下：
　このような処置または予防または遅延が所望される被験体に、該被験体の自己
免疫性状態または腫瘍形成性状態の処置、予防または遅延に十分な量の項目１
２に記載のポリペプチドを投与する工程、
を包含する、方法。
　（項目３１）　自己免疫性状態または腫瘍形成性状態を、処置または予防ま
たは遅延させる方法であって、該方法は、以下：
　このような処置または予防または遅延が所望される被験体に、該被験体の自己
免疫性状態または腫瘍形成性状態の処置、予防または遅延に十分な量の項目１
６に記載の抗体を投与する工程、
を包含する、方法。
　（項目３２）　ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を結合する化合物を同定するための
方法であって、該方法は、以下：
　ａ）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を化合物と接触させる工程；および
　ｂ）該化合物がＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を結合するかどうかを決定する工程、
を包含する、方法。
　（項目３３）　前記化合物のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質への結合が、タンパク
質結合アッセイによって決定される、項目３２に記載の方法。
　（項目３４）　項目３２に記載の方法によって同定される、化合物。
　（項目３５）　ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする核酸を結合する化合物
を同定するための方法であって、該方法は、以下：
　ａ）該ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする核酸を化合物と接触させる工程；
および
　ｂ）該化合物が該核酸分子を結合するかどうかを決定する工程、
を包含する、方法。
　（項目３６）　項目３５に記載の方法によって同定される、化合物。
　（項目３７）　ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の活性を調節する化合物を同定する
ための方法であって、該方法は、以下：
　ａ）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を化合物と接触させる工程；および
　ｂ）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質活性が調節されているかどうかを決定する工程、
を包含する、方法。
　（項目３８）　項目３７に記載の方法によって同定される、化合物。
　（項目３９）　組換え発現されたタンパク質の凝集を減少させる方法であっ
て、該方法は、以下：
　ａ）組換え発現されたタンパク質として凝集する標的タンパク質のホモログ間
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で保存されているアミノ酸の領域を同定する工程；
　ｂ）該標的タンパク質中の少なくとも１つの保存されていないアミノ酸で置換
を行って、変異した標的タンパク質を形成する工程；
を包含し、
　ここで、該変異した標的タンパク質は、組換え発現された場合に減少した凝集
を示す、方法。
　（項目４０）　前記保存されていないアミノ酸が非極性のアミノ酸である、
項目３９に記載の方法。
　（項目４１）　前記非極性のアミノ酸が、荷電していない極性のアミノ酸に
変更される、項目３９に記載の方法。
　（項目４２）　前記非極性のアミノ酸が、プロリン、セリン、またはアラニ
ンからなる群より選択されるアミノ酸に変更される、項目３９に記載の方法。
　（項目４３）　前記非極性のアミノ酸がプロリンに変更される、項目３９
に記載の方法。
　（項目４４）　以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含有している
ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の少なくとも一部をコードする、単離された核酸分子：
配列番号１３；配列番号１５；配列番号１６；配列番号１７；配列番号１８；配
列番号１９；配列番号２０；配列番号２１；配列番号２２；配列番号２３；配列
番号２４；配列番号２５；配列番号２６；配列番号２７；配列番号２８；配列番
号２９；配列番号３０；配列番号３１；および配列番号３２。
　（項目４５）　前記核酸が、キメラタンパク質の一部として前記ＢＡＦＦ－
Ｒタンパク質をコードする、項目４４に記載の単離された核酸分子。
　（項目４６）　前記キメラタンパク質が、免疫グロブリン定常領域を含む、
項目４５に記載の単離された核酸。
　（項目４７）　配列番号１４のアミノ酸配列を含有しているＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質をコードする、単離された核酸分子。
　（項目４８）　前記核酸が、キメラタンパク質の一部として前記ＢＡＦＦ－
Ｒタンパク質をコードする、項目４７に記載の単離された核酸分子。
　（項目４９）　前記キメラタンパク質が、免疫グロブリン定常領域を含む、
項目４８に記載の単離された核酸。
　（項目５０）　以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含有している
、単離されたポリペプチド：配列番号１３；配列番号１５；配列番号１６；配列
番号１７；配列番号１８；配列番号１９；配列番号２０；配列番号２１；配列番
号２２；配列番号２３；配列番号２４；配列番号２５；配列番号２６；配列番号
２７；配列番号２８；配列番号２９；配列番号３０；配列番号３１；および配列
番号３２。
　（項目５１）　前記ポリペプチドがキメラタンパク質である、項目５０に
記載の単離されたポリペプチド。
　（項目５２）　前記キメラタンパク質が免疫グロブリン定常領域を含む、請
求項５１に記載の単離されたポリペプチド。
　（項目５３）　配列番号１４のアミノ酸配列を含有している、単離されたマ
ウスＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド。
　（項目５４）　前記ポリペプチドがキメラタンパク質である、項目５３に
記載の単離されたポリペプチド。
　（項目５５）　前記キメラタンパク質が免疫グロブリン定常領域を含む、請
求項５４に記載の単離されたポリペプチド。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１Ａ】図１Ａは、ｐＪＳＴ５７６中にクローン化されたＢＪＡＢ　ｃＤＮＡのＤＮＡ
配列（配列番号１）を示す。
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【図１Ｂ】図１Ｂは、ＩＭＡＧＥクローン２０００２７１（ＥＳＴ　ＡＩ２５０２８９）
のｃＤＮＡ（配列番号２）の完全なＤＮＡ配列を示す。
【図２Ａ】図２Ａは、ＧＥＮＥＳＣＡＮプログラムによって推定された、イントロンを含
まないＪＳＴ５７６のヌクレオチド配列（配列番号３）を示す。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ＢＪＡＢもしくはＩＭ－９　ＲＮＡから作製された、またはＪＳＴ
５７６　ｃＤＮＡについてのいずれかの１本鎖のｃＤＮＡを使用して、ＢＡＦＦ－Ｒにつ
いて得られたＰＣＲ産物の１％アガロースゲルを示す。レーン１は、λＤＮＡ　Ｈｉｎｄ
ＩＩＩ消化物である。レーン２は、ＢＪＡＢオリゴｄＴでプライムしたＢＡＦ－２２５／
ＢＡＦ－１９１である。レーン３は、ＢＪＡＢオリゴｄＴでプライムしたＢＡＦ－２２６
／ＢＡＦ－１９１である。レーン４は、ＢＪＡＢでランダムプライムしたＢＡＦ－２２５
／ＢＡＦ－１９１である。レーン５は、ＢＪＡＢでランダムプライムしたＢＡＦ－２２６
／ＢＡＦ－１９１である。レーン６は、ＩＭ－９オリゴｄＴでプライムしたＢＡＦ－２２
５／ＢＡＦ－１９１である。レーン７は、ＩＭ－９オリゴｄＴでプライムしたＢＡＦ－２
２６／ＢＡＦ－１９１である。レーン８は、ＩＭ－９でランダムプライムしたＢＡＦ－２
２５／ＢＡＦ－１９１である。レーン９は、ＩＭ－９でランダムプライムしたＢＡＦ－２
２６／ＢＡＦ－１９１である。レーン１０は、ＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡ　ＢＡＦ－２２５
／ＢＡＦ－１９１である。レーン１１は、ＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡ　ＢＡＦ－２２６／Ｂ
ＡＦ－１９１である。レーン１２は、鋳型を含まないＢＡＦ－２２５／ＢＡＦ－１９１で
ある。レーン１３は、鋳型を含まないＢＡＦ－２２６／ＢＡＦ１９１である。
【図２Ｃ】図２Ｃは、ＢＪＡＢの１本鎖ｃＤＮＡから推定されたイントロンに隣接してい
る、バルクなＰＣＲ産物の集団の配列決定によって決定した、成熟ＪＳＴ５７６（ＢＡＦ
Ｆ－Ｒ）配列（配列番号４）（また、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号第ＡＦ３７３８４６）を示
す。
【図２Ｄ】図２Ｄは、ＢＡＦＦ－Ｒ（ＪＳＴ５７６）のアミノ酸配列（配列番号５）を示
す。太字のＡ（Ａｌａ）残基は、別のスプライシングアクセプター部位の使用によって生
じる配列を示す。推定される膜貫通ドメインは四角で囲み、そして推定の停止導入シグナ
ルは下線で示す。
【図３】図３は、ヒト脾臓の１本鎖ｃＤＮＡからＲＴ－ＰＣＲによって得られた、５’Ｕ
ＴＲ配列を含有しているＪＳＴ５７６のスプライシングされたバージョン（配列番号６）
、および推定されるアミノ酸配列（配列番号７）を示す。この配列は、ＡＴＧを有するフ
レーム中に上流の停止コドンを含む。
【図４Ａ】図４Ａは、マウスのＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡの配列（配列番号８）（また、Ｇ
ｅｎＢａｎｋ登録番号第ＡＦ３７３８４７）を示す。
【図４Ｂ】図４Ｂは、マウスＢＡＦＦ－Ｒのアミノ酸配列（配列番号９）を示す。Ｃｙｓ
残基は太字および下線で、そして推定される膜貫通領域は四角で囲って示す。
【図４Ｃ】図４Ｃは、ヒトＢＡＦＦ－Ｒタンパク質配列（配列番号１０）およびマウスＢ
ＡＦＦ－Ｒタンパク質配列（配列番号９）間の相同性を示す。
【図５】図５は、ＪＳＴ５７６トランスフェクト細胞に対するヒトＢＡＦＦの結合を示す
。２９３ＥＢＮＡ細胞を、ｐＪＳＴ５７６またはＣＡ３３６（ｈｕＴＡＣＩ）、およびＧ
ＦＰレポーター構築物で同時トランスフェクトした。細胞を、１μｇ／ｍｌのビオチン化
ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦと、続いてＳＡＶ－ＰＥとの、ＢＡＦＦの結合についてアッセイし
た。
【図６】図６は、ＪＳＴ５７６トランスフェクト細胞へのヒトおよびマウスのＢＡＦＦの
結合を示す。２９３ＥＢＮＡ細胞を、ｐＪＳＴ５７６およびＧＦＰレポーター構築物で同
時トランスフェクトした。細胞を、５μｇ／ｍｌのｆｌａｇ－ｈｕＢＡＦＦまたはｆｌａ
ｇ－ｍｕＢＡＦＦ、続く抗ｆｌａｇモノクローナル抗体Ｍ２およびロバ抗－マウスＩｇＧ
－ＰＥとの、ＢＡＦＦの結合について、２４時間後にアッセイした。
【図７】図７は、ＡＰＲＩＬがＪＳＴ５７６トランスフェクト細胞には結合しないことを
示す。２９３ＥＢＮＡ細胞を、ｐＪＳＴ５７６またはＣＡ３３６（ｈｕＴＡＣＩ）および
ＧＦＰレポーター構築物で同時トランスフェクトした。細胞を、１μｇ／ｍｌのｍｙｃ－
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ｍｕＡＰＲＩＬと、続いて抗ｍｕ－ＡＰＲＩＬラット－ＩｇＧ２ｂ、ビオチン化抗ラット
ＦｃＧ２ｂ、およびＳＡＶ－ＰＥとのＡＰＲＩＬ結合についてアッセイした。
【図８】図８は、ＢＡＦＦがＪＳＴ５７６トランスフェクト細胞由来のタンパク質を沈殿
させることを示す。２９３ＥＢＮＡ細胞を、ＢＡＦＦ－Ｒ（ｐＪＳＴ５７６）、ベクター
のみ（ＣＨ２６９）、またはｈｕＴＡＣＩ（ＣＡ３３６）のいずれかでトランスフェクト
し、そして３５Ｓシステインおよびメチオニンでパルスした。抽出物を、ｆｌａｇ－ｈｕ
ＢＡＦＦとともに免疫沈降させ、そして還元性ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で泳動した。分子
量マーカーを左に示す。
【図９】図９は、ヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃをコードする遺伝子の核酸配列（配列番号１１
）、およびその誘導されるアミノ酸配列（配列番号１２）を示す：核酸残基１～６３は、
マウスＩｇＧ－κシグナル配列をコードする；核酸残基６４～６６は、制限酵素部位を導
入するために使用した；核酸残基６７～２７６は、ＢＡＦＦ－Ｒ細胞外ドメインの一部を
コードする；核酸残基２７７～２７９は、制限酵素部位を導入するために使用した；そし
て核酸残基２８０～９６０は、ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域をコードする。
【図１０Ａ】図１０Ａは、プローブとしてＪＳＴ５６のＥｃｏＮＩフラグメントを使用し
た、ノーザンブロット分析の結果を示す。すべての露光は４日間である。１０Ａは、Ｃｌ
ｏｎｔｅｃｈヒトＩｍｍｕｎｅ　ＩＩブロットである。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、プローブとしてＪＳＴ５６のＥｃｏＮＩフラグメントを使用し
た、ノーザンブロット分析の結果を示す。すべての露光は４日間である。１０Ｂは、Ｃｌ
ｏｎｔｅｃｈヒト１２レーン多組織ブロットである。
【図１０Ｃ】図１０Ｃは、プローブとしてＪＳＴ５６のＥｃｏＮＩフラグメントを使用し
た、ノーザンブロット分析の結果を示す。すべての露光は４日間である。１０Ｃは、Ｃｌ
ｏｎｔｅｃｈ　ヒト多組織ＩＩブロットである。
【図１１】図１１は、種々の細胞株から単離した２０μｇの全ＲＮＡのノーザンブロット
分析の結果を示す。ブロットを、ＪＳＴ５７６のＥｃｏＮＩ制限フラグメントでプローブ
し、そして４日間露光させた。ＦＡＣＳ分析によって決定した、細胞株のＢＡＦＦに結合
する能力を、レーンの下に示す。
【図１２】図１２は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃを使用する免疫沈降の結果を示す。ヒトＢＡＦ
Ｆは、ＢＡＦＦ－Ｒ：ＦｃまたはＢＣＭＡ：Ｆｃで沈降させられたが、Ｆｎ１４－Ｆｃで
はそうではなかった。コントロールＢＡＦＦタンパク質をレーン１に示す。
【図１３】図１３は、ヒトＢＡＦＦ：Ｆｃが、ＢＪＡＢ細胞へのヒトＢＡＦＦの結合をブ
ロックすることを示す。ＦＡＣＳ分析の結果を、図１３Ａに示す。曲線Ｅは、ＢＡＦＦ－
Ｒ：Ｆｃの非存在下でのＢＪＡＢ細胞へのビオチン化ＢＡＦＦの結合を示す。曲線Ｂ～Ｄ
は、それぞれ、５μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、または０．２μｇ／ｍｌの存在下でのＢＪ
ＡＢ細胞に結合するＢＡＦＦの能力を示す。曲線Ａは、第２工程のみの曲線である。図１
３Ｂは、ＴＡＣＩ：Ｆｃ（三角）、または非特異的融合タンパク質ＬＴ＿Ｒ：Ｆｃ（丸）
と比較した、種々の濃度のＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ（四角）の、レセプターを発現するＢＪＡ
Ｂ細胞へのＢＡＦＦの結合をブロックする能力を示す。
【図１４】図１４は、脾臓Ｂ細胞のＢＡＦＦによって誘導される同時刺激をブロックする
、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃの能力を示す。漸増量のｈＢＡＦＦ（ｎｇ／ｍｌ）に対する［３Ｈ
］チミジンの取り込み（ｃｐｍ）のグラフを示す。
【図１５】図１５は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ１での処置が正常なマウスにおいて末梢Ｂ細胞
の減少を生じることを示す。
【図１６】図１６は、ヒトＢＡＦＦ－Ｒ：ＦｃおよびマウスＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃでのマウ
スの処置が、脾臓Ｂ２２０＋Ｂ細胞の数を減少させることを示す。
【図１７】図１７は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃのマウスへの投与がリンパ節Ｂ２２０＋Ｂ細胞
の割合を減少させることを示す。
【図１８】図１８は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃのマウスへの投与が末梢血Ｂ２２０＋細胞を減
少させることを示す。
【図１９】図１９Ａは、ＢＡＦＦ－Ｒに結合する抗体を産生する４個のクローンの上清か
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らのＦＡＣＳデータを示す。ＢＡＦＦ－Ｒに結合する抗体を含まないコントロール上清も
また示す。図１９Ｂは、ＢＡＦＦ－ＲへのＢＡＦＦの結合をブロックする２個のクローン
を示すヒストグラムである。（ａ）は、ＢＡＦＦコントロールなしを示す；（ｂ）は、ク
ローン２による抗体のブロック能力を示す；（ｃ）は、クローン９による抗体のブロック
能力を示す；そして（ｄ）は、ＢＡＦＦ－Ｒには結合しないコントロール抗体による曲線
を示す。
【図２０】図２０は、ヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ（ｈＢＡＦＦ－Ｒ）およびマウスＢＡＦＦ
－Ｒ：Ｆｃ（ｍＢＡＦＦ－Ｒ）細胞外ドメインのアミノ酸配列のアラインメント、ならび
に示した配列を含有しているＦｃ融合タンパク質の発現の際に観察される凝集の割合を示
す。番号を付けたＪＳＴクローンは、親配列において変異を示すアミノ酸配列（下線で示
す）、およびそれによって生じる発現されたタンパク質の凝集を示す。ヒト（配列番号１
０のアミノ酸２～７１；配列番号１３）およびマウス（配列番号９のアミノ酸２～７１；
配列番号１４）のＢＡＦＦ－Ｒについての部分的な配列；ならびに以下のクローンについ
ての対応している部分を示す：ＪＳＴ６５９（配列番号１５）、ＪＳＴ６６０（配列番号
１６）、ＪＳＴ６６１（配列番号１７）、ＪＳＴ６６２（配列番号１８）、ＪＳＴ６６３
（配列番号１９）、ＪＳＴ６７３（配列番号２０）、ＪＳＴ６７４（配列番号２１）、Ｊ
ＳＴ６７５（配列番号２２）、ＪＳＴ６７２（配列番号２３）、ＪＳＴ６７６（配列番号
２４）、ＪＳＴ６７１（配列番号２５）、ＪＳＴ６７７（配列番号２６）、ＪＳＴ６７８
（配列番号２７）、ＪＳＴ６６４（配列番号２８）、ＪＳＴ６６８（配列番号２９）、Ｊ
ＳＴ６６５（配列番号３０）、ＪＳＴ６６６（配列番号３１）、およびＪＳＴ６６７（配
列番号３２）。
【図２１】図２１は、ＢＡＦＦ－Ｒ－ｉ．ｃ．ｄ．（ＢＡＦＦ－Ｒ細胞内ドメイン）でト
ランスフェクトした細胞（レーン１）またはコントロールベクターでトランスフェクトし
た細胞（レーン２）から調製した溶解物を使用して免疫沈降させたタンパク質のオートラ
ジオグラフを示す。約６×１０６個の２９３Ｅ細胞を、ＢＡＦＦＲ－ｉ．ｃ．ｄ．をコー
ドする構築物または模擬プラスミドでトランスフェクトした。４８時間後に、細胞を、３

５Ｓで代謝によって２４時間標識し、溶解緩衝液で溶解させ、予め明澄化させ、そして抗
ｍｙｃ　ｍＡｂ、９Ｅ１０で免疫沈降させた。免疫沈降物を、還元条件下での１０～２０
％のＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離させた。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　（発明の詳細な説明）
　本明細書中で援用されている、参考文献、特許、特許出願、および学術文献（
ＧｅｎＢａｎｋデータベース配列についての登録番号を含む）は、当業者の知見
を確立し、そしてそれぞれが詳細にそして個々に参考として援用されていること
が示されるかのように同じ程度で、それらの全体において本明細書中で参考とし
て援用されている。本明細書中で引用されているいずれかの参考文献と、本明細
書の特異的な教示との間での全てのコンフリクトは、本明細書の恩恵と考えるべ
きである。同様に、当該分野で理解されている用語または句の定義と、本明細書
中での詳細な教示としての用語または句の定義との間での全てのコンフリクトは
、本発明の恩恵と考えるべきである。
【００４３】
　当業者に公知である組換えＤＮＡ技術の一般原理を示す標準的な参考文献には
、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣ
ＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ（１９９８）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮ
Ｇ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ、
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９）；Ｋａｕｆｍａｎら編、ＨＡＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ
　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＡＮＤ　ＣＥＬＬＵＬＡＲ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　Ｂ
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ＩＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒ
ａｔｏｎ（１９９５）；ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ編、ＤＩＲＥＣＴＥＤ　ＭＵＴＡＧ
ＥＮＥＳＩＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｏｘｆｏｒｄ（１９９１）が含まれる。
【００４４】
　本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドをコードする単離さ
れた核酸またはその一部、ＢＡＦＦ－Ｐポリペプチド、これらの核酸を含有して
いるベクター、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸で形質転換された宿主細胞、抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗
体、および薬学的組成物を開示する。ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを作製する方法
、ならびに、これらの化合物を使用する症状のスクリーニング、診断、処置方法
、およびＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド活性を調節する化合物をスクリーニングする
方法もまた、開示される。
【００４５】
　本明細書中で議論されているＢＡＦＦ－Ｒ核酸およびポリペプチド、ならびに
ＢＡＦＦ－Ｒ抗体、ならびに薬学的組成物は、とりわけ、ガンおよび／または免
疫調節状態の処置に有用である。これらの障害には、例えば、自己免疫性の性質
であるＢ細胞によって媒介される疾患（例えば、全身性エリテマトーデス、慢性
間接リウマチ、重症筋無力症、自己免疫性溶血性貧血、突発性血小板減少症紫斑
、抗リン脂質症候群、シャーガス病、グレーブズ病、ヴェーゲナー肉芽腫症、結
節性多発動脈炎、および結節性進行性糸球体腎炎）が含まれる。この治療薬はま
た、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、Ｈ鎖病、原発
性アミロイド症または免疫細胞関連アミロイド症、および意義不明性クローン性
高ガンマグロブリン血症（ＭＧＵＳ）のような、プラスマ細胞の障害における適
用を有する。腫瘍学の標的には、Ｂ細胞ガン腫、白血病、およびリンパ腫が含ま
れる。
【００４６】
　（ＢＡＦＦ-Ｒ核酸）
　本発明の１つの局面は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な
部分をコードする、単離された核酸分子に関する。ＢＡＦＦ－Ｒをコードする核
酸（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡ）を同定するためのハイブリダイゼーショ
ンプローブとしての使用に十分な核酸フラグメント、およびＢＡＦＦ－Ｒ核酸分
子の増幅もしくは変異のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーとし
ての使用のためのフラグメントもまた、含まれる。本明細書中で使用される場合
には、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ
）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して作製し
たＤＮＡまたはＤＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメント、お
よびホモログが意図される。核酸分子は、１本鎖または２本鎖であり得るが、好
ましくは、２本鎖のＤＮＡである。
【００４７】
　「プローブ」は、用途に応じた種々の長さの（好ましくは、少なくとも約１０
ヌクレオチド（ｎｔ）またはそれ以上（例えば、約６０００ｎｔ））核酸配列を
いう。プローブは、同一の、類似の、または相補的な核酸配列の検出において使
用される。より長いプローブは、通常は、天然のまたは組換えの供給源から得ら
れ、オリゴマーよりも高く特異的であり、そしてはるかにゆっくりとハイブリダ
イズする。プローブは、１本鎖または２本鎖であり得、そしてＰＣＲ、膜に基づ
くハイブリダイゼーション技術、またはＥＬＩＳＡ様技術における特異性を有す
るように設計され得る。
【００４８】
　「単離された核酸分子」は、核酸の天然の供給源に存在する他の核酸分離から
分離されたものである。単離された核酸分子の例には、ベクター中に含まれる組
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換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞中で維持される組換えＤＮＡ分子、部分的または
実質的に精製された核酸分子、および合成のＤＮＡまたはＲＮＡ分子が含まれる
がこれらに限定されない。好ましくは、「単離された」核酸は、核酸が由来する
生物体のゲノムＤＮＡ中で天然の状態で核酸に隣接している配列（すなわち、核
酸の５’および３’末端に存在する配列）を含まない。例えば、種々の実施形態
においては、単離されたＢＡＦＦ－Ｒ核酸分子は、約５０ｋｂ、２５ｋｂ、５ｋ
ｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未満のヌ
クレオチド配列を含有し得る。これは、核酸が由来する細胞のゲノムＤＮＡ中の
核酸分子に天然の状態で隣接している。さらに、「単離された」核酸分子（例え
ば、ｃＤＮＡ分子）は、組換え技術によって産生される場合には、他の細胞の材
料または培養培地を、あるいは化学的に合成される場合には化学的な前駆体また
は他の化合物を、実質的に含有し得ない。
【００４９】
　本発明の核酸分子（例えば、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、
図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のヌ
クレオチド配列、またはこれらのヌクレオチド配列のいずれかの相補物を有して
いる核酸分子）は、標準的な分子生物学的技術、および本明細書中で提供される
配列情報を使用して単離され得る。ハイブリダイゼーションプローブとして図１
Ａ、Ｂ、２Ａ、Ｃ、および３の核酸配列の全てまたは一部を使用して、ＢＡＦＦ
－Ｒ核酸配列が、標準的なハイブリダイゼーションおよびクローニング技術を使
用して単離され得る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら編、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｃ
ＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２版、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ，１９８９；およびＡｕｓｕｂｅｌら編、Ｃ
ＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧ
Ｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ，１９９３
に記載されている）。
【００５０】
　本発明の核酸は、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、あるいはゲノムＤＮＡを鋳型として、
そして適切なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して、標準的なＰＣＲ増幅技
術に従って増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中にク
ローン化され得、そしてＤＮＡ配列分析によって特徴付けられ得る。さらに、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列に対応しているオリゴヌクレオチドは、例えば、自
動ＤＮＡ合成装置を使用して、標準的な合成技術によって調製され得る。
【００５１】
　本明細書中で使用される場合には、用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連
結されたヌクレオチド残基をいう。オリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応において
使用される十分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列
は、ゲノムもしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはゲノムもしくはｃＤＮ
Ａ配列から設計され得、そして特定の細胞または組織中の同一の、類似の、また
は相補的なＤＮＡもしくはＲＮＡを増幅、確認、またはその存在を明らかにする
ために使用され得る。オリゴヌクレオチドは、少なくとも約１０ｎｔそして多く
ても５０ｎｔ（好ましくは、約１５ｎｔから３０ｎｔ）を有している核酸配列の
一部を含む。これらは、化学的に合成され得、そしてプローブとして使用され得
る。
【００５２】
　別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、図１Ａ（配列番号
１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、
および図３（配列番号６）に示されているヌクレオチド配列の相補物である核酸
分子を含む。別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、図１Ａ
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（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列
番号４）、および図３（配列番号６）に示されているヌクレオチド配列の相補物
、またはこのヌクレオチド配列の一部である核酸分子を含む。図１Ａ（配列番号
１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、
および図３（配列番号６）に示されているヌクレオチド配列に相補的である核酸
分子は、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）
、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）に示されているヌクレオチ
ド配列に対して十分に相補的であるものである。これは、図１Ａ（配列番号１）
、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、およ
び図３（配列番号６）に示されているヌクレオチド配列と、わずかな不適合を有
してまたは不適合を有さずに水素結合し得、それによって安定な２本鎖を形成し
得る。
【００５３】
　本明細書中で使用される場合には、用語「相補性」は、核酸分子のヌクレオチ
ド単位間でのワトソンクリックまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合をいい、そ
して用語「結合」は、２つのポリペプチドもしくは化合物、または関連するポリ
ペプチドもしくは化合物、あるいはそれらの組合せ間での物理的または化学的な
相互作用を意味する。結合には、イオン結合、非イオン結合、ファンデルワール
ス結合、疎水性相互作用などが含まれる。物理的な相互作用は、直接的または間
接的のいずれかであり得る。間接的な相互作用は、別のポリペプチドまたは化合
物の作用を通じてであり得るか、またはそれに起因し得る。直接的な結合は、別
のポリペプチドまたは化合物の作用は利用しないか、またはそれには起因しない
が、その代わりに、他の実質的な化学的な中間体を伴わない相互作用をいう。
【００５４】
　さらに、本発明の核酸分子は、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）
、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）の
核酸配列の一部（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒの生物学的に活性な部分をコードするプ
ローブまたはプライマーまたはフラグメントとして使用され得るフラグメント）
のみを含み得る。本明細書中で提供されるフラグメントは、少なくとも６個の（
連続する）核酸または少なくとも４個の（連続する）アミノ酸の配列として定義
され、これは、核酸の場合には特異的なハイブリダイゼーション、またはアミノ
酸の場合にはエピトープの特異的な認識をそれぞれ可能にするに十分な長さであ
り、そして多くても、全長の配列よりもいくつか少ない。フラグメントは、選択
される核酸またはアミノ酸配列の任意の連続している部分に由来し得る。誘導体
は、直接、または改変もしくは部分的な置換のいずれかによって、天然の化合物
から形成された核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、天然の化合物
と同様であるが同一ではない構造を有する、核酸配列またはアミノ酸配列である
が、特定の成分または側鎖を含む点でそれとは異なる。アナログは、合成であり
得るかまたは種々の進化上の起源に由来し得、そして野生型と比較して同様のま
たは反対の代謝活性を有する場合がある。
【００５５】
　誘導体およびアナログは、全長であり得るか、または誘導体もしくはアナログ
が、下記のような改変された核酸またはアミノ酸を含む場合には、全長ではない
場合がある。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の
実施形態において、同一の大きさの核酸またはアミノ酸配列の全体にわたって、
または、アラインメントが当該分野で公知のコンピューターによる相同プログラ
ムによって行われた並べられた配列に対して比較される場合、またはそのコード
する核酸が、上記のタンパク質をコードする配列の相補物に対して、ストリンジ
ェントな、中程度のストリンジェントな、または低いストリンジェントの条件下
でハイブリダイズすることができる場合に、少なくとも約４５％、５０％、７０
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％、８０％、９５％、９８％、またなお９９％の同一性（８０～９９％の同一性
が好ましい）によって、本発明の核酸またはタンパク質と実質的に相同である領
域を含有している分子を含むが、これに限定されない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ
ら、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯ
ＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１
９９３、および下記を参照のこと。例示的なプログラムは、デフォルトセッティ
ングを使用するＧａｐプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン　８　ｆｏｒ　ＵＮＩＸ（登録商
標）、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐａｒｋ、Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）である。これは、Ｓ
ｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ（１９８１）Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２
：４８２－４８９（これは、その全体において本明細書中で参考として援用され
ている）のアルゴリズムを使用する。
【００５６】
　「相同核酸配列」もしくは「相同アミノ酸配列」、またはそれらのバリエーシ
ョンは、上記に議論されているようなヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベル
での相同性によって特徴付けられる配列をいう。相同ヌクレオチド配列は、ＢＡ
ＦＦ－Ｒポリペプチドのイソ型をコードするそのような配列をコードする。イソ
型は、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同じ生物体の異な
る組織中で発現され得る。あるいは、イソ型は、異なる遺伝子によってコードさ
れ得る。本発明においては、相同ヌクレオチド配列には、哺乳動物を含むがこれ
らに限定されないヒト以外の種（従って、例えば、マウス、ラット、ウサギ、イ
ヌ、ネコ、ウシ、ウマ、および他の生物体が含まれ得る）のＢＡＦＦ－Ｒポリペ
プチドをコードするヌクレオチド配列が含まれる。相同ヌクレオチド配列には、
天然に存在している対立遺伝子のバリエーション、および本明細書中に示されて
いるヌクレオチド配列の変異体もまた含まれるが、これらに限定されない。しか
し、相同ヌクレオチド配列には、ヒトＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードするヌク
レオチド配列は含まれない。相同核酸配列は、図２Ｄ（配列番号５）の保存的ア
ミノ酸置換（以下に示される）、ならびにＢＡＦＦ－Ｒ活性を有しているポリペ
プチドをコードするそのような核酸配列が含まれる。相同アミノ酸配列は、ヒト
ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドのアミノ酸配列はコードしない。
【００５７】
　ヒトＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のクローニングによって決定したヌクレオチド配列は
、他の細胞型（例えば、他の組織から）中のＢＡＦＦ－Ｒホモログ、および他の
哺乳動物からのＢＡＦＦ－Ｒホモログの、同定および／またはクローニングにお
ける使用のために設計された、プローブおよびプライマーの作製を可能にする。
プローブ／プライマーは、典型的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチド
を含む。オリゴヌクレオチドは、典型的には、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（
配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配
列番号６）のいずれかの連続しているセンス鎖のヌクレオチド配列、または図１
Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配
列番号４）、および図３（配列番号６）いずれかのアンチセンス鎖のヌクレオチ
ド配列、または図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番
号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のいずれかの天然に
存在している変異体の、少なくとも約１２、２５、５０、１００、１５０、２０
０、２５０、３００、３５０、または４００個に対して、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の領域を含む。
【００５８】
　ヒトＢＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じタンパク質また
は相同タンパク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用さ
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れ得る。種々の実施形態においては、プローブはさらに、それに付着させられた
標識基を含む。例えば、標識基は放射性同位元素、蛍光化合物、酵素、または酵
素補因子であり得る。このようなプローブは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を誤って
発現する細胞または組織を同定するための診断用試験キットの一部として、例え
ば、被験体由来の細胞のサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒをコードする核酸のレベルを
測定することによって（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡのレベルを検出するこ
とによって）、あるいは、ゲノムＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子が変異させられているかま
たは欠失させられているかどうかを決定することによって、使用され得る。
【００５９】
　「ＢＡＦＦ－Ｒの生物学的に活性な部分を有しているポリペプチド」は、特定
の生物学的アッセイにおいて測定された場合に、用量依存的にまたはそうではな
く、本発明のポリペプチドの活性と同様の（必ずしも同一である必要はない）活
性を示すポリペプチド（成熟形態を含む）をいう。「ＢＡＦＦ－Ｒの生物学的に
活性な部分」をコードする核酸フラグメントは、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ
（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（
配列番号６）（これは、ＢＡＦＦ－Ｒの生物学的活性（ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質
の生物学的活性は以下に記載される）を有しているポリペプチドをコードする）
のいずれかの一部を単離すること、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のコードされる部分
を発現させること（例えば、インビトロでの組換え発現によって）、そしてＢＡ
ＦＦ－Ｒのコードされる部分の活性を評価することによって調製され得る。例え
ば、ＢＡＦＦ－Ｒの生物学的に活性な部分をコードする核酸フラグメントは、必
要に応じて、ＢＡＦＦ結合ドメインを含む。別の実施形態においては、ＢＡＦＦ
－Ｒの生物学的に活性な部分をコードする核酸フラグメントは、１つ以上の領域
を含む。
【００６０】
　（ＢＡＦＦ－Ｒ改変体）
　本発明はさらに、遺伝子コードの縮重に起因して、図１Ａ（配列番号１）、図
１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図
３（配列番号６）に示されているヌクレオチド配列とは異なる核酸分子を含む。
従って、これらの核酸は、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２
Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）に示され
ているヌクレオチド配列によってコードされるものと同じＢＡＦＦ－Ｒタンパク
質をコードする。別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、図
２Ｄ（配列番号５）に示されているアミノ酸配列を有しているタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列を有する。
【００６１】
　図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２
Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のいずれかに示されているヒトＢ
ＡＦＦ－Ｒヌクレオチド配列に加えて、ＢＡＦＦ－Ｒのアミノ酸配列中の変化を
導くＤＮＡ配列の多形現象が集団（例えば、ヒトの集団）中に存在し得ることが
、当業者に理解される。このような、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の遺伝子多形現象は、
天然の対立遺伝子のバリエーションに起因して、集団中の個体間に存在し得る。
本明細書中で使用される場合には、用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」は、
ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質（好ましくは、哺乳動物のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質）を
コードするオープンリーディングフレームを含有している核酸分子をいう。この
ような天然の対立遺伝子のバリエーションは、典型的には、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子
のヌクレオチド配列中に１～５％の相違を生じ得る。ＢＡＦＦ－Ｒにおけるこの
ようなヌクレオチドのバリエーションおよび得られるアミノ酸の多形現象のいず
れかおよび全て（これらは、天然の対立遺伝子のバリエーションの結果であり、
そしてＢＡＦＦ－Ｒの機能的活性は変更しない）が、本発明の範囲内であること
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が意図される。
【００６２】
　さらに、他の種に由来し、従って、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号
２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６
）のヒト配列とは異なるヌクレオチド配列を有するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコ
ードする核酸分子が、本発明の範囲内であることが意図される。本発明のＢＡＦ
Ｆ－Ｒ　ｃＤＮＡの天然の対立遺伝子改変体およびホモログに対応する核酸分子
が、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下での標準的なハイブリダ
イゼーション技術に従って、ハイブリダイゼーションプローブとしてヒトｃＤＮ
Ａまたはその一部を使用して、本明細書中に開示されているヒトＢＡＦＦ－Ｒ核
酸に対するそれらの相同性に基づいて単離され得る。例えば、可溶性のヒトＢＡ
ＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡが、ヒトの膜に結合したＢＡＦＦ－Ｒに対するその相同性に
基づいて単離され得る。同様に、膜に結合したヒトＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡが、
可溶性のヒトＢＡＦＦ－Ｒに対するその相同性に基づいて単離され得る。
【００６３】
　従って、別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、少なくと
も６ヌクレオチドの長さであり、そしてストリンジェントな条件下で、図１Ａ（
配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番
号４）、および図３（配列番号６）のいずれかのヌクレオチド配列を含有してい
る核酸分子に対してハイブリダイズする。別の実施形態においては、核酸は、少
なくとも１０、２５、５０、１００、２５０、または５００ヌクレオチドの長さ
である。別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、コード領域
にハイブリダイズする。本明細書中で使用される場合には、用語「ストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズする」は、互いに少なくとも６０％相同であるヌ
クレオチド配列が、典型的には互いにハイブリダイズしたままである、ハイブリ
ダイゼーションおよび洗浄のための条件を記載するように意図される。
【００６４】
　ホモログ（すなわち、ヒト以外の種に由来するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコー
ドする核酸）または他の関連する配列（例えば、パラログ）は、核酸のハイブリ
ダイゼーションおよびクローニングのための当該分野で周知の方法を使用して、
プローブとして特定のヒト配列の全てまたは一部を用いて、低い、中程度の、ま
たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって得ることができ
る。
【００６５】
　本明細書中で使用される場合には、句「ストリンジェントなハイブリダイゼー
ション条件」は、プローブ、プライマー、またはオリゴヌクレオチドが、その標
的配列にハイブリダイズするが他の配列にはハイブリダイズしない条件をいう。
ストリンジェントな条件は、配列に依存し、そして種々の環境下で異なる。より
長い配列は、より短い配列よりも高温で特異的にハイブリダイズする。一般的に
は、ストリンジェントな条件は、定義されたイオン強度およびｐＨでの、特異的
な配列についての融点（Ｔｍ）よりも約５℃低くなるように選択される。Ｔｍは
、標的配列に相補的なプローブの５０％が平衡状態で標的配列にハイブリダイズ
する温度（定義されたイオン強度、ｐＨ、および核酸濃度下で）である。標的配
列は、一般的には、過剰に存在するので、Ｔｍでは、プローブの５０％が平衡状
態で占有される。典型的には、ストリンジェントな条件とは、ｐＨ７．０～８．
３で、塩濃度が約１．０Ｍ未満のナトリウムイオン（典型的には、約０．０１Ｍ
～１．０Ｍのナトリウムイオン（または他の塩））であり、そして温度は、短い
プローブ、プライマー、またはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎ
ｔ）については少なくとも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマー、お
よびオリゴヌクレオチドについては少なくとも約６０℃である。ストリンジェン
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トな条件はまた、不安定化剤（ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）（例
えば、ホルムアミド）の添加によって達成され得る。
【００６６】
　ストリンジェントな条件は当業者に公知であり、そしてＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲ
ＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ＮＹ（１９９８）、６．３．１－６．３．６に見出され
得る。好ましくは、典型的には、互いに少なくとも約６５％、７０％、７５％、
８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同である配列が、互いにハイ
ブリダイズしたままである条件である。ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件の限定的ではない例は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐ
Ｈ７．５）、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．０２％のＰＶＰ、０．０２％のＦｉｃｏｌ
ｌ、０．０２％のＢＳＡ、および５００ｍｇ／ｍｌの変性させたサケ精子ＤＮＡ
を含有している高塩緩衝液中で６５℃でのハイブリダイゼーションである。この
ハイブリダイゼーションには、０．２×ＳＳＣ、０．０１％のＢＳＡ中で５０℃
での、１回以上の洗浄が続く。配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号
４、配列番号６の配列に対してストリンジェントな条件下でハイブリダイズする
本発明の単離された核酸は、天然に存在する核酸分子に対応する。本明細書中で
使用される場合には、「天然に存在する」核酸分子は、天然に存在するヌクレオ
チド配列を有しているＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう（例えば、天然のタン
パク質をコードする）。
【００６７】
　第２の実施形態においては、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、
図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のい
ずれかのヌクレオチド配列、またはそれらのフラグメント、アナログ、もしくは
誘導体を含有している核酸分子に対して、中程度のストリンジェンシーの条件下
でハイブリダイズする核酸配列が、提供される。中程度のストリンジェンシーの
ハイブリダイゼーション条件の限定的ではない例は、６×ＳＳＣ、５×デンハル
ト溶液、０．５％のＳＤＳ、および１００ｍｇ／ｍｌの変性させたサケ精子ＤＮ
Ａ中で５５℃でのハイブリダイゼーション、これに続く、１×ＳＳＣ、０．０１
％のＳＤＳ中で３７℃での、１回以上の洗浄である。使用され得る他の中程度の
ストリンジェンシーの条件は、当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ
ら編、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩ
ＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ＮＹ、１９９３；およびＫ
ｒｉｅｇｌｅｒ、ＧＥＮＥ　ＴＲＡＮＳＦＥＲ　ＡＮＤ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ
、Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、
ＮＹ、１９９０を参照のこと。
【００６８】
　第３の実施形態においては、図１Ａ（配列番号１）、図２Ｂ（配列番号２）、
図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のい
ずれかのヌクレオチド配列、またはそれらのフラグメント、アナログ、もしくは
誘導体を含有している核酸分子に対して、低いストリンジェンシーオ条件下でハ
イブリダイズする核酸が、提供される。低いストリンジェンシーのハイブリダイ
ゼーション条件の限定的ではない例は、３５％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、５
０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭのＥＤＴＡ、０．０２％のＰ
ＶＰ、０．０２％のＦｉｃｏｌｌ、０．２％のＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性
させたサケ精子ＤＮＡ、１０％（ｗｔ／ｖｏｌ）のデキストラン硫酸中で４０℃
でのハイブリダイゼーション、これに続く、２×ＳＳＣ、２５ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５ｍＭのＥＤＴＡ，および０．１％のＳＤＳ中で５０℃
での１回以上の洗浄である。使用され得る他の低いストリンジェンシーの条件は
、当該分野で周知である（例えば、交差種ハイブリダイゼーションのために使用



(22) JP 2014-64585 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

される）。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ
　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ、ＮＹ、１９９３；およびＫｒｉｅｇｌｅｒ、ＧＥＮＥ　ＴＲＡＮＳＦＥ
Ｒ　ＡＮＤ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ、Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ
，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ、１９９０；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ（１９８１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７８：
６７８９－６７９２を参照のこと。
【００６９】
　（保存的変異）
　集団中に存在し得るＢＡＦＦ－Ｒ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に加
えて、変化が、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、図３（配列番号
６）のヌクレオチド配列中への変異によって導入され得、それによって、ＢＡＦ
Ｆ－Ｒタンパク質の機能的な能力を変更することなく、コードされるＢＡＦＦ－
Ｒタンパク質のアミノ酸配列中に変化を導き得ることが、当業者にさらに明らか
である。例えば、「必須ではない」アミノ酸残基でのアミノ酸置換を導くヌクレ
オチド置換が、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および図３（配
列番号６）のいずれかの配列中に作製され得る。「必須ではない」アミノ酸残基
は、生物学的活性を変更させることなくＢＡＦＦ－Ｒの野生型配列から変更させ
られ得る残基であるが、「必須の」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要である
。例えば、本発明のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質間で保存されているアミノ酸残基は
、特に、変更されいくいと推定される。
【００７０】
　さらに、本発明のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のファミリーのメンバーの間で保存
されているアミノ酸残基もまた、変更されにくいと推定される。例えば、本発明
のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、ＴＮＦファミリーのメンバーにおいて典型的に保
存されている領域である少なくとも１つのドメインを含み得る。このように、こ
れらの保存されたドメインは、おそらく、変異されやすい。しかし、他のアミノ
酸残基（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のメンバーの間で保存されていないか
または半分だけ保存されている（ｏｎｌｙ　ｓｅｍｉ－ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ）ア
ミノ酸残基）は、活性に必須ではなく、従って、おそらく、変更されやすい。
【００７１】
　本発明の別の局面は、活性のためには必須ではないアミノ酸残基に変化を含む
、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＢＡＦＦ
－Ｒタンパク質は、図２Ｄ（配列番号５）のアミノ酸配列とは異なるが、なお生
物学的活性を保持している。１つの実施形態においては、単離された核酸分子は
、タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含み、ここでは、タンパク質は、
図２Ｄ（配列番号５）のアミノ酸配列に対して、少なくとも約４５％相同である
アミノ酸配列を含む。好ましくは、核酸分子によってコードされるタンパク質は
、図２Ｄ（配列番号５）に対して少なくとも約６０％相同、より好ましくは、図
２Ｄ（配列番号５）に対して少なくとも約７０％、８０％、９０％、９５％、９
８％、そして最も好ましくは、少なくとも約９９％相同である。
【００７２】
　図２Ｄのタンパク質に対して相同であるＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする
単離された核酸分子は、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、および
図３（配列番号６）のヌクレオチド配列中に１つ以上のヌクレオチドの置換、付
加、または欠失を導入することによって作製される。その結果、１つ以上のアミ
ノ酸置換、付加、または欠失がコードされるタンパク質中に導入される。
【００７３】
　変異は、標準的な技術（例えば、部位特異的変異誘発、およびＰＣＲによって
媒介される変異誘発によって）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）
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、または図３（配列番号６）中に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置
換は、１つ以上の推定される必須ではないアミノ酸残基で作製される。「保存的
アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有しているアミノ酸残基で置き
かえられる置換である。類似の側鎖を有しているアミノ酸残基のファミリーは、
当該分野で定義されている。これらのファミリーには、以下が含まれる：塩基性
の側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性の
側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、荷電してい
ない極性の側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミ
ン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性の側鎖を有するアミ
ノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニ
ルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β－分岐側鎖を有するアミノ酸（
例えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖を有するアミ
ノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）。
このように、ＢＡＦＦ－Ｒ中の推定される必須ではないアミノ酸残基は、同じ側
鎖のファミリーに由来する別のアミノ酸残基で置きかえられる。あるいは、別の
実施形態においては、変異は、ＢＡＦＦ－Ｒをコードする配列の全てまたは一部
にわたってランダムに（例えば、飽和変異誘発によって）導入され得、そして得
られた変異体は、活性を保持している変異体を同定するために、ＢＡＦＦ－Ｒの
生物学的活性についてスクリーニングされ得る。図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ
（配列番号４）、および図３（配列番号６）のいずれかの変異誘発後、コードさ
れるタンパク質は、当該分野で公知の任意の組換え技術によって発現させられ得
、そしてタンパク質の活性が決定され得る。
【００７４】
　１つの実施形態においては、変異体ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、以下について
アッセイされ得る：（１）他のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、他の細胞表面タンパク
質、またはそれらの生物学的に活性な部分とのタンパク質：タンパク質相互作用
を形成する能力；（２）変異体ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質とＢＡＦＦ－Ｒリガンド
との間での複合体の形成；（３）細胞内標的タンパク質またはその生物学的に活
性な部分（例えば、アビジンタンパク質）に結合する、変異体ＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質の能力；（４）ＢＡＦＦに結合する能力；あるいは（５）ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質抗体に特異的に結合する能力。
【００７５】
　本発明は、ＢＡＦＦ結合活性を維持しながら、発現されるタンパク質の凝集を
緩和するように設計された、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドをコードする特異
的な変異体を提供する。このような変異体には、例えば、ＪＳＴ６６１（配列番
号１７）、ＪＳＴ６６２（配列番号１８）、ＪＳＴ６６３（配列番号１９）、Ｊ
ＳＴ６７３（配列番号２０）、ＪＳＴ６７４（配列番号２１）、ＪＳＴ６７５（
配列番号２２）、ＪＳＴ６７２（配列番号２３）、ＪＳＴ６７６（配列番号２４
）、ＪＳＴ６７１（配列番号２５）、ＪＳＴ６７７（配列番号２６）、およびＪ
ＳＴ６７８（配列番号２７）のアミノ酸配列をコードするクローンが含まれる。
他の実施形態には、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドをコー
ドする変異体が含まれる。これは、天然のヒトＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ
：Ｆｃポリペプチドの特徴と同様の凝集特性を有するが、これはまた、例えば、
ＪＳＴ６５９（配列番号１５）、ＪＳＴ６６０（配列番号１６）、ＪＳＴ６６４
（配列番号２８）、ＪＳＴ６６８（配列番号２９）、ＪＳＴ６６５（配列番号３
０）、ＪＳＴ６６６（配列番号３１）、およびＪＳＴ６６７（配列番号３２）の
アミノ酸配列を含有している配列を含むＢＡＦＦにも結合する。他の実施形態に
は、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドをコードする変異体が
含まれる。ここでは、ヒトのＢＡＦＦ－ＲとマウスのＢＡＦＦ－Ｒとの間で保存
されるアミノ酸は、他の保存されるアミノ酸に変化させられており、そしてここ
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では、ＢＡＦＦに対するＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドの
結合活性は保持されている。他の実施形態においては、変異体は、他のアミノ酸
に変化させられている、ヒトのＢＡＦＦ－ＲとマウスのＢＡＦＦ－Ｒとの間では
保存されていないアミノ酸を有している、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆ
ｃポリペプチドをコードする。好ましくは、少なくとも１つの非極性のアミノ酸
が、プロリン残基に、または荷電していない極性のアミノ酸に変化させられてい
る。
【００７６】
　（アンチセンス）
　本発明の別の局面は、図２Ａ、Ｃ、３のヌクレオチド配列、またはそれらのフ
ラグメント、アナログ、もしくは誘導体を含有している核酸分子にハイブリダイ
ズし得るか、またはそれと相補的である、単離されたアンチセンス核酸分子に関
する。「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコードする「センス」核酸に相補
的である（例えば、２本鎖ｃＤＮＡ分子のコード鎖に相補的であるか、またはｍ
ＲＮＡ配列に相補的である）ヌクレオチド配列を含む。特定の局面においては、
ＢＡＦＦ－Ｒコード鎖の少なくとも約１０、２５、５０、１００、２５０、もし
くは５００ヌクレオチド、またはその全体に対して、あるいはその一部だけに相
補的な配列を含むアンチセンス核酸分子が提供される。図２Ａ（配列番号３）、
図２Ｃ（配列番号４）、図３（配列番号６）のいずれかのＢＡＦＦ－Ｒタンパク
質のフラグメント、ホモログ、誘導体、およびアナログをコードする核酸分子、
または図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、図３（配列番号６）のＢ
ＡＦＦ－Ｒ核酸配列に相補的なアンチセンス核酸がさらに提供される。
【００７７】
　１つの実施形態においては、アンチセンス核酸分子は、ＢＡＦＦ－Ｒをコード
するヌクレオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスである
。用語「コード領域」は、アミノ酸残基（例えば、ヒトＢＡＦＦ－Ｒのタンパク
質コード領域は、図２Ａ（配列番号３）のヌクレオチド１３～５６８、または図
２Ｃ（配列番号４）のヌクレオチド１３～５６５、または図３（配列番号６）の
ヌクレオチド２９８～８４９に対応する）に翻訳されるコドンを含有しているヌ
クレオチド配列の領域をいう。別の実施形態においては、アンチセンス核酸分子
は、ＢＡＦＦ－Ｒをコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」
に対してアンチセンスである。用語「非コード領域」は、アミノ酸に翻訳されな
いコード領域に隣接している５’および３’配列をいう（すなわち、５’および
３’非翻訳領域とも呼ばれる）。
【００７８】
　本明細書中で開示されているＢＡＦＦ－Ｒをコードするコード鎖の配列を仮定
すると、本発明のアンチセンス核酸は、ワトソンクリックまたはＨｏｏｇｅｓｔ
ｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計され得る。アンチセンス核酸分子は、ＢＡ
ＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であり得るが、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍ
ＲＮＡのコード領域または非コード領域の一部だけに対してアンチセンスである
オリゴヌクレオチドが、より好ましい。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ドは、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡの翻訳開始部位の周辺領域に対して相補的であり
得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、約５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５、４０、４５、または５０ヌクレオチドの長さであり得る。本
発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を使用して、化学合成または
酵素連結反応を使用して構築され得る。例えば、アンチセンス核酸（例えば、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在しているヌクレオチドを使用し
て化学的に合成され得るか、あるいは、分子の生物学的安定性を増大させるよう
に、またはアンチセンス核酸とセンス核酸との間で形成される２本鎖の物理的な
安定性を増大させるように設計された種々の改変されたヌクレオチド（例えば、
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ホスホロチオエート誘導体およびアクリジンで置換されたヌクレオチド）が、使
用され得る。
【００７９】
　アンチセンス核酸を作製するために使用され得る改変されたヌクレオチドの例
には、以下が含まれる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロ
ロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチル
シトシン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシメチ
ルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシ
ル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン（ｇａｌａｃｔｏｓ
ｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、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－
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（ｍａｎ
ｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５
－メトキシウラシル、２－メチルチオーＮ６－イソペンテニルアデニン、ウラシ
ル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、
シュードウラシル、キューオシン（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、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、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（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－
カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリ
ン。あるいは、アンチセンス核酸は、その中に核酸がアンチセンス方向でサブク
ローン化されている発現ベクターを使用して生物学的に産生され得る（すなわち
、挿入された核酸から転写されるＲＮＡは、以下の節でさらに記載される目的の
標的核酸に対してアンチセンス方向である）。
【００８０】
　本発明のアンチセンス核酸は、典型的には、被験体に投与されるか、またはイ
ンサイチュで作製され、その結果、これらは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコード
する細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするかまたは
それに結合して、それにより、例えば、転写および／または翻訳の阻害によって
タンパク質の発現を阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な２本鎖を形成
するための従来のヌクレオチド相補性により得るか、または例えば、ＤＮＡ２本
鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重螺旋の主溝における特異的
相互作用を介する。本発明のアンチセンス核酸分子の投与経路の例には、組織部
位での直接の注射が含まれる。あるいは、アンチセンス核酸分子は、選択された
細胞を標的化するように改変され得、次いで全身的に投与され得る。例えば、全
身的投与については、アンチセンス分子は、それらが、選択された細胞表面上で
発現されるレセプターまたは抗原に特異的に結合するように、例えば、細胞表面
レセプターまたは抗原に結合するペプチドまたは抗体に対してアンチセンス核酸
分子を連結することによって、改変され得る。アンチセンス核酸分子はまた、本
明細書中で記載されているベクターを使用して細胞に送達され得る。アンチセン
ス分子の十分な細胞内濃度を達成するためには、アンチセンス核酸分子が、強力
なｐｏｌＩＩまたはｐｏｌＩＩＩプロモーターの制御下に配置されているベクタ
ー構築物が好ましい。
【００８１】
　なお別の実施形態においては、本発明のアンチセンス核酸分子は、ａ－アノマ
ー核酸分子である。ａ－アノマー核酸分子は、鎖が互いに平行に伸びる通常のｂ
ユニットとは対照的に、相補ＲＮＡと特異的な２本鎖のハイブリッドを形成する
（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：６６
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２５－６６４１）。アンチセンス核酸分子はまた、２’－Ｏ－メチルリボヌクレ
オチドクレオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１
５：６１３１－６１４８）またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡアナログ（Ｉｎｏｕｅら
（１９８７）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．２１５：３２７－３３０）を含むことが可能
である。
【００８２】
　（リボザイムおよびＰＮＡ部分）
　なお別の実施形態においては、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである
。リボザイムは、１本鎖の核酸（例えば、ｍＲＮＡ）を切断し得る（リボザイム
は、この１本鎖の核酸に対して相補性を有する）リボヌクレアーゼ活性を有して
いる触媒性ＲＮＡ分子である。このように、リボザイム（例えば、ハンマーヘッ
ドリボザイム（ＨａｓｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕ
ｒｅ　３３４：５８５－５９１に記載されている））は、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮ
Ａ転写物を触媒によって切断するために使用され得、それによってＢＡＦＦ－Ｒ
　ｍＲＮＡの翻訳を阻害する。ＢＡＦＦ－Ｒをコードする核酸について特異性を
有しているリボザイムは、本明細書中で開示されているＢＡＦＦ－Ｒ　ＤＮＡの
ヌクレオチド配列（すなわち、配列番号３、配列番号４、配列番号６）に基づい
て設計され得る。例えば、活性部位のヌクレオチド配列が、ＢＡＦＦ－Ｒをコー
ドするｍＲＮＡ中で切断されるヌクレオチド配列に対して相補的である、Ｔｅｔ
ｒａｈｙｍｅｎａ　Ｌ－１９　ＩＶＳ　ＲＮＡの誘導体が、構築され得る。例え
ば、Ｃｅｃｈら、米国特許第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特
許第５，１１６，７４２号を参照のこと。あるいは、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡは
、ＲＮＡ分子のプールから特異的リボヌクレアーゼ活性を有している触媒性ＲＮ
Ａを選択するために使用され得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２６１：１４１１－１４１８を参照のこと。
【００８３】
　あるいは、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現は、標的細胞中のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の
転写を妨げる３重螺旋構造を形成するように、ＢＡＦＦ－Ｒの調節領域（例えば
、ＢＡＦＦ－Ｒプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオ
チド配列を標的化することによって、阻害され得る。一般的には、Ｈｅｌｅｎｅ
（１９９１）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．６：５６９－８４；Ｈ
ｅｌｅｎｅら（１９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７－
３６；およびＭａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ　１４：８０７－１５
を参照のこと。
【００８４】
　種々の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒの核酸は、塩基部分、糖部分、また
はリン酸骨格で、例えば、分子の安定性、ハイブリダイゼーション、または可溶
性を改善するように改変され得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格
が、ペプチド核酸を作製するために改変され得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂ
ｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４：５－２３を参照のこと）。本明細書中で使
用される場合には、用語「ペプチド核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボー
スリン酸骨格が偽ペプチド骨格によって置きかえられ、そして４個の天然のヌク
レオ塩基のみが保持される核酸模倣物（例えば、ＤＮＡ模倣物）をいう。中性の
ＰＮＡ骨格は、低いイオン強度の条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡへの特異的なハ
イブリダイゼーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合
成は、Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４：５－２
３；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１４６７０－６７５に記載されているような標準的な
固相ペプチド合成プロトコールを使用して行われ得る。
【００８５】
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　ＢＡＦＦ－ＲのＰＮＡは、治療用途および診断用途において使用され得る。例
えば、ＰＮＡは、例えば、転写または翻訳の停止を誘導するか、あるいは複製を
阻害することによる遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスまたは抗
遺伝子因子として使用され得る。ＢＡＦＦ－ＲのＰＮＡはまた、例えば、遺伝子
中の単一の塩基対変異の分析においては、例えば、ＰＮＡ特異的ＰＣＲクランピ
ングにおいて使用され得；他の酵素（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ（Ｈｙｒｕｐ　
Ｂ．（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４：５－２３））と組合せ
て使用される場合には、人工的な制限酵素として使用され得；あるいは、ＤＮＡ
配列決定およびハイブリダイゼーションのためのプローブまたはプライマーとし
て使用され得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．
４：５－２３；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１４６７０－６７５）。
【００８６】
　別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－ＲのＰＮＡは、例えば、それらの安定性
または細胞による取り込みを増進するために、ＰＮＡに親油性基または他のヘル
パー基を付着させることによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、ある
いは、リポソームまたは当該分野で公知の薬物送達のための技術の使用によって
、改変され得る。例えば、ＰＮＡとＤＮＡとの有利な特性を組み合わせ得るＢＡ
ＦＦ－ＲのＰＮＡ－ＤＮＡキメラが、作製され得る。このようなキメラは、ＤＮ
Ａ認識酵素（例えば、ＲＮａｓｅ　ＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分
と相互作用し、一方でＰＮＡ部分が高い結合親和性および特異性を提供すること
を可能にする。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラは、塩基スタッキング、ヌクレオ塩基間の
結合数、および方向に関して選択された適切な長さのリンカーを使用して連結さ
れ得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４：５－
２３）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ
．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４：５－２３；およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ．
Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２４：３３５７－６３に記載されているように行われ得る。
例えば、ＤＮＡ鎖は、標準的なホスホルアミダイトカップリング化学を使用して
固体支持体上で合成され得、そして改変されたヌクレオシドアナログ（例えば、
５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デオキシ－チミジンホスホルア
ミダイト）が、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端との間で使用され得る（Ｍａｇら（１
９８９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１７：５９７３－８８）。次いで、ＰＮ
Ａ単量体が、５’ＰＮＡセグメントと３’ＤＮＡセグメントとのキメラ分子を生
成するために段階的にカップリングされる（Ｆｉｎｎら（１９９６）前出）。あ
るいは、５’ＤＮＡセグメントと３’ＰＮＡセグメントとのキメラ分子が、合成
され得る。Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．
Ｌｅｔｔ．５：１１１９１－１１１２４を参照のこと。
【００８７】
　他の実施形態においては、オリゴヌクレオチドは、ペプチドのような他の付属
基（例えば、インビボでの宿主細胞レセプターの標的化のため）、または細胞膜
を通過する輸送を促進する試薬（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら（１９８９）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：６５５３－６５５６；Ｌ
ｅｍａｉｔｒｅら（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８４：６４８－６５２；ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ８８／０９８１０号を参照
のこと）、または血液－脳関門（例えば、ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ８９／１０
１３４号を参照のこと）を含有し得る。さらに、オリゴヌクレオチドは、ハイブ
リダイゼーションを誘発する切断試薬（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｔｒｉｇ
ｇｅｒｅｄ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ａｇｅｎｔ）（例えば、Ｋｒｏｌら（１９８８
）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：９５８－９７６を参照のこと）またはイン
ターカレート剤（例えば、Ｚｏｎ（１９８８）Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９
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－５４９を参照のこと）を用いて改変され得る。最後に、オリゴヌクレオチドは
、別の分子（例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーションを誘発する架橋剤（ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ
　ａｇｅｎｔ）、輸送剤、ハイブリダイゼーションを誘発する切断試薬など）と
連結され得る。
【００８８】
　（ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド）
　本発明の１つの局面は、単離されたＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、およびその生物
学的に活性な部分、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモ
ログに関する。抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体を惹起するための免疫原としての使用に適切
なポリペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実施形態においては、天
然のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、標準的なタンパク質精製技術を使用して適切な
精製スキームによって細胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態に
おいては、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、組換えＤＮＡ技術によって生成される。
組換え発現の代替として、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはポリペプチドは、標準
的なペプチド合成技術を使用して化学的に合成され得る。
【００８９】
　「単離された」または「精製された」タンパク質またはその生物学的に活性な
部分は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質が由来する細胞または組織供給源から、細胞の
材料または他の混入しているタンパク質を実質的に含まないか、あるいは、化学
的に合成される場合には、化学的な前駆体または他の化合物を実質的に含まない
。語句「細胞の材料を実質的に含まない」は、タンパク質が、そのタンパク質が
単離されるかまたはそのタンパク質を組換え生成する細胞の細胞成分から分離さ
れている、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態においては
、語句「細胞の材料を実質的に含まない」は、約３０％未満（乾燥重量で）の非
ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質（本明細書中では、「混入タンパク質」とも呼ばれる）
を有している、より好ましくは、約２０％未満の非ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を有
する、なおより好ましくは、約１０％未満の非ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を有する
、そして最も好ましくは、約５％未満の非ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を有するＢＡ
ＦＦ－Ｒタンパク質の調製物を含む。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学
的に活性な部分が組換え産生される場合には、培養培地を実質的に含まない、す
なわち、培養培地がタンパク質調製物の容量の約２０％未満、より好ましくは、
約１０％未満、そして最も好ましくは、約５％未満を示すこともまた、好ましい
。
【００９０】
　語句「化学前駆体または他の化合物を実質的に含まない」は、タンパク質がタ
ンパク質の合成に関係している化学前駆体または他の化合物から分離されている
、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態においては、語句「
化学的な前駆体または他の化合物を実質的に含まない」は、約３０％未満（乾燥
重量で）の化学前駆体または非ＢＡＦＦ－Ｒ化合物を有する、より好ましくは、
約２０％未満の化学前駆体または非ＢＡＦＦ－Ｒ化合物を有する、なおより好ま
しくは、約１０％未満の化学前駆体または非ＢＡＦＦ－Ｒ化合物を有する、そし
て最も好ましくは、約５％未満の化学前駆体または非ＢＡＦＦ－Ｒ化合物を有す
るＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の調製物を含む。
【００９１】
　ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の生物学的に活性な部分は、全長のＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質よりも短いアミノ酸を含み、そしてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の少なくとも
１つの活性を示すＢＡＦＦ－Ｒタンパク質（例えば、配列番号５に示されるアミ
ノ酸配列）のアミノ酸配列に対して十分に相同であるか、またはそのアミノ酸配
列に由来するアミノ酸配列を含有するペプチドを含む。典型的には、生物学的に
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活性な部分は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の少なくとも１つの活性を有するドメイ
ンまたはモチーフを含む。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の生物学的に活性な部分は、
例えば、１０、２５、５０、１００、またはそれより長いアミノ酸長のポリペプ
チドであり得る。
【００９２】
　本発明のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の生物学的に活性な部分は、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質間で保存されている、上記で同定されたドメインの少なくとも１つを含
み得る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の別の生物学的に活性な部分は、上記で同定さ
れたドメインの少なくとも２つを含み得る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の別の生物
学的に活性な部分は、上記で同定されたドメインの少なくとも３個を含み得る。
本発明のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のなお別の生物学的に活性な部分は、上記で同
定されたドメインの少なくとも４個を含み得る。
【００９３】
　さらに、タンパク質の他の領域が欠失した他の生物学的に活性な部分が、組換
え技術によって調製され得、そしてネイティブのＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の機能
的活性の１つ以上について評価され得る。
【００９４】
　１つの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、図２Ｄ（配列番号５
）に示されるアミノ酸配列を有する。他の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質は、図２Ｄ（配列番号５）に対して実質的に相同であり、そして図２Ｄ
（配列番号５）のタンパク質の機能的活性を保持しているが、以下に詳細に記載
されるように、天然の対立遺伝子のバリエーションまたは突然変異誘発に起因し
て、アミノ酸配列において異なる。従って、別の実施形態においては、ＢＡＦＦ
－Ｒタンパク質は、図２Ｄ（配列番号５）のアミノ酸に対して少なくとも約４５
％相同であるアミノ酸配列を含み、そして図２Ｄ（配列番号５）のＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質の機能的な活性を保持するタンパク質である。
【００９５】
　いくつかの実施形態においては、本発明は、ＢＡＦＦ結合活性を維持したまま
発現されるタンパク質の凝集を緩和するように設計された、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ
ポリペプチドの特異的な変異体を含む。このような変異体には、例えば、ＪＳＴ
６６１（配列番号１７）、ＪＳＴ６６２（配列番号１８）、ＪＳＴ６６３（配列
番号１９）、ＪＳＴ６７３（配列番号２０）、ＪＳＴ６７４（配列番号２１）、
ＪＳＴ６７５（配列番号２２）、ＪＳＴ６７２（配列番号２３）、ＪＳＴ６７６
（配列番号２４）、ＪＳＴ６７１（配列番号２５）、ＪＳＴ６７７（配列番号２
６）、およびＪＳＴ６７８（配列番号２７）のアミノ酸配列をコードするクロー
ンが含まれる。他の実施形態には、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリ
ペプチドをコードする変異体が含まれる。これは、ネイティブのヒトＢＡＦＦ－
ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドの特徴と同様の凝集を有するが、これ
はまた、例えば、ＪＳＴ６５９（配列番号１５）、ＪＳＴ６６０（配列番号１６
）、ＪＳＴ６６４（配列番号２８）、ＪＳＴ６６８（配列番号２９）、ＪＳＴ６
６５（配列番号３０）、ＪＳＴ６６６（配列番号３１）、およびＪＳＴ６６７（
配列番号３２）のアミノ酸配列を含有する配列を含むＢＡＦＦにも結合する。他
の実施形態には、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドをコード
する変異体が含まれる。ここで、ヒトＢＡＦＦ－ＲとマウスＢＡＦＦ－Ｒとの間
で保存されたアミノ酸が、他の保存的アミノ酸に変化しており、そしてここで、
ＢＡＦＦに対するＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドの結合活
性は保持されている。他の実施形態においては、変異体は、他のアミノ酸に変化
したヒトＢＡＦＦ－ＲとマウスＢＡＦＦ－Ｒとの間で保存されていないアミノ酸
を有する、ＢＡＦＦ－ＲまたはＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドをコードする。
好ましくは、非極性アミノ酸が、プロリン残基または非荷電極性アミノ酸に変化
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している。
【００９６】
　（２つ以上の配列間での相同性の決定）
　２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性パーセントを決定するために、
配列は、最適な比較の目的のために整列される（例えば、第２のアミノ酸または
核酸配列との最適なアラインメントのために、第１のアミノ酸または核酸配列の
配列中にギャップが導入され得る）。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌク
レオチド位置のアミノ酸残基またはヌクレオチドが、比較される。第１の配列中
の位置が、第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチド
によって占有されている場合、分子はその位置で相同である（すなわち、本明細
書中で使用する場合、アミノ酸または核酸の「相同性」は、アミノ酸または核酸
「同一性」と等価である）。
【００９７】
　核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同
性は、当該分野で公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプログラム
パッケージとして提供されているＧＡＰソフトウェア）を使用して決定され得る
。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（１９７０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
４８：４４３－４５３を参照のこと。核酸配列の比較のための以下の設定（５．
０のＧＡＰクリエーションペナルティーおよび０．３のＧＡＰエクステンション
ペナルティー）を用いてＧＣＧ　ＧＡＰソフトウェアを使用すると、上記のアナ
ログ核酸配列のコード領域は、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（配列番号４）、
図３（配列番号６）に示されるＤＮＡ配列のＣＤＳ（コード）部分と、少なくと
も７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％の
好ましい程度の同一性を示す。
【００９８】
　用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列が、
特定の比較領域にわたって、残基毎の基準で同一である程度をいう。用語「配列
同一性の割合」は、その比較領域にわたって最適に並べられた２つの配列を比較
すること、同一の核酸塩基（例えば、核酸の場合は、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、また
はＩ）が両方の配列中に存在する位置の数を決定し、それによって一致する位置
の数を得ること、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウィンドウサイズ）によ
って一致した位置の数を除算すること、そして配列同一性の割合を得るために結
果に１００を掛けることによって、計算される。用語「実質的な同一性」は、本
明細書中で使用される場合には、ポリヌクレオチド配列の特徴を示す。ここでは
、ポリヌクレオチドは、比較領域の全体について参照配列と比較した場合に、少
なくとも８０％の配列同一性、好ましくは、少なくとも８５％の配列同一性、そ
してしばしば、９０～９５％の配列同一性、より通常は、少なくとも９９％の配
列同一性を有する配列を含む。
【００９９】
　（キメラおよび融合タンパク質）
　本発明はまた、ＢＡＦＦ－Ｒのキメラまたは融合タンパク質を提供する。本明
細書中で使用される場合には、ＢＡＦＦ－Ｒ「キメラタンパク質」または「融合
タンパク質」は、非ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに対して作動可能に連結されたＢ
ＡＦＦ－Ｒポリペプチドを含む。「ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド」は、ＢＡＦＦ－
Ｒに対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいい、一方、「非ＢＡＦＦ－
Ｒポリペプチド」は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と実質的に相同ではないタンパク
質（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質とは異なり、そして同じまたは異なる生物
体に由来するタンパク質）に対応しているアミノ酸配列を有するポリペプチドを
いう。ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質中では、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドは、ＢＡ
ＦＦ－Ｒタンパク質の全体または一部に対応し得る。１つの実施形態においては
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、ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の少なくとも１つの
生物学的に活性な部分を含む。別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ融合タン
パク質は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の少なくとも２つの生物学的に活性な部分を
含む。なお別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質は、ＢＡＦＦ
－Ｒタンパク質の少なくとも３個の生物学的に活性な部分を含む。融合タンパク
質中では、用語「作動可能に連結された」は、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドおよび
非ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドが、互いにインフレームで融合されていることを示
すことが意図される。非ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドは、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチ
ドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。非ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドは、例え
ば、抗体のＦｃ部分であり得る。これは、ＢＡＦＦ－ＲポリペプチドのＮ末端ま
たはＣ末端のいずれかに作動可能に連結され得る。Ｆｃ標的タンパク質融合体は
、Ｌｏら（１９９８）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｒｉｎｇ　１１：４９５－
５００、ならびに米国特許第５，５４１，０８７号および同第５，７２６，０４
４号に記載されている。その開示は、本明細書中で参考として援用される。
【０１００】
　例えば、１つの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質は、第２の
タンパク質の細胞外ドメインに作動可能に連結されたＢＡＦＦ－Ｒドメインを含
む。このような融合タンパク質はさらに、ＢＡＦＦ－Ｒ活性を調節する化合物の
スクリーニングアッセイに利用され得る（このようなアッセイは、以下に詳細に
記載される）。
【０１０１】
　なお別の実施形態においては、融合タンパク質は、ＢＡＦＦ－Ｒ配列がＧＳＴ
（すなわち、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合されて
いる、ＧＳＴ－ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質である。このような融合タンパク質
は、組換えＢＡＦＦ－Ｒの精製を容易にし得る。
【０１０２】
　別の実施形態においては、融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列
を含むＢＡＦＦ－Ｒタンパク質である。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒはそれ自身のシグ
ナル配列を含まないので、異種シグナル配列が、ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質の
十分な分泌のために、ＢＡＦＦ－Ｒコード配列の５’末端に融合されなければな
らない。ＢＡＦＦ－Ｒの発現および／または分泌は、異なる異種シグナル配列の
使用を通じて増大され得る。
【０１０３】
　なお別の実施形態においては、融合タンパク質は、１つ以上のドメインを含有
しているＢＡＦＦ－Ｒ配列が、免疫グロブリンタンパク質ファミリーのメンバー
に由来する配列に融合された、ＢＡＦＦ－Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質で
ある。本発明のＢＡＦＦ－Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質は薬学的組成物中
に取り込まれ得、そして細胞表面上でのＢＡＦＦ－ＲリガンドとＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質との間の相互作用を阻害し、それによってインビボでのＢＡＦＦ－Ｒ媒
介性のシグナル伝達を抑制するために、被験体に投与され得る。ＢＡＦＦ－Ｒ－
免疫グロブリン融合タンパク質は、ＢＡＦＦ－Ｒの同族リガンドの生体利用可能
性に影響を与えるように使用され得る。ＢＡＦＦ－Ｒリガンド／ＢＡＦＦ－Ｒの
相互作用の阻害は、増殖性障害および分化の障害の両方の処置、ならびに細胞生
存性の調節（例えば、促進または阻害）のために治療的に有用であり得る。さら
に、本発明のＢＡＦＦ－Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中での抗
ＢＡＦＦ－Ｒ抗体の産生、ＢＡＦＦ－Ｒリガンドの精製のために、およびＢＡＦ
Ｆ－ＲリガンドとＢＡＦＦ－Ｒとの相互作用を阻害する分子を同定するためのス
クリーニングアッセイにおいて、免疫原として使用され得る。
【０１０４】
　本発明のＢＡＦＦ－Ｒキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ



(32) JP 2014-64585 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

技術によって産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮ
Ａフラグメントは、従来技術に従って（例えば、連結のための平滑末端または突
出末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、適切な場合には粘着末端の
フィルイン、所望されない連結を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、
および酵素連結によって）、互いにインフレームで連結される。別の実施形態に
おいては、融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成装置を含む従来技術によって合成され
得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅は、２つの連続する遺伝子フ
ラグメント間の突出部に相補性を生じるアンカープライマーを使用して実施され
得る。その後、キメラ遺伝子配列を作成するためのアニーリングおよび再増幅さ
れ得る（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　
ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合部分（例えば、ＧＳＴポリペプチ
ド）をすでにコードする多くの発現ベクターが市販されている。ＢＡＦＦ－Ｒを
コードする核酸はこのような発現ベクター中にクローン化され得、その結果、融
合部分がＢＡＦＦ－Ｒタンパク質にインフレームで連結される。
【０１０５】
　好ましい実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ融合体が、図９の核酸（配列番号
１１）およびアミノ酸（配列番号１２）配列によって提供される。
【０１０６】
　（ＢＡＦＦ－Ｒアゴニストおよびアンタゴニスト）
　本発明はまた、ＢＡＦＦ－Ｒアゴニスト（模倣物）またはＢＡＦＦ－Ｒアンタ
ゴニストのいずれかとして機能する、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の変異体にも関す
る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の改変体は、突然変異誘発（例えば、別個の点変異
またはＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の短縮型）によって作製され得る。ＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質のアゴニストは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の天然に存在する形態の生
物学的活性と実質的に同じものを保持し得るか、またはそのサブセットを保持し
得る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のアンタゴニストは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の
天然に存在する形態の１つ以上の活性を、例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を含
む細胞シグナル伝達カスケードの下流または上流のメンバーに競合して結合する
ことによって阻害し得る。このように、特異的な生物学的作用は、限定された作
用を有する改変体による処置によって誘発され得る。１つの実施形態においては
、天然に存在する形態のタンパク質の生物学的活性のサブセットを有する改変体
による被験体の処置は、天然に存在する形態のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質による処
置と比較して、被験体における副作用が少ない。
【０１０７】
　ＢＡＦＦ－Ｒアゴニスト（模倣物）またはＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストのいず
れかとして作用するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の変異体は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク
質の変異体（例えば、短縮変異体）のコンビナトリアルライブラリーを、ＢＡＦ
Ｆ－Ｒタンパク質アゴニストまたはアンタゴニスト活性についてスクリーニング
することによって同定され得る。１つの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ変異
体の多彩なライブラリーは、核酸レベルでの組合せ突然変異誘発によって作製さ
れ、そしてこれは、多彩な遺伝子ライブラリーによってコードされる。ＢＡＦＦ
－Ｒ改変体の多彩なライブラリーは、例えば、遺伝子配列中に合成オリゴヌクレ
オチドの混合物を酵素によって連結することによって生成され得る。その結果、
潜在的なＢＡＦＦ－Ｒ配列の縮重セットは、個々のポリペプチドとして、あるい
は、その中にＢＡＦＦ－Ｒ配列のセットを含むより大きな融合タンパク質のセッ
ト（例えば、ファージディスプレイのために）として発現可能である。縮重オリ
ゴヌクレオチド配列から潜在的なＢＡＦＦ－Ｒ改変体のライブラリーを生成する
ために使用され得る種々の方法が存在する。縮重遺伝子配列の化学合成は、自動
ＤＮＡ合成装置中で行われ得、次いで、合成遺伝子が適切な発現ベクター中に連
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結される。遺伝子の縮重セットの使用は、可能性のあるＢＡＦＦ－Ｒ配列の所望
されるセットをコードする配列の全てを１つの混合物中に提供することを可能に
する。縮重オリゴヌクレオチドを合成するための方法は、当該分野で公知である
（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　３９：３；Ｉｔ
ａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５３：３２３；Ｉ
ｔａｋｕｒａら（１９７７）Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９８：１０５６－１０６３；Ｉ
ｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１１：４７７－４８８を参照
のこと）。
【０１０８】
　（ポリペプチドライブラリー）
　さらに、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする配列のフラグメントのライブラ
リーは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の改変体のスクリーニングおよびその後の選択
のためのＢＡＦＦ－Ｒフラグメントの多彩な集団を作製するために、使用され得
る。１つの実施形態においては、コード配列のフラグメントのライブラリーは、
ニッキングが１分子あたり約１回だけ生じる条件下でヌクレアーゼを用いてＢＡ
ＦＦ－Ｒをコードする配列の２本鎖のＰＣＲフラグメントを処理し、２本鎖のＤ
ＮＡを変性し、異なるニック産物由来のセンス／アンチセンス対を含み得る２本
鎖のＤＮＡを形成するようにＤＮＡを再生（ｒｅｎａｔｕｒｅ）させ、Ｓ１ヌク
レアーゼ処理によって再形成された２本鎖から１本鎖部分を除去し、そして得ら
れたフラグメントのライブラリーを発現ベクター中に連結することによって作製
され得る。この方法によって、Ｎ末端、および種々の大きさのＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質の内部フラグメントをコードする発現ライブラリーを誘導し得る。
【０１０９】
　点変異または短縮によって作製されるコンビナトリアルライブラリーの遺伝子
産物をスクリーニングするため、および選択された特性を有する遺伝子産物のｃ
ＤＮＡライブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技術が、当該分野で
公知である。このような技術は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の組合せ突然変異誘発
によって作成された遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに適合可能であ
る。大きな遺伝子ライブラリーのスクリーニングのための最も広く使用される、
高スループット分析が可能な技術には、典型的には、複製可能な発現ベクター中
への遺伝子ライブラリーのクローニング、得られたベクターのライブラリーによ
る適切な細胞の形質転換、および所望される活性の検出が検出される産物の遺伝
子をコードするベクターの単離を容易にする条件下でコンビナトリアル遺伝子を
発現させることが含まれる。自己調和変異誘発（Ｒｅｃｒｕｓｉｖｅ　ｅｎｓｅ
ｍｂｌｅ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）（ＲＥＭ）、ライブラリー中の機能的な変
異体の頻度を増大させる新しい技術は、ＢＡＦＦ－Ｒ変異体を同定するためのス
クリーニングアッセイと組合せて使用され得る（ＡｒｋｉｎおよびＹｏｕｒｖａ
ｎ（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７８１
１－７８１５；Ｄｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅ
ｅｒｉｎｇ　６：３２７－３３１）。
【０１１０】
　（抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体）
　単離されたＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、またはその一部もしくはフラグメントは
、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の調製のための標準的な技術を使用
して、ＢＡＦＦ－Ｒに結合する抗体を作製するための免疫原として使用され得る
。全長のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質が使用され得るか、あるいは、本発明は、免疫
原として使用するために、ＢＡＦＦ－Ｒの抗原性ペプチドフラグメントを提供す
る。ＢＡＦＦ－Ｒの抗原性ペプチドは、図２Ｄ（配列番号５）に示されるアミノ
酸配列の少なくとも８つのアミノ酸残基を含み、そしてＢＡＦＦ－Ｒのエピトー
プを含有する。その結果、このペプチドに対して惹起された抗体は、ＢＡＦＦ－
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Ｒとの特異的な免疫複合体を形成する。好ましくは、抗原性ペプチドは、少なく
とも１０個のアミノ酸残基、より好ましくは、少なくとも１５個のアミノ酸残基
、なおより好ましくは、少なくとも２０個のアミノ酸残基、そして最も好ましく
は、少なくとも３０個のアミノ酸残基を含む。好ましくは、抗原性ペプチドに含
まれるエピトープは、タンパク質表面に存在するＢＡＦＦ－Ｒの領域（例えば、
親水性領域）である。
 
　本明細書中で開示されるように、図２Ｄ（配列番号５）のＢＡＦＦ－Ｒタンパ
ク質配列、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログは、
これらのタンパク質成分に免疫特異的に結合する抗体の作製において免疫原とし
て利用され得る。用語「抗体」は、本明細書中で使用される場合には、免疫グロ
ブリン分子、および免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分（すなわち、抗
原に特異的に結合する（それと免疫反応する）抗原結合部位を含む分子（例えば
、ＢＡＦＦ－Ｒ））をいう。このような抗体には、ポリクローナル抗体、モノク
ローナル抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２フラグメン
ト、ならびにＦａｂ発現ライブラリーが含まれるが、これらに限定されない。特
異的な実施形態においては、ヒトＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に対する抗体が開示さ
れる。当該分野で公知の種々の手順が、図２Ｄ（配列番号５）のＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質配列、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログ
に対するポリクローナルまたはモノクローナル抗体の産生に使用され得る。これ
らのタンパク質のいくつかは、以下で議論される。
【０１１１】
　ポリクローナル抗体の産生のためには、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサ
ギ、ヤギ、マウス、または他の哺乳動物）が、天然のタンパク質、またはその合
成改変体、または上記の誘導体の注射によって免疫され得る。適切な免疫原性調
製物には、例えば、組換え発現されたＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、または化学的に
合成されたＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドが含まれ得る。調製物はさらに、アジュバ
ントを含み得る。免疫学的応答を増大させるために使用される種々のアジュバン
トとして、以下が挙げられるがこれらに限定されない：フロイトの（完全なおよ
び不完全な）アジュバント、ミネラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界
面活性剤（例えば、リソレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペ
プチド、オイルエマルジョン、ジニトロフェノールなど）、ヒトアジュバント（
例えば、カルメット－ゲラン杆菌（ＢＣＧ）およびＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）、または同様の免疫賦活剤。所望される場合には、ＢＡＦ
Ｆ－Ｒに対して指向された抗体分子が哺乳動物から（例えば、血液から）単離さ
れ得、そしてさらに、ＩｇＧ画分を得るためのプロテインＡクロマトグラフィー
のような、周知の技術によって精製され得る。
【０１１２】
　用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」は、本明細
書中で使用される場合には、ＢＡＦＦ－Ｒの特定のエピトープと免疫反応するこ
とが可能な抗原結合部位の１つの種のみを含む抗体分子の集団をいう。従って、
モノクローナル抗体組成物は、典型的には、特定のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に対
する単一の結合親和性を示し、免疫反応する。特定のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、
またはその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログに対して指向さ
れたモノクローナル抗体の調製のためには、連続的な細胞株の培養によって抗体
分子の産生を提供する任意の技術が利用され得る。このような技術には、ハイブ
リドーマ技術（ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ
　２５６：４９５－４９７を参照のこと）；トリオーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブ
リドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒら（１９８３）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　４：
７２を参照のこと）、およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハ
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イブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら、ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ
　ＡＮＤ　ＣＡＮＣＥＲ　ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．
，１９８５、７７－９６頁を参照のこと）が含まれるが、これらに限定されない
。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施において利用され得、そしてヒトハ
イブリドーマを使用することによって（Ｃｏｔｅら（１９８３）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８０：２０２６－２０３０）またはエプスタ
インバーウイルスを用いてインビトロでヒトＢ細胞を形質転換することによって
（Ｃｏｌｅら、ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＡＮＤ　ＣＡＮ
ＣＥＲ　ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８５、７７
－９６頁を参照のこと）産生され得る。
【０１１３】
　本発明に従って、技術は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に特異的な単鎖抗体の産生
に適合させられ得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）
。さらに、方法は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、またはその誘導体、フラグメント
、アナログ、もしくはホモログについて所望される特異性を有するモノクローナ
ルＦａｂフラグメントの迅速でありそして効率的な同定を可能にするための、Ｆ
ａｂ発現ライブラリーの構築（例えば、Ｈｕｓｅら（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２４６：１２７５－１２８１を参照のこと）に適合させられ得る。ヒト以外の
抗体は、当該分野で周知の技術によって「ヒト化」され得る。例えば、米国特許
第５，２２５，５３９号を参照のこと。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に対するイディ
オタイプを含む抗体フラグメントが、以下を含むがこれに限定されない当該分野
で公知の技術によって産生され得る：（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産
生されたＦ（ａｂ’）２フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメントの
ジスルフィド結合を還元することによって作成されたＦａｂフラグメント；（ｉ
ｉｉ）パパインおよび還元剤での抗体分子の処理によって作成されたＦａｂフラ
グメント；ならびに（ｉｖ）Ｆｖフラグメント。
【０１１４】
　さらに、標準的な組換えＤＮＡ技術を使用して作成され得る、ヒトおよびヒト
以外の部分の両方を含有している組換え抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体（例えば、キメラお
よびヒト化モノクローナル抗体）は、本発明の範囲内である。このようなキメラ
およびヒト化モノクローナル抗体は、当該分野で公知の組換えＤＮＡ技術によっ
て、例えば、以下に記載されている方法を使用して、産生され得る：ＰＣＴ国際
出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９号；欧州特許出願番号第１８４，１８
７号；欧州特許出願番号第１７１，４９６号；欧州特許出願番号第１７３，４９
４号；ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ８６／０１５３３号；米国特許第４，８１６，
５６７号；欧州特許出願番号第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒら（１９８８）
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－１０４３；Ｌｉｕら（１９８７）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：３４３９－３４４３；Ｌｉｕら
（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１－３５２６；Ｓｕｎら（１
９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：２１４－２１
８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：９９９－
１００５；Ｗｏｏｄら、（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ　３１４：４４６－４４９；
Ｓｈａｗら（１９８８）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５
３－１５５９；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０
２－１２０７；Ｏｉら（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　４：２１４；
米国特許第５，２２５，５３９号；Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３
２１：５５２－５２５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
３９：１５３４；およびＢｅｉｄｌｅｒら（１９８８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
４１：４０５３－４０６０。
【０１１５】
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　１つの実施形態において、所望される特異性を有している抗体のスクリーニン
グのための方法には、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）および当該分野
で公知の他の免疫学的に媒介される技術が含まれるが、これらに限定されない。
特異的な実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の特定のドメインに特異
的な抗体の選択は、このようなドメインを保有しているＢＡＦＦ－Ｒファミリー
のタンパク質のフラグメントに結合するハイブリドーマの作成によって容易にな
る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質中の１つ以上のドメイン（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質、その誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログの上記で同
定された保存されている領域にまたがるドメイン）に特異的な抗体もまた、本明
細書中で提供される。
【０１１６】
　抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の局在化および／または定量
（例えば、適切な生理学的サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のレベルの測定
における使用のため。診断方法における使用のため、タンパク質の画像化におけ
る使用のためなど）に関係している当該分野で公知の方法において使用され得る
。所定の実施形態においては、抗体由来の結合ドメインを含む、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質、その誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログについての
抗体は、薬理学的に活性な化合物（本明細書中以後、「治療薬」）として利用さ
れる。
【０１１７】
　抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、標準的な技術（例え
ば、アフィニティークロマトグラフィーまたは免疫沈降）によって、ＢＡＦＦ－
Ｒを単離するために使用され得る。抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体は、細胞由来の天然のＢ
ＡＦＦ－Ｒ、および宿主細胞中で発現された組換え産生されたＢＡＦＦ－Ｒの精
製を容易にすることができる。さらに、抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体は、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質の発現量およびパターンを評価するために、（例えば、細胞溶解物また
は細胞上清中の）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を検出するために使用され得る。抗Ｂ
ＡＦＦ－Ｒ抗体は、例えば、所定の所持レジメの効率を決定するために、臨床試
験手順の一部として組織中のタンパク質レベルをモニターするために診断的に使
用され得る。検出は、検出可能な基質への抗体のカップリング（すなわち、物理
的な連結）によって容易にされ得る。検出可能な基質の例には、種々の酵素、補
欠分子団、蛍光物質、発光物質、生体発光物質、および放射活性物質が含まれる
。適切な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ
、β－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが含まれる；適切
な補欠分子団複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチン、およびアビジン
／ビオチンが含まれる；適切な蛍光物質の例には、ウンベリフェロン、フルオレ
セイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニ
ルアミンフルオレセイン、ダンシルクロライド、またはフィコエリスリンが含ま
れる；発光物質の例には、ルミノールが含まれる；生体発光物質の例には、ルシ
フェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンが含まれる；そして、適切な放射
活性物質の例には、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、または３Ｈが含まれる。
【０１１８】
　（ＢＡＦＦ－Ｒ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）
　本発明の別の局面は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、またはその誘導体、フラグメ
ント、アナログ、もしくはホモログをコードする核酸を含有しているベクター（
好ましくは、発現ベクター）に関する。本明細書中で使用される場合には、用語
「ベクター」は、それが連結されている別の核酸を輸送することができる核酸分
子をいう。ベクターの１つの型は「プラスミド」であり、これは、さらなるＤＮ
Ａセグメントがその中に連結され得る環状の２本鎖のＤＮＡループをいう。ベク
ターの別の型はウイルスベクターであり、ここでは、さらなるＤＮＡセグメント



(37) JP 2014-64585 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

がウイルスゲノム中に連結され得る。特定のベクターは、それらが導入される宿
主細胞中で自律複製し得る（例えば、細菌の複製起点を有している細菌ベクター
、およびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム
哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入の際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ
、それによって宿主ゲノムとともに複製される。さらに、特定のベクターは、そ
れが作動可能に連結される遺伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、
本明細書中で「発現ベクター」と呼ばれる。一般には、組換えＤＮＡ技術におい
て有用である発現ベクターは、たいてい、プラスミドの形態である。本明細書中
では、「プラスミド」および「ベクター」は、プラスミドがベクターの最も一般
的に使用される形態であるので、互換的に使用され得る。しかし、本発明は、ウ
イルスベクター（例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルス、およびア
デノ随伴ウイルス）のような同等の機能を示す発現ベクターのこのような他の形
態を含むように意図される。
【０１１９】
　本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中の核酸の発現に適切な形態で、本
発明の核酸を含む。これは、組換え発現ベクターが、発現のために使用される宿
主細胞に基づいて選択される１つ以上の調節配列（これは、発現される核酸配列
に作動可能に連結される）を含むことを意味する。組換え発現ベクター中で「作
動可能に連結される」は、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現
（例えば、インビトロの転写／翻訳システム中で、またはベクターが宿主細胞に
導入される場合には宿主細胞中で）を可能にする様式で調節配列に連結されるこ
とを意味するように意図される。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハン
サー、および他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含
むように意図される。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ「Ｇｅｎ
ｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ」ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　Ｅ
ＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９９０に記載されている。調節配列には、多くの型の宿
主細胞中でヌクレオチド配列の構成的な発現を指向するもの、および特定の宿主
細胞中でのみヌクレオチド配列の発現を指向するもの（例えば、組織特異的調節
配列）が含まれる。発現ベクターの設計が、形質転換される宿主細胞の選択、所
望されるタンパク質の発現レベルなどの因子に依存し得ることが、当業者に明ら
かである。本発明の発現ベクターは、宿主細胞中に導入され得、それによって、
本明細書中に記載されているような核酸によってコードされるタンパク質または
ペプチド（融合タンパク質またはペプチドを含む）（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質、ＢＡＦＦ－Ｒの変異体タンパク質、融合タンパク質など）を産生する。
【０１２０】
　本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞中でのＢＡ
ＦＦ－Ｒの発現のために設計され得る。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒは、Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｉａ　ｃｏｌｉのような細菌細胞、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクタ
ーを使用する）、酵母細胞、または哺乳動物細胞中で発現され得る。適切な宿主
細胞はさらに、Ｇｏｅｄｄｅｌ「Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ」ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．，１９９０において
議論されている。あるいは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター
調節配列およびＴ７ポリメラーゼを使用して、インビトロで転写されそして翻訳
され得る。
【０１２１】
　原核生物中でのタンパク質の発現は、最も頻繁には、Ｅ．ｃｏｌｉ中で、融合
タンパク質または非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する、構成性または
誘導性プロモーターを含有しているベクターを用いて、行われる。融合ベクター
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は、その中のコードされるタンパク質に対して（通常は、組換えタンパク質のア
ミノ末端に対して）多数のアミノ酸を付加させる。このような融合ベクターは、
典型的には、３個の目的を提供する：（１）組換えタンパク質の発現を増大させ
ること；（２）組換えタンパク質の可溶性を増大させること；および（３）親和
性精製においてリガンドとして作用することによって、組換えタンパク質の精製
を補助すること。融合発現ベクターにおいては、たいてい、融合部分から組換え
タンパク質の分離、続く融合タンパク質の精製を可能にするために、タンパク質
分解切断部位が、融合部分と組換えタンパク質の連結部に導入される。このよう
な酵素、およびそれらの同性質の認識配列には、第Ｘａ因子、トロンビン、およ
びエンテロキナーゼが含まれる。典型的な融合発現ベクターには、ｐＧＥＸ（Ｐ
ｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ；ＳｍｉｔｈおよびＪｏｈｎｓｏｎ
（１９８８）Ｇｅｎｅ　６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎ
ｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ）、およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が含まれる。これらはそれぞ
れ、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパ
ク質、またはプロテインＡを標的組換えタンパク質に融合する。
【０１２２】
　適切な誘導性の非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例には、ｐＴｒｃ（Ａｍｒ
ａｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ　６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ　１１ｄ
（Ｓｔｕｄｉｅｒら、「Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ」ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９９０、６０－８９頁）
が含まれる。
【０１２３】
　Ｅ．ｃｏｌｉ中での組換えタンパク質の発現を最大にするための１つの方法論
は、組換えタンパク質をタンパク質溶解によって切断する能力を損傷している宿
主細菌中でタンパク質を発現させることである。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ、「Ｇｅｎ
ｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ」、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　
ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉ
ｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９９０、１１９－１２８頁を参照のこと。別の方法論
は、それぞれのアミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉ中で優先的に
利用されるものになるように、発現ベクター中に挿入される核酸の核酸配列を変
更することである（Ｗａｄａら、（１９９２）、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．
２０：２１１１－２１１８）。本発明の核酸配列のこのような変更は、標準的な
ＤＮＡ合成技術によって行うことができる。
【０１２４】
　別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ発現ベクターは、酵母発現ベクターで
ある。酵母（例えば、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）中
での発現のためのベクターの例には、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（
１９８７）ＥＭＢＯ　Ｊ．６：２２９－２３４）、ｐＭＦａ（Ｋｕｒｊａｎおよ
びＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ（１９８２）Ｃｅｌｌ　３０：９３３－９４３）、ｐＪ
ＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら（１９８７）Ｇｅｎｅ　５４：１１３－１２３）、
ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が含まれ、そしてＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓについては、ｐＰ
ＩＣファミリーのベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｏｒｐ，Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が含まれる。
【０１２５】
　あるいは、ＢＡＦＦ－Ｒは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して昆虫細
胞中で発現され得る。培養された昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でのタンパ
ク質の発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ
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（Ｓｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１
６５）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９
）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７０：３１－３９）が含まれる。
【０１２６】
　なお別の実施形態においては、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用
して哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８
（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ　３２９：８４０－８４２）およびｐＭＴ
２ＰＣ（Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ　Ｊ．６：１８７－１９５）が
含まれる。哺乳動物細胞中で使用される場合には、発現ベクターの制御機能は、
たいてい、ウイルス調節エレメントによって提供される。例えば、一般的に使用
されるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス
、およびシミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の
両方に適切な他の発現システムについては、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら編、Ｍ
ＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ
、第２版、第１６章および第１７章，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．，１
９８９を参照のこと。
【０１２７】
　別の実施形態においては、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型にお
いて優先的に核酸の発現を指向し得る（例えば、組織特異的調節エレメントが、
核酸を発現させるために使用される）。組織特異的調節エレメントは、当該分野
で公知である。適切な組織特異的プロモーターの限定的ではない例には、以下が
含まれる：アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７
）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１：２６８－２７７）、リンパ球系特異的プロモーター
（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８８）Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４３：
２３５－２７５）、Ｔ細胞レセプターの特定のプロモーター（Ｗｉｎｏｔｏおよ
びＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７３３）、およ
び免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８３）Ｃｅｌｌ　３３：７２９－７
４０；ＷｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ　３３：７４
１－７４８）、ニューロン特異的プロモーター（例えば、神経繊維プロモーター
；ＢｙｒｎｅおよびＲｕｄｄｌｅ（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：５４７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄ
ｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３０：９１２－９１６）、および乳
腺特異的プロモーター（例えば、乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３
１６号、および欧州特許出願公開番号第２６４，１６６号）。発達によって調節
されるプロモーター（例えば、マウスｈｏｘプロモーター（Ｋｅｓｓｅｌおよび
Ｇｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３７４－３７９）およびα－
フェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８
９）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．３：５３７－５４６））もまた、含まれる。
【０１２８】
　本発明は、さらに、アンチセンス方向で発現ベクター中にクローン化された本
発明のＤＮＡ分子を含有している、組換え発現ベクターを提供する。すなわち、
ＤＮＡ分子は、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子
の発現（ＤＮＡ分子の転写による）を可能にする様式で、調節配列に対して作動
可能に連結される。種々の細胞型中でのアンチセンスＲＮＡ分子の持続的な発現
を指向する、アンチセンス方向でクローン化された核酸に対して作動可能に連結
された調節配列（例えば、ウイルスプロモーターおよび／またはエンハンサー）
が選択され得るか、あるいは、アンチセンスＲＮＡの構成的、組織特異的、また
は細胞型特異的発現を指向する調節配列が、選択され得る。アンチセンス発現ベ
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クターは、組換えプラスミド、ファージミド、またはアンチセンス核酸が高効率
の調節領域の制御下で産生される弱毒化ウイルスの形態であり得る。その活性は
、ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使
用する遺伝子発現の調節の議論については、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら（１９８６）
「Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　ａｓ　ａ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｔｏｏｌ　ｆ
ｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗ－－Ｔｒｅｎｄｓ　
ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｒｉｃｓ，１（１）を参照のこと。
【０１２９】
　本発明の別の局面は、本発明の組換え発現ベクターが導入されている宿主細胞
に関する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中では互換
的に使用される。このような用語が、特定の被検細胞のみをいうのではなく、こ
のような細胞の子孫または可能性のある子孫をもまたいうことが理解される。特
定の改変は、変異または環境のいずれかの影響に起因して良好な発生を生じ得る
ので、このような子孫が、実際には、親細胞と同一ではない場合があるが、なお
本明細書中で使用される場合には、この用語の範囲内に含まれる。
【０１３０】
　宿主細胞は、原核生物細胞または真核生物細胞のいずれかであり得る。例えば
、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、Ｅ．ｃｏｌｉ、昆虫細胞、酵母、または哺乳動物
細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）またはＣＯＳ細胞）
中で発現させられ得る。他の適切な宿主細胞が、当業者に公知である。
【０１３１】
　ベクターＤＮＡは、従来の形質転換またはトランスフェクション技術を通じて
、原核生物細胞または真核生物細胞中に導入され得る。本明細書中で使用される
場合には、「形質転換」および「トランスフェクション」は、宿主細胞中に外来
核酸（例えば、ＤＮＡ）を導入するための種々の当該分野で認識されている技術
をいうように意図される。これには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共
沈、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介性トランスフェクション、リポフェクション、
またはエレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランス
フェクトするために適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　
ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２版、Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．，１９８９、および他の研究室用マニュアルに見る
ことができる。
【０１３２】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションのためには、使用される発現ベク
ターおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞の小さい画分のみが、そ
れらのゲノム中に外来ＤＮＡを組み込む場合がある。これらの組み込み体を同定
しそして選択するために、選択マーカー（例えば、抗生物質耐性）をコードする
遺伝子が、一般的には、目的の遺伝子とともに宿主細胞中に導入される。種々の
選択マーカーには、薬物（例えば、Ｇ４１８、ハイグロマイシン、およびメトト
レキセート）に対する耐性を付与するマーカーが含まれる。選択マーカーをコー
ドする核酸が、ＢＡＦＦ－Ｒをコードするベクターと同じベクター上で宿主細胞
中に導入され得るか、または別のベクター上で導入され得る。導入された核酸で
安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択によって同定され得る（例えば
、選択マーカーを取り込んだ細胞は生存しているが、他の細胞は死滅する）。
【０１３３】
　本発明の宿主細胞（例えば、培養物中の原核生物宿主細胞または真核生物宿主
細胞）は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用さ
れ得る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用してＢＡＦＦ－Ｒタ
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ンパク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態においては、この方
法は、本発明の宿主細胞（ＢＡＦＦ－Ｒをコードする組換え発現ベクターがその
中に導入されている）を適切な培地中で培養する工程を包含する。その結果、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒタンパク質が産生される。別の実施形態においては、この方法は、培
地または宿主細胞からＢＡＦＦ－Ｒを単離する工程をさらに包含する。
【０１３４】
　（トランスジェニック動物）
　本発明の宿主細胞は、ヒト以外のトランスジェニック動物を産生するためにも
また使用され得る。例えば、１つの実施形態においては、本発明の宿主細胞は、
その中にＢＡＦＦ－Ｒをコードする配列が導入されている受精可能な卵母細胞ま
たは胚性幹細胞である。次いで、このような細胞は、外因性のＢＡＦＦ－Ｒ配列
がそれらのゲノム中に導入されているヒト以外のトランスジェニック動物、また
は内因性のＢＡＦＦ－Ｒ配列が変更させられている相同組換え動物を作成するた
めに、使用され得る。このような動物は、ＢＡＦＦ－Ｒの機能および／または活
性を研究するため、ならびに、ＢＡＦＦ－Ｒ活性の調節因子を同定および／また
は評価するために、有用である。本明細書中で使用される場合には、「トランス
ジェニック動物」は、ヒト以外の動物であり、好ましくは哺乳動物であり、より
好ましくは、ラット、マウスのようなげっ歯類である。ここでは、１つ以上の動
物細胞が導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例には、ヒト以外の
霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などが含まれる。導入遺
伝子は、トランスジェニック動物がそれから発生する細胞のゲノム中に組み込ま
れ、そして成熟した動物のゲノム中に留まり、それによってトランスジェニック
動物の１つ以上の細胞型または組織中でのコードされる遺伝子産物の発現を指向
する、外因性のＤＮＡである。本明細書中で使用される場合には、「相同組換え
動物」は、ヒト以外の動物であり、好ましくは哺乳動物であり、より好ましくは
マウスである。ここでは、内因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子は、内因性遺伝子と、動
物の発生の前に動物の細胞（例えば、動物の胚性細胞）中に導入された外因性の
ＤＮＡ分子との間での相同組換えによって変更されている。
【０１３５】
　本発明のトランスジェニック動物は、ＢＡＦＦ－Ｒをコードする核酸を受精可
能な卵母細胞の雄性前核に導入することによって（例えば、マイクロインジェク
ション、レトロウイルス感染によって）作成され得、そしてこれによって偽妊娠
させた雌性育成動物中での卵母細胞を発育させる。図２Ａ（配列番号３）、図２
Ｃ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のヒトＢＡＦＦ－Ｒ　ＤＮＡ配列
が、ヒト以外の動物のゲノム中に導入遺伝子として導入され得る。あるいは、ヒ
トＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のヒト以外のホモログ（例えば、マウスのＢＡＦＦ－Ｒ遺
伝子（図４Ａ）（配列番号８））が、ヒトＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡに対するハイ
ブリダイゼーションに基づいて単離され得（上記にさらに記載されている）、そ
して導入遺伝子として使用され得る。イントロン配列およびポリアデニル化シグ
ナルもまた、導入遺伝子の発現効率を増大させるために導入遺伝子中に含まれ得
る。組織特異的調節配列は、特定の細胞に対してＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の発現
を指向させるために、ＢＡＦＦ－Ｒ導入遺伝子に対して作動可能に連結され得る
。胚の操作およびマイクロインジェクションを通じてトランスジェニック動物（
特に、マウスのような動物）を作成するための方法は、当該分野で通常となって
おり、そして例えば、米国特許第４，７３６，８６６号；同第４，８７０，００
９号；および同第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏｇａｎ、ＭＡＮＩＰＵＬ
ＡＴＩＮＧ　ＴＨＥ　ＭＯＵＳＥ　ＥＮＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８６に記載されている。同様の方法が、他のトラン
スジェニック動物の産生のために使用される。トランスジェニックが確立された
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（ｆｏｕｎｄｅｒ）動物が、動物の組織または細胞中でのそのゲノム中のＢＡＦ
Ｆ－Ｒ導入遺伝子の存在および／またはＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡの発現に基づい
て同定され得る。次いで、トランスジェニックが確立された動物は、導入遺伝子
を保有しているさらなる動物を繁殖させるために使用され得る。さらに、ＢＡＦ
Ｆ－Ｒをコードする導入遺伝子を保有しているトランスジェニック動物は、さら
に、他の導入遺伝子を保有している他のトランスジェニック動物と交配させられ
得る。
【０１３６】
　相同組換え動物を作成するために、それによってＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子を変更す
る（例えば、機能を破壊する）ためにその中に欠失、付加、または置換が導入さ
れているＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の少なくとも一部を含むベクターが、調製される。
ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子は、ヒト遺伝子（例えば、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｃ（
配列番号４）、図３（配列番号６）であり得るが、より好ましくは、ヒトＢＡＦ
Ｆ－Ｒ遺伝子のヒト以外のホモログである。例えば、図２Ａ（配列番号３）、図
２Ｃ（配列番号４）、図３（配列番号６）のヒトＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のマウスホ
モログ（図４ａ）が、マウスのゲノム中の内因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子を変更す
るために適切な相同組換えベクターを構築するために、使用され得る。１つの実
施形態においては、ベクターは、相同組換えの際に、内因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝
子が機能的に破壊される（すなわち、もはや機能的なタンパク質はコードしない
；「ノックアウト」ベクターとも呼ばれる）ように、設計される。
【０１３７】
　あるいは、ベクターは、相同組換えの際に、内因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子が変
異させられるか、または他の方法で変更されるが、なお機能的タンパク質をコー
ドするように、設計され得る（例えば、上流の調節領域が、それによって内因性
のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の発現を変更するように変更させられ得る）。相同組
換えベクターにおいては、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の変更させられた部分は、ベクタ
ーによって保有される外因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子と胚性幹細胞中の内因性のＢ
ＡＦＦ－Ｒ遺伝子との間で相同組換えが生じるように、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のさ
らなる核酸によってその５’および３’末端に隣接している。さらなる隣接して
いるＢＡＦＦ－Ｒ核酸は、内因性の遺伝子との良好な相同組換えのために十分な
長さである。典型的には、数キロ塩基の隣接しているＤＮＡ（５’および３’末
端の両方）がベクター中に含まれる。相同組換えベクターの記載については、例
えば、Ｔｈｏｍａｓら（１９８７）Ｃｅｌｌ　５１：５０３を参照のこと。ベク
ターは、胚性幹細胞株中に（例えば、エレクトロポレーションによって）導入さ
れ、そして導入されたＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子が内因性のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子と相同
組換えされた細胞が選択される（例えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ　６９：
９１５を参照のこと）。
【０１３８】
　次いで、選択された細胞は、キメラの凝集を形成するように動物（例えば、マ
ウス）の芽細胞に注入される。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ、ＴＥＲＡＴＯＣＡＲＣ
ＩＮＯＭＡＳ　ＡＮＤ　ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ　ＳＴＥＭ　ＣＥＬＬＳ：Ａ　ＰＲ
ＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、Ｏｘｆｏ
ｒｄ，１９８７、１３３－１５２頁を参照のこと。キメラ胚は、次いで、適切な
偽妊娠させた雌性育成動物中に移植され、そして胚はそれに従わされる。相同組
換えされたＤＮＡをそれらの生殖細胞中に保有している子孫は、動物の全ての細
胞が導入遺伝子の生殖系伝達（ｇｅｒｍｌｉｎｅ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ）
によって相同組換えされたＤＮＡを含む動物を繁殖させるために、使用され得る
。相同組換えベクターおよび相同組換え動物を構築するための方法は、さらに、
Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２：
８２３－８２９；ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ９０／１１３５４号；同第ＷＯ９１
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／０１１４０号；第ＷＯ９２／０９６８号；および第ＷＯ９３／０４１６９号に
記載されている。
【０１３９】
　別の実施形態においては、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択され
たシステムを含むトランスジェニックのヒト以外の動物が、産生され得る。この
ようなシステムの１つの例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコ
ンビナーゼシステムである。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼシステムの記載に
ついては、例えば、Ｌａｋｓｏら（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコンビナーゼシス
テムの別の例は、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコンビナーゼシステム（
Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１：１３５１－１３５５
）である。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼシステムが導入遺伝子の発現を調節
するために使用される場合には、Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択されたタンパ
ク質の両方をコードする導入遺伝子を含有している動物が、必要である。このよ
うな動物は、「二重」トランスジェニック動物の構築を通じて、例えば、２つの
トランスジェニック動物（一方は選択されたタンパク質をコードする導入遺伝子
を含有し、そして他方はリコンビナーゼをコードする導入遺伝子を含有する）を
交配させることによって提供され得る。
【０１４０】
　本明細書中に記載されているヒト以外のトランスジェニック動物のクローンも
また、Ｗｉｌｍｕｔら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　３８５：８１０－８１３に記
載されている方法に従って産生され得る。簡潔には、トランスジェニック動物に
由来する細胞（例えば、体細胞）が単離され得、そして増殖周期を脱出し、そし
てＧ０期に入るように誘導される。次いで、静止状態の細胞は、例えば、電気的
パルスの使用を通じて、休止期の細胞が単離された同じ種の動物に由来する核を
取り除かれた（ｅｎｕｃｌｅａｔｅｒ）卵母細胞に対して融合され得る。次いで
、再構築された卵母細胞は、それが桑実胚または芽細胞を生じるように培養され
、次いで偽妊娠させた雌性の育成動物に移される。この雌性の育成動物の誕生し
た子孫は、細胞（例えば、体細胞）が単離された動物のクローンである。
【０１４１】
　（薬学的組成物）
　本発明のＢＡＦＦ－Ｒ核酸分子、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、および抗ＢＡＦＦ
－Ｒ抗体（本明細書中では「活性化合物」とも呼ばれる）、およびそれらの誘導
体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログは、投与に適切な薬学的組成物
中に取り込まれ得る。このような組成物は、典型的には、核酸分子、タンパク質
、または抗体、および薬学的に需要可能なキャリアを含む。本明細書中で使用さ
れる場合には、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合する、
溶媒、分散媒体、コーティング、抗生物質、抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤
などのいずれかまたは全てを含むように意図される。適切なキャリアは、Ｒｅｍ
ｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓの最新版
、当該分野での標準的な参照テキストに記載されている。これらは本明細書中で
参考として援用されている。このようなキャリアまたは希釈剤の好ましい例には
、水、生理食塩水、リンガー（ｆｉｎｇｅｒ’ｓ）溶液、デキストロース溶液、
および５％のヒト血清アルブミンが含まれるが、これらに限定されない。リポソ
ーム、および不揮発性油のような非水性のビヒクルもまた、使用され得る。薬学
的に活性な物質についてのこのような媒体および試薬の使用は、当該分野で周知
である。任意の従来の媒体または試薬が活性な化合物と非適合性である場合を除
いて、組成物中でのそれらの使用が企図される。追加の活性な化合物もまた、組
成物中に取り込まれ得る。
【０１４２】
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　本発明の薬学的組成物は、その意図される投与経路と適合するように処方され
る。投与経路の例には、非経口的（例えば、静脈内、経皮、皮内）、経口（例え
ば、吸入）、経皮（局所）、経粘膜、および直腸投与が含まれる。非経口、皮内
、または皮下での適用に使用される溶液または坐剤には、以下の成分を含むこと
ができる：滅菌の稀釈液（例えば、注射のための水）、生理食塩水、不揮発性油
、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール、または他の合
成の溶媒；抗菌剤（例えば、ベンジルアルコール、またはメチルパラベン）；抗
酸化剤（例えば、アスコルビン酸、または亜硫酸水素ナトリウム）；キレート剤
（例えば、エチレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ））；緩衝剤（例えば、酢酸
、クエン酸、またはリン酸）；および弾力性の調節のための試薬（例えば、塩化
ナトリウムまたはデキストロース）。ｐＨは、酸または塩基（例えば、塩酸また
は水酸化ナトリウム）で調節され得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨ての
注射器、またはガラスもしくはプラスチック製の多用量のバイアル中に閉じられ
得る。
【０１４３】
　注射可能な用途に適切な薬学的組成物は、滅菌の水溶液（水溶性である場合）
または分散剤、および滅菌の注射可能な溶液もしくは分散剤の即座の調製のため
の滅菌の散剤を含む。静脈内投与については、適切なキャリアには、生理食塩水
、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＥＬ（ＢＡＳＦ　Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，Ｎ．
Ｊ）またはリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が含まれる。全ての場合において
、組成物は滅菌でなければならず、そして容易に注射器の中に存在する程度に流
動性であるべきである。これは、製造および貯蔵の条件下で安定でなければなら
ず、そして細菌および真菌のような微生物の混入作用から保護されなければなら
ない。キャリアは、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロー
ル、プロピレングリコール、および液体のポリエチレングリコールなど）、およ
びそれらの適切な混合物を含有している溶媒、または分散媒体であり得る。適切
な流動性は、例えば、レシチンのようなコーティングの使用によって、分散の場
合には必要とされる粒子の大きさの維持によって、そして界面活性剤の使用によ
って、維持され得る。微生物の作用の保護は、種々の抗菌剤および抗真菌剤（例
えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサー
ルなど）によって達成され得る。多くの場合には、等張剤（例えば、糖、ポリア
ルコール（例えば、マンニトール、ソルビトール）、組成物中の塩化ナトリウム
を含むことが好ましい。注射可能な組成物の遅延させられた吸収は、吸収を遅延
させる試薬（例えば、一ステアリン酸アルミニウム、およびゼラチン）を組成物
中に含むことによってもたらされ得る。
【０１４４】
　滅菌の注射可能な溶液は、必要とされる場合には上記に列挙されている成分の
１つまたはそれらの組合せとともに、適切な溶媒中に必要とされる量で活性な化
合物（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体）を取り込む
こと、続いて濾過滅菌することによって、調製され得る。一般的には、分散物は
、塩基性の分散媒体および上記に列挙されているものから必要とされる他の成分
を含有している滅菌のビヒクル中に、活性な化合物を取り込むことによって調製
される。滅菌の注射可能な溶液の調製のための滅菌の粉末の場合においては、調
製方法は、減圧乾燥および凍結乾燥である。これによって、事前に滅菌濾過され
たその溶液から、有効成分の粉末、および任意のさらなる所望される成分を生じ
る。
【０１４５】
　経口用組成物には、一般的には、不活性な希釈剤または食用のキャリアが含ま
れる。これらは、ゼラチンカプセル中に閉じられ得るか、または錠剤に圧縮され
得る。経口による治療的投与の目的のためには、活性な化合物は賦形剤とともに
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取り込まれ得、そして錠剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得
る。経口用組成物はまた、歯磨き剤としての用途のために液体のキャリアを使用
して調製され得る。ここでは、液体のキャリア中の化合物は、経口によって適用
され、そして漱がれ、そして吐き出されれるかまたは飲み込まれる。薬学的に適
合性の結合剤および／またはアジュバント材料が、組成物の一部として含まれ得
る。錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤などは、以下の成分、または同様の性
質の化合物のいずれかを含有することができる：結合剤（例えば、微結晶セルロ
ース、トラガカントガム、またはゼラチン）；賦形剤（例えば、澱粉またはラク
トース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはトウモロコ
シ澱粉）；潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、またはＳｔｅｒｏｔｅ
ｓ）；滑走剤（ｇｌｉｄａｎｔ）（例えば、コロイド状ニ酸化ケイ素）；甘味料
（例えば、スクロースまたはサッカリン）；あるいは、香味料（例えば、ペパー
ミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香味料）。
【０１４６】
　吸入による投与については、化合物は、適切な噴射剤（例えば、二酸化炭素の
ような気体）を含有している加圧された容器またはディスペンサー、あるいは噴
霧吸入器から、噴霧剤の形態で送達される。
【０１４７】
　全身的な投与はまた、経粘膜または経皮的な手段により得る。経粘膜または経
皮的な投与については、浸透されるバリアに適切な浸透剤が処方物中で使用され
る。このような浸透剤は、一般的に当該分野で公知であり、そして例えば、経粘
膜的な投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体を含む
。経粘膜的な投与は、鼻腔スプレーまたは坐剤の使用によって達成され得る。経
皮的な投与については、活性な化合物は、当該分野で一般的に公知であるように
、軟膏、膏薬、ゲル剤、またはクリーム剤に処方される。
【０１４８】
　化合物はまた、直腸送達のためには、坐剤の形態（例えば、ココアバターおよ
び他のグリセリドのような従来の坐剤基剤を用いて）または保持浣腸剤の形態に
調製され得る。
【０１４９】
　１つの実施形態においては、活性な化合物は、移植およびマイクロカプセル化
送達システムを含む、体による迅速な排除に対して化合物を防御するキャリアを
用いて調製される（例えば、徐放処方物）。生体分解性の生体適合性ポリマー（
例えば、エチレンビニル酢酸、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポ
リオルトエステル、およびポリ乳酸）が使用され得る。このような処方物の調製
のための方法は、当業者に明らかである。材料はまた、Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｎｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．か
ら商業的に入手することが可能である。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対す
るモノクローナル抗体を用いて感染させられた細胞に対して標的化させられたリ
ポソームを含む）もまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用され得る。こ
れらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されているように、当
業者に公知の方法に従って調製され得る。
【０１５０】
　投与の容易さおよび投与量の均質性のために、投与量単位の形態で経口組成物
または非経口組成物を処方することが、特に有利である。本明細書中で使用され
るような投与量の単位形態は、処置される被験体についての単位投与量として適
切な、物理的に個別の単位をいい；それぞれの単位は、必要とされる薬学的キャ
リアと組合せて、所望される効果を生じるように計算された活性な化合物の予め
決定された量を含有している。本発明の投与量の単位形態についての詳細は、活
性な化合物の固有の特徴、および達成される特定の治療効果によって指図されそ
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してそれに直接依存する。
【０１５１】
　本発明の核酸分子は、ベクター中に挿入され得、そして遺伝子治療ベクターと
して使用され得る。遺伝子治療ベクターは、例えば、米国特許第５，７０３，０
５５号に記載されているように、多数の経路のうちのいずれかによって被験体に
送達され得る。従って、送達にはまた、例えば、静脈内注射、局所投与（米国特
許第５，３２８，４７０号を参照のこと）、または定位注射（例えば、Ｃｈｅｎ
ら、（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９１：３０５４－３
０５７を参照のこと）が含まれる。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物には、受
容可能な希釈剤中の遺伝子治療ベクターが含まれ得るか、またはこれには、遺伝
子送達ビヒクルがその中に包埋されているゆっくりと放出されるマトリックスが
含まれ得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが組換え細胞（例えば、レト
ロウイルスベクター）から完全なまま産生され得る場合には、薬学的調製物は、
遺伝子送達システムを生じる１つ以上の細胞を含み得る。
【０１５２】
　薬学的組成物は、投与についての説明書とともに、容器、パッケージ、または
ディスペンサー中に含まれ得る。
【０１５３】
　（発明の用途および方法）
　本明細書中で記載されている核酸分子、タンパク質、タンパク質ホモログ、お
よび抗体は、以下の方法の１つ以上において使用され得る：（ａ）スクリーニン
グアッセイ；（ｂ）検出アッセイ（例えば、染色体マッピング、組織分類、法医
生理学）；（ｃ）予知用医薬品（ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ）（
例えば、診断アッセイ、予測アッセイ、臨床試験のモニタリング、および生薬遺
伝学）；ならびに（ｄ）処置方法（例えば、治療的および予防的）。本明細書中
に記載されているように、１つの実施形態においては、本発明のＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質はＢＡＦＦに結合する能力を有する。
【０１５４】
　本発明の単離された核酸分子は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を発現するために（
例えば、遺伝子治療適用において宿主細胞中の組換え発現ベクターを通じて）、
ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡを検出する（例えば、生物学的サンプル中で）かまたは
ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子中の遺伝子の損傷を検出するために、および以下にされに記
載されるように、ＢＡＦＦおよび／またはＢＡＦＦ－Ｒ活性を調節するために、
使用され得る。さらに、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、ＢＡＦＦ－Ｒ活性またはそ
の発現を調節する薬物または化合物をスクリーニングするために、ならびに、不
十分なもしくは過剰なＢＡＦＦおよび／もしくはＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の産生
によって、またはＢＡＦＦ－Ｒの野生型タンパク質と比較して減少した活性もし
くは異常な活性を有するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の形態の産生によって特徴付け
られる障害を処置するために、使用され得る。さらに、本発明の抗ＢＡＦＦ－Ｒ
抗体が、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質を検出しそして単離するために、ならびに、Ｂ
ＡＦＦおよび／またはＢＡＦＦ－Ｒ活性を調節するために、使用され得る。
【０１５５】
　本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイによって同定された新規の試
薬、および本明細書中に記載されているような処置のためのその用途に関する。
【０１５６】
　（スクリーニングアッセイ）
　本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に結合するか、または例えば、ＢＡＦＦ－
Ｒの発現もしくはＢＡＦＦ－Ｒの活性に対して刺激的作用または阻害性の作用を
有する調節因子（すなわち、候補、または試験化合物、または試薬（例えば、ペ
プチド、ペプチド模倣物、低分子、もしくは他の薬物））を同定するための方法
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（本明細書中では「スクリーニングアッセイ」とも呼ばれる）を提供する。
【０１５７】
　１つの実施形態においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質もしくはポリ
ペプチド、またはその生物学的に活性な部分に結合するか、またはその活性を調
節する、候補または試験化合物をスクリーニングするためのアッセイを提供する
。本発明の試験化合物は、以下を含む当該分野で公知の組合せライブラリー方法
において、多数のアプローチのいずれかを使用して得ることできる：生物学的ラ
イブラリー；空間的にアドレス可能な平行固相または液相ライブラリー；デコン
ボリューションを必要とする合成ライブラリー方法；「１ビーズ１化合物」ライ
ブラリー法；およびアフィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライ
ブラリー法。生物学的ライブラリーアプローチは、ペプチドライブラリーに限定
されるが、他の４個のアプローチは、ペプチド、非ペプチドオリゴマー、または
化合物の低分子ライブラリーに適用することができる（Ｌａｍ（１９９７）、Ａ
ｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．１２：１４５－１６７）。
【０１５８】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は、例えば、以下において、当該分
野で見出され得る：ＤｅＷｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６９０９－６０１３；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：１１４２２－１１４２６；Ｚｕ
ｃｋｅｒｍａｎｎら（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８－２６
８５；Ｃｈｏら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌ
ｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０
５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎ
ｇｌ．３３：２０６１；およびＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅ
ｍ．３７：１２３３－１２５１。
【０１５９】
　化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１３：４１２－４２１）、またはビーズ上で（Ｌ
ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８２－８４）、チップ上で（Ｆｏｄｏ
ｒ（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ　３６４：５５５－５５６）、細菌上で（Ｌａｄｎ
ｅｒ、米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子上で（Ｌａｄｎｅｒ、米国特許
第５，２２３，４０９号）、プラスミド上で（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１８６５－１８６９）、または
ファージ上で（ＳｃｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４
９：３８６－３９０；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：４０
４－４０６；Ｃｗｉｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８７：６３７８－６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１－３１０；Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２２３，
４０９号）、調製され得る。
【０１６０】
　１つの実施形態においては、アッセイは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の膜に結合
した形態またはその生物学的に活性な部分を細胞表面上で発現する細胞が、試験
化合物と接触させられ、そしてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に結合する試験化合物の
能力が決定される、細胞に基づくアッセイである。例えば、細胞は、哺乳動物起
源であり得るかまたは酵母細胞であり得る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に結合する
試験化合物の能力の決定は、例えば、試験化合物を放射性同位元素または酵素標
識とカップリングさせることによって達成され得る。その結果、ＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質またはその生物学的に活性な部分への試験化合物の結合は、複合体中の
標識された化合物を検出することによって決定され得る。例えば、試験化合物は
、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、または３Ｈで、直接または間接的のいずれかで標
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識され得、そして放射性同位元素は、放射線の放出を直接計数することによって
、またはシンチレーションカウンティングによって検出される。あるいは、試験
化合物は、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ま
たはルシフェラーゼで酵素標識され得、そして酵素標識は、適切な基質の生成物
への転換の決定によって検出される。１つの実施形態においては、アッセイは、
細胞表面上にＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の膜に結合した形態またはその生物学的に
活性な部分を発現する細胞を、ＢＡＦＦ－Ｒに結合してアッセイ混合物を形成す
ることが既知である化合物と接触させること、アッセイ混合物を試験化合物と接
触させること、およびＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互作用する試験化合物の能力
を決定することを包含する。ここでは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互作用する
試験化合物の能力の決定は、既知の化合物と比較して、ＢＡＦＦ－Ｒまたはその
生物学的に活性な部分に対して優先的に結合する試験化合物の能力を決定するこ
とを含む。
【０１６１】
　別の実施形態においては、アッセイは、細胞に基づくアッセイである。これは
、細胞表面上にＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の膜に結合した形態またはその生物学的
に活性な部分を発現する細胞を試験化合物と接触させること、そしてＢＡＦＦ－
Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節する（例えば、刺激
するかまたは阻害する）試験化合物の能力を決定することを包含する。ＢＡＦＦ
－Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節する試験化合物の
能力の決定は、例えば、ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子に結合するかまたはそれと相互
作用するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の能力を決定することによって達成され得る。
本明細書中で使用される場合には、「標的分子」は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質が
自然な状態で結合するかまたは相互作用する分子であり、例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質を発現する細胞の表面上の分子、第２の細胞の表面上の分子、細胞外
環境にある分子、細胞膜の内表面に会合している分子、または細胞質分子である
。ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子は、ＢＡＦＦ－Ｒ以外の分子、本発明のＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質、またはポリペプチドであり得る。１つの実施形態においては、ＢＡ
ＦＦ－Ｒの標的分子は、細胞膜を通じる細胞内への細胞外シグナル（例えば、膜
に結合したＢＡＦＦ－Ｒ分子への化合物の結合によって生成されるシグナル）の
伝達を促進する、シグナル伝達経路の成分である。標的は、例えば、触媒活性を
有する第２の細胞内タンパク質、または下流のシグナル伝達分子とＢＡＦＦ－Ｒ
との会合を促進するタンパク質であり得る。
【０１６２】
　ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子に結合するかまたはそれと相互作用するＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質の能力の決定は、直接的な結合の決定のための上記の方法の１つによ
って達成され得る。１つの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子に結合
するかまたはそれと相互作用するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の能力の決定は、標的
分子の活性の決定によって達成され得る。例えば、標的分子の活性は、標的の細
胞性セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ２＋、ジアシルグリセロー
ル、ＩＰ３など）の誘導の検出、適切な基質である標的の触媒／酵素活性の検出
、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー（例えば、ルシフェラーゼ）をコード
する核酸に作動可能に連結されたＢＡＦＦ－Ｒ応答性調節エレメントを含有して
いる）の誘導の検出、あるいは、細胞応答（例えば、細胞の生存性、細胞の分化
、または細胞増殖）の検出によって決定され得る。
【０１６３】
　なお別の実施形態においては、本発明のアッセイは細胞を含まないアッセイで
ある。これは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験
化合物と接触させること、そしてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学的に
活性な部分に結合する試験化合物の能力を決定することを含む。ＢＡＦＦ－Ｒタ
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ンパク質に対する試験化合物の結合は、上記のように直接または間接的のいずれ
かで決定され得る。１つの実施形態においては、アッセイは、ＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質またはその生物学的に活性な部分を、ＢＡＦＦ－Ｒに結合してアッセイ混
合物を形成することが既知である化合物と接触させること、アッセイ混合物を試
験化合物と接触させること、およびＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互作用する試験
化合物の能力を決定することを含む。ここでは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互
作用する試験化合物の能力は、既知の化合物と比較して、ＢＡＦＦ－Ｒまたはそ
の生物学的に活性な部分に対して優先的に結合する試験化合物の能力を決定する
ことを含む。
【０１６４】
　別の実施形態においては、アッセイは、細胞を含まないアッセイである。これ
は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接
触させること、そしてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはその生物学的に活性な部分
の活性を調節する（例えば、刺激するかまたは阻害する）試験化合物の能力を決
定することを含む。ＢＡＦＦ－Ｒの活性を調節する試験化合物の能力の決定は、
例えば、直接的な結合の決定のための上記の方法の１つによって、ＢＡＦＦ－Ｒ
の標的分子に結合するＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の能力を決定することによって達
成され得る。別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒの活性を調節する試験化合
物の能力の決定は、ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子をさらに調節するＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質の能力を決定することによって達成され得る。例えば、適切な基質に対す
る標的分子の触媒／酵素活性が、先に記載されているように決定され得る。
【０１６５】
　なお別の実施形態においては、細胞を含まないアッセイは、ＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質またはその生物学的に活性な部分を、ＢＡＦＦ－Ｒに結合してアッセイ混
合物を形成することが既知である化合物と接触させること、アッセイ混合物を試
験化合物と接触させること、およびＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互作用する試験
化合物の能力を決定することを含む。ここでは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質と相互
作用する試験化合物の能力の決定は、ＢＡＦＦ－Ｒの標的分子に対して優先的に
結合するかまたはその活性を調節する、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の能力を決定す
ることを含む。
【０１６６】
　本発明の細胞を含まないアッセイは、ＢＡＦＦ－Ｒの可溶性形態または膜に結
合した形態の両方の使用に敏感に反応する。ＢＡＦＦ－Ｒの膜に結合した形態を
含有している細胞を含まないアッセイの場合においては、ＢＡＦＦ－Ｒの膜に結
合した形態が溶液中で維持される可溶化剤を利用することが所望され得る。この
ような可溶化剤の例には、非イオン性界面活性剤（例えば、ｎ－オクチルグルコ
シド、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－
メチルグルカミド、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商
標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登録商
標）、イソトリデシポリ（エチレングリコールエーテル）ｎ、３－（３－コラミ
ドプロピル）ジメチルアンミニオール－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ
）、３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンミニオール－２－ヒドロキシ－
１－プロパンスルホン酸（ＣＨＡＰＳＯ）、またはＮ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメ
チル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホン酸）が含まれる。
【０１６７】
　本発明の上記のアッセイ方法の１つ以上の実施形態においては、タンパク質の
１つまたは両方の複合体化されていない形態からの複合体の分離を容易にするた
めに、ならびにアッセイを自動化に順応させるために、ＢＡＦＦ－Ｒまたはその
標的分子のいずれかを固定することが、所望され得る。ＢＡＦＦ－Ｒに対する試
験化合物の結合、またはＢＡＦＦ－Ｒと標的分子との、候補の化合物の存在下も
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しくは非存在下での相互作用は、反応物の含有に適切な任意の容器中で達成され
得る。このような容器の例には、マイクロタイタープレート、試験チューブ、お
よび微量遠心分離用チューブが含まれる。１つの実施形態においては、タンパク
質の１つまたは両方がマトリックスに結合させられるドメインが付加されている
融合タンパク質が、提供され得る。例えば、ＧＳＴ－ＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク
質、またはＧＳＴ－標的融合タンパク質が、グルタチオンセファロースビーズ（
Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）またはグルタチオン
で導出した（ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ）マイクロタイタープレート上に吸着させ
られ得、次いで、試験化合物、または試験化合物および吸着されていない標的タ
ンパク質もしくはＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のいずれかと混合され得る。そして混
合物が、複合体の形成の助けとなる条件下でインキュベートされる（例えば、塩
およびｐＨについて生理学的条件で）。インキュベーション後、ビーズまたはマ
イクロタイタープレートのウェルは、全ての結合していない成分を除去するため
に洗浄され、マトリックスは、ビーズの場合には固定化され、複合体は、例えば
、上記に記載されているように、直接または間接的のいずれかで決定される。あ
るいは、複合体は、マトリックスから解離させられ、そしてＢＡＦＦ－Ｒの結合
または活性のレベルが、標準的な技術を使用して決定される。
【０１６８】
　マトリックス上のタンパク質を固定するための他の技術もまた、本発明のスク
リーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒまたはその標
的分子のいずれかが、ビオチンおよびストレプトアビジンの結合を利用して固定
され得る。ビオチン化ＢＡＦＦ－Ｒまたは標的分子は、当該分野で周知の技術（
例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｏｃｋｆｏ
ｒｄ，Ｉｌｌ．）を使用してビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミ
ド）から調製され得、そしてストレプトアビジンでコーティングした９６ウェル
プレートのウェル（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）中に固定される。あるい
は、ＢＡＦＦ－Ｒまたは標的分子と反応するが、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質のその
標的分子への結合は妨害しない抗体が、プレートのウェルから導出され得、そし
て結合していない標的またはＢＡＦＦ－Ｒが抗体結合によってウェル中に捕捉さ
れる。このような複合体の検出のための方法は、ＧＳＴ－固定化複合体について
の上記の記載に加えて、ＢＡＦＦ－Ｒまたは標的分子と反応する抗体を使用する
複合体の免疫検出、ならびにＢＡＦＦ－Ｒまたは標的分子に伴う酵素活性の検出
に依存する酵素結合アッセイを含む。
【０１６９】
　別の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒの発現の調節因子は、細胞が候補の化
合物と接触させられ、そして細胞中でのＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク
質の発現が検出される方法において同定される。候補の化合物の存在下での、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、候補の化合物の非存在
下での、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。
次いで、候補の化合物はこの比較に基づいて、ＢＡＦＦ－Ｒの発現の調節因子と
して同定され得る。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が
、候補の化合物の存在下でその非存在下よりも大きい（統計学的に有意に大きい
）場合には、候補の化合物は、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現
の刺激因子として同定される。あるいは、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパ
ク質の発現が、候補の化合物の存在下でその非存在下よりも少ない（統計学的に
有意に少ない）場合には、候補の化合物は、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタン
パク質の発現の阻害因子として同定される。ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタン
パク質の発現レベルは、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはタンパク質を検出するた
めの、本明細書中に記載されている方法によって決定され得る。
【０１７０】
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　本発明のなお別の局面においては、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、ツーハイブリ
ッドアッセイまたはスリーハイブリッドアッセイ（例えば、米国特許第５，２８
３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら（１９９３）Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２；
Ｍａｄｕｒａら（１９９３）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１
２０５４；Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９
２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉら（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９
３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ　第ＷＯ９４／１０３００号を参照のこと）に
おいて、ＢＡＦＦ－Ｒに結合するかまたはそれと相互作用する他のタンパク質（
「ＢＡＦＦ－Ｒ結合タンパク質」または「ＢＡＦＦ－Ｒ－ｂｐ」）、およびＢＡ
ＦＦ－Ｒ活性を調節する他のタンパク質を同定するために、「ベイトタンパク質
」として使用され得る。このようなＢＡＦＦ－Ｒ結合タンパク質はまた、例えば
、ＢＡＦＦ－Ｒ経路の上流または下流のエレメントとして、ＢＡＦＦ－Ｒタンパ
ク質によるシグナルの増幅に関係しているようである。
【０１７１】
　ツーハイブリッドシステムは、異なるＤＮＡ結合および活性化ドメインから構
成される、ほとんどの転写因子の調節因子の性質に基づく。簡潔には、このアッ
セイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を利用する。１つの構築物中では、ＢＡＦＦ
－Ｒをコードする遺伝子が、既知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤＮＡ結
合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物中では、同定されて
いないタンパク質（「獲物（ｐｒｅｙ）」または「サンプル」）をコードするＤ
ＮＡ配列のライブラリーに由来するＤＮＡ配列が、既知の転写因子の活性化ドメ
インをコードする遺伝子に融合させられる。「ベイト」および「獲物」タンパク
質がインビボで相互作用することが可能である場合には、転写因子のＤＮＡ結合
ドメインと活性化ドメインである、ＢＡＦＦ－Ｒ依存性の複合体の形成が、非常
に近接して生じる。この近接によって、転写因子に応答性である転写調節部位に
作動可能に連結されたレポーター遺伝子（例えば、ＬａｃＺ）の転写が可能にな
る。レポーター遺伝子の発現が検出され得、そして機能的な転写因子を含有して
いる細胞コロニーが単離され得、そしてＢＡＦＦ－Ｒと相互作用するタンパク質
をコードするクローン化された遺伝子を得るために使用され得る。
【０１７２】
　本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイによって同定された新規の試
薬、および本明細書中に記載される処置のためのその用途に関する。
【０１７３】
　（検出アッセイ）
　本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の一部またはフラグメント（および対応
している完全な遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多数の方法におい
て使用され得る。例えば、これらの配列は、以下のために使用され得る：（ｉ）
それらのそれぞれの遺伝子を染色体上にマップし、それによって遺伝的疾患に関
係している遺伝子領域の位置を決定するため；（ｉｉ）微小な生物学的サンプル
から個体を同定するため（組織分類）；および（ｉｉｉ）生物学的サンプルの法
医学的同定を補助するため。これらの適応は、以下の節で記載される。
【０１７４】
　（染色体マッピング）
　一旦、遺伝子の配列（または配列の一部）が単離されると、この配列は、染色
体上の遺伝子の位置をマップするために使用され得る。このプロセスは、染色体
マッピングと呼ばれる。従って、ＢＡＦＦ－Ｒの一部またはフラグメント、本明
細書中に記載される配列は、それぞれ、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の位置を染色体上に
マップするために使用され得る。染色体へのＢＡＦＦ－Ｒ配列のマッピングは、
これらの配列を疾患に関係している遺伝子と相関させることにおいて重要な最初
の工程である。
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【０１７５】
　簡潔には、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子は、ＢＡＦＦ－Ｒ配列からＰＣＲプライマー（
好ましくは、１５～２５ｂｐの長さ）を調製することによって、染色体にマップ
され得る。ＢＡＦＦ－Ｒ配列のコンピューター分析は、ゲノムＤＮＡ中の１つ以
上のエキソンにはまたがらない（従って、増幅プロセスを複雑にはしない）プラ
イマーを迅速に選択するために使用され得る。次いで、これらのプライマーは、
所定の種の個々の染色体を含有している体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニ
ングに使用され得る。ＢＡＦＦ－Ｒ配列に対応している種特異的遺伝子を含有し
ているこのようなハイブリッドのみが、増幅されたフラグメントを生じる。
【０１７６】
　体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に対して特定の配列
を割り当てるための迅速な手順である。１日あたり３個以上の配列が、１つのサ
ーマルサイクラーを使用して割り当てられ得る。オリゴヌクレオチドプライマー
を設計するためにＢＡＦＦ－Ｒ配列を使用すると、特異的な染色体に由来するフ
ラグメントのパネルを用いて、仮の位置決め（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
）が達成され得る。
【０１７７】
　染色体分裂中期の染色体スプレッドに対するＤＮＡ配列の蛍光インサイチュハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）はさらに、１工程で正確な染色体位置を提供
するために使用され得る。染色体スプレッドは、その分離が有糸分裂期の紡錘糸
を崩壊させる化学薬品様コルセミドによって、分裂中期でブロックされている細
胞を使用して行われ得る。簡潔には、染色体はトリプシンで処理され得、次いで
Ｇｉｅｍｓａで染色され得る。明るいバンドと暗いバンドのパターンが、それぞ
れの染色体について生じ、その結果、染色体は、個々に同定され得る。ＦＩＳＨ
技術が、５００または６００塩基程度の短いＤＮＡ配列とともに使用され得る。
しかし、１０００塩基より長いクローンが、単純な検出に十分なシグナル強度を
有する固有の染色体位置への結合の高い可能性を有する。好ましくは、１０００
塩基、そしてより好ましくは、２０００塩基が、合理的な時間で良好な結果を得
るために十分である。この技術の概要については、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ　
ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ　ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩ
ＱＵＥＳ、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，１９８８を参照のこと。
【０１７８】
　染色体マッピングのための試薬は、単一の染色体を、またはその染色体上の単
一の部位を記録するために個別に使用され得る。または試薬のパネルが、複数の
部位および／または複数の染色体を記録するために使用され得る。遺伝子の非コ
ード領域に対応している試薬が、実際には、マッピングの目的に好ましい。コー
ド配列は、おそらく、遺伝子ファミリー内でより保存されており、従って、染色
体マッピングの間の交差ハイブリダイゼーションの選択が増大する。
【０１７９】
　一旦、配列が正確な染色体位置に対してマップされると、染色体上の配列の物
理的な位置が、遺伝子マップのデータと相関させられ得る。このようなデータは
、例えば、ＭｃＫｕｓｉｃｋ、ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ　ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ　
ＩＮ　ＭＡＮ（Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｗｅｌｃ
ｈ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで入手可能である）に見ら
れる。次いで、同じ染色体領域にマップされた遺伝子と疾患との関係が、例えば
、Ｅｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ、３２５：７８３－７８７に記載
されている連関分析（物理的に隣接している遺伝子の共同遺伝）を通じて同定さ
れ得る。
【０１８０】
　さらに、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子に関係している疾患に罹患している個体と罹患し
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ていない個体との間でのＤＮＡ配列の差異が、決定され得る。変異が罹患してい
る個体の一部または全てにおいて観察されが、全ての罹患していない個体におい
ては観察されない場合には、変異はおそらく、特定の疾患の原因因子である。罹
患した個体と罹患していない個体との間での比較には、一般的には、染色体の構
造変化（例えば、染色体スプレッドから見ることができるかまたはそのＤＮＡ配
列に基づいてＰＣＲを使用して検出することができる、欠失または転移）を最初
に観察することを含む。最終的には、いくつかの個体に由来する遺伝子の完全な
配列決定が、変異の存在を確認するため、および多型による変異体を区別するた
めに、行われ得る。
【０１８１】
　（組織分類）
　本発明のＢＡＦＦ－Ｒ配列はまた、微小な生物学的サンプルから個体を同定す
るためにも使用され得る。この技術においては、個体のゲノムＤＮＡが、１つ以
上の制限酵素で消化され、そして同定のための固有のバンドを生じるようにサザ
ンブロットでプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７
２，０５７号に記載されている、「制限断片長多型」）についてのさらなるＤＮ
Ａマーカーとして有用である。
【０１８２】
　さらに、本発明の配列は、個体のゲノムの選択された部分のＤＮＡ配列を実際
に１塩基ずつ（ｂａｓｅ－ｂｙ－ｂａｓｅ）決定する、別の技術を提供するため
に使用され得る。このように、本明細書中に記載されているＢＡＦＦ－Ｒ配列は
、配列の５’および３’末端から２つのＰＣＲプライマーを調製するために使用
され得る。これらのプライマーは、次いで、個々のＤＮＡを増幅し、続いてそれ
を配列決定するために使用され得る。
【０１８３】
　この様式で調製された個体に由来する対応するＤＮＡ配列のパネルは、各々の
個体が、対立遺伝子の差異に起因して、このようなＤＮＡ配列の固有のセットを
有するので、固有の個体の同定を提供することができる。本発明の配列は、個体
由来および組織由来の配列のこのような同定を得るために使用され得る。本発明
のＢＡＦＦ－Ｒ配列は、ヒトゲノムの一部を独自に示す。対立遺伝子のバリエー
ションは、これらの配列のコード領域においてある程度で生じ、そして非コード
領域においてはより大きい程度で生じる。個々のヒトの間での対立遺伝子のバリ
エーションは、各５００塩基あたり約１つの頻度で生じると概算される。はるか
に多い対立遺伝子のバリエーションは、制限断片長多型（ＲＦＬＰ）を含む一塩
基多型（ＳＮＰ）に起因する。
【０１８４】
　本明細書中に記載される配列のそれぞれは、ある程度で、同定目的のために比
較され得る固体に由来するＤＮＡに対して標準として使用され得る。より多数の
多型が非コード領域中に生じるので、より少ない配列が個体を区別するために必
要である。図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図２Ａ（配列番号３
）、図２Ｂ（配列番号４）、および図３（配列番号６）の非コード配列は、それ
ぞれが１００塩基の増幅された非コード配列を生じる、約１０から１０００個の
プライマーのパネルを用いて、ポジティブな個体の同定を十分に提供することが
できる。推定されるコード配列（例えば、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列
番号２）、図２Ａ（配列番号３）、図２Ｂ（配列番号４）、および図３（配列番
号６）中のコード配列）が使用される場合は、ポジティブな個体の同定のための
より適切な数のプライマーは、５００～２，０００である。
【０１８５】
　（予測用（ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ）医薬品）
　本発明はまた、予測用医薬品の分野にも関する。ここでは、診断アッセイ、予
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後アッセイ、生薬遺伝学、および臨床試験のモニタリングが、予後（予測）目的
のために使用され、それによって個体を予防的に処置する。従って、本発明の１
つの局面は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質および／または核酸の発現、ならびにＢＡ
ＦＦ－Ｒ活性を、生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞、組織）の状況
下で決定し、それによって個体が疾患もしくは障害に罹患しているかどうか、ま
たは個体が異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現もしくは活性に関係している障害を発症す
る危険があるかどうかを決定するための診断アッセイに関する。本発明はまた、
個体がＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、核酸の発現または活性に関係している障害を発
症する危険があるかどうかを決定するための予後（または予測）アッセイを提供
する。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の変異が生物学的サンプル中でアッセイされ
得る。このようなアッセイは、それによってＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、核酸の発
現または活性によって特徴付けられるかまたはそれに関係している障害の発症前
に個体を予防的に処置するための、予後または予測目的のために、使用され得る
。
【０１８６】
　本発明の別の局面は、それによってその個体について適切な治療薬または予防
薬（本明細書中では、「生薬遺伝学」と呼ばれる）を選択するための、個体にお
けるＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、核酸の発現、またはＢＡＦＦ－Ｒの活性を決定す
るための方法を提供する。生薬遺伝学は、個体の遺伝子型に基づいて（例えば、
特定の試薬に応答する個体の能力を決定するために試験される個体の遺伝子型）
、個体の治療的または予防的処置のための試薬（例えば、薬物）の選択を可能に
する。
【０１８７】
　本発明のなお別の局面は、臨床試験においけるＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性
に対する試薬（例えば、薬物、化合物）の影響のモニタリングに関する。
【０１８８】
　これらおよび他の試薬が、以下の節でさらに詳細に記載される。
【０１８９】
　（診断アッセイ）
　生物学的サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒの存在または非存在の検出のための例示的
な方法には、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、および生物学的サン
プルを、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質またはＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする核
酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出することができる化合物または試
薬と接触させ、その結果、ＢＡＦＦ－Ｒの存在が生物学的サンプル中で検出され
る工程を包含する。ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの検出のための
試薬は、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡにハイブリダイズすること
が可能である標識された核酸プローブである。核酸プローブは、例えば、全長の
ＢＡＦＦ－Ｒ核酸（例えば、図１Ａ（配列番号１）、図１Ｂ（配列番号２）、図
２Ａ（配列番号３）、図２Ｂ（配列番号４）、および図３（配列番号６）のいず
れかの核酸、またはそれらの一部）であり、例えば、少なくとも１５、３０、５
０、１００、２５０、または５００ヌクレオチドの長さのオリゴヌクレオチドで
あり、そしてＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡに対してストリンジェ
ントな条件下で特異的にハイブリダイズするために十分である。本発明の診断ア
ッセイにおける使用に適切な他のプローブが、本明細書中に記載される。
【０１９０】
　ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の検出のための試薬は、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質に結
合することができる抗体、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗
体はポリクローナルであり得るか、またはより好ましくは、モノクローナルであ
り得る。完全な抗体またはそのフラグメント（例えば、ＦａｂもしくはＦ（ａｂ
’）２）が使用され得る。用語「標識された」は、プローブまたは抗体に関して
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、プローブまたは抗体に対する検出可能な物質のカップリング（すなわち、物理
的な連結）によるプローブまたは抗体の直接的な標識、ならびに直接標識される
別の試薬との反応性によるプローブまたは抗体の間接的な標識を含むように意図
される。直接的な標識の例には、蛍光標識された二次抗体を使用する一次抗体の
検出、およびビオチンでのＤＮＡプローブの末端標識（その結果、これは、蛍光
標識されたストレプトアビジンで検出され得る）が含まれる。用語「生物学的サ
ンプル」は、被験体から単離された組織、細胞、および生物学的液体、ならびに
被験体中に存在する組織、細胞、および液体を含むように意図される。すなわち
、本発明の検出方法は、インビトロならびにインビボで、生物学的サンプル中の
ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡ、タンパク質、またはゲノムＤＮＡを検出するために使
用され得る。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術に
は、ノーザンハイブリダイゼーションおよびインサイチュハイブリダイゼーショ
ンが含まれる。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の検出のためのインビトロ技術には、酵
素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫沈降、およ
び免疫蛍光が含まれる。ＢＡＦＦ－ＲゲノムＤＮＡの検出のためのインビトロ技
術には、サザンハイブリダイゼーションが含まれる。さらに、ＢＡＦＦ－Ｒタン
パク質の検出のためのインビボ技術には、標識した抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体を被験体
に導入することが含まれる。例えば、抗体は、被験体中でのその存在および位置
が標準的な画像化技術によって検出され得る放射活性マーカーで標識され得る。
【０１９１】
　１つの実施形態においては、生物学的サンプルは、試験被験体由来のタンパク
質分子を含む。あるいは、生物学的サンプルは、試験被験体由来のｍＲＮＡ分子
または試験被験体由来のゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ましい生物学的サンプ
ルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血球サンプルである。
【０１９２】
　別の実施形態においては、この方法はさらに、コントロールの被験体由来のコ
ントロールの生物学的サンプルを得る工程、コントロールサンプルを、ＢＡＦＦ
－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡを検出することができる化合物
または試薬と接触させ、その結果、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、または
ゲノムＤＮＡの存在が生物学的サンプル中で検出される工程、ならびに試験サン
プル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの存在と、コ
ントロールサンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮ
Ａの存在とを比較する工程を包含する。
【０１９３】
　本発明はまた、生物学的サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒの存在を検出するためのキ
ットを含む。例えば、キットは、生物学的サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質
またはｍＲＮＡを検出することができる、標識された化合物または試薬；サンプ
ル中のＢＡＦＦ－Ｒ量を決定するための手段；および標準と、サンプル中のＢＡ
ＦＦ－Ｒ量とを比較するための手段を含有し得る。化合物または試薬は、適切な
容器中にパッケージされ得る。キットはさらに、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または
核酸を検出するためにキットを使用するための説明書を含み得る。
【０１９４】
　（予後アッセイ）
　本明細書中に記載される診断方法はさらに、異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または
活性に関係している疾患または障害を有しているか、またはそれらを発症する危
険のある被験体を同定するために利用され得る。例えば、本明細書中に記載され
ているアッセイ（例えば、上記の診断アッセイまたは以下のアッセイ）は、例え
ば、自己免疫性溶血性貧血および全身性エリテマトーデスのような自己免疫性状
態においてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、核酸の発現または活性に関係している障害
を有しているかまたはそれを発症する危険のある被験体を同定するために、利用
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され得る。あるいは、予後アッセイは、疾患または障害を有しているかまたはそ
れらを発症する危険のある被験体を同定するために利用され得る。従って、本発
明は、異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している疾患または障害を同
定するための方法を提供する。ここでは、試験サンプルが被験体から得られ、そ
してＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）が
検出される。ここでは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または核酸の存在は、異常なＢ
ＡＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している疾患または障害を有しているかまた
はそれらを発症する危険のある被験体についての診断である。本明細書中で使用
される場合には、「試験サンプル」は、目的の被験体から得られた生物学的サン
プルをいう。例えば、試験サンプルは、生物学的液体（例えば、血清）、細胞サ
ンプル、または組織であり得る。
【０１９５】
　さらに、本明細書中に記載されている予後アッセイは、被験体に、異常なＢＡ
ＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している疾患または障害を処置するための試薬
（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチ
ド、核酸、低分子、または他の薬物候補）を投与することができるかどうかを決
定するために使用され得る。例えば、このような方法は、被験体が障害について
試薬で効率よく処置され得るかどうかを決定するために使用され得る。従って、
本発明は、被験体が異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している障害に
ついて試薬で効率よく処理され得るかどうかを決定するための方法を提供する。
ここでは、試験サンプルが得られ、そしてＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または核酸が
検出される（例えば、ここでは、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または核酸の存在は、
異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している障害を処置するために試薬
を投与され得る被験体についての診断である）。
【０１９６】
　本発明の方法はまた、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子中の遺伝子の損傷を検出するために
使用され得、それによって損傷を起こした遺伝子を有する被験体が、腫瘍形成性
障害または自己免疫性障害の危険があるかまたはそれを罹患しているかどうかを
決定する。種々の実施形態においては、この方法は、被験体由来の細胞サンプル
中で、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質をコードする遺伝子の完全性に影響を与える変化
の少なくとも１つ、またはＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の誤った発現によって特徴付けら
れる遺伝子の損傷の存在または非存在を検出する工程を包含する。例えば、この
ような遺伝子の損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認することによって検
出され得る：（１）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子からの１つ以上のヌクレオチドの欠失；
（２）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（３）ＢＡＦＦ
－Ｒ遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換；（４）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の染色
体再配置；（５）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡの転写レベルの変
化；（６）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の（例えば、ゲノムＤＮＡのメチル化パターンの
）異常な改変；（７）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の野生
型ではないスプライシングパターンの存在；（８）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の野
生型ではないレベル；（９）ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の対立遺伝子の欠失、および（
１０）ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の不適切な翻訳後改変。本明細書中に記載されて
いるように、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の損傷を検出するために使用され得る、当該分
野で公知の多数のアッセイ技術が存在する。好ましい生物学的サンプルは、被験
体から従来の手段によって単離された末梢血白血球サンプルである。しかし、核
を有する細胞を含有している任意の生物学的サンプル（例えば、頬の粘膜細胞を
含む）が、使用され得る。
【０１９７】
　特定の実施形態においては、損傷の検出には、アンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ
　ＰＣＲのようなポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（例えば、米国特許第４，６
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８３，１９５号および同第４，６８３，２０２号を参照のこと）における、ある
いは、鎖連結反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９
４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：３６０－３６４を
参照のこと）における、プローブ／プライマーの使用を含む。これらの後者は、
ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子中の点変異の検出に特に有用である（Ａｂｒａｖａｙａら（
１９９５）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２３：６７５－６８２を参照のこと）
。この方法は、患者から細胞のサンプルを回収する工程、サンプルの細胞から核
酸（例えば、ゲノム、ｍＲＮＡ、または両方）を単離する工程、ＢＡＦＦ－Ｒ遺
伝子（存在する場合には）のハイブリダイゼーションおよび増幅が生じる条件下
で、核酸サンプルをＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子に特異的にハイブリダイズする１つ以上
のプライマーと接触させる工程、および増幅産物の存在または非存在を検出する
工程、あるいは、増幅産物の大きさを検出しそしてコントロールサンプルと長さ
を比較する工程を包含し得る。ＰＣＲおよび／またはＬＣＲは、本明細書中に記
載されている変異体の検出に使用される技術のいずれかと組合せて、予備的な増
幅工程として使用されることが所望される場合がある。
【０１９８】
　別の増幅方法には、以下が含まれる：自己維持配列の複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ
ら（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７
４－１８７８）、転写増幅システム（Ｋｗｏｈら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３－１１７７）、Ｑ－βレプリカ
－ゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら（１９８８）ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：１１９
７）、または任意の他の核酸増幅方法、それに続く当業者に周知の技術を使用す
る増幅された分子の検出。これらの検出体系は、このような分子が非常に少ない
数で存在する核酸分子の検出に特に有用である。
【０１９９】
　代替の実施形態においては、サンプル細胞由来のＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子中の変異
は、制限酵素切断パターンの変化によって同定することができる。例えば、サン
プルおよびコントロールＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ以
上の制限エンドヌクレアーゼで消化され、そしてフラグメント長の大きさがゲル
電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルとコントロールＤＮＡ
との間でのフラグメント長の大きさの差異は、サンプルＤＮＡ中での突然変異を
示す。さらに、配列特異的リボザイムの使用（例えば、米国特許第５，４９３，
５３１号）は、リボザイム切断部位の発生または消滅によって特異的突然変異の
存在を記録するために使用することができる。
【０２００】
　他の実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒの遺伝子変異は、数百または数千のオ
リゴヌクレオチドプローブを含有している高密度アレイに対して、サンプルおよ
びコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）をハイブリダイズさせるこ
とによって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｍｕｔａｔ
ｉｏｎ　７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ
．２：７５３－７５９）。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒの遺伝子変異は、Ｃｒｏｎｉｎ
ら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　７：２４４－２５５に記載され
ているような、光によって作成したＤＮＡプローブを含有している二次元アレイ
中で同定することができる。簡潔には、プローブの第１のハイブリダイゼーショ
ンアレイは、連続して重複しているプローブの直線的な並びを作成することによ
って配列間での塩基変化を同定するために、サンプルおよびコントロール中のＤ
ＮＡの長いストレッチを徹底的にスキャンするために使用され得る。この工程は
、点変異の同定が可能である。この工程には、検出される全ての改変体または変
異体に相補的である、より小さい特殊化されたプローブアレイを使用することに
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よって、特異的な変異体の特徴付けを可能にする第２回目のハイブリダイゼーシ
ョンアレイが続く。それぞれの変異体アレイは、類似のプローブのセット、野生
型遺伝子に相補的なもの、および変異遺伝子に相補的な他のものから構成される
。
【０２０１】
　なお別の実施形態においては、当該分野で公知の任意の種々の配列決定反応が
、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子を直接配列決定し、そして対応している野生型（コントロ
ール）配列とサンプルＢＡＦＦ－Ｒの配列とを比較することによって変異体を検
出するために、使用され得る。配列決定反応の例には、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌ
ｂｅｒｔ（１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７４：
５６０またはＳａｎｇｅｒ（１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　７４：５４６３によって開発された技術に基づく反応が含まれる。質
量スペクトル分析による配列決定（例えば、ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ９４／１
６１０１号；Ｃｏｈｅｎら（１９９６）Ａｄｖ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．３６：
１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１９９３）Ａｐｐｌ．Ｂｉｃｈｅｍ
．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３８：１４７－１５９を参照のこと）を含む、任意の
種々の自動配列決定手順が、診断アッセイ（Ｎａｅｖｅら（１９９５）Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１９：４４８）を行う場合に利用され得ることもまた、意
図される。
【０２０２】
　ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の変異の検出のための他の方法には、切断試薬からの保護
が、ＲＮＡ／ＲＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重螺旋中の不適合の塩基を検
出するために使用される方法が含まれる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２３０：１２４２）。一般的には、「不適合切断」の技術分野は、野生型
ＢＡＦＦ－Ｒ配列を含有している（標識された）ＲＮＡまたはＤＮＡを、組織サ
ンプルから得られた可能性のある変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとともにハイブリダ
イズさせることによって形成されるヘテロ二重螺旋を提供することによって開始
する。２本鎖二重螺旋は、コントロール鎖とサンプル鎖との間での塩基対不適合
に起因して存在する、二重螺旋の１本鎖領域を切断する試薬で処理される。例え
ば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重螺旋は、ＲＮａｓｅで処理され得、そしてＤＮＡ／ＤＮ
ＡハイブリッドはＳ１ヌクレアーゼで処理されて、不適合の領域を酵素的に消化
することができる。他の実施形態においては、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／Ｄ
ＮＡ二重螺旋のいずれかが、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウムで、お
よび不適合の領域を消化するためにピペリジンで処理され得る。不適合の領域の
消化後、得られた材料は、次いで、変異部位を決定するために、変性ポリアクリ
ルアミドゲル上で大きさによって分離される。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８
８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：４３９７；Ｓａｌ
ｅｅｂａら（１９９２）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：２８６－２
９５を参照のこと。１つの実施形態においては、コントロールＤＮＡまたはＲＮ
Ａを、検出のために標識することが可能である。
【０２０３】
　なお別の実施形態においては、不適合切断反応は、細胞サンプルから得られた
ＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡ中の点変異を検出およびマッピングするために定義され
たシステム中で、２本鎖のＤＮＡ中の不適合の塩基対を認識する１つ以上のタン
パク質（いわゆる、「ＤＮＡ不適合修復」酵素）を使用する。例えば、Ｅ．ｃｏ
ｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／Ａ不適合のＡを切断し、そしてＨｅＬａ細胞由来の
チミジンＤＮＡグリコシラーゼはＧ／Ｔ不適合のＴを切断する（Ｈｓｕら（１９
９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ　１５：１６５７－１６６２）。例示的な
実施形態に従うと、ＢＡＦＦ－Ｒ配列（例えば、野生型ＢＡＦＦ－Ｒ配列）に基
づくプローブが、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他のＤＮＡ産物にハイブリダイ
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ズさせられる。二重螺旋は、ＤＮＡ不適合修復酵素で処理され、そして切断産物
（存在する場合）は、電気泳動プロトコールなどによって検出され得る。例えば
、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。
【０２０４】
　他の実施形態においては、電気泳動の移動度の変化は、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子中
の変異の同定のために使用される。例えば、１本鎖の立体構造の多型（ＳＳＣＰ
）は、変異体と野生型の核酸との間での電気泳動の移動度の差異を検出するため
に使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８６：２７６６、Ｃｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍｕｔａｔ．Ｒｅｓ
．２８５：１２５－１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅｎｅｔ．Ａｎａｌ
．Ｔｅｃｈ．Ａｐｐｌ．９：７３－７９もまた参照のこと）。サンプルおよびコ
ントロールＢＡＦＦ－Ｒ核酸の１本鎖のＤＮＡフラグメントは変性させられ、そ
して再生させられる。１本鎖核酸の二次構造は配列に従って変化し、得られる電
気泳動の移動度の変化は、単一の塩基の変化をもなお検出することが可能である
。ＤＮＡフラグメントは標識され得るか、または標識されたプローブを用いて検
出され得る。アッセイの感受性は、（ＤＮＡよりもむしろ）ＲＮＡ（その二次構
造は配列の変化により敏感である）の使用によって増大させることができる。１
つの実施形態においては、本発明の方法は、電気泳動の移動度の変化に基づいて
２本鎖のへテロ二重螺旋分子を分類するためのヘテロ二重螺旋分析を利用する（
Ｋｅｅｎら（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．７：５）。
【０２０５】
　なお別の実施形態においては、変性剤の勾配を含有しているポリアクリルアミ
ドゲル中での変異体または野生型フラグメントの移動が、変性勾配ゲル電気泳動
（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎａｔｕｒ
ｅ　３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析方法として使用される場合は、ＤＮＡは
、それが完全には変性させられないことを確実にするために、例えば、ＰＣＲに
よって、約４０ｂｐの高い融点のＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを付加させる
ことによって、改変される。さらなる実施形態においては、温度勾配が、コント
ロールおよびサンプルＤＮＡの移動度の差異を同定するために、変性勾配の代わ
りに使用される（ＲｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉ
ｏｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．２６５：１２７５３）。
【０２０６】
　点変異の検出のための他の技術の例には、選択的オリゴヌクレオチドハイブリ
ダイゼーション、選択的増幅、または選択的プライマーエクステンションが含ま
れるがこれらに限定されない。例えば、既知の変異が中心に配置され、次いで完
全な適合が見られる場合にのみハイブリダイゼーションを可能にする条件下で標
的ＤＮＡにハイブリダイズする、オリゴヌクレオチドプライマーが調製され得る
（Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２４：１６３；Ｓａｉｋｉら（１
９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：６２３０）。
このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドがハイ
ブリダイゼーション膜に付着させられ、そして標識された標的ＤＮＡとハイブリ
ダイズする場合に、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡまたは多数の種々の変異体にハ
イブリダイズする。
【０２０７】
　あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術が、本発明
と組合せて使用され得る。特異的増幅のためのプライマーとして使用されるオリ
ゴヌクレオチドは、分子の中心に（その結果、増幅はディファレンシャルハイブ
リダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
．Ｒｅｓ．１７：２４３７－２４４８）または一方のプライマーの３’末端の先
端（ここでは、適切な条件下で、不適合が妨げられるかまたはポリメラーゼエク
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ステンションが減少する）に、目的の変異を保有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１
９９３）Ｔｉｂｔｅｃｈ　１１：２３８）。さらに、切断に基づく検出を生じる
ように、変異の領域に新規の制限部位を導入することが所望される場合がある（
Ｇａｓｐａｒｉｎｉら（１９９２）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ　６：１）
。特定の実施形態においては、増幅はまた、増幅のためのＴａｑリガーゼを使用
して行われ得ることが予測される（Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８９）。このような場合には、連結は
、５’配列の３’末端に完全な適合が存在する場合にのみ生じ、それによって増
幅の存在または非存在の観察から特異的部位での既知の変異の存在を検出するこ
とを可能にする。
【０２０８】
　本明細書中に記載されている方法は、例えば、本明細書中に記載されている少
なくとも１つのプローブ核酸または抗体試薬を含有している、予めパッケージさ
れた診断キットの利用によって行われ得る。これらは、例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ遺
伝子が関係している疾患または疾病の徴候または家族性病歴を示す患者を診断す
るための臨床的な設定において、便利に使用され得る。
【０２０９】
　さらに、ＢＡＦＦ－Ｒが発現される任意の細胞型または組織は、本明細書中に
記載されている予後アッセイにおいて利用され得る。しかし、核を有している細
胞を含有している任意の生物学的サンプル（例えば、頬の粘膜細胞を含む）が、
使用され得る。
【０２１０】
　（薬理ゲノム学）
　本明細書中に記載されているスクリーニングアッセイによって同定されるよう
な、ＢＡＦＦＦ－Ｒ活性（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現）に対して刺激性
または阻害性の作用を有する試薬または調節因子は、障害（例えば、ガンに関連
する障害または自己免疫生障害）を処置（予防的または治療的に）するために個
体に対して投与され得る。このような処置と組合せて、個体の薬理ゲノム学（す
なわち、個体の遺伝子型と個体の外来化合物もしくは薬物に対する応答との間の
関係の研究）が考慮され得る。治療薬の代謝の差異は、薬理学的に活性な薬剤の
用量と血中濃度との間の関係を変化させることによって、重篤な毒性または治療
の失敗を導くことが可能である。このように、個体の薬理ゲノム学は、個体の遺
伝子型の考慮に基づいて、予防的または治療的処置に有効な試薬（例えば、薬物
）の選択を可能にする。このような薬理ゲノム学はさらに、適切な投与量および
治療レジメを決定するために使用され得る。従って、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の
活性、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸の発現、または個体中でのＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の変異の
内容が、それによって個体の治療的または予防的処置に適切な試薬（単数または
複数）を選択するために決定され得る。
【０２１１】
　薬理ゲノム学は、罹患しているヒトにおける薬物の生体内分布の変化および異
常な作用に起因して、薬物に対する応答の臨床的に有意な遺伝性のバリエーショ
ンを処理する。例えば、Ｅｉｃｈｅｌｂａｕｍ（１９９６）Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２３：９８３－９８５およびＬｉｎｄｅ
ｒ（１９９７）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４３：２５４－２６６を参照のこと。一般
的には、薬理ゲノム学的状態の以下の２つの型が区別され得る；体に対する薬物
の作用方法を変更する（薬物作用の変更）シグナル因子として伝達される遺伝的
状態、または薬物の対する体の作用を変更する（薬物代謝の変更）シグナル因子
として伝達される遺伝的状態。薬理ゲノム学的状態は、まれな異常としてまたは
多型現象としてのいずれかで生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒド
ロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ）欠損は、一般的な遺伝性の酵素欠損症である。ここでは
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、主な臨床的な合併症は、酸化剤（抗マラリア薬、スルホンアミド、鎮痛剤、ニ
トロフラン）の経口摂取およびソラマメの消費後の溶血である。
【０２１２】
　例示的な実施形態として、薬物を代謝する酵素の活性は、薬物作用の強度およ
び持続期間の両方の主用な決定因子である。薬物を代謝する酵素（例えば、Ｎ－
アセチルトランスフェラーゼ２（ＮＡＴ２）、ならびにチトクロームＰ４５０酵
素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９）の遺伝子の多型現象の発見は、一部の患
者が期待される薬物効果を得られないか、または誇張された薬物応答および重篤
な毒性を薬物の標準用量および安全用量の服用後に示す理由の説明を提供した。
これらの多型現象は、集団中の２つの表現形（多量の代謝因子（ｍｅｔａｂｏｌ
ｉｚｅｒ）（ＥＭ）および少量の代謝因子（ＰＭ））で発現される。ＰＭの出現
率は、種々の集団間で異なる。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度
の多型現象があり、そしていくつかの変異がＰＭにおいて同定されている。これ
らは、全て、機能的なＣＹＰ２Ｄ６が存在しないことを導く。ＣＹＰ２Ｄ６およ
びＣＹＰ２Ｃ１９の少量の代謝因子は、それらが標準的な用量で受容された場合
に、極めて頻繁に、誇張された薬物応答および副作用を示す。転写因子が活性な
治療部分である場合は、ＰＭは、そのＣＹＰ２Ｄ６を形成する代謝生成物である
モルヒネによって媒介されるコデリンの鎮痛作用について示されるように、治療
応答を示さない。他の極端な作用は、いわゆる超迅速な代謝因子であり、これは
標準的な用量には応答しない。最近、超迅速な代謝の分子機構が、ＣＹＰ２Ｄ６
遺伝子の増幅に起因することが同定されている。
【０２１３】
　このように、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の活性、ＢＡＦＦ－Ｒ核酸の発現、また
は個体中でのＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の変異の内容が、それによって個体の治療的ま
たは予防的処置に適切な試薬（単数または複数）を選択するために、決定され得
る。さらに、薬理ゲノム学の研究は、個体の薬物応答性の表現形の同定のために
、薬物を代謝する酵素をコードする多型性対立遺伝子の遺伝子分類への適用に使
用され得る。この知見は、用量または薬物の選択に適用される場合には、有害な
反応または治療の失敗を回避することが可能であり、従って、ＢＡＦＦ－Ｒ調節
因子（例えば、本明細書中に記載されている例示的なスクリーニングアッセイの
１つによって同定される調節因子）で被験体を処置した場合の治療または予防効
率を増大させることができる。
【０２１４】
　（臨床的有効性のモニタリング）
　ＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性に対する試薬（例えば、薬物または化合物）の
影響（例えば、異常な細胞増殖および／または分化を調節する能力）のモニタリ
ングは、基本的な薬物スクリーニングだけではなく、臨床試験においてもまた適
用され得る。例えば、本明細書中に記載されているスクリーニングアッセイによ
って決定される試薬の、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現、タンパク質レベルを増大さ
せること、またはＢＡＦＦ－Ｒ活性をアップレギュレートすることの有効性は、
ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現、タンパク質レベルの低下、またはＢＡＦＦ－Ｒ活性
のダウンレギュレーションを示す被験体の臨床試験においてモニターされ得る。
あるいは、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現、タンパク質レベルを減少させるかまたは
ＢＡＦＦ－Ｒ活性をダウンレギュレートするためのスクリーニングアッセイによ
って決定された試薬の有効性は、ＢＡＦＦ－Ｒ遺伝子の発現、タンパク質レベル
の増大、またはＢＡＦＦ－Ｒ活性のアップレギュレーションを示す被験体の臨床
試験においてモニターされ得る。このような臨床試験においては、ＢＡＦＦ－Ｒ
および好ましくは、例えば、障害に関係している他の遺伝子の発現または活性が
、特定の細胞の免疫応答性の「読み出し」またはマーカーとして使用され得る。
【０２１５】
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　例えば、ＢＡＦＦ－Ｒを含む、ＢＡＦＦ－Ｒ活性を調節する試薬（例えば、化
合物、薬物、または低分子）での処置によって細胞中で調節される遺伝子が、同
定され得る（例えば、本明細書中に記載されているようなスクリーニングアッセ
イにおいて同定される）。このように、（例えば、臨床試験において）細胞増殖
性障害に対する試薬の作用を研究するためには、細胞が単離され得、そしてＲＮ
Ａが調製され得、そしてＢＡＦＦ－Ｒおよび障害に関係している他の遺伝子の発
現レベルについて分析され得る。遺伝子の発現レベル（すなわち、遺伝子の発現
パターン）は、本明細書中に記載されているように、ノーザンブロット分析もし
くはＲＴ－ＰＣＲによって、あるいは、産生されるタンパク質の量を測定するこ
とによって、本明細書中に記載されている方法の１つによって、あるいは、ＢＡ
ＦＦ－Ｒまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、定量され得
る。この方法においては、遺伝子の発現パターンは、試薬に対する細胞の生理学
的応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、この応答状態は、試薬
での個体の処置の前、処置の間の種々の時点で決定され得る。
【０２１６】
　１つの実施形態においては、本発明は、以下の工程を包含している、試薬（例
えば、本明細書中で記載されているスクリーニングアッセイによって同定された
、アゴニスト、アンタゴニスト、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、核酸
、低分子、または他の薬物候補）での被験体の処置の有効性をモニタリングする
ための方法を提供する：（ｉ）試薬の投与前に、被験体から投与前サンプルを得
る工程；（ｉｉ）投与前サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、また
はゲノムＤＮＡの発現レベルを検出する工程；（ｉｉｉ）被験体から１つ以上の
投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）投与後サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク
質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを検出する工程；
（ｖ）投与前サンプル中のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤ
ＮＡの発現または活性のレベルを、投与後サンプル（単数または複数）中のＢＡ
ＦＦ－Ｒタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡと比較する工程；ならびに
（ｖｉ）それに従って、被験体への試薬の投与を変更する工程。例えば、試薬の
投与の増大は、検出されたものよりも高いレベルにＢＡＦＦ－Ｒの発現または活
性を増大させるために（すなわち、試薬の有効性を増大させるために）、所望さ
れ得る。あるいは、試薬の投与の減少は、検出されたものよりも低いレベルにＢ
ＡＦＦ－Ｒの発現または活性を減少させるために（すなわち、試薬の有効性を減
少させるために）所望され得る。
【０２１７】
　（処置方法）
　本発明は、異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性に関係している障害の危険が
ある（またはその疑いのある）か、またはそのような障害を有している被験体を
処置する、予防的および治療的方法を提供する。
【０２１８】
　レベルまたは生物学的活性の増大（疾患または障害を罹患していない被験体と
比較して）によって特徴付けられる疾患および障害は、活性をアンタゴナイズす
る（すなわち、減少させるかまたは阻害する）治療薬で処置され得る。活性をア
ンタゴナイズする治療薬は、治療的または予防的な様式で投与され得る。利用さ
れ得る治療薬には、以下が含まれるがこれらに限定されない：（ｉ）ＢＡＦＦ－
Ｒポリペプチド、またはそれらのアナログ、誘導体、フラグメント、もしくはホ
モログ；（ｉｉ）ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに対する抗体；（ｉｉｉ）ＢＡＦＦ
－Ｒペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）アンチセンス核酸および「機能不全」
の核酸（すなわち、ＢＡＦＦ－Ｒペプチドに対するコード配列中への異種の挿入
物に起因する）の投与が、相同組換えによるＢＡＦＦ－Ｒペプチドの内因性機能
の「ノックアウト」のために利用される（例えば、Ｃａｐｅｃｃｈｉ（１９８９
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）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４４：１２８８－１２９２を参照のこと）；あるいは（ｖ
）ＢＡＦＦ－Ｒペプチドとその結合パートナーとの間での相互作用を変更する調
節因子（すなわち、阻害因子、アゴニスト、およびアンタゴニスト（本発明のさ
らなるペプチド模倣物または本発明のペプチドに特異的な抗体を含む））。
【０２１９】
　レベルまたは生物学的活性の低下（疾患または障害を罹患していない被験体と
比較して）によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増大させる（すな
わち、それに対するアゴニストである）治療薬で処置され得る。活性をアップレ
ギュレートする治療薬が、治療的または予防的な様式で投与され得る。利用され
得る治療薬には、ＢＡＦＦ－Ｒペプチド、またはそれらのアナログ、誘導体、フ
ラグメント、もしくはホモログ；あるいは、生体利用可能性を増大させるアゴニ
ストが含まれるが、これらに限定されない。
【０２２０】
　レベルの増大または減少は、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定性することに
よって、（例えば、生検組織から）患者の組織サンプルを得ること、ならびにＲ
ＮＡもしくはペプチドのレベル、または発現されたペプチド（またはＢＡＦＦ－
ＲペプチドのｍＲＮＡ）の構造、および／もしくは活性についてインビトロでア
ッセイすることによって、容易に検出することができる。当該分野で周知の方法
には、イムノアッセイ（例えば、ウェスタンウロット分析、免疫沈降、それに続
くドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動、免疫細
胞化学などによる）、および／またはｍＲＮＡの発現を検出するためのハイブリ
ダイゼーションアッセイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、インサ
イチュハイブリダイゼーションなど）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２２１】
　１つの局面においては、本発明は、被験体の、異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現また
は活性に関係している疾患または状態を、ＢＡＦＦ－Ｒの発現を調節するかまた
は少なくとも１つのＢＡＦＦ－Ｒ活性を調節する試薬を被験体に投与することに
よって、予防するための方法を提供する。異常なＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性
によって引き起こされるかまたはそれに寄与する疾患の危険がある被験体は、例
えば、本明細書中に記載されている診断的または予防的アッセイのいずれかまた
はそれらの組合せによって同定され得る。予防薬の投与は、ＢＡＦＦ－Ｒの異常
性の特徴である徴候の発現の前に行われ得る。その結果、疾患または障害は予防
されるか、あるいはその進行が遅延させられる。ＢＡＦＦ－Ｒの異常性の型に依
存して、例えば、ＢＡＦＦ－Ｒアゴニスト試薬またはＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニス
ト試薬が、被験体の処置に使用され得る。適切な試薬は、本明細書中に記載され
ているスクリーニングアッセイに基づいて決定され得る。
【０２２２】
　本発明の別の局面は、治療目的のためにＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性を調節
する方法に関する。本発明の調節方法には、細胞に関係しているＢＡＦＦ－Ｒタ
ンパク質活性の１つ以上の活性を調節する試薬を細胞と接触させる工程を包含す
る。ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の活性を調節する試薬は、核酸、またはタンパク質
、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質の天然に存在している同性質のリガンド、ペプチド、
ＢＡＦＦ－Ｒペプチド模倣物、または他の低分子であり得る。１つの実施形態に
おいては、試薬は、１つ以上のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質活性を刺激する。このよ
うな刺激因子の例には、活性なＢＡＦＦ－Ｒタンパク質、および細胞中に導入さ
れているＢＡＦＦ－Ｒをコードする核酸分子が含まれる。別の実施形態において
は、試薬は、１つ以上のＢＡＦＦ－Ｒタンパク質活性を阻害する。このような阻
害性の試薬の例には、アンチセンスＢＡＦＦ－Ｒ核酸分子および抗ＢＡＦＦ－Ｒ
抗体が含まれる。これらの調節方法は、インビトロで（例えば、細胞を試薬とと
もに培養することによって）、あるいはインビボで（例えば、被験体に対して試
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薬を投与することによって）行われ得る。このように、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒ
タンパク質または核酸分子の異常な発現または活性によって特徴付けられる疾患
または障害に罹患している個体を処置する方法を提供する。１つの実施形態にお
いては、この方法は、ＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性を調節する（例えば、アッ
プレギュレートするかまたはダウンレギュレートする）試薬（例えば、本明細書
中に記載されているスクリーニングアッセイによって同定される試薬）、または
そのような試薬の組合せを投与する工程を包含する。別の実施形態いおいては、
この方法は、ＢＡＦＦ－Ｒの発現または活性の減少またはその異常を補うための
治療として、ＢＡＦＦ－Ｒタンパク質または核酸分子を投与する工程を包含する
。
【０２２３】
　１つの実施形態においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒを使用する方法を提供す
る。このような方法には、Ｂ細胞の増殖、樹状細胞によって誘導されるＢ細胞の
増殖、およびＢＡＦＦ－Ｒの少なくともＢＡＦＦ結合部分を含有しているＢＡＦ
Ｆ－Ｒポリペプチドを使用する、動物中での成熟または免疫グロブリンの産生を
阻害する方法が含まれる。他の実施形態には、Ｂ細胞の増殖、樹状細胞によって
誘導されるＢ細胞の増殖、およびＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを使用して、動物中
での成熟または免疫グロブリンの産生を刺激する方法（例えば、ＢＡＦＦ－Ｒの
十分な発現を可能にするベクターでＢＡＦＦ－Ｒ欠損細胞をトランスフェクトす
ることによるか、またはＢＡＦＦ－Ｒに結合するかＢＡＦＦを模倣する抗体を投
与することによる）が含まれる。
【０２２４】
　別の実施形態においては、本発明は、自己免疫性疾患、高血圧、心臓血管障害
、腎臓障害、Ｂ細胞リンパ増殖障害、免疫抑制性疾患、器官の移植、およびＨＩ
Ｖの処置においてＢＡＦＦ－Ｒを使用する方法を提供する。ＢＡＦＦ－Ｒとその
リガンドとの間でのシグナル伝達に関係している免疫応答を処置、抑制、または
変更するために試薬を使用する方法、およびＢＡＦＦ－Ｒまたはそのエピトープ
に特異的な抗体の投与によって炎症を阻害する方法もまた、含まれる。
【０２２５】
　本発明の方法は、好ましくは、治療有効量のＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド、異種
アミノ酸配列に融合されたＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを含有しているキメラ分子
、または抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体ホモログを投与することによって行われる。
【０２２６】
　１つの実施形態においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドおよび薬学
的に受容可能な賦形剤を含有している薬学的組成物を提供する。
【０２２７】
　別の実施形態においては、本発明は、異種ポリペプチドまたはアミノ酸配列に
融合されたＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドを含有しているキメラ分子を提供する。こ
のようなキメラ分子の例には、免疫グロブリンのＦｃ領域またはエピトープタグ
配列に融合されたＢＡＦＦ－Ｒが含まれる。
【０２２８】
　別の実施形態においては、本発明は、ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチドに特異的に結
合する抗体を提供する。必要に応じて、抗体はモノクローナル抗体である。
【０２２９】
　本発明の１つの実施形態は、ＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストを含有している組成
物の治療有効量を哺乳動物に投与することによって、所望されない細胞増殖に関
係している状態について哺乳動物を処置する方法である。ここでは、ＢＡＦＦ－
Ｒアンタゴニストは、ＢＡＦＦ－Ｒとその同性質のレセプター（単数または複数
）との間での相互作用をアンタゴナイズするポリペプチドを、薬学的に受容可能
な賦形剤とともに含む。
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【０２３０】
　好ましい実施形態においては、細胞表面上のＢＡＦＦの同性質のレセプターは
、ＢＡＦＦ－Ｒである。
【０２３１】
　この方法は、ＢＡＦＦとその同性質のレセプター（単数または複数）との間で
の相互作用をアンタゴナイズするポリペプチドを有する、任意のＢＡＦＦ－Ｒア
ンタゴニストとともに使用され得る。ＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストの例には、可
溶性ＢＡＦＦ－Ｒポリペプチド、可溶性キメラＢＡＦＦ－Ｒ分子（これには、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒ－ＩｇＧ－Ｆｃおよび抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体ホモログが含まれるがこれ
らに限定されない）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２３２】
　本発明の方法は、所望されない細胞増殖に関係している任意の状態とともに使
用され得る。詳細には、本発明の方法は、ＢＡＦＦおよび／またはＢＡＦＦ－Ｒ
を発現する腫瘍細胞を処置するために使用され得る。
【０２３３】
　その細胞増殖がＢＡＦＦによって調節されるガンの例は、腫瘍組織ライブラリ
ー中で発現されるＢＡＦＦおよび／またはＢＡＦＦ－Ｒメッセージのレベルをイ
ンビトロで測定することによってスクリーニングされ得る。ＢＡＦＦおよび／ま
たはＢＡＦＦ－Ｒメッセージが高度に発現される腫瘍組織ライブラリーが候補で
ある。あるいは、公的なおよび個人的なデータベース（すなわち、Ｉｎｃｙｔｅ
データベース）を、例えば、全長のヒトＢＡＦＦ　ｃＤＮＡ配列を用いて候補を
検索するために、スクリーニングし得る。
【０２３４】
　所望されない細胞増殖に関係している状態の処置（詳細には、腫瘍の治療）に
使用される本発明のＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストは、有利には、細胞増殖の１０
％、２０％、３０％、または４０％以上を阻害し、そして最も有利には、５０％
以上を阻害する。ＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストは、スクリーニングによって得ら
れる。例えば、ＢＡＦＦ－Ｒアンタゴニストは、ヒトの結腸ガン腫ＨＴ２９また
はヒト肺ガン腫Ａ５４９（これらは、それぞれ結腸および肺の腫瘍に由来する）
に対する増殖阻害活性（すなわち、１０％、２０％、３０％、４０％、または５
０％以上）に基づいて選択され得る。
【０２３５】
　本発明の別の実施形態は、Ｂ細胞の増殖およびＢ細胞以外の細胞増殖、樹状細
胞によって誘導されるＢ細胞の増殖、ならびに上記に記載されているようなＢＡ
ＦＦ－Ｒポリペプチドを使用する、動物中での成熟または免疫グロブリンの産生
を阻害する方法を提供する。
【０２３６】
　Ｂ細胞およびＢ細胞以外の細胞の増殖、樹状細胞によって誘導されるＢ細胞の
増殖、ならびに成熟または免疫グロブリンの産生を阻害する方法はまた、ＢＡＦ
Ｆ－Ｒに結合し、そしてＢＡＦＦのＢＡＦＦ－Ｒへの結合を阻害する、抗ＢＡＦ
Ｆ－Ｒ抗体（ポリクローナルまたはモノクローナル）の投与を含む場合がある。
抗体の投与は、それによってＢ細胞およびＢ細胞以外の細胞の増殖、樹状細胞に
よって誘導されるＢ細胞の増殖、ならびに成熟または免疫グロブリンの産生を阻
害する。使用に適切であり得る抗体の量は、本明細書中に提供されるインビボで
のデータから推定され得る。例えば、体重または表面積に基づく推論法を含む、
動物実験から投与量を推論するための種々の方法が、当該分野で公知である。
【０２３７】
　本発明のいくつかの実施形態においては、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃポリペプチドま
たは抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体は、約１から２０ｍｇ／ｋｇ／用量の量で投与される。
複数の用量が、必要に応じて、１週間に２回、１週間に１回、２週間に１回、ま



(66) JP 2014-64585 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

たは１ヶ月に１回与えられ得る。医師は、全ての不適切な治療効果を減少させる
ように考慮した効率を決定することによって、適切な用量を決定することができ
る。
【０２３８】
　別の実施形態においては、本発明は、自己免疫性疾患、高血圧、心臓血管障害
、腎臓障害、Ｂ細胞リンパ増殖障害、免疫抑制性疾患、器官の移植、炎症、およ
びＨＩＶの処置において、ＢＡＦＦ－Ｒまたは抗ＢＡＦＦ－Ｒ抗体を使用する方
法を提供する。ＢＡＦＦ－Ｒとそのリガンドとの間のシグナル伝達経路に関係し
ている免疫応答を処置、抑制、または変更するための試薬の使用方法もまた、含
まれる。
【０２３９】
　（ＢＡＦＦ－ＲおよびＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃを含む、発現されたタンパク質の凝
集を阻害する方法）
　本発明はまた、発現されたタンパク質特に、ヒトＢＡＦＦ－ＲおよびＢＡＦＦ
－Ｒ：Ｆｃ）の凝集を阻害するかまたは減少させる方法を提供する。発現された
タンパク質は、発現の間に凝集する傾向があり、これは高い収量での精製を失敗
させる。本発明の方法においては、組換えシステム中で発現させられた場合に凝
集する傾向にあるタンパク質のアミノ酸配列は、低い凝集活性を示すタンパク質
ホモログのアミノ酸配列と比較される。２つのホモログは、それらの間に保存さ
れたドメインおよび保存されていないアミノ酸を有し、そしてこれらはおそらく
その中に散在している。一般的には、凝集タンパク質の少なくとも１つの保存さ
れていないアミノ酸が、凝集を緩和するためにホモログ中のアミノ酸で置換され
得る。いくつかの実施形態においては、非極性のアミノ酸が置換される。非極性
のアミノ酸には、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロ
リン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン、およびシステインが含
まれる、いくつかの実施形態においては、非極性のアミノ酸は、他の非極性のア
ミノ酸を置換する。凝集を阻害するかまたは減少させるために好ましい非極性の
アミノ酸は、プロリンおよびアラニンである。他の実施形態においては、荷電し
ていない極性のアミノ酸は、非極性のアミノ酸で置換される。荷電していない極
性のアミノ酸には、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、およびチ
ロシンが含まれる。
【０２４０】
　本発明の方法においては、好ましくは、タンパク質の生物学的活性を保持する
置換が行われる、一般的には、保存されていないアミノ酸は、生物学的活性に対
して評価されるほどの影響を与えることなく、状況に順応させられる。
【０２４１】

　本発明の方法の特異的な例においては、ヒトＢＡＦＦ－Ｒタンパク質は、配列番号５の
Ｖ２０、Ｐ２１、Ａ２２、およびＬ２７位（配列番号１２のＶ４１、Ｐ４２、Ａ４３、お
よびＬ４８位）で、ならびにそれらの種々の組合せで導入されるアミノ酸置換を有する場
合がある。これらは、タンパク質の凝集を大きく緩和させる。同様の方法論が、組換えシ
ステム中で発現された場合に凝集する傾向がある他のタンパク質について使用され得る。
操作の特定の理論のいずれにも束縛されることは望まないが、荷電していない極性のアミ
ノ酸の非極性のアミノ酸での置換は、タンパク質に可溶性を与え、そしてタンパク質間の
非極性領域の凝集を防止すると考えられている。
【０２４２】
　本発明は、本明細書中に記載されている特異的な実施形態によっては、範囲は
限定されない。実際、本明細書中に記載されているものに加えて、発明の種々の
改変が、上記および添付の図面から当業者に明らかとなる。このような改変は、
添付の特許請求の範囲に入ると思われる。



(67) JP 2014-64585 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

【０２４３】
　（実施例）
　（実施例１）
　本実施例は、ＢＡＦＦの新規のレセプターであるＢＡＦＦ－Ｒの分子クローニ
ングを記載する。
【０２４４】
　（材料および方法）
　オリゴｄＴでプライムしたｃＤＮＡライブラリーを、ヒトＢＡＦＦに結合する
ヒトＢ細胞株であるＢＪＡＢ細胞から作成し、そして発現ベクターＣＨ２６９中
に直接クローン化した。ＣＨ２６９は、クローン化されたＤＮＡの発現を駆動す
るためのＣＭＶプロモーターを含み、そしてＥＢＶのｏｒｉＰをもまた含む、ｐ
ＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の誘導体である。これは、ＥＢＮＡ－１で安
定に形質転換された細胞（例えば、２９３ＥＢＮＡ）中でのこれらのプラスミド
の多コピーの自律複製を可能にする。ＢＪＡＢ　ｃＤＮＡライブラリーをＥ．ｃ
ｏｌｉ　ＤＨ１０Ｂ細胞中にトランスフェクトし、そして１ウェルあたり約２５
００個の独立コロニーのプールとして９６ウェル形式で播種した。Ｑｉａｇｅｎ
　ＢｉｏＲｏｂｏｔ　９６００を使用してこれらのプールからＤＮＡを調製した
。ＤＮＡのプールを、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｌｉｆｅ　ＴＥｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ）を使用して、フィブロネクチンでコートした６ウェルディッシュ中
に播種した２９３ＥＢＮＡ細胞中にトランスフェクトした。感染の４８時間後に
、培地を除去し、そして細胞を、プレートアッセイ洗浄緩衝液（２０ｍＭのＨＥ
ＰＥＳ、０．５ｍｇ／ｍｌのウシ血清アルブミン、０．１％のＮａＮ３）で洗浄
した。細胞の単層を、結合緩衝液（ＰＢＳ，２％のウシ胎児血清、０．１％のＮ
ａＮ３）中の１００ｍｇ／ｍｌのビオチン化したヒト組換え可溶性ｍｙｃ－ＢＡ
ＦＦ（ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦ）で重層し、そして室温で１時間インキュベートし
た。アッセイに使用したｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦ（アミノ酸１３６～２８５）を、
Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ中で発現させ、そして陰イオン交換クロマトグ
ラフィーによって精製し、その後ゲル濾過した。
【０２４５】
　ＢＡＦＦ溶液を除去し、そして細胞を洗浄し、ＰＢＳ中の１．８％のホルムア
ルデヒド－０．２％のグルタルアルデヒドでの５分間のインキュベーションによ
って固定した。細胞を再び洗浄し、次いで３０分間、結合緩衝液中のストックか
ら１：３０００希釈で、アルカリホスファターゼと結合させたストレプトアビジ
ン（ＳＡＶ－ＡＰ）（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）ととも
にインキュベートした。細胞を洗浄し、そしてファストレッド／ナフトールホス
フェート（Ｐｉｅｒｃｅ）で染色した。ビオチン－ＢＡＦＦ／ＳＡＶ－ＡＰ複合
体を結合している細胞を、低パワー顕微鏡下での目視検査後に赤色の沈殿の存在
によって同定した。二次スクリーニングは、単一コロニーについてのＢＡＦＦ結
合プールのＤＨ１０Ｂグリセロールストックをプレートアウトすること、１００
のプールにおいて培養物に接種すること、および上記のようなＢＡＦＦ結合アッ
セイを繰り返すことを要した。二次スクリーニングのポジティブなプールを、個
々のクローンに同様に分解させ、そして上記のように、２９３ＥＢＮＡへのトラ
ンスフェクションの際のＢＡＦＦの結合についてアッセイした。個々のＢＡＦＦ
結合クローンのＤＮＡ配列を決定した。
【０２４６】
　（結果）
　ＢＡＦＦに結合するクローンの１つは、ｐＪＳＴ５７６であった。これは、ポ
リＡテールを含まない１２０１塩基対（ｂｐ）の挿入物の大きさを有する。ｐＪ
ＳＴ５７６の挿入物の配列を、図１Ａ（配列番号１）に示す。このクローンのＢ
ＬＡＳＴ分析は、染色体２２のＢＡＣクローンＨＳ２５０Ｄ１０（検索番号Ｚ９
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９７１６）に対して、Ｇｅｎｂａｎｋデータベースにおいて相同性を示した。ｐ
ＪＳＴ５７６の全体の配列を、このＢＡＣ中に見出した。相同性をまた、ヒトＥ
ＳＴ、ＡＩ２５０２８９（ＩＭＡＧＥクローン２０００２７１）の３’末端に対
しても見出した。ＥＳＴを、ヒトの濾胞性リンパ腫のライブラリーから作成した
。ＥＳＴ　ＡＩ２５０２８９をＩｎｃｙｔｅから得、そして挿入物の配列を決定
した（図１Ｂ）（配列番号２）。この配列は、１５ｂｐの５’配列をｐＪＳＴ５
７６配列に対して付加しており（これはゲノム配列と連続している）、そして２
３ｂｐはそうではない。ＥＳＴ配列の残りは、ｐＪＳＴ５７６と完全な相同性を
有する。オープンリーディングフレームは、これらのクローンにおいては同一で
はあり得ない。
【０２４７】
　（実施例２）
　本実施例において、本発明者らは、ＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡがイントロンを含
み、次いでオープンリーディングフレームを確立することを決定する。
【０２４８】
　（方法）
　ＧＥＮＳＣＡＮ（Ｂｕｒｇｅ，Ｃ．およびＫａｒｌｉｎ，Ｓ．Ｊ．（１９９７
）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６８：７８－９４）エキソン推定プログラムを、ＪＳＴ
５７６　ｃＤＮＡ配列について行った。このプログラムの結果は、ｃＤＮＡ中に
イントロンが存在することを推定した。推定が正確であるかどうかを決定するた
めに、ＰＣＲ分析を、ＪＳＴ５７６を発現する２つの細胞株由来の第１鎖ｃＤＮ
Ａについて行った。ＲＮＡを、ＲＮｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して
、約１０７個のＢＪＡＢまたはＩＭ－９細胞から、製造業者によって提案される
プロトコールに従って精製した。ＲＮＡを定量し、そして５μｇを、Ｓｕｐｅｒ
ｓｃｒｉｐｔ予備増幅キット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用し
て第１鎖のｃＤＮＡ反応に使用した。オリゴｄＴおよびランダムヘキサマーの両
方を、第１鎖生成物を作製するために使用した。第１鎖の合成を、推奨されるプ
ロトコールに従って行った。次いで、３個（それぞれの反応のうちの１つ）にお
いては、１０ｎｇのＪＳＴ５７６またはＤＮＡを含まないものを、推定したイン
トロンに隣接しているオリゴヌクレオチドを使用するＰＣＲのための鋳型として
使用した。反応に使用したオリゴヌクレオチドは、５’オリゴは、ＢＡＦ－２２
５［５’－ＧＧＣＣＧＡＧＴＧＣＴＴＣＧＡＣＣＴＧＣＴ－３’］（配列番号３
３）またはＢＡＦ－２２６[５’－ＧＧＴＣＣＧＣＣＡＣＴＧＣＧＴＧＧＣＣＴ
Ｇ－３’]（配列番号３４）であり、そして３’オリゴは、ＢＡＦ－１９１[５’
－ＣＡＣＣＡＡＧＡＣＧＧＣＣＧＧＣＣＣＴＧＡ－３’]（配列番号３５）であ
る。それぞれの反応には、１×Ｐｆｕ緩衝液（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、２００
ＭのｄＮＴＰ、１０％のＤＭＳＯ、１５０ｎｇの各オリゴ、および１．２５単位
のＴｕｒｂｏ　Ｐｆｕポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を含んだ。反応を
、３５サイクルの、９４℃で３０秒間、６０℃で１分間、および７２℃で１．５
分間で行った。１０μｌの各反応物を１％のアガロースゲル上で泳動した。ＢＪ
ＡＢおよびＩＭ－９　ＢＡＦ－２２５／１９１反応物に由来する残りの生成物を
、Ｈｉｇｈ　Ｐｕｒｅ　ＰＣＲ生成物精製キット（Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して精製し、そして生成物の集団をＤ
ＮＡ配列決定に供した。さらに、プライマーＢＡＦ－２２５およびＢＡＦ－１９
１を使用したＰＣＲ産物を、休止Ｂ細胞のｃＤＮＡから生成し、サブクローン化
し、そして個々のクローンを配列決定した。ここで、５μｌの休止Ｂ細胞のｃＤ
ＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を、上記のＢＡＦ－２２５およびＢＡＦ－１９１プラ
イマーを用いるＰＣＲ反応に使用した。次いで、ＰＣＲ生成物を、Ｈｉｇｈ　Ｐ
ｕｒｅ　ＰＣＲ生成物精製キットを使用して精製し、そして濃縮した。ＰＣＲフ
ラグメントをサブクローン化するために、フラグメントの末端をリン酸化し、そ
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してＳｕｒｅ　Ｃｌｏｎｅ連結キット（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ
　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を推奨されるように使用して平滑末端にした。得られた生成
物を、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のＥｃｏＲＶ部位
にクローン化し、そしてＥ．ｃｏｌｉ中に形質転換した。個々のコロニーを増殖
させ、プラスミドＤＮＡをミニプレップした。６個の異なる単離物を配列決定し
た。
【０２４９】
　（結果）
　ＧＥＮＳＣＡＮプログラムによって予想したＪＳＴ５７６の成熟ヌクレオチド
およびアミノ酸配列を図２Ａ（配列番号３）に示す。ＢＪＡＢおよびＩＭ－９反
応による、予想したイントロンにまたがるＰＣＲ産物を図２Ｂに示し、そしてＪ
ＳＴ５７６　ｃＤＮＡクローン中のイントロンの存在を確認した。ＪＳＴ５７６
　ｃＤＮＡ由来のＰＣＲ産物の予想した大きさは、ＢＡＦ－２２５／ＢＡＦ－１
９１については約７８８ｂｐであり、そしてＢＡＦ－２２６／ＢＡＦ－１９１に
ついては７６７ｂｐであった。ＪＳＴ５７６鋳型から得たＰＣＲ生成物は、ほぼ
この大きさ（レーン１０および１１）であった。オリゴｄＴでプライムしたＢＪ
ＡＢまたはＩＭ－９の第１鎖ｃＤＮＡのいずれかに対するＢＡＦ－２２５／ＢＡ
Ｆ－１９１を使用して得たＰＣＲ生成物（レーン２およびレーン６）は同じ大き
さであり、そしてＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡ由来の生成物よりも有意に短かった。
予想されたイントロンを有さないこのフラグメントの予想された大きさは、４８
４ｂｐであった。ＰＣＲ生成物の大きさはこの大きさと一致した。同じ結果が、
ＢＪＡＢまたはＩＭ－９　ＲＮＡをランダムヘキサマーでプライムした場合に得
られた（レーン４およびレーン８）。ＢＡＦ－２２６／ＢＡＦ－１９１を使用し
た反応は、第１鎖ｃＤＮＡの鋳型に対してはうまくいかなかった。従って、ＧＥ
ＮＳＣＡＮプログラムによって推定したイントロンがＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡ中
に存在するようである。ＢＪＡＢおよびＩＭ－９　ＲＮＡ由来のスプライシング
された生成物の配列を、ＰＣＲ生成物の集団を配列決定することによって確認し
、そして図２Ｃ（配列番号４）に示す配列中に反映させた。配列は、ヌクレオチ
ド１４９のアラニンコドン（ＧＣＡ）（小文字で示す）が存在しないことを除い
て、図２Ａ（配列番号３）に示す配列と同一であった。休止Ｂ細胞のｃＤＮＡに
ついてのＲＴ－ＰＣＲ反応による６個の異なるクローンの配列決定の結果は、両
方のスプライシングアクセプター部位が利用されることを示した。好ましいアク
セプター部位は、１つのアラニン残基を生じる生成物であるようであった（６個
のクローンのうちの５個）。しかし、ＧＥＮＳＣＡＮによって予想した配列（配
列番号３）（これは、２個のアラニンを含む）を、６個のクローンのうちの１個
において観察した。従って、ヒトＪＳＴ５７６のオープンリーディングフレーム
が確立され、そして単一のアミノ酸スプライシング変異体が決定されている。オ
ープンリーディングフレームは、図２Ｄ（配列番号５）に示した１８４個のアミ
ノ酸のタンパク質を推定した。太字のアラニン（Ａ）残基は、スプライシング変
異体を示す。このタンパク質を、ＢＡＦＦ－Ｒと呼ぶ。ＢＡＦＦ－Ｒの推定のア
ミノ酸配列は、残基７２～１００による疎水性領域（Ｈｏｐｐ－Ｗｏｏｄｓアル
ゴリズム）、およびＴＭＰｒｅｄアルゴリズムによって分析した場合には、残基
８４から１０２による膜貫通セグメントの可能性を含む。この領域には、停止導
入シグナルとして作用する場合がある、アミノ酸の高度に荷電したストレッチが
続く。ＢＡＦＦ－ＲはＮ末端のシグナル配列を欠失しており、そして他のＢＡＦ
Ｆ結合タンパク質であるＢＣＭＡ（Ｌａａｂｉら（１９９２）ＥＭＢＯ　Ｊ．１
１：３８９７－３９０４）およびＴＡＣＩ（ｖｏｎ　ＢｕｌｏｗおよびＢｒａｍ
、（１９９７）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７８：１３８－１４１）と同様のＩＩＩ型膜
タンパク質である。Ｎ末端は、ＢＡＦＦ－Ｒの細胞外ドメインと推定され、そし
てＴＮＦレセプターファミリーの全ての他のメンバーとは異なり、残基１９～３
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５に４システインモチーフを含む。ＢＡＦＦ－ＲのＣ末端は、細胞内ドメインと
推定される。
【０２５０】
　（実施例３）
　ここで、本発明者らは、インフレームの停止コドンを含有しているヒトＢＡＦ
Ｆ－Ｒについての提案されている開始メチオニンの上流のＤＮＡ配列を決定する
。
【０２５１】
　（方法）
　プライマーＢＡＦ－２５４（５’－ＧＧＧＣＧＣＣＴＡＣＡＡＴＣＴＣＡＧＣ
ＴＡ－３’）（配列番号３６）を、提案されているＡＴＧの上流の、ＢＡＣ　Ｈ
Ｓ２５０ｄ１０（Ｇｅｎｂａｎｋ登録番号Ｚ９９７１６）中に存在するゲノム配
列について作製し、そしてオリゴＢＡＦ－２３６（５’－ＧＧＣＧＧＡＣＣＡＧ
ＣＡＧＧＴＣＧＡＡＧＣＡＣＴＣ－３’）（配列番号３７）を用いるＰＣＲ反応
に使用した。反応の鋳型は、製造業者（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）
によって記載されているようにＰＣＲ予備増幅キットを使用して、ヒト脾臓ＲＮ
Ａ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）から作製した第１鎖ｃＤＮＡであった。ＰＣＲ反応には
、３μｇの第１鎖反応物、１×Ｐｆｕ緩衝液（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、１０％
のＤＭＳＯ、０．２ｍＭのｄＮＴＰ、１５０ｎｇの各プライマー、および１．２
５単位のＰｆｕ　Ｔｕｒｂｏポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を含んだ。
ＰＣＲ生成物を、Ｈｉｇｈ　Ｐｕｒｅ　ＰＣＲ生成物精製キット使用して製造業
者の説明書（Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）に
従って精製した。ＰＣＲ生成物の末端を、Ｓｕｒｅ　Ｃｌｏｎｅ連結キット（Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を使用して平滑末端に
しそしてリン酸化し、ｐＢＳＫ２（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のＥｃｏＲＶ部位に
クローン化し、そしてＤＨ５細胞中に形質転換した。連結によって生じたコロニ
ーを、Ｗｉｚａｒｄシステム（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用してミニプレップし、次
いでＡＢＩ機器を使用して配列決定した。
【０２５２】
　（結果）
　ＰＣＲ生成物の配列について、ｍＲＮＡがゲノム配列中に含まれるＡＴＧのす
ぐ上流の配列を含むことを確認した。この配列に、図３に示す配列中で下線を付
ける。インフレームの上流の停止コドンの存在、および別のメチオニンが存在し
ないことは、ＪＳＴ５７６　ｃＤＮＡ中で見られるメチオニンが正確な開始メチ
オニンであることを示した。
【０２５３】
　（実施例４）
　本実施例は、マウスのＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡのクローニングを記載する。
【０２５４】
　（方法）
　約１００万個のファージプラークを、製造業者によって詳細に記載されている
ように、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）から購入したマウス
Ａ２０細胞株のｃＤＮＡライブラリーからスクリーニングした。ＪＳＴ５７６ヒ
トＢＡＦＦ－Ｒ　ｃＤＮＡをＥｃｏＮＩで消化し、１％の低融点ゲル上で泳動し
た。含有している４２５ｂｐのフラグメントをゲルから切り出し、そして秤量し
た。３倍容量の水を添加し、そしてゲルフラグメントを５分間沸騰させた。フラ
グメントを、５０μＣｉの３２Ｐ－ｄＣＴＰ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて、５
０ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ８）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、１０μＭのβ－メルカプト
エタノール、２００ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ６．５）、２０ＭのｄＮＴＰ（ｄＣ
ＴＰを除く）、０．２７単位のｐｄ（Ｎ）６ヘキサヌクレオチド（Ａｍｅｒｓｈ
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ａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）、および１単位のクレノウ酵素（
ＵＳＢ）を含有している反応において、室温で一晩標識した。１ｍｌのプローブ
あたり約１００万個を、プラークスクリーニング緩衝液（５０ｍＭのＴｒｉｓ、
１％のＳＤＳ、１ＭのＮａＣｌ、０．１％のピロリン酸ナトリウム、０．２％の
ＰＶＰ，０．２％のＦｉｃｏｌｌ、０．２％のＢＳＡ）中でフィルターとともに
、６５℃で一晩インキュベートした。フィルターを、２×ＳＳＣおよび０．１％
のＳＤＳ中で５０℃にて１．５時間（３×２リットル）で洗浄し、次いで２日間
、ｘ線フィルムに露光させた。約３６個のポジティブなプラークを同定した。こ
れらのうちの６個をプラーク精製した。プラスミドを、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅに
よって詳細に記載されているインビボでの切り出しプロトコールを使用して遊離
させた。得られたコロニーを増殖させ、次いで、ＤＮＡをミニプレップした（Ｑ
ｉａｇｅｎ）。ｃＤＮＡクローンを配列決定した。
【０２５５】
　（結果）
　マウスのＢＡＦＦ－Ｒのコンセンサスヌクレオチド配列を、図４Ａ（配列番号
８）に示し、そしてアミノ酸配列を図４Ｂ（配列番号９）に示す。３個のクロー
ンが、マウスＢＡＦＦ－Ｒの細胞内ドメイン中のアミノ酸１１９から１２９まで
の１０個のアミノ酸の欠失を含んだ。ヒトおよびマウスのＢＡＦＦ－Ｒ配列のア
ラインメントは、細胞外ドメインの４個のシステイン残基が保存されていること
、開始メチオニンの位置が類似していること、およびタンパク質のＣ末端領域が
高度に保存されており（図４）、最後の２４個の残基が同一であることを示す。
配列は、全体で約５６％同一であった。
【０２５６】
　（実施例５）
　本実施例においては、ヒトの組換え可溶性ＢＡＦＦの、ｐＪＳＴ５７６および
ＧＦＰレポータープラスミドで同時トランスフェクトされた細胞に結合する能力
を記載する。
【０２５７】
　（材料および方法）
　レポータープラスミドは膜に固定されたＧＦＰ分子をコードし、そしてトラン
スフェクトされていない細胞からのトランスフェクトされた細胞の同定を可能に
する。２９３ＥＢＮＡ細胞を、レポータープラスミドおよびｐＪＳＴ５７６を用
いて、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）を使用して同時トランスフェクトした。トランスフェクションの１８～
２０時間後、細胞を、ＰＢＳ中の５ｍＭのＥＤＴＡを用いてプレートから外し、
そして計数した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液（１０％のウシ胎児血清、０．１％のＮ
ａＮ３を含有しているＰＢＳ）で２回洗浄し、そして２．５×１０５個の細胞を
、ＦＡＣＳ緩衝液中に稀釈したビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦとともに氷上で
１時間、８ｎｇ／ｍｌから５μｇ／ｍｌの範囲の濃度にわたってインキュベート
した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そして、ストックから１：１００稀釈で
、フィコエリトリンと結合させたストレプトアビジン（ＳＡＶ－ＰＥ）（Ｊａｃ
ｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）とともに３０分間インキュベートし
た。細胞を再びＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そしてＦＡＣＳ緩衝液中の１％のパラ
ホルムアルデヒド中に再懸濁した。細胞を、ＧＦＰおよびＰＥ蛍光についてＦＡ
ＣＳによって分析し、そしてデータを四分象限（ｑｕａｄｒａｎｔ）ドットブロ
ットにフォーマットした。２つの右側の四分象限中の点は、トランスフェクショ
ンレポーターＧＦＰを発現する細胞を示す。２つの上部の四分象限中の点は、結
合したビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦを有している細胞を示す（この結合は、
ＳＡＶ－ＰＥによって明らかである）。上部の右側の四分象限中の細胞は、ビオ
チン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦに結合するトランスフェクトされた細胞である。
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【０２５８】
　（結果）
　染色されなかった細胞およびＳＡＶ－ＰＥでのみ染色された細胞は、約５０％
がＧＦＰポジティブであり、そしてレポータープラスミドで同時トランスフェク
トされていることを示す（図５）。ＧＦＰレポーターおよびｐＪＳＴ５７６で同
時トランスフェクトされた細胞が、１μｇ／ｍｌのビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡ
ＦＦを用いて染色された場合には、ほぼ全ての細胞が下部の四分象限に移動した
。これは、ＢＡＦＦの結合を示している。同様の結果が、ｈｕＴＡＣＩを発現す
るプラスミドがｐＪＳＴ５７６の代わりに同時トランスフェクトされた場合に見
られた。ＴＡＣＩはＢＡＦＦに結合することが既知である。細胞は、５μｇ／ｍ
ｌから８ｎｇ／ｍｌまでのビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦの５倍稀釈で染色さ
れ、そしてビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦの濃度の減少に伴って、移動の強度
が減少した。
【０２５９】
　（実施例６）
　本実施例においては、ヒトの組換え可溶性ＢＡＦＦまたはマウスの組換え可溶
性ＢＡＦＦの、ｐＪＳＴ５７６およびＧＦＰレポータープラスミドで同時トラン
スフェクトされた細胞に結合する能力を記載する。
【０２６０】
　（材料および方法）
　２９３ＥＢＮＡへの同時トランスフェクションは、実施例５に記載したとおり
であった。トランスフェクションの１８～２０時間後、細胞を外し、計数し、そ
して以下の改変を用いて実施例５と同様にＦＡＣＳ分析のために染色した。細胞
を、５μｇ／ｍｌのマウスまたはヒトの組換え可溶性ｆｌａｇ－ＢＡＦＦのいず
れかとともに氷上で１時間インキュベートし、続いて、洗浄後に、５μｇ／ｍｌ
の抗ｆｌａｇモノクローナル抗体Ｍ２（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）とともに
３０分間インキュベーションし、次いで、洗浄した細胞を、ストックからの１：
１００稀釈で、ＰＥに結合させたロバ抗マウスＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）とともに、３０分間インキュベートすることによって
、明らかにした。細胞を再び洗浄し、そしてパラホルムアルデヒドで固定し、そ
してＧＦＰおよびＰＥポジティブ細胞についてＦＡＣＳによって分析した。
【０２６１】
　（結果）
　約５０％の細胞がＧＦＰポジティブであり、従って、レポータープラスミドで
同時トランスフェクトされた（図６）。ＧＦＰレポーターとｐＪＳＴ５７６とで
同時トランスフェクトされた細胞が５μｇ／ｍｌのヒトまたはマウスのいずれか
の組換え可溶性ｆｌａｇ－ＢＡＦＦで染色された場合は、ほぼ全ての細胞が下部
の右側の四分象限に移動した。これはマウスおよびヒトの両方のＢＡＦＦがｐＪ
ＳＴ５７６でトランスフェクトされた細胞に結合することを示す。
【０２６２】
　（実施例７）
　本実施例においては、マウスの組換え可溶性ＡＰＲＩＬが、ｐＪＳＴ５７６お
よびＧＦＰレポータープラスミドで同時トランスフェクトされた細胞に結合する
ことができないことを記載する。
【０２６３】
　（材料および方法）
　２９３ＥＢＮＡへの同時トランスフェクションは、実施例５に記載したとおり
であった。トランスフェクションの１８～２０時間後、細胞を外し、計数し、そ
して以下の改変を用いて実施例５と同様にＦＡＣＳ分析のために染色した。細胞
を、１μｇ／ｍｌのマウスの組換え可溶性ｍｙｃ－ＡＰＲＩＬとともに氷上で１
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時間インキュベートし、その後の洗浄後、５μｇ／ｍｌの抗マウスＡＰＲＩＬモ
ノクローナル抗体とともに３０分間インキュベーションし、続いて、洗浄した細
胞を５μｇ／ｍｌのビオチン化抗ラットＩｇＧ２ｂ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）と
ともに３０分間インキュベーションし、そして最後に、洗浄した細胞をＳＡＶ－
ＰＥとともに３０分間インキュベートすることによって明らかにした。細胞を再
び洗浄し、パラホルムアルデヒドで固定し、そしてＧＦＰおよびＰＥポジティブ
細胞についてＦＡＣＳによって分析した。
【０２６４】
　（結果）
　約５０％の細胞がＧＦＰポジティブであり、従って、レポータープラスミドで
同時トランスフェクトされた（図７）。ＧＦＰレポーターとｐＪＳＴ５７６とで
同時トランスフェクトされた細胞が１μｇ／ｍｌのマウスｍｙｃ－ＡＰＲＬＩで
染色される場合は、下部の右側の四分象限に移動した細胞はなかった。これは、
ｐＪＳＴ５７６の代わりにヒトＴＡＣＩを発現するプラスミドで同時トランスフ
ェクトされた細胞とは対照的であった。これらのトランスフェクトされた細胞は
、ほぼ全てが、マウスのｍｙｃ－ＡＰＲＩＬ結合についてポジティブであった。
ＢＡＦＦおよびＡＰＲＩＬの両方が、ＴＡＣＩおよびＢＣＭＡの両方に結合する
ことは以前に示されている。従って、ＡＰＲＩＬが、ｐＪＳＴ５７６でトランス
フェクトされた細胞上で発現された場合にはＢＡＦＦ－Ｒに結合しないという事
実は、ＢＡＦＦに対するＢＡＦＦ－Ｒの特異性を示す。
【０２６５】
　（実施例８）
　本実施例は、組換えの可溶性ヒトｆｌａｇ－ＢＡＦＦによって同時免疫沈降さ
れる、ｐＪＳＴ５７６から発現されるＢＡＦＦ－Ｒの能力を記載する。
【０２６６】
　（材料および方法）
　２９３ＥＢＮＡ細胞を、ｐＪＳＴ５７６、ベクターのみのコントロール、また
はＢＡＦＦ結合についてのポジティブコントロールとしてのｈｕＴＡＣＩを発現
するプラスミドを用いて、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００によってトラ
ンスフェクトした。インキュベーションの２０時間後、トランスフェクション培
地を吸引し、細胞をＰＢＳで洗浄し、そして培地を、３５Ｓ標識培地（１０％の
透析したウシ胎児血清、４ｍＭのグルタミン、および１００μＣｉ／ｍｌの３５

Ｓメチオニンおよびシステイン（Ｔｒａｎｓｌａｂｅｌ、ＩＣＮ　Ｒａｄｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ）を補充した、１部の完全なＤＭＥＭに対する９部のメチオニ
ンおよびシステインを含まないＤＭＥＭ）と置き換えた。細胞を６時間この培地
中でインキュベートし、その後、培地を除去した。細胞をＰＢＳで洗浄し、次い
で２５０μｌの抽出緩衝液（１％のＢｒｉｊ　９８、１５０ｍＭのＮａＣｌ、５
０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ７．５）で可溶化させた。同時免疫沈降を、７５μｌの
３５Ｓ標識した細胞抽出物を、５μｇの組換えの可溶性ヒトｆｌａｇ－ＢＡＦＦ
とともに、１ｍｌのＤＭＥＭ－１０％のウシ胎児血清－０．１％のＮａＮ３中で
、一晩、４℃でインキュベーションすることによって行った。１０μｇの抗ｆｌ
ａｇモノクローナル抗体Ｍ２、およびプロテインＡ－セファロースを添加し、そ
してインキュベーションを２時間続けた。セファロースビーズを遠心分離によっ
て回収し、ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そして還元剤としてβ－メルカプトエタノ
ールを有するＳＤＳ充填緩衝液中に再懸濁した。サンプルを５分間沸騰させ、セ
ファロースビーズをペレット化させるために短時間遠心分離し、そしてアリコー
トをＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で泳動した。ゲルを、Ｅｎｌｉｇｈｔｎｉｎｇ（Ｎｅｗ
　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｎｕｃｌｅａｒ）とともにインキュベートし、乾燥させ、そ
して－８０℃でフィルムに露光させた。
【０２６７】
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　（結果）
　この同時免疫沈降物は、抗ｆｌａｇ抗体Ｍ２を通じてプロテインＡセファロー
スビーズにｆｌａｇ－ＢＡＦＦを結合する。これはまた、ｆｌａｇ－ＢＡＦＦに
結合する細胞抽出物中の任意のタンパク質をもまた提示し、そしてこれらの放射
標識されたタンパク質は、オートラジオグラフィーによって検出される。２９３
ＥＢＮＡ細胞はＢＡＦＦには結合しないので、空のベクターコントロールは、こ
の手順に固有のバックグラウンドを示す（図８）。ＴＡＣＩについてトランスフ
ェクトされた細胞由来の抽出物がｆｌａｇ－ＢＡＦＦで同時免疫沈降された場合
には、約３４ｋＤａの見かけの分子量を有するバンドが観察された。これは、Ｂ
ＡＦＦに結合することが既知のタンパク質である、全長のヒトＴＡＣＩについて
のおおよその推定される分子量（３１．２ｋＤａ）である。ｐＪＳＴ５７６でト
ランスフェクトされた細胞由来の抽出物がｆｌａｇ－ＢＡＦＦで同時免疫沈降さ
れる場合には、約１２ｋＤａの見かけの分子量を有するバンドが観察される。ｐ
ＪＳＴ５７６から発現されるＢＡＦＦ－Ｒについての推定される分子量は、１８
．９ｋＤａである。推定される分子量と観察された分子量との間での不一致は、
ＢＡＦＦ－Ｒの電荷または立体構造に起因する異常な電気泳動の移動度に起因し
得る。別の可能性は、１２ｋＤａがＢＡＦＦ－Ｒのタンパク質溶解性フラグメン
トであることである。
【０２６８】
　（実施例９）
　本実施例は、可溶性形態のＢＡＦＦ－Ｒの作製を記載する。ｐＪＳＴ５７６に
相補的なオリゴヌクレオチドプライマーは、膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイ
ンが存在しない場合にＢＡＦＦ－Ｒの細胞外ドメインをＰＣＲ増幅するために設
計され得る。典型的には、これは、リガンド結合ドメインと膜貫通ドメインとの
間のほとんどのスタークまたはアミノ酸領域を含む。得られる可溶性レセプター
の効力を最適化するために、含まれるスターク領域の量を変更することができる
。この増幅されたフラグメントは、フラグメントの５’末端上の種々の異種リー
ダー配列へ、および３’末端での種々のＩｇ融合キメラ融合ベクターへのクロー
ニングを可能にするために、適切な制限部位を用いて操作される。あるいは、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒの細胞外ドメインの３’末端に停止シグナルを挿入し、そしてＩｇ融
合キメラのアプローチの使用の代わりの使用に頼ることなく、レセプターの可溶
性形態を作製するかまたは別のＣ末端融合パートナーを使用することが、可能で
ある。また、シグナル配列、それに続くＢＡＦＦ－ＲのＮ末端の細胞外ドメイン
を含有している融合パートナーから構成されるＮ末端の融合タンパク質を作製す
ることも可能であった。得られたベクターは、酵母、昆虫細胞、細菌、および哺
乳動物細胞を含む、バイオテクノロジーにおいて使用されるほとんどのシステム
において発現され得、そして複数の例が全てのタイプの発現について存在する。
種々のヒトＦｃドメインを、所望される場合には、ＦｃＲおよび相補性相互作用
を最適化するかまたは排除するために付着させることができる。あるいは、これ
らのＦｃドメインの変異形態を、ＦｃＲ、または相補性相互作用、または特定の
利点を有するＦｃドメインに対するＮ結合型の糖の結合を選択的に除去するため
に使用することができる。ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ融合分子の例を、図９に示す。こ
の分子は、ＢＡＦＦ－Ｒ細胞外ドメイン（図２Ｄに示すアミノ酸残基２～７１）
に対して、Ａａｔ２制限部位によって連結されたマウスＩｇ－ｋ遺伝子由来のＩ
型リーダー配列を含む。次いで、これを、ヒトＩｇＧ１のＦｃドメインに対して
、ＳａｌＩ制限部位によって連結する。
【０２６９】
　（実施例１０）
　本実施例において、本発明者らは、ヒト組織および細胞株中でのＢＡＦＦ－Ｒ
の発現プロフィールを、ノーザンブロット分析によって示す。
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【０２７０】
　（材料および方法）
　種々のＢ細胞株およびＢ細胞以外の細胞株を、適切な条件下で増殖させた。Ｒ
ＮＡを、ＲＮｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して、約１０７個の細胞か
ら調製した。ＲＮＡを定量し、そして２０μｇの各サンプルを、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡ
ＮＵＡＬ、１９８９に記載されているように、１．２％のホルムアルデヒドゲル
上で泳動した。ゲルをナイロンメンブレン（ＢＭＢ）上にブロットし、次いで紫
外線（ＵＶ）で架橋した。いくつかのヒトのノーザンブロット（１２レーンの複
数の組織、ヒトＩＩおよび免疫システムＩＩ）を、Ｃｌｏｎｔｅｃｈから購入し
た。フィルターを、ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）緩衝液中で６５
℃で３０分間、予備ハイブリダイズさせた。次いで、ＪＳＴ５７６の３’末端由
来のランダムプライムした３２Ｐで標識したＥｃｏＮＩフラグメントとともに、
約３時間ハイブリダイズさせた。フィルターを、２×ＳＳＣ／０．０５％のＳＤ
Ｓ中で４５分間、室温で洗浄し、次いで、０．１×ＳＳＣ／０．１％のＳＤＳ中
で５０℃で４５分間洗浄した。フィルターを、２枚の増感スクリーンを使用して
４日間、Ｘ線フィルムに露光させた。さらに、いくつかのヒトのノーザンブロッ
ト（１２レーンの複数の組織、ヒトＩＩおよび免疫システムＩＩ）を、Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈから購入し、ＪＳＴ５７６プローブにハイブリダイズさせ、そして上記
のように処理した。
【０２７１】
　（結果）
　ＢＡＦＦ－ＲのｍＲＮＡは、この検出レベルで免疫システムの器官において優
先的に発現されるようである。最も高いレベルは、脾臓およびリンパ節中であっ
たが、ｍＲＮＡはまた、ＰＢＬ、胸腺、小腸、および結腸中にも見られた（図１
０Ａ、Ｂ、およびＣ）。メッセージのおおよその大きさは４．５ｋｂであった；
サンプル中に２つのｍＲＮＡの集団が存在するようであり、ここでは、遺伝子は
高度には発現されない。２つのｍＲＮＡは、なおもまた、脾臓およびリンパ節中
に存在し得る。このことは、ＢＡＦＦ－Ｒが別のポリＡ付加部位を有するか、ま
たはＲＮＡが別のスプライシングを受けることを示し得る。多数の細胞株を、Ｂ
ＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡの存在について試験した場合には、同じ４．５ｋｂのｍＲ
ＮＡが検出される。Ｂ細胞株のみが、ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡを発現する（図１
１）。Ｕ２６６、ＲＰＭＩ８２２６、およびＤａｕｄｉ細胞株中、または試験し
たＢ細胞以外の細胞株中では、ｍＲＮＡは検出されなかった。
【０２７２】
　（実施例１１）
　本実施例において、本発明者らは、ＪＳＴ５７６の発現が、ＢＡＦＦに結合す
る細胞株に制限されることを示す。
【０２７３】
　（材料および方法）
　細胞株をＡＴＣＣから購入し、そして示した条件下で増殖させた。種々のＢ細
胞株およびＢ細胞以外の細胞株を適切な条件下で増殖させた。ＲＮＡを、ＲＮｅ
ａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して、約１０７個の細胞から調製した。Ｒ
ＮＡを定量し、そして２０μｇの各サンプルを、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥ
ＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、１９
８９に記載されているように、１．２％のホルムアルデヒドゲル上で泳動した。
ゲルをナイロンメンブレン（ＢＭＢ）上にブロットし、次いでＵＶ架橋した。フ
ィルターを、ＪＳＴ５７６標識フラグメントとハイブリダイズさせ、次いで実施
例１０のように洗浄した。細胞を、ＢＡＦＦに結合するそれらの能力について、
ＦＡＣＳ分析を使用してチェックした。約２．５～５×１０５個の細胞を回収し
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、そして洗浄した。ＰＢＳ＋５％のＦＣＳおよび０．０５％のアジ化ナトリウム
(ＦＡＣＳ緩衝液)中に稀釈したＦＬＡＧタグ化ＢＡＦＦを、３０分間の間、濃度
範囲（８～０．１２５μｇ／ｍｌ）にわたって細胞とともに、氷上でインキュベ
ートした。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そして３０分間氷上で、５μｇ／ｍ
ｌの抗ＦＬＡＧモノクローナル抗体Ｍ２（Ｓｉｇｍａ）とともにインキュベート
した。再び、細胞をＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、次いで、ヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｐ
Ｅ結合抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）の１：５００
０稀釈とともに、氷上で３０分間インキュベートした。細胞を上記のように洗浄
し、次いで、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェアを使用して、ＦＡＣＳＣａｌｉｂ
ｕｒフローソーター（Ｂｅｃｋｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）上で分析した。
【０２７４】
　（結果）
　ＢＡＦＦ結合実験の結果を、表１に示す。ＢＡＦＦに結合した細胞株は、Ｒａ
ｍｏｓ、Ｎａｍａｌｗａ、ＩＭ－９、ＮＣ－３７、Ｒａｊｉ、ＢＪＡＢ、および
ＳＫＷ６．４であった。結合レベルを、＋の記号の数によって示す。ＢＡＦＦに
結合しなかった細胞株は、Ｕ２６６、ＲＰＭＩ　８２２６、Ｄａｕｄｉ、Ｕ９３
７、Ｊｕｒｋａｔ、ＨＴ２９、Ａ５４９、ＳＷ４８０、およびＭＥ２６０であっ
た。ＢＡＦＦに結合する細胞株の能力は、図１１に示すＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＲＮＡ
の存在と相関している。
【０２７５】
【表１】

　（実施例１２）
　本実施例は、一過的にトランスフェクトさせた２９３ＥＢＮＡ細胞中で発現さ
れそしてその細胞により馴化培地中に分泌される、ｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：ｈｕＩｇ
Ｇ１融合タンパク質が、組換えの可溶性ビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦを同時
免疫沈降させる能力を記載する。
【０２７６】
　（材料および方法）
　２９３ＥＢＮＡ細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００（Ｌｉｆｅ　
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Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によって、ｈｕＢＡＦＦ－Ｒ（ａａ２－７１）：Ｆ
ｃを発現するｐＪＳＴ６１８、ＢＡＦＦ結合についてのポジティブコントロール
としての、ｈｕＢＣＭＡ：ｈｕＩｇＧ１を発現するプラスミド、またはＢＡＦＦ
結合についてのネガティブコントロールとしての、ｈｕＦＮ１４：ｈｕＩｇＧ１
を発現するプラスミドのいずれかで、トランスフェクトした。２４時間のインキ
ュベーション後、馴化培地を回収した。
【０２７７】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥを、還元剤を含有しているかまたは還元剤を含まない等量の
２×ＳＤＳ泳動緩衝液を馴化培地と混合すること、そして５分間沸騰させること
によって行った。次いで、サンプルを、４～２０％のＳＤＳポリアクリルアミド
ゲル上で泳動した。既知の量の精製したｈＢＣＭＡ：Ｆｃを、馴化培地中のｈＩ
ｇＧ１融合タンパク質の量を概算するために、隣接するレーン中で泳動した。サ
ンプルを、０．０１ＭのＣＡＰＳ　ｐＨ１１～１０％のＭｅＯＨ緩衝液中でのウ
ェスタンブロットによって膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｌｏｎ　Ｐ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
）に移した。膜を、ＴＢＳＴ中の５％の脱脂粉乳（ＮＦＤＭ）でブロックし、１
：３０００希釈のヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ）で１時間プローブし、ＴＢＳＴ中で洗浄し、そしてフィルム
に露光させた。同時免疫沈降を、２００μｌの馴化培地を、１ｍｌのＤＭＥＭ－
１０％のウシ胎仔血清－０．１％のＮａＮ３中の２００ｎｇの可溶性のヒト組換
えｆｌａｇ－ＢＡＦＦとともに、４℃で一晩インキュベートすることによって行
った。プロテインＡ－セファロースを添加し、そしてインキュベーションを２時
間継続した。セファロースビーズを遠心分離によって回収し、ＦＡＣＳ　ＴＢＳ
Ｔ緩衝液で洗浄し、そして還元剤としてβ－メルカプトエタノールを有するＳＤ
Ｓローディング緩衝液中に再懸濁した。サンプルを５分間沸騰させ、セファロー
スビーズをペレット化させるために軽く遠心分離し、そしてアリコートをＳＤＳ
－ＰＡＧＥ上で泳動した。５０ｎｇのＦＬＡＧ－ｈｕＢＡＦＦを、ポジティブコ
ントロールとして泳動した。サンプルを、ＰＶＤＦ膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｌｏｎ　
Ｐ．Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）に、０．０１ＭのＣＡＰＳ　ｐＨ１１／１０％のＭｅ
ＯＨ緩衝液中でのウェスタンブロットによって移した。膜を、５％のＮＦＤＭ－
ＴＢＳＴでブロックし、１μｇ／ｍｌの抗ＦＬＡＧ　Ｍ２－ＨＲＰで１時間プロ
ーブし、ＴＢＳＴ中で洗浄し、そしてフィルムを露光させた。
【０２７８】
　（結果）
　同時免疫沈降は、プロテインＡセファロースとの融合パートナーの相互作用を
通じて、種々のレセプター：Ｆｃ融合体を沈殿させた。これはまた、ｆｌａｇ－
ＢＡＦＦのような、Ｒ：ＩｇＧ１融合体と相互作用するあらゆるタンパク質をも
また沈殿させた。ｈＢＣＭＡ：Ｆｃを発現する細胞による馴化培地は、予期され
たように、ｆｌａｇ－ＢＡＦＦとの同時移動がウェスタンブロット上で観察され
るバンド（図１２）としてｆｌａｇ－ＢＡＦＦを同時免疫沈降させることができ
た。ｈＦＮ１４：Ｆｃを発現する細胞による馴化培地は、ｆｌａｇ－ＢＡＦＦを
同時免疫沈降させなかった。ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃを発現する細胞による馴化培地
は、ｆｌａｇ－ＢＡＦＦを同時免疫沈降させることができた。ｆｌａｇ－ＢＡＦ
Ｆと同時に移動するバンドがウェスタンブロット上で観察され、そしてこれは、
ｈｕＢＣＭＡ：ｈｕＩｇＧ１によって同時免疫沈降するものと同様の強度であっ
た。
【０２７９】
　（実施例１３）
　本実施例は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ融合タンパク質（本実施例の場合には、ｈｕ
ＢＡＦＦ－Ｒ（ａａ２－７１）：ｈｕＩｇＧ１）が、ｈｕＢＡＦＦのＢＪＡＢ細
胞への結合をブロックする能力を示す。
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【０２８０】
　（材料および方法）
　実施例９で議論したｈｕＢＡＦＦ－Ｒ（２－７１）－ｈｕＩｇＧ１融合体を作
製し、そしてこれをｐＪＳＴ６１８と呼ぶ。この構築物を２９３ＥＢＮＡ細胞中
に一過的にトランスフェクトし、そしてその馴化培地を回収した。融合タンパク
質を、プロテインＡセファロースからの酸溶出、それに続くゲル濾過クロマトグ
ラフィーによって精製した。２００ｎｇ／ｍｌのビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦ
Ｆを、５０μｌのＦＡＣＳ緩衝液または精製したｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃの５倍
の段階希釈液（５μｇ／ｍｌから２００ｎｇ／ｍｌの範囲）のいずれかで、氷上
で３０分間予備インキュベーションした。次いで、ＢＪＡＢ細胞（２．５×１０
５個の細胞）を、これらの溶液とともに氷上で１時間、インキュベートした。細
胞をＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そしてＳＡＶ－ＰＥで染色した。細胞を、ＦＡＣ
ＳによってＰＥ蛍光について分析し、そしてデータを、重ね合わせたヒストグラ
ムとしてフォーマットした。あるいは、２００ｎｇ／ｍｌのビオチン化－ＢＡＦ
Ｆを、ｈＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ、ｈＴＡＣＩ：Ｆｃ、またはｈＬＴＢＲ：Ｆｃのい
ずれかの２倍の段階希釈液とともに予備インキュベートした。細胞を、上記のよ
うにビオチン化ＢＡＦＦの結合について染色した。
【０２８１】
　（結果）
　図１３Ａは、種々の濃度のｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃの存在下での、ＢＪＡＢに
対するｈｕＢＡＦＦの結合についてプロットしたヒストグラムの重ね合わせを示
す。黒線で標識した「Ａ」は、ＳＡＶ－ＰＥのバックグラウンドの結合を示し、
そして赤線で印をつけた「Ｅ」は、ＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃとの予備インキュベーシ
ョンを行わなかった、ビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦで染色された細胞を示す
。ビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦの５μｇ／ｍｌのｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃと
の予備インキュベーションは、バックグラウンドのレベルに近いヒストグラムの
移動を生じた（曲線Ｂ）。１μｇ／ｍｌ（曲線Ｃ）または２００ｎｇ／ｍｌ（曲
線Ｄ）のいずれかのｈｕＢＡＦＦ－Ｒ－ｈｕＩｇＧ１との予備インキュベーショ
ンは、ビオチン化ｍｙｃ－ｈｕＢＡＦＦの結合において約１／４倍の減少を生じ
た。
【０２８２】
　図１３Ｂは、ＢＡＦＦ－Ｒ：ＦｃおよびＴＡＣＩ：Ｆｃの両方が、ＢＪＡＢ細
胞へのＢＡＦＦの結合をブロックできることを示す。ＬＴＢＲ：Ｆｃとの予備イ
ンキュベーションは、ＢＡＦＦをブロックする作用を有さなかった。
【０２８３】
　（実施例１４）
　本実施例は、ＢＡＦＦによって誘導されるＢ細胞の増殖をブロックする、ＢＡ
ＦＦ－Ｒ：ＩｇＧ１融合タンパク質の能力を記載する。
【０２８４】
　（材料および方法）
　インビトロでの増殖アッセイのために、マウスＢ細胞を、Ｃ５７Ｂ１６マウス
（８週齢）の脾臓から、Ｂ細胞回収カラム（カラム（ＣｅｌｌｅｃｔＴＭ　Ｍｏ
ｕｓｅ　Ｂ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　Ｃｏｌｕｍｎ：Ｃｅｄａｒｌａｎｅ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ
．））を使用して単離した。精製したＢ細胞をＦＡＣＳによって分析し、そして
９０％より多くがＢ２２０染色についてポジティブであることを見出した。Ｂ細
胞を、２ｍｇ／ｍｌのヤギ抗ヒトｍ鎖抗体（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏ．）；コントロールのｈＩｇＧ（１０ｍｇ／ｍｌ）ｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ（
１０ｍｇ／ｍｌ）の存在下または非存在下で、９６ウェルプレート（１０％のＦ
ＢＳを補充した５０ｍｌのＲＰＭＩ中で１０５個の細胞／ウェル）中で７２時間
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、インキュベートした。サンプルを、３連で、そして示した濃度のｍｙｃ－ｈＢ
ＡＦＦのとともにプレートした。細胞を、［３Ｈ］チミジン（１μＣｉ／ウェル
）でさらに１８時間パルスし、そして回収した。［３Ｈ］チミジンの取り込みを
、液体シンチレーションカウンティングによってモニターした。実施例１３のよ
うに産生したヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ融合タンパク質をこのアッセイで使用し、
実施例９で議論したように、ｐＪＳＴ６１８でトランスフェクトした２９３ＥＢ
ＮＡ細胞の上清から作製した。上清を回収し、プロテインＡカラム上に充填し、
酸で溶出し、中和し、次いで凝集しないｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃタンパク質を得
るためにゲル濾過クロマトグラフィーに供した。アッセイで使用したＢＡＦＦを
Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ中で発現させ、そして陰イオン交換クロマトグ
ラフィー、続くゲル濾過によって精製した。
【０２８５】
　（結果）
　図１４は、ＢＡＦＦが抗ｍ抗体（四角）およびｈＩｇＧ（三角）の存在下でＢ
細胞の増殖を同時刺激することができることを示す。ＢＡＦＦのみ（ひし形）は
、Ｂ細胞の増殖を誘導することはできなかった。１０ｍｇ／ｍｌのｈｕＢＡＦＦ
－Ｒ：Ｆｃ（星型）とのインキュベーションは、ＢＡＦＦによって誘導されるＢ
細胞の増殖の完全な阻害を生じた。
【０２８６】
　（実施例１５）
　（材料および方法）
　（マウス）
　６週齢の雌性ＢＡＬＢ／ｃマウスを、Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ（ＢａｒＨａｒｂｏｒ，ＭＥ）から入手し、そしてＢｉｏｇｅｎ　Ａｎ
ｉｍａｌ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ中でバリア（ｂａｒｒｉｅｒ）条件下で維持した。
【０２８７】
　（試薬および処置レジメン）
　レセプター融合タンパク質は、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域を含む。マウス（５匹
／１グループ）に、２００μｇの融合タンパク質（マウスＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃま
たはヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ）を、２回／週で４週間の間、ｉｐ（腹腔内）で与
えた。コントロールマウスには、２００μｇのポリクローナルヒトＩｇＧ（Ｐａ
ｎｇｌｏｂｕｌｉｎＴＭ）（ＨＩｇＧ）を、２回／週で４週間にわたり与えた。
最後の投薬の３日後、血液を眼窩空洞から回収し、次いでマウスを安楽死させ、
そして脾臓、リンパ節、および骨髄を分析のために回収した。
【０２８８】
　（フローサイトメトリー分析）
　屠殺時に、脾臓の重量を記録した。単細胞懸濁物を、低張の溶液中で赤血球を
溶解させた後に脾臓および血液から調製した。単細胞懸濁物もまた、鼡径部のリ
ンパ節および骨髄から調製した。フローサイトメトリーを、Ｂ２２０、ＩｇＭ、
ＩｇＤ、およびＣＤ２１に対して指向させたｍＡｂを使用して行った。脾臓のＢ
細胞のサブ集団を、濾胞（Ｂ２２０＋、ＩｇＭｌｏｗ、ＣＤ２１ｌｏｗ）、辺縁
帯（Ｂ２２０＋、ＩｇＭｈｉ、ＣＤ２１ｈｉ）、および新しく形成された（Ｂ２
２０＋、ＩｇＭｈｉ、ＣＤ２１－）と定義した。簡潔には、約１．５×１０６個
の細胞を、Ｆｃレセプターをブロックするために、１０μｇ／ｍｌのＦｃ　Ｂｌ
ｏｃｋ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）とともに氷上で１０分間インキュベートし、続
いて、蛍光タグ化ｍＡｂを添加し、そして氷上で３０分間インキュベートした。
細胞を、１回洗浄し、そして０．５％のパラホルムアルデヒド中に再懸濁した。
細胞の蛍光データを、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（Ｂｅｃｔ
ｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）上で獲得し、そしてＣｅ
ｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を使用し
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て分析した。
【０２８９】
　（結果）
　マウスまたはヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃでの４週間の処置経過後に、コントロー
ルのヒトＩｇＧで処置したマウスと比較した、マウスおよびヒトＢＡＦＦ－Ｒ：
Ｆｃで処置したマウス由来の脾臓の重量における著しい減少が存在した（図１５
）。脾臓の細胞の明らかな減少が、多数の脾臓Ｂ細胞中での減少による結果であ
ることが見出された。マウスおよびヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃで処置したマウス中
の全Ｂ２２０＋脾臓Ｂ細胞の平均の数は、それぞれ、１．８×１０６細胞および
２．６×１０６細胞であり、これらは、コントロールのＨＩｇＧで処置した動物
中のＢ細胞の数（これは、１９．８×１０６細胞の平均を有した）と比較して明
らかに減少していた（図１６）。脾臓Ｂ細胞の種々のサブ集団（濾胞、辺縁帯、
および新しく形成された領域）の試験は、それぞれのサブセット中のＢ細胞の数
が、ＢＡＦＦ－Ｒ：：Ｆｃで処置されたマウスにおいて減少した（表２）が、濾
胞および辺縁帯のＢ細胞が、最も大きく減少したことを示した。
【０２９０】
【表２】

　鼡径部のリンパ節（ＬＮ）に含まれるＢ２２０＋のＢ細胞の割合の試験は、平
均のＢ細胞の集団が、３０．８％±４．１のＢ細胞の平均を有したコントロール
のＨＩｇ－Ｇで処置したマウスと比較した場合に、マウスおよびヒトＢＡＦＦ－
Ｒ：：Ｆｃで処置したマウスにおいて顕著に減少した（それぞれ、１２．３％±
１．４および１８．６％±１．３）ことを示した（図１７）。同様の結果を、末
梢血Ｂ細胞を試験した場合に得た。ヒトＩｇＧで処置したマウス由来のリンパ球
の４２．５％±２．９がＢ細胞であり、一方、リンパ球の２１．２％±６．１お
よび８．３％±４．５のみが、それぞれ、マウスおよびヒトのＢＡＦＦ－Ｒ：：
Ｆｃで処置されたマウス由来のＢ細胞であった（図１８）。
【０２９１】
　新しく形成された（未成熟の）Ｂ細胞および成熟Ｂ細胞の集団は、ＢＡＦＦ－
Ｒ：：Ｆｃで処置したマウスにおいては減少したが、骨髄中のＢ細胞前駆体は、
影響されないままであった（データは示さない）。
【０２９２】
　（考察）
　これらの結果は、可溶性のＢＡＦＦ－Ｒレセプター融合タンパク質でのＢＡＦ
Ｆのインビボでの遮断が、Ｂ細胞の生存性および／または成熟の阻害を導くこと
を示唆する。
【０２９３】
　これらの結果はまた、Ｂ細胞によって媒介される疾患における臨床的な適用で
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の治療薬としてのＢＡＦＦ－Ｒ融合タンパク質の使用の可能性をも示唆する。疾
患には、自己免疫性の性質の疾患（例えば、全身性エリテマトーデス、重症筋無
力症、自己免疫性溶血性貧血、特発性血小板減少性紫斑症、抗リン脂質症候群、
シャーガス病、グレーヴズ病、ヴェーゲナー肉芽腫症、結節性多発動脈炎、およ
び急性進行性糸球体腎炎）が含まれる。この治療薬はまた、多発性骨髄腫、ヴァ
ルデンストレームマクログロブリン血症、Ｈ鎖病、原発性アミロイド症または免
疫細胞関連アミロイド症、および意義不明単クローン性高ガンマグロブリン血症
（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ｇａｍｍｏｐａｔｈｙ　ｏｆ　ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎ
ｅｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ）（ＭＧＵＳ）のような、プラスマ細胞の障害
における適用を有する。腫瘍学の標的には、Ｂ細胞癌腫、白血病、およびリンパ
腫が含まれる。
【０２９４】
　（実施例１６）
　本実施例においては、ＢＡＦＦ－Ｒの細胞外ドメインに対して惹起されたマウ
スモノクローナル抗体の最初のパネルの特徴付けを記載する。全ての抗体がＢＡ
ＦＦ－Ｒの細胞外ドメインを認識し、そしてこれらの抗体のサブセットは、続く
ＢＡＦＦ－ＲへのＢＡＦＦの結合を妨げるというアンタゴニスト特性を有する。
【０２９５】
　（材料および方法：）
　ＲＢＦマウスを、ｈｕＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃで免疫し、そして追加免疫した。免
疫マウス由来の脾臓細胞を、標準的な技術によるハイブリドーマの作製のために
、株Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８．６５３の誘導体であるマウスの黒色腫株ＦＬ６５３
と融合させた。
【０２９６】
　ｈｕＢＡＦＦＲの細胞外ドメインに対する抗体を分泌するハイブリドーマクロ
ーンによる馴化培地を、ＦＡＣＳによってアッセイした。ＦＡＣＳ結合アッセイ
を、実施例５のように、全長のｈｕＢＡＦＦ－ＲまたはｍｕＢＡＦＦ－Ｒおよび
ＧＦＰを発現するプラスミドで同時トランスフェクトした２９３ＥＢＮＡ細胞に
ついて行った。ハイブリドーマの馴化培地を、ＦＡＣＳ緩衝液中で１：１０で希
釈し、そしてトランスフェクトした細胞とともに氷上で３０分間インキュベート
した。細胞を、ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そして、結合を、１：１００希釈の抗
マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）と
ともに氷上で３０分間インキュベーションすることによって明らかにした。細胞
を、再びＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、そしてＦＡＣＳ緩衝液中の１％のパラホルム
アルデヒド中に再懸濁した。細胞を、ＧＦＰおよびＰＥ蛍光についてＦＡＣＳに
よって分析し、そして実施例５に記載したように、データを、四分円ドットブロ
ットにフォーマットした。ＢＡＦＦブロッキングアッセイを、１０μｇ／ｍｌの
プロテインＡで精製した抗ＢＡＦＦ－Ｒ　ｍＡｂまたはコントロール抗体（ＭＯ
Ｐ　Ｃ２１）をＢＪＡＢ細胞とともに氷上で３０分間インキュベートすることに
よって行った。洗浄後、細胞を、２５０ｎｇ／ｍｌのビオチン化ｈｕＢＡＦＦと
ともに氷上で３０分間インキュベートした。再び、細胞を洗浄し、そしてＢＡＦ
Ｆの結合を、ＳＡＶ－ＰＥとともにインキュベーションすることによって明らか
にした。細胞を、ＰＥ蛍光についてＦＡＣＳによって分析し、そしてデータを、
重ね合わせヒストグラムとしてプロットした。
【０２９７】
　（結果）
　１０個のクローンに由来する上清が、ｈｕＢＡＦＦ－Ｒでトランスフェクトし
た細胞に結合することを観察した。１０個の抗ＢＡＦＦ－Ｒ上清のうちの４個の
ＦＡＣＳデータのドットプロットを、図１９Ａに示す。トランスフェクション効
率は約５０％であり、ほぼ全てのトランスフェクトされた細胞が、上清での染色
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後に右上側の四分円に移動した。これらの１０個の上清の全てが、ｍｕＢＡＦＦ
Ｒでトランスフェクトされた２９３ＥＢＮＡ細胞に結合しなかった（データは示
さない）。ＢＡＦＦ－Ｒへの結合についてポジティブであったクローンによる馴
化培地を、ＢＪＡＢ細胞の表面上で発現されるＢＡＦＦ－ＲとのＢＡＦＦの相互
作用をブロックするそれらの能力について試験した。ＢＪＡＢ細胞はそれらの表
面上にＢＡＦＦＲを発現し、そして検出可能な量のＢＣＭＡまたはＴＡＣＩは発
現しなかった（Ｔｈｏｍｐｓｏｎら（２００１）Ｓｃｉｅｎｃｅ、８月１６日）
。１０個のハイブリドーマのうちの２個（クローン２および９）がｍＡｂを産生
し、このｍＡｂはＢＡＦＦとのＢＡＦＦ－Ｒの相互作用をブロックすることがで
きた。（クローン２を、「抗－ＢＡＦＦ－Ｒクローン＃２．１」（ＩｇＧ１－κ
イソ型）として、２００１年９月６日にＡＴＣＣに寄託し、これは、ＡＴＣＣ　
Ｎｏ．＿＿を割り当てられた；クローン９を、「抗－ＢＡＦＦ－Ｒクローン＃９
．１」（ＩｇＧ１－κイソ型）として、２００１年９月６日にＡＴＣＣに寄託し
、これは、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．＿＿＿を割り当てられた）。図１９Ｂのヒストグラ
ムの重ね合わせは、１０μｇ／ｍｌのｍＡｂクローン２（曲線（ｂ））または９
（曲線（ｃ））のいずれかの予備インキュベーションが、左側よりも１０倍大き
く、ＢＡＦＦコントロールを含まないシグナル（曲線（ａ））の近くにまで、Ｂ
ＡＦＦ結合曲線をシフトさせたことを示す。最も右側のヒストグラム（曲線（ｄ
））は、コントロールのｍＡｂ　ＭＯＰＣ２１、抗ＢＡＦＦ－Ｒ非ブロッキング
ｍＡｂ、またはタンパク質なしを、ＢＡＦＦの結合の前に細胞とインキュベート
した場合の移動を示す。
【０２９８】
　（実施例１７）
　本実施例は、組換え発現された分子の可溶性の増大を生じる、ｈＢＡＦＦ－Ｒ
２－７１）－Ｆｃ中のアミノ酸置換の構築、配列、およびタンパク質の特徴付け
を記載する。
【０２９９】
　（材料および方法：）
　粘着末端を有する２本鎖のオリゴヌクレオチドカセットを、ｈＢＡＦＦ－Ｒ（
２－７１）：ＩｇＧ１遺伝子中の同じ部位への連結によって、標的化した残基に
置換を導入するために使用した。
【０３００】
　発現プラスミドを、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００を使用して実施例
５のように２９３ＥＢＮＡ細胞中にトランスフェクトした。凝集を、実施例１２
のように、トランスフェクションの２０時間後の馴化培地の非還元性ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥの実行、それに続くウェスタン転写、およびＨＲＰ結合抗ヒトＩｇＧ（１
：１００、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）での検出およびＥ
ＣＬ検出によって決定した。
【０３０１】
　免疫沈降実験を、２００ｎｇのｆｌａｇ－ｈｕＢＡＦＦを有する１ｍｌのＤＭ
ＥＭ／１０％ＦＢＳ／０．２％のＮａＡ３中の、１００μｌのトランスフェクシ
ョン２０時間後の馴化培地を利用して行った。サンプルを、３０分間４℃で振盪
させ、１つのチューブあたり３０μｌのプロテインＡ－セファロースを添加し、
そしてさらに３０分間振盪を続けた。セファロースビーズをスピンダウンさせ、
そして１ｍｌの冷ＰＢＳで３回洗浄した。ビーズを、２×ＳＤＳ還元緩衝液中に
再懸濁し、そして４～２０％のアクリルアミドゲル上にローディングした。先に
記載したようなウェスタン転写後、ｆｌａｇ－ＢＡＦＦを免疫沈降させる能力を
、１μｇ／ｍｌのＨＲＰ結合抗ｆｌａｇ　Ｍ２（Ｓｉｇｍａ）とともにフィルタ
ーをインキュベーションし、続いてＥＣＬ検出することによって明らかにした。
【０３０２】
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　（結果）
　ヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃは高度に凝集したが、マウスＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃは、
ごくわずか（１０％未満）に凝集するのみであった。検出分析は、凝集の形成を
減少させることなく、ＢＡＦＦ－ＲのＣ末端部分全体を、Ａ７１からＶ３６まで
欠失させることができることを示した（システインリッチドメイン（ＣＲＤ）の
最後のＣｙｓはＣ３５である）。このことは、ｈＢＡＦＦＲのＮ末端およびＣＲ
Ｄ領域が、凝集の形成に必要であることを示した。
【０３０３】
　最初に、ヒトＢＡＦＦ－ＲのＮ末端配列の種々の量が、相同なマウス配列と置
きかえられておりかつタンパク質凝集に対する影響について分析される、いくつ
かのマウス－ヒトＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃキメラを作製した。これらおよび続くｈＢ
ＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃへの置換についてのアミノ酸配列を、図２０に示す。この図は
、「野生型」ヒト（図９）およびマウスＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃの両方のＢＡＦＦ－
Ｒ部分を示し、番号は、全長のヒト（図２ｄ）（配列番号５）またはマウスＢＡ
ＦＦ－Ｒ（図４ｂ）（配列番号９）に由来するアミノ酸残基に対応している。図
２０はまた、太字、赤、下線のタイプで示された置換された残基を有する、置換
を有するｈＢＡＦＦＲ－Ｒ：Ｆｃクローンを示す。ヒトへのスウィッチングの前
のマウスの残基の最初の２１個（Ｑ２１）未満を含有しているキメラは、野生型
ｈＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃと同様に凝集するようである；しかし、少なくとも最初の
３９個のマウスの残基を含むものは、ｍＢＡＦＦ－Ｒと同様に、明らかに減少し
た様式で凝集した。これらの２つのキメラＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃ構築物間のさらな
る９個の残基の差異のうち、４個は、マウスとヒトとの間で異なった。このこと
は、Ｃ１９とＬ２７との間（ＣＲＤに対して内部である領域）でのヒト残基の少
なくとも１つが、凝集に必要であることを示した。
【０３０４】
　これらの４個の部位のみまたはこれらのサブセットにおいて、ヒト残基がマウ
スに対応しているもので置換されている構築物を、標準的な技術を使用して作製
した。４個の残基（Ｖ２０Ｎ、Ｐ２１Ｑ、Ａ２２Ｔ、Ｌ２７Ｐ）のみが、ヒトＢ
ＡＦＦＲ部分に置換された場合には、この改変されたＢＡＦＦ－Ｒ：Ｆｃは凝集
しなかった。ｈＢＡＦＦ－Ｒ（Ｖ２０Ｎ、Ｐ２１Ｑ、Ａ２２Ｔ、Ｌ２７Ｐ）：Ｆ
ｃはなお、免疫沈降によって分析した場合には、ＢＡＦＦと相互作用できた。Ｖ
２０Ｎ　Ｌ２７Ｐ置換もまた、約９０％から約１０％に、ｈＢＡＦ－Ｒ：Ｆｃの
凝集を減少させた。中程度のレベルの凝集が、Ｐ２１Ｑ　Ｌ２７Ｐ（４０％）、
Ｌ２７Ｐ（６０％）、Ｖ２０Ｎ　Ｌ２７Ａ（６０％）、およびＶ２０Ｎ　Ｌ２７
Ｓ（６０％）を用いて観察された。以下の置換の全ては、タンパク質の凝集を減
少させなかった：Ｖ２０Ｎ　Ｐ２１Ｑ　Ａ２２Ｔ；Ｖ２０Ｎ　Ａ２２Ｔ；Ｖ２０
Ｎ　Ｐ２１Ｑ；Ｖ２０Ｎ；およびＰ２１Ｑ。
【０３０５】
　（実施例１８）
　本実施例は、ｐ２１－Ａｒｃが、ＢＡＦＦ－Ｒに関係しているタンパク質であ
ることを記載する。このような相互作用を決定するために使用した方法は、免疫
沈降であった。
【０３０６】
　（方法）
　Ｎ末端にｍｙｃタグを融合されたＢＡＦＦ－Ｒ（ＢＡＦＦ－Ｒ－ｉ．ｃ．ｄ．
）の細胞内ドメインをコードするｃＤＮＡを含有している構築物を作製し、そし
てＣＨ２６９プラスミドのＮｈｅＩ（５’）およびＸｈｏＩ（３’）部位にサブ
クローン化した。２９３Ｅ細胞をこの構築物でトランスフェクトし、そして１５
０ｍＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭのＮａ
３ＶＯ４、５０ｍＭのＮａＦ、および１％のＢｒｉｊ　９７を含有している溶解
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上型遠心分離器を用いて明澄化させ、そして抗ｍｙｃモノクローナル抗体９Ｅ１
０で免疫沈降させた。免疫沈降物を、還元条件下での１０～２０％のＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥによって分離し、そしてＰＶＤＦ膜上にトランスブロットした。ブロット
したタンパク質を、０．２％のＰｏｎｃｅａｕ　Ｓ溶液を用いて可視化し、そし
てＢＡＦＦ－Ｒに特異的に結合しているタンパク質に対応している領域を切り出
し、そしてＮ末端アミノ酸の配列分析に供した。ＰＡＴＴＥＲＮ　ＳＥＡＲＣＨ
アルゴリズムを使用する非重複タンパク質データベースの曖昧検索を、得られた
Ｎ末端配列のデータについて行った。
【０３０７】
　（結果）
　ｍｙｃタグ化ＢＡＦＦＲ細胞質ドメインと特異的に結合したタンパク質の１つ
は、２１ｋＤａの見かけの分子量を有した。このタンパク質を、ｐ２１－Ａｒｃ
（アクチン関連タンパク質複合体）として明確に同定した。ｐ２１－Ａｒｃは、
アクチンの重合に関係していることが示されている、Ａｒｐ２／３複合体と呼ば
れる７個のサブユニットのタンパク質の成分である（Ｗｅｌｃｈら（１９９７）
Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１３８：３５７）。最近、アクチン結合タンパク質で
あるフィラミン（ｆｉｌａｍｉｎ）が、腫瘍壊死因子レセプター関連因子２（Ｔ
ＲＡＦ２）と結合することが報告された（Ｌｅｏｎａｒｄｉら（２０００）Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：２７１）。従って、ＢＡＦＦＲ細胞質ドメインの
同時免疫沈降物中でのｐ２１－Ａｒｃの同定は、ｐ２１－Ａｒｃが、ＢＡＦＦＲ
に直接結合するか、またはＴＲＡＦ２および／もしくは他のＴＲＡＦタンパク質
とのその結合を通じてＢＡＦＦＲと間接的に結合し、次いでＢＡＦＦＲと結合す
るかのいずれかであることを示唆した。
【０３０８】
　本発明の特定の実施形態の上記の詳細な説明から、特有のものが記載されてい
ることが明らかである。特定の実施形態が本明細書中で詳細に開示されているが
、これは説明の目的だけのための例に過ぎず、そして以下の添付の特許請求の範
囲に関しての限定は意図されない。詳細には、種々の置換、変更、および改変が
、特許請求の範囲によって定義される本発明の精神および範囲を逸脱することな
く、本発明に対して行われ得ることが、発明者により意図される。
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4B065/AA93X 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/BA05 4B065/BB11 4B065/BB12 4B065
/BB25 4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA06 4C084/AA07 
4C084/AA13 4C084/BA01 4C084/BA02 4C084/BA20 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/CA03 4C084
/CA56 4C084/NA14 4C084/ZB072 4C084/ZB262 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/BB11 4C085/CC23 
4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045/CA40 4H045
/DA51 4H045/DA75 4H045/EA20 4H045/FA74 4H045/GA26

代理人(译) 夏木森下

优先权 60/233152 2000-09-18 US
60/234140 2000-09-21 US
60/268499 2001-02-13 US
60/312185 2001-08-14 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：为B细胞活化因子（BAFF）提供新颖的受体核酸和多肽。 一种核酸，其包含编码与含有特定氨基酸序列的多肽至
少50％相同或至少90％相同的多肽的核酸序列。 编码BAFF-R多肽的核酸和针对该BAFF-R多肽的抗体，以及包含该抗体的药物组
合物。 使用核酸，多肽，抗体和药物组合物治疗致癌和自身免疫性疾病。 [选择图]图8
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