
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ａ）又は（ｂ）に示すポリぺプチドをコードする単離された核酸：
　（ａ）配列番号：８５に示すアミノ酸配列を有するポリペプチド；及び
　（ｂ）（ａ）で定められるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、
置換若しくは付加された 、 網膜神経細胞又は桿状体光受容体細
胞の生存を促進するポリペプチド。
【請求項２】
　 列番号：８４に示すヌクレオチド配列を含む、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　 列番号８４に示すヌクレオチド配列の全長コード化配列を含む、請求項１又は２に記
載の核酸。
【請求項４】
　請求項１から３の何れか１項に記載の核酸を含んでなるベクター。
【請求項５】
　前記核酸が、当該ベクターで形質転換された宿主細胞に認識されるコントロール配列と
作用可能に結合した、請求項４に記載のベクター。
【請求項６】
　請求項４又は５に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項７】
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　前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌又は酵母細胞である、請求項６に記載の宿主細胞。
【請求項８】
　ポリペプチドの発現に適した条件下で請求項６又は７に記載の宿主細胞を培養すること
、並びに前記ポリペプチドを細胞培地から回収することを含んでなる、前記ポリペプチド
の製造方法。
【請求項９】
　以下の（ａ）又は（ｂ）に示す単離された天然配列ポリペプチド；
　（ａ）配列番号：８５に示すアミノ酸配列を有する天然配列ポリペプチド；及び
　（ｂ）（ａ）で定められるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、
置換若しくは付加された 、か 網膜神経細胞又は桿状体光受容体細
胞の生存を促進する天然配列ポリペプチド。
【請求項１０】
　異種アミノ酸配列と融合した請求項９に記載のポリペプチドを含んでなるキメラ分子。
【請求項１１】
　前記異種アミノ酸配列が、エピトープタッグ配列である、請求項１０に記載のキメラ分
子。
【請求項１２】
　前記異種アミノ酸配列が、免疫グロブリンのＦｃ領域である、請求項１０に記載のキメ
ラ分子。
【請求項１３】
　請求項９に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。
【請求項１４】
　前記抗体がヒト抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１５】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１６】
　前記抗体がキメラ抗体である、請求項１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　網膜神経細胞又は桿状体光受容体細胞の生存を促進する薬剤を調製するための、請求項
９ 記載のポリペプチドを含んでなる組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
(発明の分野 )
本発明は、一般的に、新規なＤＮＡの同定及び単離、及び該ＤＮＡによりコードされる新
規なポリペプチドの組換え生産に関する。
【０００２】
(発明の背景 )
細胞外タンパク質は、多細胞生物の形成、分化及び維持において重要な役割を担っている
。多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、遊走、分化又は他の細胞との相互作用は、典型
的には、他の細胞及び／又は直接の環境から受け取る情報に支配される。この情報は、し
ばしば分泌ポリペプチド (例えば、分裂促進因子、生存因子、細胞障害性因子、分化因子
、神経ペプチド、及びホルモン )により伝達され、これが、次に多様な細胞レセプター又
は膜結合タンパク質により受け取られ解釈される。これらの分泌ポリペプチド又はシグナ
ル分子は、通常は細胞分泌経路を通過して、細胞外環境におけるその作用部位に到達する
。
分泌タンパク質は、製薬、診断、バイオセンサー及びバイオリアクターを含む、様々な産
業上の利用性を有している。血栓溶解剤、インターフェロン、インターロイキン、エリス
ロポエチン、コロニー刺激因子、及び種々の他のサイトカインのような、現在入手可能な
大抵のタンパク質薬物は分泌タンパク質である。新規な未変性分泌タンパク質を同定する
努力が産業界及び学術界の両方によってなされている。多くの努力が新規な分泌タンパク
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質のコード配列を同定するために哺乳類組換えＤＮＡライブラリーのスクリーニングに注
がれている。スクリーニング方法及び技術の例は文献に記載されている [例えば、 Klein等
, Proc. Natl. Acad. Sci. 93;7108-7113(1996);米国特許第５，５３６，６３７号を参照
されたい ]。
【０００３】
膜結合タンパク質及びレセプターは、多細胞生物の形成、分化及び維持において重要な役
割を担っている。多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、遊走、分化又は他の細胞との相
互作用は、典型的には他の細胞及び／又は直接の環境から受け取られる情報に支配される
。この情報は、しばしば分泌ポリペプチド (例えば、分裂促進因子、生存因子、細胞障害
性因子、分化因子、神経ペプチド、及びホルモン )により伝達され、これが次に多様な細
胞レセプター又は膜結合タンパク質により受け取られ解釈される。このような膜結合タン
パク質及び細胞レセプターは、これらに限定されるものではないが、サイトカインレセプ
ター、レセプターキナーゼ、レセプターホスファターゼ、細胞 -細胞間相互作用に関与す
るレセプター、及びセレクチン及びインテグリンのような細胞接着分子を含む。例えば、
細胞の増殖及び分化を調節するシグナルの伝達は、様々な細胞タンパク質のリン酸化によ
り部分的に調節される。そのプロセスを触媒する酵素であるプロテインチロシンキナーゼ
はまた成長因子レセプターとしても作用する。具体例には、繊維芽細胞増殖因子及び神経
成長因子レセプターが含まれる。
膜結合タンパク質及びレセプター分子は、製薬及び診断薬を含む、様々な産業上の利用性
を有している。例えば、レセプターイムノアドヘシンはレセプター -リガンド間相互作用
を阻止する治療薬として使用することができる。膜結合タンパク質はまた、関連するレセ
プター／リガンド間相互作用の可能性のあるペプチド又は小分子インヒビターをスクリー
ニングするために使用することもできる。新規な未変性レセプタータンパク質を同定する
ための努力が産業界と学術界の双方によってなされている。多くの努力が、新規なレセプ
タータンパク質のコード配列を同定するために、哺乳類の組換えＤＮＡライブラリーのス
クリーニングに注がれている。
ここで我々は、新規の分泌及び膜貫通ポリペプチド、及びこれらポリペプチドをコードす
る新規な核酸の同定及び特徴づけを記述する。
【０００４】
ＰＲＯ６１７
ＣＤ２４は、好中球、単球及びある種のリンパ球、例えばＢリンパ球を含む、哺乳類の免
疫系の種々の異なる細胞の細胞表面に結合しているタンパク質である。ＣＤ２４は、血小
板結合性表面糖タンパクＰ -セレクチン (また、顆粒膜プロテイン -140すなわち GMP-140)に
対するリガンドであることが分かっており、該糖タンパク質は血小板及び内皮細胞の両方
で構成的に合成され、その細胞が活性化すると血小板表面に現れる。このように、Ｐ -セ
レクチンは、活性化した血小板及び内皮細胞の、Ｐ -セレクチン分子に対する一又は複数
のリガンド、特にＣＤ２４を発現する免疫系の種々の細胞へのカルシウム依存的接着を媒
介する。このメカニズムにより、それらが最も必要とされている位置、例えば損傷部位に
、免疫系細胞を補充することができる。よって、免疫系細胞の細胞表面抗原に対する相同
性を示す新規のポリペプチドを同定することにはかなりの関心がある。ここで我々は、Ｃ
Ｄ２４タンパク質に対して相同性を有する新規なポリペプチドの同定及び特徴づけについ
てここに記載し、この新規のポリペプチドはここではＰＲＯ６１７と命名される。
【０００５】
（発明の概要）
ＰＲＯ６１７
出願人は、本出願において「ＰＲＯ６１７」と命名した、ＣＤ２４と相同性を有する新規
なポリペプチドをコードするｃＤＮＡクローンを同定した。
一実施態様では、本発明はＰＲＯ６１７ポリペプチドをコードするＤＮＡを含んでなる単
離された核酸分子を提供する。一側面では、単離された核酸は、Ｆｉｇ３３ (配列番号８
５ )のアミノ酸残基１～６７を持つＰＲＯ６１７ポリペプチドをコードするＤＮＡを含ん
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でなるか、そのようなコード核酸配列に相補的であり、少なくとも中程度の条件下、場合
によっては高度にストリンジェントな条件下でそれに安定して結合する。単離された核酸
配列は、ＰＲＯ６１７をコードするヌクレオチド配列を含むＡＴＣＣ２０９６５６として
１９９８年３月５日に寄託されたＤＮＡ４８３０９ -１２８０ベクターのｃＤＮＡ挿入断
片を含みうる。
他の実施態様では、本発明は単離されたＰＲＯ６１７ポリペプチドを提供する。特に、本
発明は単離された未変性配列ＰＲＯ６１７ポリペプチドを提供し、該ポリペプチドは一実
施態様ではＦｉｇ３３ (配列番号８５ )の残基１～６７を含んでなるアミノ酸を含む。場合
によっては、ＰＲＯ６１７ポリペプチドは、ＡＴＣＣ２０９６５６として１９９８年３月
５日に寄託されたＤＮＡ４８３０９ -１２８０ベクターのｃＤＮＡ挿入断片によりコード
されるポリペプチドを発現させることにより得られるか得られうる。
【０００６】
更なる実施態様
本発明の他の実施態様では、本発明は上述したあるいは後記するポリペプチドの任意のも
のをコードするＤＮＡを含んでなるベクターを提供する。そのようなベクターを含んでな
る宿主細胞もまた提供される。例を挙げると、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母
である。上述したあるいは後記するポリペプチドの任意のものを製造する方法が更に提供
され、これは、所望のポリペプチドの発現に適した条件下で宿主細胞を培養し、細胞培養
から所望のポリペプチドを回収することを含んでなる。
他の実施態様では、本発明は、異種性ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した上述した
あるいは後記するポリペプチドの任意のものを含んでなるキメラ分子を提供する。そのよ
うなキメラ分子の例としては、免疫グロブリンのＦｃ領域又はエピトープタグ配列に融合
した上述したあるいは後記するポリペプチドの任意のものが含まれる。
他の実施態様では、本発明は上述したあるいは後記するポリペプチドの任意のものに特異
的に結合する抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体である。
また他の実施態様では、本発明はゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列を単離するのに有
用なオリゴヌクレオチドプローブを提供し、これらプローブは上述したあるいは後記する
ヌクレオチド配列の任意のものから取り出されうる。
【０００７】
Ｉ．定義
ここで使用される際の「ＰＲＯポリペプチド」及び「ＰＲＯ」という用語は、直後に数値
符号がある場合に種々のポリペプチドを指し、完全な符号（例えば、ＰＲＯ／数字）は、
ここに記載する特定のポリペプチド配列を意味する。ここで使用される「ＰＲＯ／数字ポ
リペプチド」及び「ＰＲＯ／数字」は、天然配列ポリペプチド及び変異体（ここで更に詳
細に定義する）を含む。ここに記載されるＰＲＯポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供
給源といった種々の供給源から単離してもよく、組換え又は合成方法によって調製しても
よい。
【０００８】
「天然配列ＰＲＯポリペプチド」は、天然由来の対応するＰＲＯポリペプチドと同一のア
ミノ酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような天然配列ＰＲＯポリペプチド
は、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により生産することもできる
。「天然配列ＰＲＯポリペプチド」という用語には、特に、特定のＰＲＯポリペプチドの
自然に生じる切断又は分泌形態 (例えば、細胞外ドメイン配列 )、自然に生じる変異形態 (
例えば、選択的にスプライシングされた形態 )及びそのポリペプチドの自然に生じる対立
遺伝子変異体が含まれる。本発明の種々の実施態様において、天然配列ＰＲＯ６１７ポリ
ペプチドは、Ｆｉｇ３３ (配列番号：８５ )のアミノ酸１～６７を含有する成熟又は全長天
然配列ＰＲＯ６１７ポリペプチドである。
【０００９】
ＰＲＯポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質ドメインを
実質的に有しないＰＲＯポリペプチドの形態を意味する。通常、ＰＲＯポリペプチドＥＣ
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Ｄは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなドメ
インを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯポリペプチドについて同定された任意
の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのその型を同定するために当該分野において日常的
に使用される基準に従い同定されることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な
境界は変わり得るが、最初に同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越
えない可能性が高い。従って、ＰＲＯポリペプチド細胞外ドメインは、場合によっては、
最初に同定された膜貫通ドメインのいずれかの末端から約５を越えないアミノ酸を含みう
る。
【００１０】
「ＰＲＯポリペプチド変異体」とは、上記又は下記に定義されるように、ここに開示され
る全長天然配列ＰＲＯポリペプチドと少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する
活性ＰＲＯポリペプチドを意味する。このようなＰＲＯポリペプチド変異体には、例えば
、全長天然アミノ酸配列のＮ -又はＣ -末端において一又は複数のアミノ酸残基が付加、も
しくは欠失されたＰＲＯポリペプチドが含まれる。通常、ＰＲＯポリペプチド変異体は、
ここに開示される全長天然アミノ酸配列と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、更により好ましくは少なくと
も約９０％のアミノ酸配列同一性、さらにより好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸
配列同一性、さらにより好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、さらによ
り好ましくは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、さらにより好ましくは少なくと
も約９４％のアミノ酸配列同一性、さらにより好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸
配列同一性、さらにより好ましくは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、さらによ
り好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、さらにより好ましくは少なくと
も約９８％のアミノ酸配列同一性、またさらに好ましくは少なくとも約９９％のアミノ酸
配列同一性を有している。
【００１１】
ＰＲＯアミノ酸配列に対してここで同定されている「パーセント (％ )アミノ酸配列同一性
」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入
し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、ＰＲＯポリペプチドのア
ミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パー
セントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範
囲にある種々の方法、例えば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又は Megalign(DNASTAR)ソフトウエア
のような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である
。好ましいソフトウェアアラインメントプログラムは BLASTである。当業者であれば、比
較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴ
リズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができ
る。ここで使用される％同一性は、 WU-BLAST-2コンピュータプログラム（ Altschul等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.htm
l）を用いて計算される。殆どの WU-BLAST-2検索パラメータは初期値に設定される。調節
可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフ
ラクション＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝ BLOS
UM62。 BLAST-2で使用される動的値である HSP S及び HSP S2パラメータは、対象とする配列
の組成及び配列が検索されるデータベースの組成によりプログラム自身によって確立され
る。しかしながら、感度をあげるように値を調節してもよい。％配列同一性は、整列させ
た領域内の残基の総数で一致する同一の残基を除した商によって決定される。
【００１２】
ここで同定されるＰＲＯコード化配列に対する「パーセント (％ )核酸配列同一性」は、配
列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、ＰＲ
Ｏ配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパーセントとして定義さ
れる。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の知
る範囲にある種々の方法、例えば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又は Megalign(DNASTAR)ソフトウ
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エアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能で
ある。当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成する
ために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメ
ータを決定することができる。ここで使用される同一性の値は、オーバーラップスパン及
びオーバーラップフラクションを各々１及び０．１２５に設定し、初期値に設定した WU-B
LAST-2の BLASTNモジュールによって計算される。
【００１３】
「陽性（ポジティブ）」という用語は、上記のように実施された配列比較の中で、比較さ
れた配列において同一ではないが類似の特性を有している残基（例えば、保存的置換の結
果として）を含む。陽性の％値は、 BLOSUM62マトリクス内でポジティブな値が付けられた
残基を上記の整列領域内の残基の総数で除した商によって決定される。
【００１４】
「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融合
したＰＲＯポリペプチド、又はそれらのドメイン配列を含んでなるキメラポリペプチドを
指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープ、又は幾つかの他の試薬
によって同定できるエピトープを提供するに十分な数の残基を有しているが、その長さは
対象とするＰＲＯポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポリペプ
チドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにかなり独
特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約
８～約５０のアミノ酸残基 (好ましくは約１０～約２０の残基 )を有する。
【００１５】
「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用すると
きは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを意
味する。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典型
的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様
溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ポリペプチドは、 (１ )スピニングカップシ
ークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ
酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、 (２ )クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染
色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ -ＰＡＧＥによる均一性まで精製される
。単離されたポリペプチドには、ＰＲＯポリペプチドの自然環境の少なくとも１つの成分
が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含まれる。しかしながら、
通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により調製される。
【００１６】
「単離された」ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸分子は、同定され、ＰＲＯポリペプ
チドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの汚染核酸分子から分
離された核酸分子である。単離されたＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子は、天然に見
出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離されたＰＲＯポリペプチドコ
ード化核酸分子は、天然の細胞中に存在するＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子とは区
別される。しかし、単離されたＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分
子が天然細胞のものとは異なった染色体位置にあるＰＲＯポリペプチドを通常発現する細
胞に含まれるＰＲＯポリペプチド核酸分子を含む。
【００１７】
「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコード
配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール配
列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む。
真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用する
ことが知られている。
【００１８】
核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例えば
、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタンパ
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ク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；
プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作用
可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような位
置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合して
いる」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接していて
読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要
はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が
存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリ
ンカーが使用される。
【００１９】
「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、特に抗 -ＰＲＯポリペプチドモノ
クローナル抗体 (アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む )、及び多エピトープ
特異性を持つ抗 -ＰＲＯ抗体組成物を包含している。ここで使用される「モノクローナル
抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわち、構成する個々の抗体が、少
量存在しうる自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である集団から得られる抗
体を称する。
ここで意図している「活性な」及び「活性」とは、天然又は天然発生ＰＲＯポリペプチド
の生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＰＲＯの形態を意味する。
【００２０】
ここで使用される「治療」又は「治療する」とは、治癒的療法、予防的療法及び防止的療
法を称する。治療が必要なものとは、既に疾患に罹っているもの、並びに疾患が防止され
ているもののなかで疾患に罹りやすいものを含む。
治療の対象のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、動物園、スポーツ、又
はペット動物、例えばヒツジ、イヌ、ウマ、ネコ、ウシなどを含む哺乳類に分類される任
意の動物を意味する。好ましくは、ここでの哺乳動物はヒトである。
ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含み
、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性である
。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許容
されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコル
ビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例え
ば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニル
ピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリ
シン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化
物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナトリ
ウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えばＴＷＥＥＮ（商品名
）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商品名）を含む。
【００２１】
「アゴニスト」なる用語は、本発明の天然ＰＲＯポリペプチド（ここで、天然ＰＲＯポリ
ペプチドは、プロ -ＰＲＯポリペプチド、プレ -ＰＲＯポリペプチド、プレプロ -ＰＲＯポ
リペプチド、又は成熟ＰＲＯポリペプチドを意味する）のペプチド又は非ペプチド類似物
及びそのような天然ＰＲＯポリペプチドに特異的に結合する抗体を意味し、それらは天然
ＰＲＯポリペプチドの少なくとも１つの生物学的活性を保持している。好ましくは、本発
明のアゴニストは、天然ＰＲＯポリペプチドの定量的結合認識特性及びレセプター活性化
特性を保持している。
「アンタゴニスト」は、本発明の天然ＰＲＯポリペプチドの生物学的活性を阻害する分子
を指し、ここで、天然ＰＲＯポリペプチドは、プロ -ＰＲＯポリペプチド、プレ -ＰＲＯポ
リペプチド、プレプロ -ＰＲＯポリペプチド、又は成熟ＰＲＯポリペプチドを意味する。
好ましくは、ここでのアンタゴニストは、本発明の天然ＰＲＯポリペプチドの結合パート
ナーへの結合を阻害する。ＰＲＯポリペプチド「アンタゴニスト」は、ＰＲＯアンタゴニ
ストエフェクター機能を防止又は妨害する分子（例えば、ＰＲＯポリペプチドによるＰＲ
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Ｏポリペプチドレセプターの結合及び／又は活性化を防止又は妨害する分子）である。こ
のような分子は、例えば、アンタゴニスト分子有無における天然ＰＲＯポリペプチドの結
合を監視することにより、それらがＰＲＯポリペプチドレセプター活性化を競合的に阻害
する能力をスクリーニングすることができる。また本発明のアンタゴニストは、ＰＲＯポ
リペプチド遺伝子に対するアンチセンスポリヌクレオチドも含み、そのアンチセンスポリ
ヌクレオチドは、ＰＲＯポリペプチドの転写又は翻訳を阻止し、それによりその発現及び
生物学的活性を阻害する。
【００２２】
　 反応の「 」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短く
なると温度は低くなる。 は、一般的に、相補的鎖がその融点に近
いがそれより低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存す
る。プローブと 可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くな
ると、使用できる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をより

にするが、低い温度は を低下させる。さらに、
は塩濃度に逆比例する。 反応の

の更なる詳細及び説明は、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, W
iley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
　ここで定義される「 」は、（１）洗浄のために低イオン強度
及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５Ｍの
クエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウム；又は（２）ハイブリッド形成
中にホルムアミド等の変性剤、例えば、４２℃において５０％（ vol/vol）ホルムアミド
と０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン
／５０ nＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファーと７５０ｍＭの塩化ナトリウム、
７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いることを意味する。その他の例は、４２℃の５０％ホ
ルムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）
、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６／８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５ｘ
デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び１
０％のデキストラン硫酸を用いて、４２℃で０．２ｘＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳで洗浄す
ることである。更にその他の実施例は、５５℃で１０％のデキストラン硫酸、２ｘＳＳＣ
（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）及び５０％ホルムアルデヒドを用いてハイブリ
ッド形成を行い、続いて５５℃でＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣから構成される

を用いることである。
　「中程度の 」 は、 Sambrook等 , 上掲に記載されており、上
記より 洗浄溶液及び （例えば、
温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の は
、２０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナト
リウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハード液、１０％デキス
トラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃での終
夜インキュベーション、次いで１ｘＳＳＣ中３７－５０℃でのフィルターの洗浄といった
条件である。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、どのよ
うにして温度、イオン強度等を調節するかを認識するであろう。
【００２３】
「サザン分析」又は「サザンブロット」は、ＤＮＡ又はＤＮＡ含有組成物の制限エンドヌ
クレアーゼ消化におけるＤＮＡ配列の存在が、知られた標識オリゴヌクレオチド又はＤＮ
Ａ断片へのハイブリッド形成により確認される方法である。サザン分析は、典型的には、
Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor
 Laboratory Press, 1989)の sections 9.37-9.52に記載されているように、アガロースゲ
ル上のＤＮＡ消化物の電気泳動分離、電気泳動後のＤＮＡの変性、及び放射性標識、ビオ

10

20

30

40

50

(8) JP 3863458 B2 2006.12.27

ハイブリダイゼーション ストリンジェンシー

ハイブリダイゼーション

ハイブリダイゼーション

ストリンジェンシー ストリンジェンシー ス
トリンジェンシー ハイブリダイゼーション ストリンジェン
シー

ストリンジェントな条件下

高度にス
トリンジェントな洗浄液

ストリンジェントな条件下 と
低度のストリンジェントな ハイブリダイゼーションの条件

ストリンジェントな条件下と



チニル化、又は酵素標識プローブでの分析のためのＤＮＡのニトロセルロース、ナイロン
、又は他の適した膜支持体上への移行を含む。
「ノーザン分析」又は「ノーザンブロット」は、オリゴヌクレオチド、ＤＮＡ断片、ｃＤ
ＮＡ又はその断片、又はＲＮＡ断片などの公知のプローブにハイブリッド形成するＲＮＡ
配列を同定するために用いられる方法である。プローブは、３ ２ Ｐ等の放射性同位体、又
はビオチニル化、又は酵素で標識される。分析されるＲＮＡは、通常はアガロース又はポ
リアクリルアミドゲル上で電気泳動により分離され、ニトロセルロース、ナイロン、又は
他の適した膜に移され、 Sambrook等の sections 7.39-7.52に記載されたもののような当該
分野で知られた標準的技術を用いてプローブとハイブリッド形成する。
【００２４】
ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」）
の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子を指す。構造的には
、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外であ
る（即ち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物を含
む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又はリ
ガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定
常ドメイン配列は、ＩｇＧ -１、ＩｇＧ -２、ＩｇＧ -３又はＩｇＧ -４サブタイプ、ＩｇＡ
（ＩｇＡ -１及びＩｇＡ -２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロブ
リンから得ることができる。
「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式での薬剤を投与し、初期の治療効果
（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与とは、中断無く連続的
になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
一又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順序での連
続した投与を含む。
【００２５】
「発現ベクター」という用語は、ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸が適切な宿主細胞
におけるその発現に影響を与えうるコントロール配列に作用可能に結合したベクターを定
義するのに用いられる。ベクターは通常複製部位を有する（但し、これは染色体組込みが
起こる場合は必要ない）。また発現ベクターは、形質転換細胞においてフェノタイプ選択
を提供できるマーカー配列も含む。例えば、大腸菌は典型的に、大腸菌種から誘導される
プラスミドであるｐＢＲ３２２を用いて形質転換される（ Bolivar等 , Gene 2: 95 [1977]
）。ｐＢＲ３２２はアンピシリン及びテトラサイクリン耐性の遺伝子を含み、よってクロ
ーニング又は発現のいずれの目的でも、形質転換細胞を同定する容易な手段を提供する。
また発現ベクターは、最適には転写及び翻訳の制御に有用な配列、例えば、プロモーター
及びシャイン -ダルガーノ配列（原核生物について）又はプロモーター及びエンハンサー
（哺乳動物について）を含む。プロモーターは、そうである必要はないが誘発性であり；
哺乳動物宿主のためのＣＭＶプロモーターなどの強力な構成プロモーターさえもが宿主細
胞毒性無しにＬＨＲを製造することがわかった。発現ベクターは、任意の発現制御、複製
可能配列又は選択遺伝子を含む必要はないと考えられるが、それらが無いことにより、ハ
イブリッド形質転換体の同定及び高レベルのハイブリッド免疫グロブリン発現の達成が妨
害される可能性がある。
【００２６】
「リポ多糖」又は「ＬＰＳ」は、ここで「エンドトキシン」の同義語として用いられる。
リポ多糖（ＬＰＳ）は、グラム陰性菌、例えば大腸菌の外膜の特徴的成分である。それら
は多糖部分と脂質Ａと呼ばれる脂肪部分とからなる。一細菌種から他に変化する多糖は、
Ｏ -特異的鎖（３～８糖の繰り返し単位から構成される）及び２部コアからなる。脂質Ａ
は実際に、リン酸及び種々の数の脂肪酸で修飾された２つのグルコサミン糖を常に含む。
さらなる情報については、例えば、 Rietschel及び Brade, Scientific American August 1
992, 54-61を参照のこと。
【００２７】
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「敗血性ショック」は、ここでは最も広い意味で用いられ、 Bone, Ann. Intern Med. 114
, 332-333 (1991)に記載された全ての定義を含む。特に、敗血性ショックは、感染に対す
る全身性反応で始まる、敗血症と呼ばれる症候群である。この症候群は低血圧及び器官不
全をもたらし、それは敗血性ショックと呼ばれる。敗血性ショックは、グラム陽性生物及
び真菌、並びにエンドトキシン含有グラム陰性生物によって開始されうる。従って、この
定義は「エンドトキシンショック」に限定されない。
【００２８】
「遺伝子増幅」及び「遺伝子複製」なる語句は交換可能に用いられ、遺伝子又は遺伝子断
片の複数のコピーが特定の細胞又は細胞系で生成されるプロセスを意味する。複製された
領域（増幅されたＤＮＡの伸展）は、しばしば「単位複製配列」と呼ばれる。通常は、生
成されるメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の量、即ち遺伝子発現レベルも、発現された
特定遺伝子の作成されたコピー数に比例して増加する。
【００２９】
ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び増
殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」及び「癌性」という用語
は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする、哺乳動物における生理学的状態を指
すか記述する。癌の例には、これらに限定されるものではないが、腺癌、リンパ腫、芽細
胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより特定の例には、乳癌、前立腺癌
、大腸癌、扁平上皮細胞癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠芽細胞
腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞腫、結腸直腸癌、子宮体癌、唾液腺癌
、腎臓癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌及び様々な種類の頭部及び頸部の癌が含まれる。
【００３０】
ここで用いられる「細胞毒性薬」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／又は
細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体（例えば、Ｉ 131、Ｉ 125、Ｙ 90
及びＲｅ 186）、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物起源の酵素活性毒素等の毒
素、又はそれらの断片を含むことを意図する。
「化学治療薬」は、癌の治療に有用な化学化合物である。化学治療薬の例には、アドリア
マイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５ -フルオロウラシル、シトシンアラビノシ
ド（「Ａｒａ -Ｃ」）、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルファン、サイトキシン、
タキソイド、例えばパクリタキセル（タキソール、 Bristol-Myers Squibb Oncology, Pri
nceton, NJ）、及びドキセタキセル（タキソテア、 Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Franc
e）、トキソテア、メトトレキセート、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、
ブレオマイシン、エトポシド、イフォスファミド、マイトマイシンＣ、ミトキサントン、
ビンクリスチン、ビノレルビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミ
ノマイシン、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシン（
米国特許第 4,675,187号参照）、メルファラン及び関連するナイトロジェンマスタードを
含む。また、タモキシフェン及びオナプリストン等の腫瘍に対するホルモン作用を調節又
は阻害するように機能するホルモン薬もこの定義に含まれる。
「成長阻害薬」は、ここで用いられる場合、インビトロ又はインビボで、細胞、特にここ
に定義される遺伝子を過剰発現している癌細胞の成長を阻害する化合物又は組成物を意味
する。即ち、成長阻害薬は、Ｓ期においてそのような遺伝子を過剰発現している細胞の割
合を有意に減少させるものである。成長阻害薬の例は、細胞周期の進行を（Ｓ期以外の位
置で）阻止する薬剤、例えば、Ｇ１停止及びＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ
期ブロッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及びビンブラスチン）、タキソール、及びト
ポＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及
びブレオマイシンを含む。Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば
、ＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレドニソン、ダカルバジン、メクロレ
タミン、シスプラチン、メトトレキセート、５ -フルオロウラシル及びＡｒａ -Ｃである。
さらなる情報は、 The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及び Israel,編集 , Chapte
r 1, Murakamiによる表題「 Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic dru

10

20

30

40

50

(10) JP 3863458 B2 2006.12.27



gs」（ WB Saunders: Philadelphia, 1995）、特に 13頁に見出される。
「ドキソルビシン」は、アントラサイクリン抗生物質である。
【００３１】
用語「サイトカイン」は、一の細胞集団により放出され、他の細胞に細胞間メディエータ
として作用するタンパク質のための一般的用語である。このようなサイトカインの例は、
リンカイン、モノカイン、及び伝統的ポリペプチドホルモンである。サイトカインに含ま
れるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ -メチオニルヒト成長ホルモン、
及びウシ成長ホルモン；甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュリン
；リラキシン；プロリラキシン；等である。ここで用いられるように、用語サイトカイン
は天然供給源から又は組換え細胞培地からのタンパク質及び天然配列サイトカインの生物
学的等価物を含む。
【００３２】
「天然抗体」及び「天然免疫グロブリン」は、通常は２つの同一の軽（Ｌ）鎖及び２つの
同一の重（Ｈ）鎖からなる約１５０，０００ダルトンの異種四量体糖タンパク質である。
各軽鎖は重鎖にジスルフィド結合で結合しているが、ジスルフィド鎖の数は異なる免疫グ
ロブリンアイソタイプの重鎖間で変化する。また、各重鎖及び軽鎖は規則的に離間した鎖
間ジスルフィド架橋を有する。各重鎖は一端に可変ドメイン（ＶＨ）を持ち、それに続い
て多数の定常ドメインがある。各軽鎖は一端に可変ドメイン（ＶＬ）及び他端に定常ドメ
インを持ち；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第１の定常ドメインと並び、軽鎖可変ドメイン
は重鎖可変ドメインと並んでいる。特定のアミノ酸残基が軽鎖及び重鎖の可変ドメインの
間の界面を形成すると考えられている。
用語「可変」は、可変ドメインの或る部分が抗体中で大きく異なり、各特定の抗体のその
特定の抗原に対する結合及び特異性に用いられるという事実を意味する。しかしながら、
可変性、抗体の可変ドメイン全体に渡って均一に分布してはいない。それは、軽鎖及び重
鎖の可変領域の両方において、相補性決定領域（ＣＤＲ）又は高頻度可変領域と呼ばれる
３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存される部分はフレーム
ワーク（ＦＲ）と呼ばれる。天然重鎖及び軽鎖の可変ドメインは各々４つの領域を含んで
おり、大きくはβ -シート配置をとり、３つのＣＤＲに接続し、それはβ -シート構造を接
続する、或る場合にはその一部を構成するループを形成する。各鎖のＣＤＲは、ＦＲ領域
の直近に保持され、他の鎖のＣＤＲとともに抗体の抗原結合部位の形成の寄与している（
Kabat等 , NIH Publ. No.91-3242, Vol. I, 647-669頁  (1991)）。定常ドメインは抗体の
抗原への結合に直接含まれないが、抗体の抗体依存性細胞毒性への参加といった種々のエ
フェクター機能を示す。
【００３３】
「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を含
む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ (ａｂ’ )2、及びＦｖ断片；ダイアボディ (di
sbodies)；直鎖状抗体（ Zapata等 , Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一本鎖抗
体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し、
その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ」
断片と命名される。ペプシン処理はＦ (ａｂ’ )2断片を生じ、それは２つの抗原結合部位
を持ち、抗原を交差結合することができる。
「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、密
接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。この配置にお
いて各ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬに量体の表面に抗原結合部位を
決定する。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを
含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識し
結合する能力を持つ。
またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も含む
。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメイ
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ンのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることによりＦａｂ断片と相違する。
ここで、Ｆａｂ’ -ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を持つＦ
ａｂ’を表す。Ｆ (ａｂ’ )2抗体断片は、最初はＦａｂ’断片の対として生成され、それ
らの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている。
【００３４】
任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異なる型の一方に
分類される。
それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリンは異なるクラス
に分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３，ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分類される。
「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含む抗体断片
を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、Ｆｖポリペ
プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓＦＶが抗
原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、 The Phar
macology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及び Moore編 , Springer-Verl
ag, New York, pp. 269-315 (1994)の Pluckthunを参照のこと。
【００３５】
用語「ダイアボディ (diabodies)」は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体断片を指し
、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合し
た重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイン間に対形成するには短すぎ
るリンカーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相補的ドメインと対形成し
て二つの抗原結合部位を生成する。ダイアボディは、例えば、 EP 404,097; WO 93/11161;
 及び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記
載されている。「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は
回収されたものである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用
を妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質
が含まれる。好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリ法 (Lowry method)で測定
した場合９５％を越える抗体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、 (２ )スピニング
カップシークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内
部アミノ酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、 (３ )クーマシーブルーあるいは好まし
くは銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ -ＰＡＧＥによる均一性まで精
製される。単離された抗体には、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないた
め、組換え細胞内のインサイツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗
体は少なくとも１つの精製工程により調製される。
【００３６】
「標識」なる語は、ここで用いられる場合、抗体に直接又は間接的に抱合して「標識」抗
体を生成する検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は、それ自身検出可能でもよ
く（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、検出可能な基質化合物又
は組成物の化学変換を触媒してもよい。
「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクスを意味する
。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば、孔制御ガラス）、
多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコー
ル及びシリコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様では、内容に応じて、固
相はアッセイプレートのウェルを構成することができ；その他では精製カラム（例えばア
フィニティクロマトグラフィーカラム）とすることもできる。また、この用語は、米国特
許第 4,275,149号に記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。
「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小型の小胞
であり、哺乳動物への薬物の輸送に有用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂
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質配列に類似する二層形式に配列させる。
【００３７】
ＩＩ .　本発明の組成物と方法
全長ＰＲＯ６１７ポリペプチド
本発明は、本出願においてＰＲＯ６１７と称されるポリペプチドをコードする、新規に同
定され単離された核酸配列を提供する。特に本出願人は、以下の実施例で更に詳細に開示
するような、ＰＲＯ６１７ポリペプチドをコードするｃＤＮＡを同定し単離した。ＢＬＡ
ＳＴ及びＦａｓｔＡ配列アラインメントプログラムを用いて、本出願人は、ＰＲＯ６１７
ポリペプチドがＣＤ２４タンパク質と有意な相同性を有していることを見出した。また本
出願人は、ＰＲＯ６１７ポリペプチドをコードするＤＮＡがＣＤ２４タンパク質をコード
するＤＮＡと有意な相同性を有していることを見出した。従って、現在では、本出願で開
示されるＰＲＯ６１７ポリペプチドが新たに同定されたＣＤ２４相同体であると考えられ
ている。
【００３８】
ＰＲＯポリペプチド変異体
ここに記載した全長天然配列ＰＲＯポリペプチドに加えて、ＰＲＯ変異体も調製できると
考えられる。ＰＲＯ変異体は、ＰＲＯポリペプチドＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導
入することにより、あるいは所望のＰＲＯポリペプチドを合成することにより調製できる
。当業者は、グリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化などのアミ
ノ酸変化がＰＲＯポリペプチドの翻訳後プロセスを変えうることを理解するであろう。
天然全長配列ＰＲＯ又はここに記載したＰＲＯポリペプチドの種々のドメインにおける変
異は、例えば、米国特許第 5,364,934号に記載されている保存的及び非保存的変異につい
ての任意の技術及び指針を用いてなすことができる。変異は、結果として天然配列ＰＲＯ
と比較してＰＲＯポリペプチドのアミノ酸配列が変化するＰＲＯポリペプチドをコードす
る一又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変異は少な
くとも１つのアミノ酸のＰＲＯポリペプチドの一又は複数のドメインの任意の他のアミノ
酸による置換である。いずれのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入
、置換又は欠失されるかの指針は、ＰＲＯポリペプチドの配列を相同性の知られたタンパ
ク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされるアミノ酸配列変化を最小にする
ことによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸の類似した構造及び／又は化学
特性を持つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンのセリンでの置換、即ち保存的アミノ
酸置換の結果とすることができる。挿入及び欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸
の範囲内とすることができる。許容される変異は、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又
は置換を系統的に作成し、得られた変異体を下記の実施例に記載するインビトロアッセイ
の任意のもので活性について試験することにより決定される。
【００３９】
特別の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換を先頭にして表１に示す。
このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表１に例示的置換と名前を付けた
又は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より置換的な変化が導入され生成物が
スクリーニングされる。
【００４０】
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【００４１】
ＰＲＯポリペプチドの機能及び免疫学的同一性の置換修飾は、（ａ）置換領域のポリペプ
チド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の電荷又は疎水性、又は（
ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異なる置換基を選択するこ
とにより達成される。天然発生残基は共通の側鎖特性に基づいてグループに分けることが
できる：
（１）疎水性：ノルロイシン , met, ala, val, leu, ile;
（２）中性の親水性： cys, ser, thr;
（３）酸性： asp, glu;
（４）塩基性： asn, gln, his, lys, arg;
（５）鎖配向に影響する残基： gly, pro; 及び
（６）芳香族： trp, tyr, phe。
非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とする
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であろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、好ましくは残された（
非保存）部位に導入されうる。
変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニング
、及びＰＣＲ突然変異誘発［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等 ,
 Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［ Wells等 , Gene, 34: 3
15 (1985)］、制限的選択突然変異誘発［ Wells等 , Philos. Trans. R. Soc. London SerA
, 317: 415 (1986)］等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができ、又は他の知
られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＰＲＯポリペプチド変異体ＤＮＡを作成
することもできる。
また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸分
析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のアミ
ノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを含
む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくいの
で、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である。また、アラニンは最
もありふれたアミノ酸であるため典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出
した位置の両方に見られることが多い［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co.
, N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体
を生じない場合は、アイソテリック (isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００４２】
ＰＲＯポリペプチドの修飾
ＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修飾の一
型は、ＰＲＯポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ＰＲＯポリペプチドの選択され
た側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることである。二
官能性試薬での誘導体化が、例えばＰＲＯポリペプチドを水不溶性支持体マトリクスある
いは抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体の精製方法又はその逆で用いるための表面に架橋させる
のに有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，１ -ビス（ジアゾアセチル） -２
-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ -ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば
４ -アジドサリチル酸、３，３’ -ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジ
スクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス -Ｎ -マレイミド -１
，８ -オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル -３ -[(ｐ -アジドフェニル )-ジチオ］
プロピオイミダート等の試薬を含む。
他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアスパ
ルチルへの脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオニル残
基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα -アミノ
基のメチル化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. 
Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び任
意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００４３】
本発明の範囲内に含まれるＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、ポリペプチ
ドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パターンの変更」とは
、ここで意図されるのは、天然配列ＰＲＯポリペプチドに見られる１又は複数の炭水化物
部分の欠失、及び／又は天然配列ＰＲＯポリペプチドに存在しない１又は複数のグリコシ
ル化部位の付加及び／又はグリコシル化部位に結合した糖残基の比率及び／又は組成の変
更を意味する。
ＰＲＯポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列の変更を伴う。この変
更は、例えば、１又は複数のセリン又はトレオニン残基の天然配列ＰＲＯポリペプチド（
Ｏ -結合グリコシル化部位）への付加、又は置換によってなされてもよい。ＰＲＯポリペ
プチドアミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、ＰＲＯポリペプ
チドをコードするＤＮＡを予め選択された塩基において変異させ、所望のアミノ酸に翻訳
されるコドンを生成させることを通して変更されてもよい。
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【００４４】
ＰＲＯポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシドのポリペ
プチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技術分野において、例
えば、 1987年 9月 11日に発行された WO 87/05330、及び Aplin及び Wriston, CRC Crit. Rev.
 Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
ＰＲＯポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に、あるいは
グルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異的置換によ
ってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られており、例えば
、 Hakimuddin等 , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及び Edge等 , Anal. 
Biochem., 118: 131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵
素的切断は、 Thotakura等 , Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、種
々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成される。
本発明のＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯポリぺプチドの、種々
の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール
、又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第 4,640,835号；第 4,496,689号；第 4,
301,144号；第 4,670,417号；第 4,791,192号又は第 4,179,337号に記載された方法での結合
を含む。
【００４５】
また、本発明のＰＲＯポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合し
たＰＲＯポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法で修飾してもよい。一実施態様で
は、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトープを提供するタ
グポリペプチドとＰＲＯポリペプチドとの融合を含む。エピトープタグは、一般的にはＰ
ＲＯポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。このようなＰＲＯポリペプ
チドのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出するこ
とができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する
他の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によってＰＲＯポリペプチドを容易
に精製できるようにする。もう一つの実施態様において、キメラ分子はＰＲＯポリペプチ
ドの免疫グロブリン又は免疫グロブリンの特定領域との融合体を含む。キメラ分子の二価
の形態には、このような融合はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。
種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例として
は、ポリ－ヒスチジン（ poly-his）又はポリ－ヒスチジン－グリシン（ poly-his-gly）タ
グ； flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［ Field等 , Mol. Cell. Biol., 8:2
159-2165 (1988)］； c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７
及び９Ｅ１０抗体［ Evan等 , Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；
及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（ gD）タグ及びその抗体［ Paborsky等 , Protei
n Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプ
チド［ Hopp等 , BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［ Mar
tin等 , Science, 255:192-194 (1992)］；α -チューブリンエピトープペプチド［ Skinner
等 , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチ
ドタグ［ Lutz-Freyermuth等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含
む。
【００４６】
ＰＲＯポリペプチドの調製
以下の説明は、主として、所望のＰＲＯポリペプチド核酸を含むベクターで形質転換又は
形質移入された細胞を培養することによりＰＲＯを生産する方法に関する。もちろん、当
該分野においてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯポリペプチドを調製することが
できると考えられる。例えば、ＰＲＯポリペプチド配列、又はその一部は、固相技術を用
いた直接ペプチド合成によって生産してもよい［例えば、 Stewart等 , Solid-Phase Pepti
de Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969)； Merrifield, J. Am. Che
m. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動によるインビトロタンパク質合
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成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド合成
機（ Foster City, CA）を用いて、製造者の指示により実施してもよい。所望のＰＲＯポ
リペプチドの種々の部分は、別々に化学的に合成され、化学的又は酵素的方法を用いて結
合させて全長ＰＲＯポリペプチドを生産してもよい。
【００４７】
Ａ．ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡの単離
ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡは、所望のＰＲＯポリペプチドｍＲＮＡを保有し
ていてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライ
ブラリから得ることができる。従って、ヒトＰＲＯポリペプチドＤＮＡは、実施例に記載
されるように、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができ
る。またＰＲＯポリペプチドコード化遺伝子は、ゲノムライブラリから又はオリゴヌクレ
オチド合成により得ることもできる。
ライブラリは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質を同
定するために設計された (ＰＲＯポリペプチドに対する抗体又は少なくとも約２０－８０
塩基のオリゴヌクレオチド等の )プローブによってスクリーニングできる。選択されたプ
ローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、例えば Sambrook等 , Mo
lecular Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, 1989)に記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。所望のＰＲ
Ｏポリペプチドをコードする遺伝子を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用するものである
［ Sambrook等 ,上掲； Dieffenbach等 , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, 1995)］。
【００４８】
下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している。プローブ
として選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性が最小化されるよう
充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライブラ
リ内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に検出可能であるように標識されていることが好ま
しい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３ ２ Ｐ標識されたＡＴＰのよ
うな放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度の厳密性及び高
度の厳密性を含むハイブリッド形成条件は、上掲の Sambrook等に与えられている。
このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、 GenBank等の公共
データベース又は個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている周知の
配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内又は全長に渡
っての（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの）配列同一性は、ＢＬＡＳＴ、ＡＬＩＧ
Ｎ、ＤＮＡｓｔａｒ、及びＩＮＨＥＲＩＴ等のコンピュータソフトウェアプログラムを用
いた配列アラインメントを通して決定することができる。
タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を使
用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生成中間体及び先駆物
質を検出する上掲の Sambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用し
、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることにより得られる。
【００４９】
Ｂ．宿主細胞の選択及び形質転換
宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯポリペプチド生産のための発現又はクローニングベク
ターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望
の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培養する
。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶこ
とができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、及び実
用技術は、 Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編  (IRL Pr
ess, 1991)及び Sambrook等 , 上掲に見出すことができる。
【００５０】
形質移入の方法、例えば、ＣａＰＯ４ 及びエレクトロポレーションは当業者に知られてい
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る。用いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転
換はなされる。前掲の Sambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又
はエレクトロポレーションが、原核生物又は実質的な細胞壁障壁を含む他の細胞に対して
用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファシエンスによる感染が、 Shaw等 , Gene, 23
:315 (1983)及び 1989年 6月 29日公開の WO 89/05859に記載されているように、或る種の植
物細胞の形質転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、 Gr
aham及び van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好まし
い。哺乳動物細胞の宿主系形質転換の一般的な態様は米国特許第 4,399,216号に記載され
ている。酵母菌中への形質転換は、典型的には、 Van Solingen等 , J. Bact., 130:946 (1
977)及び Hsiao等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施さ
れる。しかしながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェ
クション、エレクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン
、ポリオルニチン等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動
物細胞を形質転換するための種々の技術については、 Keown等 , Methods in Enzymology, 
185:527-537 (1990)及び  Mansour等 , Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００５１】
ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞は
、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定するもので
はないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような腸
内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ
２９４（ ATCC31,446）；大腸菌Ｘ１７７６（ ATCC31,537）；大腸菌株Ｗ３１１０（ ATCC27
,325）及びＫ５７７２（ ATCC53,635）である。他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌
、例えば、 E. coli、エンテロバクター、エルビニア (Erwinia)、クレブシエラ (Klebsiell
a)、プロテウス (Proteus)、サルモネラ、例えば、ネズミチフス菌、セラチア、例えば、
セラチアマルセサンス (Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチル
ススブチリス (B. subtilis)及びバチルスリチェニフォルミス (B. licheniformis)（例え
ば、 1989年 4月 12日発行の DD 266,710に記載されたバチルスリチェニフォルミス４１Ｐ）
、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を含む。種々
の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４（ ATCC31,446）
；大腸菌Ｘ１７７６（ ATCC31,537）；大腸菌株Ｗ３１１０（ ATCC27,325）及びＫ５７７２
（ ATCC53,635）である。これらの例は例示であり限定ではない。株Ｗ３１１０は、組換え
ＤＮＡ生産物発酵のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主で
ある。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３
１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードする遺伝子における遺伝子変異をするように
修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌
Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９
Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　 (ａｒｇＦ -ｌａｃ )１６
９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴｋａｎｒ を有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ ATCC 55,244）
；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　 (ａｒｇＦ -ｌａｃ )１６９　
ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｒｂｓ７ｉｌｖＧｋａｎｒ を有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；
非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ
４；及び 1990年 8月 7日発行の米国特許第 4,946,783号に開示された変異周辺質プロテアー
ゼを有する大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は
他の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。
【００５２】
原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯポリペプチドコード
化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィ
シアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセスプロ
ンブ (Schizosaccharomyces prombe)（ Beach及び Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; 1985
年 5月 2日発行の EP 139,383）；クルベロミセスホスツ (Kluyveromyces hosts)（米国特許
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第 4,943,529号 ; Fleer等 , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)）、例えばケーラクチス (
K. lactis)（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等 , J. Bacteriol. 737 [1983]）
、ケーフラギリス (K. fragilis)（ ATCC 12,424）、ケーブルガリクス (K. bulgaricus)（ A
TCC 16,045）、ケーウィケラミイ (K. wickeramii)（ ATCC 24,178）、ケーワルチイ (K. wa
ltii)（ ATCC 56,500）、ケードロソフィラルム (K. drosophilarum)（ ATCC 36,906; Van d
en Berg等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、ケーテモトレランス (K. themotolerans)
及びケーマルキシアナス (K. marxianus)；ヤロウィア (yarrowia)（ EP 402,226）；ピッチ
ャパストリス (Pichia pastoris)（ EP 183,070; Sheekrishna等 , J. Basic Microbiol, 28
: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデルマレーシア (reesia)（ EP 244,234）；アカパ
ンカビ（ Case等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]）；シュワニオマ
イセス (schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリス (occidentalis)（
1990年 10月 31日発行の EP 394,538）；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリ
ウム、トリポクラジウム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日発行の WO 91/00357）；及びア
スペルギルス宿主、例えばアスペルギルスニダランス（ Ballance等 , Biochem. Biophys. 
Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn等 , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及びアスペルギルスニガー（ Ke
lly及び Hynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。ここで好ましいメチロトロピ
ック (methylotropic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ (Hansenula)、カンジダ
、クロエケラ (Kloeckera)、ピチア (Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス (Torulopsis
)、及びロドトルラ (Rhodotorula)からなる属から選択されるメタノールで成長可能な酵母
を含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、 C. Anthony, The Biochemist
ry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載されている。
【００５３】
グリコシル化ＰＲＯポリペプチドの発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物から誘導される
。無脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ９等の昆虫
細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な例は、ＳＶ４０によって形質転
換されたサル腎臓ＣＶ１株  (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒト胚腎臓株（ 293又は懸濁培養で
の増殖のためにサブクローン化された 293細胞、 Graham等 , J. Gen Virol., 36:59 (1977)
） ;チャイニーズハムスター卵巣細胞／ -ＤＨＦＲ (CHO, Urlaub及び Chasin, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞（ TM4, Mather, Biol. Reprod.
, 23:243-251 (1980)）ヒト肺細胞  (W138, ATCC CCL 75); ヒト肝細胞  (Hep G2, HB 8065
); 及びマウス乳房腫瘍細胞  (MMT 060562, ATTC CCL51)を含む。適切な宿主細胞の選択は
、この分野の技術常識内にある。
【００５４】
Ｃ．複製可能なベクターの選択及び使用
所望のＰＲＯポリペプチドをコードする核酸 (例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ )は、ク
ローニング (ＤＮＡの増幅 )又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々な
ベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイル
ス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によっ
てベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エ
ンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限され
るものではないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝
子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の
一又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーション
技術を用いる。
対象とするＰＲＯポリペプチドは直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、
シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ -末端に特異的切断部位
を有する他のポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産され
る。一般に、シグナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるＰＲＯポリ
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ペプチドＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシ
リナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシン IIリーダーの群から選択される原核
生物シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベル
ターゼリーダー、アルファ因子リーダー (酵母菌属 (Saccharomyces)及びクルイベロマイシ
ス (Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第 5,010,182号に記載されてい
る )、又は酸ホスフォターゼリーダー、カンジダアルビカンス (C.albicans)グルコアミラ
ーゼリーダー (1990年 4月 4日発行の EP362179)、又は 1990年 11月 15日に公開された WO 90/13
646に記載されているシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シ
グナル配列は、同一あるいは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウ
イルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【００５５】
発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクター
の複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルスに
対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグラ
ム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス開
始点 (ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ )は哺乳動物細胞におけ
るクローニングベクターに有用である。
発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝子
を含む。典型的な選択遺伝子は、 (a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあ
るいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、 (b)栄養要求
性欠陥を補い、又は (c)例えばバシリに対する遺伝子コードＤ -アラニンラセマーゼのよう
な、複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの他の例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼの
ように、ＰＲＯポリペプチド核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定することのでき
るものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、 Urlaub 等により , Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され増殖さ
れたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺
伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［ Stinchcomb等 , Nature
, 282： 39(1979)； Kingsman等 , Gene, 7： 141(1979)； Tschemper等 , Gene, 10： 157(1980
)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４ -１のような
トリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを提供
する［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【００５６】
発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯポリペプチド核酸配列に作用可能に結合
し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞により認識され
る好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用に好適なプロモーターはβ
-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［ Cahng等 , Nature, 275:615 (1978)；  Goe
ddel等 , Nature, 281:544 (1979)］、アルカリホスファターゼ、トリプトファン (trp)プ
ロモーター系［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］、及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［ deBoer 等 , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータもまたＰＲＯポリペプチ
ドをコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン・ダルガーノ (S.D.)配列を有する。
酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３ -ホスホグリセラートキ
ナーゼ［ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［ Hess 
等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1978)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド -３ -リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース -６ -リン酸イソメ
ラーゼ、３ -ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有する
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誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホス
ファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド -
３ -リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素の
プロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモータは EP
 73,657に更に記載されている。
【００５７】
哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯポリペプチド転写は、例えば、ポリオ
ーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス (1989年 7月 5日公開の UK 2,211,504)、アデノウィル
ス (例えばアデノウィルス２ )、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウ
ィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０ (SV40)のようなウィル
スのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプ
ロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロ
モーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
より高等の真核生物による所望のＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は、ベク
ター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常
は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス
作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている (グ
ロビン、エラスターゼ、アルブミン、α -フェトプロテイン及びインスリン )。しかしなが
ら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例として
は、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー (１００－２７０塩基対 )、サイトメガロウ
ィルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及び
アデノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯポリペプチドコード化
配列の５’又は３’位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモータ
ーから５’位に位置している。
また真核生物宿主細胞 (酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由来
の有核細胞 )に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な配
列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５’
、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＰＲＯポリペプチドをコー
ドするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメ
ントを含む。
組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯポリペプチドの合成に適応化するのに適切な他の方法
、ベクター及び宿主細胞は、 Gething等 , Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等 , Natur
e, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及び EP 117,058に記載されている。
【００５８】
Ｄ．遺伝子増幅／発現の検出
遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプロ
ーブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザ
ンブロット法［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドットブ
ロット法 (ＤＮＡ分析 )、又はインサイツハイブリッド形成法によって、直接的に試料中で
測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ－ＲＮＡハイ
ブリッド二本鎖又はＤＮＡ -タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができ
る抗体を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、
ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でその二本鎖
に結合した抗体の存在を検出することができる。
あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例え
ば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって、測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は、
モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。
簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ
配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯポリペプチドＤＮＡに融合し特異
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的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００５９】
Ｅ．ポリペプチドの精製
ＰＲＯポリペプチドの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することができる。膜
結合性であるならば、適切な洗浄液 (例えばトリトン -Ｘ１００ )又は酵素的切断を用いて
膜から引き離すことができる。ＰＲＯポリペプチドの発現に用いられる細胞は、凍結融解
サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段
によって破壊することができる。
ＰＲＯポリペプチドを、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望まし
い。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン交換カラム
での分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡ
Ｅによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ -ＰＡＧＥ；硫酸アンモ
ニウム沈殿；例えばセファデックスＧ -７５を用いるゲル濾過 ;ＩｇＧのような汚染物を除
くプロテインＡセファロースカラム；及びＰＲＯポリペプチドのエピトープタグ形態を結
合させる金属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、 Deutscher, Methode
s in Enzymology, 182 (1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Practi
ce, Springer-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製方法を用いる
ことができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産されるＰ
ＲＯポリペプチドの性質に依存する。
【００６０】
ＰＲＯポリペプチドの用途
本発明のＰＲＯポリペプチドをコードする核酸配列（又はそれらの補体）は、ハイブリッ
ド形成プローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び遺伝子マッピ
ングにおいて、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡの生成において種々の用途を有してい
る。また、ＰＲＯポリペプチドコード化核酸も、ここに記載される組換え技術によるＰＲ
Ｏポリペプチドの調製に有用であろう。
全長天然配列ＰＲＯポリペプチドコード化核酸又はその一部は、全長ＰＲＯポリペプチド
遺伝子の単離又はＰＲＯポリペプチド核酸配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他の
遺伝子（例えば、ＰＲＯポリペプチドの天然発生変異体又は他の種からのＰＲＯポリペプ
チドをコードするもの）の単離のためのｃＤＮＡライブラリ用のハイブリッド形成プロー
ブとして使用できる。場合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。ハ
イブリッド形成プローブは、ここに開示した任意のＤＮＡ分子の核酸配列から、又は天然
配列ＰＲＯコード化ＤＮＡのプロモーター、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノ
ム配列から誘導され得る。例えば、スクリーニング法は、ＰＲＯポリペプチド遺伝子のコ
ード化領域を周知のＤＮＡ配列を用いて単離して約４０塩基の選択されたプローブを合成
することを含む。ハイブリッド形成プローブは、３ ２ Ｐ又は３ ５ Ｓ等の放射性ヌクレオチ
ド、又はアビディン／ビオチン結合系を介してプローブに結合したアルカリホスファター
ゼ等の酵素標識を含む種々の標識で標識されうる。本発明のＰＲＯポリペプチド遺伝子に
相補的な配列を有する標識されたプローブは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡ
のライブラリーをスクリーニングし、そのライブラリーの何れのメンバーがプローブにハ
イブッド形成するかを決定するのに使用できる。ハイブリッド形成技術は、以下の実施例
において更に詳細に記載する。
【００６１】
本出願で開示するＥＳＴｓはプローブと同様に、ここに記載した方法で用いることができ
る。
また、プローブは、ＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したＰＲＯ配列の同定のための配列
のプールを作成することができる。
また、ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸配列は、そのＰＲＯポリペプチドをコードす
る遺伝子のマッピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブリ
ッド形成プローブの作成にも用いることができる。ここに提供される核酸配列は、インサ

10

20

30

40

50

(22) JP 3863458 B2 2006.12.27



イツハイブリッド形成、既知の染色体マーカーに対する結合分析、及びライブラリーでの
ハイブリッド形成スクリーニング等の周知の技術を用いて、染色体及び染色体の特定領域
にマッピングすることができる。
【００６２】
ＰＲＯポリペプチドのコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする
場合、ＰＲＯポリペプチドは、そのリガンドを同定するアッセイに用いることができる。
同様にして、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することができる。こ
のような結合性相互作用に含まれるタンパク質も、ペプチド又は小分子阻害剤又は結合性
相互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができる。スクリーニングアッセイ
は、天然ＰＲＯポリペプチド又はＰＲＯポリペプチドのリガンドの生物学的活性に似たリ
ード化合物の発見のために設計される。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ラ
イブラリーの高スループットスクリーニングにも用いられ、小分子候補薬剤の同定に特に
適したものとする。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。アッセイは、
この分野で良く知られ特徴付けられているタンパク質－タンパク質結合アッセイ、生物学
的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々の型式で実施
される。
【００６３】
また、ＰＲＯポリペプチド又はその任意の修飾型をコードする核酸は、トランスジェニッ
ク動物又は「ノックアウト」動物を産生するのにも使用でき、これらは治療的に有用な試
薬の開発やスクリーニングに有用である。トランスジェニック動物 (例えばマウス又はラ
ット )とは、出生前、例えば胚段階で、その動物又はその動物の祖先に導入された導入遺
伝子を含む細胞を有する動物である。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物が発生す
る細胞のゲノムに組み込まれたＤＮＡである。一実施形態では、対象とするＰＲＯポリペ
プチドをコードするｃＤＮＡは、確立された技術によりＰＲＯポリペプチドをコードする
ゲノムＤＮＡをクローン化するために使用することができ、ゲノム配列を、ＰＲＯポリペ
プチドをコードするＤＮＡを発現する細胞を有するトランスジェニック動物を産生するた
めに使用することができる。トランスジェニック動物、特にマウス又はラット等の特定の
動物を産生する方法は当該分野において常套的になっており、例えば米国特許第 4,736,86
6号や第 4,870,009号に記述されている。典型的には、特定の細胞を組織特異的エンハンサ
ーでのＰＲＯポリペプチド導入遺伝子の導入の標的にする。胚段階で動物の生殖系列に導
入されたＰＲＯポリペプチドコード化導入遺伝子のコピーを含むトランスジェニック動物
はＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用でき
る。このような動物は、例えばその過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらす
と思われる試薬のテスター動物として使用できる。本発明のこの態様においては、動物を
試薬で治療し、導入遺伝子を有する未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ
、病理学的状態に対する治療的処置の可能性が示される。
【００６４】
あるいは、ＰＲＯポリペプチドの非ヒト相同体は、動物の胚性細胞に導入されたＰＲＯポ
リペプチドをコードする変更ゲノムＤＮＡと、ＰＲＯポリペプチドをコードする内在性遺
伝子との間の相同的組換えによって、ＰＲＯポリペプチドをコードする欠陥又は変更遺伝
子を有するＰＲＯポリペプチド「ノックアウト」動物を作成するために使用できる。例え
ば、ＰＲＯポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立された技術に従い、ＰＲＯポリペ
プチドをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用できる。ＰＲＯポリペプチドをコ
ードするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり、組み込みを監視するために使用する選択可能
なマーカーをコードする遺伝子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的には、ベ
クターは無変化のフランキングＤＮＡ (５’と３’末端の両方 )を数キロベース含む［例え
ば、相同的組換えベクターについては Thomas及び Capecchi, Cell, 51:503(1987)を参照の
こと］。ベクターは胚性幹細胞に (例えばエレクトロポレーションによって )導入し、導入
されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞が選択される［例えば、 Li等 , 
Cell, 69:915(1992)参照］。選択された細胞は次に動物 (例えばマウス又はラット )の胚盤
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胞内に注入されて集合キメラを形成する［例えば、 Bradley, Teratocarcinomas and Embr
yonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987)
, pp. 113-152参照］。その後、キメラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間を
おいて「ノックアウト」動物をつくり出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有す
る子孫は標準的な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換え
られたＤＮＡを含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＰＲＯポリペ
プチドが不在であることによるある種の病理的状態及びその病理的状態の進行に対する防
御能力によって特徴付けられる。
【００６５】
ＰＲＯポリペプチドのインビボ投与が用いられる場合、正常な投与量は、投与経路に応じ
て、哺乳動物の体重当たり１日に約１０ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましく
は約１μｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ／日である。特定の用量及び輸送方法の指針は
文献に与えられている；例えば、米国特許第 4,657,760号、第 5,206,344号、又は第 5,225,
212号参照。異なる製剤が異なる治療用化合物及び異なる疾患に有効であること、例えば
一つの器官又な組織を標的とする投与には他の器官又は組織とは異なる方式で輸送するこ
とは必要であることが予想される。
ＰＲＯポリペプチドの投与を必要とする任意の疾患又は疾病の治療に適した放出特性を持
つ製剤でＰＲＯポリペプチドの持続放出が望まれる場合、ＰＲＯポリペプチドのマイクロ
カプセル化が考えられる。持続放出のための組換えタンパク質のマイクロカプセル化は、
ヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）、インターフェロン（ｒｈＩＦＮ）、インターロイキン -
２、及びＭＮｒｇｐ１２０で成功裏に実施されている。 Johnson等 , Nat. Med., 2: 795-7
99 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Hora等 , Bio/Technology, 
8: 755-758 (1990); Cleland, 「 Design and Production of Single Immunization Vacci
nes Using Polyactide Polyglycolide Microsphere Systems」 Vaccine Design: The Subu
nit and Adjuvant Approach, Powell 及び  Newman編 , (Plenum Press: New York, 1995),
 p. 439-462; WO 97/03692, WO 96/40072, WO 96/07399; 及び米国特許第 5,654,010号。
【００６６】
これらのタンパク質の持続放出製剤は、ポリ -乳酸 -コグリコール酸（ＰＬＧＡ）ポリマー
を用い、その生体適合性及び広範囲の生分解特性に基づいて開発された。ＰＬＧＡの分解
生成物である乳酸及びグリコール酸は、ヒト身体内で即座にクリアされる。さらに、この
ポリマーの分解性は、分子量及び組成に依存して数ヶ月から数年まで調節できる。 Lewis,
 「 Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」 : M. C
hasin及び  R. Langer (編 ), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marce
l Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
例えば約８５ｋｇの最大体重を持つ哺乳動物に約８０ｇ／ｋｇ／日の用量を与える製剤に
ついて、最大用量は１日当たり約６．８ｍｇのＰＲＯポリペプチドであろう。この用量レ
ベルに達するためには、最大の可能なタンパク質負荷（１５－２０％ w/wＰＲＯポリペプ
チド）及び最小の起こりうる初期破裂（＜２０％）を持つ持続放出製剤が必要である。１
－２週間に渡るマイクロカプセルからのＰＲＯポリペプチドの連続（ゼロ -オーダー）放
出も望ましい。さらに、放出されるカプセル化タンパク質は、所望の放出時間に渡ってそ
の一体性及び安定性を維持しなければならない。
【００６７】
本発明のＰＲＯ６１７ポリペプチドは、ＣＤ２４タンパク質に関連する生物学的活性を有
し、インビボ治療用途及びインビトロの両方に用いられる。当業者は本発明のＰＲＯ６１
７ポリペプチドをそのような用途に用いる方法を良く知っている。
【００６８】
本発明の化合物は、製薬的に有用な組成物を調製するための周知の方法に従って処方でき
、それによりＰＲＯポリペプチドが製薬的に許容可能な担体媒体との混合物に混合される
。好適な担体媒体及びその処方は、他のヒトタンパク質、例えばヒト血清アルブミンを含
むが、例えば、 Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th ed., 1980, Mack Publishi
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ng Co., Oslo等編集に記載されており、その開示は参考としてここに取り入れる。
【００６９】
本発明の製薬組成物の用量及び望ましい薬剤濃度は、特に意図される用途に応じて変化す
る。例えば、静脈深部の血栓症又は末梢血管疾患の治療においては、「ボーラス」投与が
典型的には好ましく、それに続く投与は、およそ一定な血液レベル、好ましくは約３μｇ
／ｍｌのオーダーに維持するように与えられる。
しかしながら、吸入能力は一般に利用できない救急医療ケア設備に関連する用途では、横
たわる疾患（例えば塞栓症、亀裂骨折）の一般的な緊急性のために、幾分多めの初期投与
量、例えば静脈内ボーラスを与えるのが一般的に望ましい。
【００７０】
抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体
本発明は、さらに抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体を提供するものである。抗体の例としては
、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロ抱合体抗体が含まれ
る。
Ａ．ポリクローナル抗体
抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体の調製方
法は当業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫化剤、
及び所望するのであればアジュバントを、一又は複数回注射することで発生させることが
できる。典型的には、免疫化剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射によ
り、哺乳動物に注射する。免疫化剤は、ＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパク質を含
みうる。免疫化剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク質に
抱合させるのが有用である。このような免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが
、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆
トリプシンインヒビターが含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完
全アジュバント及びＭＰＬ -ＴＤＭアジュバント (モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロー
スジコリノミコラート )が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業者によ
り選択されるであろう。
【００７１】
Ｂ．モノクローナル抗体
あるいは、抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクロ
ーナル抗体は、 Kohler及び Milstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハ
イブリドーマ法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス
、ハムスター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫化剤により免疫化することで、免
疫化剤に特異的に結合する抗体を生成するかあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。ま
た、リンパ球をインビトロで免疫化することもできる。
免疫化剤は、典型的には対象とするＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパク質を含む。
一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球 (「ＰＢＬ」 )が使用され、ある
いは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。
次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と
融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［ Goding, Monoclonal Antibodies: Principle
s and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通常は、
形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通
常、ラット又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましく
は、未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培
地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ (HGPRT又は HPRT)を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典型的には
、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み (「ＨＡＴ培地」 )、この物質がＨＧ
ＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【００７２】
好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した高
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レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好まし
い不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエゴ
の Salk Institute Cell Distribution Centerやメリーランド州ロックビルのアメリカン
・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を生
成するためのヒト骨髄腫及びマウス -ヒト異種骨髄腫株化細胞も開示されている［ Kozbor,
 J. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Techniq
ues and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。次いで
ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯポリペプチドに対するモノクローナ
ル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成されたモ
ノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ (ＲＩＡ )や酵素結合
免疫測定法 (ＥＬＩＳＡ )等のインビトロ結合検定法によって測定する。このような技術及
びアッセイは、当該分野において公知である。モノクローナル抗体の結合親和性は、例え
ば Munson及び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャード分析法
によって測定することができる。
【００７３】
所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを制限希釈工程によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で成長させることができる［ Goding, 上掲］。この目的のための適
当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ -１６４０倍地が含
まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として成長さ
せることもできる。
サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファロ
ース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又はア
フィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地又
は腹水液から単離又は精製される。
【００７４】
また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第 4,816,567号に記載さ
れた方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ
は、常套的な方法を用いて (例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特
異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して )、容易に単離し配列決定する
ことができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源となる
。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これが宿主細胞
、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣 (ＣＨＯ )細胞、あるいは免疫グロ
ブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモノ
クローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に換
えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［米国特許第 4,81
6,567号； Morrison等 , 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポリ
ペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾することができる。
このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき、
あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価抗
体を生成する。
抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られてる
。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は一般
的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、関連す
るシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その断片、特に
Ｆａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使用して達成できる。
【００７５】
Ｃ．ヒト化抗体
本発明の抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト (
例えばマウス )抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいは

10

20

30

40

50

(26) JP 3863458 B2 2006.12.27



その断片 (例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ '、Ｆ (ａｂ ')２ あるいは抗体の他の抗原結合サブ
配列 )であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗
体はレシピエントの相補性決定領域 (ＣＤＲ )の残基が、マウス、ラット又はウサギのよう
な所望の特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種 (ドナー抗体 )のＣＤＲの残基によって
置換されたヒト免疫グロブリン (レシピエント抗体 )を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グ
ロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。ま
た、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配
列にも見出されない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほと
んど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全
てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典
型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブ
リン定常領域 (Ｆｃ )、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含
んでなる［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等 , Nature, 332:323-329 
(1988); 及び Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
【００７６】
非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体には
非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、し
ばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト化
は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換することに
よりウィンター (Winter)及び共同研究者［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)； Riech
mann等 , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (1988)］
の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換すること
により実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより
実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体 (米国特許第 4,8
16,567号 )である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によ
っては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって置換されたヒト
抗体である。
また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリ［ Hoogenboom及び Winter, J. Mol. Biol., 2
27:381 (1991)； Marks等 , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含むこの分野で知られた
種々の方法を用いて作成することもできる。また、 Cole等及び Boerner等の方法も、ヒト
モノクローナル抗体の調製に利用することができる［ Cole等 , Monoclonal Antibodies an
d Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及び Boerner等 , J. Immunol., 147(1)： 86
-95(1991) ］。
【００７７】
Ｄ．二重特異性抗体
二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロー
ナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合において、結合特異
性の一方はＰＲＯポリペプチドに対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞
表面タンパク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重特
異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖／
軽鎖対の同時発現に基づく［ Milstein及び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)］。免疫
グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ (クアドロー
マ )は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内一種のみが正しい二重特
異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によっ
て通常達成される。同様の手順が 1993年 5月 13日公開の WO 93/08829、及び Traunecker等 , 
EMBO J.,10:3655-3659(1991)に開示されている。
所望の結合特異性 (抗体 -抗原結合部位 )を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン定常
ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ３
領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。少なくとも一つの融
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合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域 (ＣＨ１ )が存在することが望まし
い。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽
鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗
体を作成するための更なる詳細については、例えば Suresh等 , Methods in Enzymology, 1
21:210(1986)を参照されたい。
【００７８】
Ｅ．ヘテロ抱合体抗体
ヘテロ抱合抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロ抱合抗体は、２つの共有結合した抗体
からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティング
させるため［米国特許第 4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治療のために［ WO 91/00360; WO
 92/200373; EP 03089］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成
タンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考え
られる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成するこ
とにより、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イ
ミノチオレート及びメチル -４ -メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第 4,676,
980号に開示されているものが含まれる。
【００７９】
抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体の用途
本発明の抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体は様々な有用性を有している。例えば、抗 -ＰＲＯポ
リペプチド抗体は、ＰＲＯポリペプチドの診断アッセイ、例えばその特定細胞、組織、又
は血清での発現の検出に用いられる。競合的結合アッセイ、直接又は間接サンドウィッチ
アッセイ及び不均一又は均一相で行われる免疫沈降アッセイ［ Zola, Monoclonal Antibod
ies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987) pp. 147-158］等のこの分野で
知られた種々の診断アッセイ技術が使用される。診断アッセイで用いられる抗体は、検出
可能な部位で標識される。検出可能な部位は、直接又は間接に検出可能なシグナルを発生
しなければならない。例えば、検出可能な部位は、３ Ｈ、１ ４ Ｃ、３ ２ Ｐ、３ ５ Ｓ又は１

２ ５ Ｉ等の放射性同位体、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン又はルシフェ
リン等の蛍光又は化学発光化合物、あるいはアルカリホスファターゼ、ベータ -ガラクト
シダーゼ又はセイヨウワサビペルオキシダーゼ等の酵素であってよい。 Hunter等  Nature,
 144:945 (1962)； David等 , Biochemistry, 13: 1014 (1974)； Pain等 , J. Immunol. Met
h., 40:219 (1981) ;及び Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に記載
された方法を含む、抗体を検出可能な部位に抱合するためにこの分野で知られた任意の方
法が用いられる。
また、抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体は、組換え細胞培養又は天然供給源からのＰＲＯポリ
ペプチドのアフィニティー精製にも有用である。この方法においては、ＰＲＯポリペプチ
ドに対する抗体を、当該分野でよく知られている方法を使用して、セファデックス樹脂や
濾過紙のような適当な支持体に固定化する。次に、固定化された抗体を、精製するＰＲＯ
ポリペプチドを含有する試料と接触させた後、固定された抗体に結合したＰＲＯポリペプ
チド以外の試料中の物質を実質的に全て除去する適当な溶媒で支持体を洗浄する。最後に
、ＰＲＯポリペプチドを抗体から離脱させる他の適当な溶媒で支持体を洗浄する。
【００８０】
以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限定
することを意図するものではない。
本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む。
（実施例）
実施例で言及されている全ての市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い
使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されている
細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、ロックビル、メリーラ
ンドである。
【００８１】
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実施例１：新規なポリペプチド及びそれをコードするｃＤＮＡを同定するための細胞外ド
メイン相同性スクリーニング
Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の公知の分泌タンパク質からの細胞外ドメイ
ン（ＥＣＤ）配列（必要ならば、分泌シグナル配列を含む）を、ＥＳＴデータベースの検
索に使用した。ＥＳＴデータベースは、公的データベース（例えば、 Dayhoff、 GenBank）
及び独自に開発したデータベース（例えば、 LIFESEQ（商品名）、 Incyte Pharmaceutical
s、 Palo Alto, CA）を含む。検索は、コンピュータプログラム BLAST又は BLAST2（ Altschu
l及び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を用いて、ＥＣＤタンパク質
配列のＥＳＴ配列の６フレーム翻訳との比較として実施した。公知のタンパク質をコード
せず、Ｂｌａｓｔスコア７０（９０の場合もある）又はそれ以上を持つ比較は、プログラ
ム「 phrap」（ Phil Green, University of Washington, Seattle, WA;　 http://bozeman.
mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.html）でクラスター形成してコンセンサスＤＮＡ
配列に構築した。
この細胞外ドメイン相同性スクリーニングを用いて、 phrapを用いて他の同定されたＥＳ
Ｔ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。さらに、得られたコンセンサスＤＮ
Ａ配列を、しばしば（全てではない）ＢＬＡＳＴ及び phrapの繰り返しサイクルを用いて
伸長し、コンセンサス配列を上で議論したＥＳＴ配列の供給源を用いて可能な限り伸長さ
せた。
上記のように得られたコンセンサス配列に基づいて、次いでオリゴヌクレオチドを合成し
、ＰＣＲにより対象とする配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及びＰＲＯポ
リペプチドの全長コード化配列のクローンを単離スルプローブとして用いるために使用し
た。正方向（．ｆ）及び逆方向（．ｒ）ＰＣＲプライマーは一般的に２０から３０ヌクレ
オチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるために設
計される。プローブ（．ｐ）配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長である。或る場合には、
コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいときに付加的なオリゴヌクレオチドが
合成される。全長クローンについて幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ラ
イブラリからのＤＮＡを、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, のよ
うに、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲによりスクリーニングした。ポジティブライブラリ
を、次いで、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー対の一方を用いて対象とする遺
伝子をコードするクローンの単離するのに使用した。
ｃＤＮＡクローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、 Invitrogen, San Diego, CAか
らのもの等の市販試薬を用いて標準的な方法によって作成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部
位を含むオリゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプターに結合さ
せ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニン
グベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄ
の前駆体である； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独特のＸｈｏＩ
及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向でクローニングした。
【００８２】
実施例２：アミラーゼスクリーニングによるｃＤＮＡクローンの単離
１．オリゴｄＴプライムｃＤＮＡライブラリの調製
ｍＲＮＡを対象とするヒト組織から Invitrogen, San Diego, CAからの試薬及びプロトコ
ールを用いて単離した（ Fast Track 2）。このＲＮＡを、 Life Technologies, Gaithersb
urg, MD (Super Script Plasmid System)からの試薬及びプロトコールを用いるベクター
ｐＲＫ５ＤにおけるオリゴｄＴプライムしたｃＤＮＡの生成に使用した。この方法におい
て、日本産ｃＤＮＡは１０００ｂｐを越えるサイズ分類し、ＳａｌＩ／ＮｏｔＩ結合ｃＤ
ＮＡをＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ切断ベクターにクローニングした。ｐＲＫ５Ｄを、ｓｐ６転写
開始部位、それに続くＳｆｉＩ制限酵素部位、さらにＸｈｏＩ／ＮｏｔＩｃＤＮＡクロー
ニング部位を持つベクターにクローニングした。
２．ランダムプライムｃＤＮＡライブラリの調製
一次ｃＤＮＡクローンの５’末端を好ましく表現するために二次ｃＤＮＡライブラリを作
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成した。Ｓｐ６ＲＮＡを（上記の）一次ライブラリから生成し、このＲＮＡを、ベクター
ｐＳＳＴ -ＡＭＹ．０における Life Technologies (上で参照した Super Script Plasmid S
ystem)からの試薬及びプロ値コールを用いたランダムプライムしたｃＤＮＡライブラリの
生成に使用した。この方法において、二本鎖ｃＤＮＡを５００－１０００ｂｐにサイズ分
類し、平滑末端でＮｏｔＩアダプターに結合させ、ＳｆｉＩ部位で切断し、そしてＳｆｉ
Ｉ／ＮｏｔＩ切断ベクターにクローニングした。ｐＳＳＴ -ＡＭＹ．０は、ｃＤＮＡクロ
ーニング部位の前に酵母アルコールデヒドロゲナーゼプロモータ、及びクローニング部位
の後にマウスアミラーゼ配列（分泌シグナルを持たない成熟配列）に次いでアルコールデ
ヒドロゲナーゼ転写終結区を有するクローニングベクターである。即ち、アミラーゼ配列
でフレームに融合するこのベクターにクローニングされたｃＤＮＡは、適当に形質移入さ
れた酵母コロニーからのアミラーゼの分泌を導くであろう。
【００８３】
３．形質転換及び検出
上記２パラグラフに記載したライブラリからのＤＮＡを氷上で冷却し、それにエレクトロ
コンピテントＤＨ１０Ｂ細菌（ Life Technologies、２０ｍｌ）を添加した。細菌及びベ
クターの混合物は、次いで製造者に推奨されているように電気穿孔した。次いで、ＳＯＣ
培地（ Life Technologies、１ｍｌ）を添加し、この号物を３７℃で３０分間インキュベ
ートした。形質転換体は、次いでアンピシリンを含む２０標準１５０ｍｍＬＢプレートに
蒔き、１６時間インキュベートした（３７℃）。ポジティブコロニーをプレートから廃棄
し、細菌ペレットから標準的な方法、例えばＣｓＣｌ -勾配を用いてＤＮＡを単離した。
精製ＤＮＡは、次いで以下の酵母プロトコールにのせた。
酵母方法は３つの範疇に分けられる：（１）酵母のプラスミド／ｃＤＮＡ結合ベクターで
の形質転換；（２）アミラーゼを分泌する酵母クローンの検出及び単離；及び（３）酵母
コロニーから直接的な挿入物のＰＣＲ増幅及び配列決定及びさらなる分析のためのＤＮＡ
の精製。
用いた酵母菌株はＨＤ５６ -５Ａ（ ATCC-90785）であった。この株は以下の遺伝子型：Ｍ
ＡＴアルファ、ｕｒａ３ -５２、ｌｅｕ２ -３、ｌｅｕ２ -１１２、ｈｉｓ３ -１１、ｈｉｓ
３ -１５、ＭＡＬ＋ 、ＳＵＣ＋ 、ＧＡＬ＋ を有する。好ましくは、不完全な翻訳後経路を
持つ酵母変異体を用いることができる。このような変異体は、ｓｅｃ７１、ｓｅｃ７２、
ｓｅｃ６２に転位不全対立遺伝子を持つが、切断されたｓｅｃ７１が最も好ましい。ある
いは、これらの遺伝子の正常な操作を阻害するアンタゴニスト（アンチセンスヌクレオチ
ド及び／又はリガンドを含む）、この翻訳後経路に含まれる他のタンパク質（例えば、Ｓ
ＥＣ６１ｐ、ＳＥＣ７２ｐ、ＳＥＣ６２ｐ、ＳＥＣ６３ｐ、ＴＤＪ１ｐ、ＳＳＡ１ｐ -４
ｐ）又はこれらのタンパク質の複合体形成も、アミラーゼ発現酵母と組み合わせて好まし
く用いられる。
【００８４】
形質転換は、 Gietz等 , Nucl. Acid. Res., 20: 1425 (1992)に概略が記されたプロトコー
ルに基づいて実施された。形質転換細胞は、次いで寒天からＹＥＰＤ複合培地ブロス（１
００ｍｌ）に播種し、３０℃で終夜成長させた。ＹＥＰＤブロスは、 Kaiser等 , Methods 
in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 207 (199
4)に記載されているように調製した。終夜培地は、次いで新鮮なＹＥＰＤブロス（５００
ｍｌ）中におよそ２ｘ１０６ 細胞／ｍｌ（約ＯＤ６ ０ ０ ＝０．１）に希釈し、１ｘ１０７

細胞／ｍｌ（約ＯＤ６ ０ ０ ＝０．４－０．５）まで再成長させた。
次いで細胞を収穫し、 5,000rpmで５分間の Sorval GS3 ローターのＧＳ３ローターボトル
に移し、上清を捨て、次いで無菌水に再懸濁することにより形質転換のために調製し、そ
して５０ｍｌのファルコン管内で、 Beckman GS-6KR遠心機において 3,500rpmで再度遠心分
離した。上清を捨て、細胞をＬｉＡｃ／ＴＥ（ 10ml, 10mMのトリス -HCl, 1mMの EDTA　 pH7
.5, 100mMのＬｉ２ ＯＯＣＣＨ３ ）で続けて洗浄し、ＬｉＡｃ／ＴＥ（ 2.5ml）中に再懸濁
させた。
形質転換は、マイクロチューブ内で、調製した細胞（ 100μ l）を新鮮な変性一本鎖サケ精
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子ＤＮＡ（ Lofstrand Labs, Gaitherburg, MD）及び形質転換ＤＮＡ（ 1μ g vol. < 10μ l
）と混合することにより起こした。混合物はボルテックスにより簡単に混合し、次いで 40
%ＰＥＧ／ＴＥ（ 600μ l, 40%のポリエチレングリコール -４０００ , 10mMのトリス -HCl, 1
mMの EDTA, 100mMのＬｉ２ ＯＯＣＣＨ３ , pH 7.5）を添加した。この混合物を緩く撹拌し
、３０℃で撹拌しながら３０分間インキュベートした。次いで細胞に４２℃で１５分間熱
衝撃を与え、反応容器をミクロチューブ内で 12,000rpmで 5-10秒間遠心分離し、デカント
及びＴＥ（ 500μ l, 10mMのトリス -HCl, 1mMの EDTA pH 7.5）への再懸濁に次いで遠心分離
した。
次いで、細胞をＴＥ（ 1ml）中に希釈し、アリコート（ 200μ l）を 150mm成長プレート（Ｖ
ＷＲ）に予め調製した選択培地に拡げた。
【００８５】
あるいは、複数の少量反応ではなく、形質転換を１回の大規模反応で実施したが、試薬の
量はしかるべくスケールアップした。
用いた選択培地は、 Kaiser等 , Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Press,
 Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に記載されているように調製したウラシル
を欠く合成完全デキストロース寒天（ＳＣＤ -Ｕｒａ）であった。形質転換体は３０℃で
２－３日成長させた。
アミラーゼを分泌するコロニーの検出は、選択成長培地における赤色デンプンの包含によ
り実施した。 Biely等 , Anal. Biochem., 172: 176-179 (1988)に記載された方法に従って
、デンプンを赤色染料（反応性  Red-120, Sigma）に結合させた。結合したデンプンをＳ
ＣＤ -Ｕｒａ寒天プレートに最終濃度 0.15%（ w/v）で導入し、リン酸カリウムでｐＨ７．
０に緩衝した（最終濃度 50-100mM）。
ポジティブコロニーを拾って新鮮な選択培地（ 150mmプレート）に画線し、良好に単離さ
れ同定可能な単一コロニーを得た。アミラーゼ分泌についてポジティブな良好に単離され
たコロニーは、緩衝ＳＣＤ -Ｕｒａ寒天への赤色団分の直接導入により検出した。ポジテ
ィブコロニーは、デンプンを分解して、ポジティブコロニーの周囲に直接目視できる暈を
形成する能力により決定した。
【００８６】
４．ＰＣＲ増幅によるＤＮＡの単離
ポジティブコロニーが単離された場合、その一部を楊枝で拾い、９６ウェルプレートにお
いて無菌水（ 30μ l）に希釈した。この時点で、ポジティブコロニーは凍結して次の分析
のために保存するか、即座に増幅するかのいずれかである。細胞のアリコート（ 5μ l）を
、 0.5μ lの Klentaq（ Clontech, Palo Alto, CA） ; 4.0μ lの 10mM dNTP（ Perkin Elmer-Ce
tus） ; 2.5μ lの Kentaqバッファー (Clontech); 0.25μ lの正方向オリゴ１； 0.25μ lの逆
方向オリゴ２； 12.5μ lの蒸留水を含有する 25μ l容量におけるＰＣＲ反応のテンプレート
として使用した。正方向オリゴヌクレオチド１の配列は：
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下線を施した領域は、各々ＡＤＨプロモーター領域及びアミラーゼ領域にアニーリングさ
れ、挿入物が存在しない場合はベクターｐＳＳＴ -ＡＭＹ．０からの３０７ｂｐ領域を増
幅する。典型的には、これらのオリゴヌクレオチドの５’末端の最初の１８ヌクレオチド
は、配列プライマーのアニーリング部位を含んでいた。即ち、空のベクターからのＰＣＲ
反応の全生成物は３４３ｂｐであった。しかしながら、シグナル配列融合ｃＤＮＡは、か
なり長いヌクレオチド配列をもたらした。
ＰＣＲに続いて、反応のアリコート（ 5μ l）を、上掲の Sambrook等に記載されたように 1%
アガロースゲル中でトリス -ボレーと -ＥＤＴＡ（ＴＢＥ）緩衝系を用いたアガローススゲ
ル電気泳動により試験した。４００ｂｐより大きな単一で強いＰＣＲ産物をもたらすクロ
ーンを、 96 Qiaquick PCR 清浄化カラム（ Quagen Inc., Chatsworth, CA）での精製の後
にＤＮＡ配列によりさらに分析した。
【００８７】
実施例１４：ヒトＰＲＯ６１７をコードするｃＤＮＡクローンの単離
上記実施例１に記載したように種々のＥＳＴ配列に対してコンセンサス配列が得られ、得
られたコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ４２７９８と命名される。ＤＮＡ４２７９８配
列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するた
め、及び２）ＰＲＯ６１７の全長コード化配列のクローンを単離するプローブとして使用
するために、オリゴヌクレオチドを合成した。
　
　
　
　
　
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブは、以下の核酸配列を持つコ
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ンセンサスＤＮＡ４２７９８配列から作成した。
　
　
　
　
　
全長クローンの供給源について幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブ
ラリからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増幅した。次いで、ポジテ
ィブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライマー対の一方を用いて
ＰＲＯ６１７遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した。ｃＤＮＡライブラリ
ー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児腎臓組織（ LIB227）から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列は、ＰＲＯ６１７の全長ＤＮＡ配列［ここで
、ＵＮＱ３５３（ＤＮＡ４８３０９－１２８０）と命名される］（配列番号：１）及びＰ
ＲＯ６１７の誘導タンパク質配列を与えた。
ＵＮＱ３５３（ＤＮＡ４８３０９－１２８０）の全核酸配列をＦｉｇ３２（配列番号：８
４）に示す。クローンＵＮＱ３５３（ＤＮＡ４８３０９－１２８０）は、単一のオープン
リーディングフレームリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置７２３－７２５に
見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位置９２４－９２６の停止コドンで終
端する（Ｆｉｇ３２）。予測されるポリペプチド前駆体は６７アミノ酸長である（Ｆｉｇ
３３）。Ｆｉｇ３３に示した全長ＰＲＯ６１７タンパク質は、約６，９８１ダルトンの分
子量及び約７．４７のｐＩを有する。また、ＰＲＯ６１７アミノ酸配列の分析は、約アミ
ノ酸１５～約アミノ酸２７の推定シグナルペプチド及び約アミノ酸４１～約アミノ酸４３
の推定タンパク質キナーゼＣリン酸化部位の存在を明示している。クローンＵＮＱ３５３
（ＤＮＡ４８３０９－１２８０）は、 1998年 3月 5日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託
番号２０９６５６が付与されている。
全長ＰＲＯ６１７ポリペプチドのアミノ酸配列の分析は、それがＣＤ２４タンパク質と有
意な配列相同性を有することを示唆し、それによりＰＲＯ６１７が新規なＣＤ２４相同体
となりうることが示されている。より詳細には、 Dayhoffデータベース（ version 35.45 S
wissProt 35）は、ＰＲＯ６１７アミノ酸配列と以下の Dayhoff配列、 CD24_HUMAN, CD24_M
OUSE, S15785, CD24_RAT, VGE BPG4, MSE5_HUMAN, HSMHC3W36A_2, MLU15184_8, P R85075
, SEPL_HUMAN及び MTCY63_13との間の有意な相同性を明らかにした。
【００８８】
実施例９９：ハイブリッド形成プローブとしてのＰＲＯポリペプチドコード化核酸の使用
以下の方法は、ＰＲＯをコードする核酸配列のハイブリッド形成プローブとしての使用を
記載する。
ここに開示する対象とするＰＲＯポリペプチドのコード化配列を含むＤＮＡは、ヒト組織
ｃＤＮＡライブラリ又はヒト組織ゲノムライブラリにおける同種ＤＮＡ類（ＰＲＯポリペ
プチドの天然発生変異体をコードするものなど）のスクリーニングのためのプローブとし
て又はそれからプローブを調製する塩基として用いられる。
いずれかのライブラリＤＮＡを含むフィルターのハイブリッド形成及び洗浄は、以下の高
い緊縮条件で実施した。放射性標識ＰＲＯポリペプチドコード化核酸誘導プローブのフィ
ルターへのハイブリッド形成は、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、０
．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘデンハード
液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中で、４２℃において２０時間行った。フィルタ
ーの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で行った。
次いで、全長天然配列ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有す
るＤＮＡは、この分野で知られた標準的な方法を用いて同定できる。
【００８９】
実施例１００：大腸菌におけるＰＲＯポリペプチドの発現
この実施例は、大腸菌における組み換え発現による所望のＰＲＯポリペプチドの非グリコ
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シル化形態の調製を例示する。
所望のＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ配列は、選択されたＰＣＲプライマーを用
いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する
制限酵素部位を持たなければならない。種々の発現ベクターが用いられる。好適なベクタ
ーの例は、ｐＢＲ３２２（大腸菌から誘導されたもの； Bolivar等 , Gene, 2:95 (1977)参
照）であり、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性についての遺伝子を含む。ベクター
は、制限酵素で消化され、脱リン酸される。ＰＣＲ増幅した配列は、次いで、ベクターに
結合させる。ベクターは、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ｐｏｌ
ｙｈｉｓリーダー（最初の６つのＳＴＩＩコドン、ｐｏｌｙｈｉｓ配列、及びエンテロキ
ナーゼ切断部位を含む）、特定のＰＲＯポリペプチドコード領域、ラムダ転写終結区、及
びａｒｇＵ遺伝子を含む。
ライゲーション混合物は、次いで、 Sambrook等 , 上掲に記載された方法を用いた選択した
大腸菌の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬＢプレートで成長する能力に
より同定され、次いで抗生物質耐性クローンが選択される。プラスミドＤＮＡが単離され
、制限分析及びＤＮＡ配列分析で確認される。
選択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスなどの液体培地で終夜成長させる
ことができる。終夜培地は、続いて大規模培地の播種に用いられる。次に細胞を最適密度
で成長させ、その間に発現プロモーターが作動する。
更に数時間の培養の後、細胞を採集して遠心分離できる。遠心分離で得られた細胞ペレッ
トは、この分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、可溶化ＰＲＯポリペプチドを
金属キレート化カラムを用いてポリペプチドを緊密に結合させる条件下で精製した。
【００９０】
ＥＰ出願番号９９９１２３２１．９では、以下の手法を用いてＰＲＯポリペプチドを大腸
菌においてポリＨｉｓタグ形態で発現させた。ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡを
選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発現ベク
ターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属
キレートカラムでの迅速な精製、及びエンテロキナーゼでのタンパク質分解的除去を与え
る他の有用な配列を含む。次いでＰＣＲ増幅された、ポリ -Ｈｉｓタグ配列を発現ベクタ
ーに結合させ、それを株５２（ W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)
）に基づく大腸菌宿主の形質転換に使用した。形質転換体は、最初に 50mg/mlのカルベニ
シリンを含有するＬＢ中、３０℃で振盪しながら３－５のＯ．Ｄ．６ ０ ０ に達するまで成
長させた。ついで培地をＣＲＡＰ培地（ 3.57gの（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４ 、 0.71gのクエン酸ナ
トリウム・ 2H2O、 1.07gのＫＣｌ、 5.36gの Difco酵母抽出物、 500mL水中の 5.36gの Sheffie
ld hycase SF、並びに 110mMのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、 0.55%（ w/v）のグルコース及び７
ｍ MのＭｇＳＯ４ の混合で調製）中に 50-100倍希釈し、３０℃で振盪させながら約 20-30時
間成長させた。試料を取り出してＳＤＳ -ＰＡＧＥにより発現を確認し、バルク培地を遠
心分離して細胞のペレットとした。細胞ペレットを精製及び再折りたたみまで凍結させた
。
0.5から 1Lの発酵（ 6-10gペレット）からの大腸菌ペーストを、 7Mのグアニジン、 20mMのト
リス、ｐＨ８バッファー中で 10容量（ w/v）で再懸濁させた。固体硫酸ナトリウム及びテ
トラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々 0.1M及び 0.02Mとし、溶液を４℃で終
夜撹拌した。この工程により、亜硫酸によりブロックされたシステイン残基を持つ変性タ
ンパク質がもたらされた。溶液を Beckman Ultracentifuge中で 40,000rpmで３０分間濃縮
した。上清を金属キレートカラムバッファー（ 6Mのグアニジン、 20mMのトリス、 pH7.4）
の 3-5容量で希釈し、 0.22ミクロンフィルターを通して濾過して透明化した。透明化抽出
物を、金属キレートカラムバッファーで平衡化させた 5mlの Qiagen Ni-NTA金属キレートカ
ラムに負荷した。カラムを 50mMのイミダゾール（ Calbiochem, Utrol grade）を含む添加
バッファー、 pH7.4で洗浄した。タンパク質を 250mMのイミダゾールを含有するバッファー
で溶離した。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、４℃で保存した。タンパク質
濃度は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用いて 280nmにおけるその吸収
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により見積もった。
試料を、 20mMのトリス、 pH8.6、 0.3MのＮａＣｌ、 2.5Mの尿素、５ｍＭのシステイン、 20m
Mのグリシン及び 1mMのＥＤＴＡからなる新たに調製した再折りたたみバッファー中に徐々
に希釈することによりタンパク質を再折りたたみさせた。リフォールディング容量は、最
終的なタンパク質濃度が 50～ 100マイクログラム /mlとなるように選択した。リフォールデ
ィーング溶液を４℃で１２－３６時間ゆっくり撹拌した。リフォールディング反応はＴＦ
Ａを採取濃度 0.4%（約３のｐＨ）で添加することにより停止させた。タンパク質をさらに
精製する前に、溶液を 0.22ミクロンフィルターを通して濾過し、アセトニトリルを最終濃
度 2-10%で添加した。再折りたたみされたタンパク質を、 Poros R1/H逆相カラムで、 0.1%
ＴＦＡの移動バッファーと 10～ 80%のアセトニトリル勾配での溶離を用いてクロマトグラ
フにかけた。 A280吸収を持つ画分のアリコートをＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し
、相同な再折りたたみされたタンパク質を含有する画分をプールした。一般的に、殆どの
タンパク質の正しく再折りたたみされた種は、これらの種が最もコンパクトであり、その
疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので、アセトニトリルの最低濃度
で溶離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃度で溶離される。タンパク
質の誤って折りたたまれた形態を所望の形態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエ
ンドトキシンも除去する。
所望の折りたたまれたＰＲＯタンパク質を含有する画分をプールし、溶液に向けた窒素の
弱い気流を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質を、透析又は調製バッファーで
平衡化した G25 Superfine（ Pharmacia）樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過により、 0.14Mの
塩化ナトリウム及び 4%のマンニトールを含む 20mMのＨＥＰＥＳ、 pH6.8に調製した。
【００９１】
実施例１０１：哺乳動物細胞におけるＰＲＯポリペプチドの発現
この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現によるＰＲＯポリペプチドの調製を例
示する。
発現ベクターとしてｐＲＫ５（ 1989年 3月 15日発行の EP 307,247参照）を用いた。場合に
よっては、ＰＲＯコード化ＤＮＡを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結合させ、 Sambro
ok等 , 上掲に記載されたような結合方法を用いてＰＲＯポリペプチドＤＮＡを挿入させる
。得られたベクターは、ｐＲＫ５－ＰＲＯと呼ばれる。
一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト２９３細胞
（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １５７３）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及び／又は
抗生物質を添加したＤＭＥＭなどの媒質中で組織培養プレートにおいて成長させて集密化
した。約 10μｇのｐＲＫ５－ＰＲＯポリペプチドＤＮＡを約１μｇのＶＡ　ＲＮＡ遺伝子
コード化ＤＮＡ［ Thimmappaya等 , Cell, 31:543 (1982))］と混合し、５００μｌの１ｍ
Ｍトリス -ＨＣｌ、０．１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．２２７Ｍ  ＣａＣｌ２ に溶解させた。この
混合物に、滴状の、５００μｌの５０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭの
ＮａＣｌ、１．５ｍＭのＮａＰＯ４ を添加し、２５℃で１０分間析出物を形成させた。析
出物を懸濁し、２９３細胞に加えて３７℃で約４時間定着させた。培養培地を吸引し、２
ｍｌのＰＢＳ中２０％グリセロールを３０分間添加した。２９３細胞は、次いで無血清培
地で洗浄し、新鮮な培地を添加し、細胞を約５日間インキュベートした。
形質移入の約２４時間後、培養培地を除去し、培養培地（のみ）又は２００μＣｉ／ｍｌ
３ ５ Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３ ５ Ｓ－メチオニンを含む培養培地で置換し
た。１２時間のインキュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで濃縮し
、１５％ＳＤＳゲルに添加した。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲＯポリペプチドの存在を
現す選択された時間にわたってフィルムにさらした。形質転換した細胞を含む培地は、更
なるインキュベーションを施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオアッセイで試
験した。
これに換わる技術において、ＰＲＯポリペプチドは、 Somparyrac等 , Proc. Natl. Acad. 
Sci., 12:7575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過的に導
入される。２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで成長させ、７００μｇのｐ
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ＲＫ５－ＰＲＯポリペプチドＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心
分離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。ＤＮＡ－デキストラン沈殿物を細胞ペレット上
で４時間インキュベートした。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、組織培養培
地で洗浄し、組織培養培地、５μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシト
ランスフェリンを含むスピナーフラスコに再度導入した。約４日後に、条件培地を遠心分
離して濾過し、細胞及び細胞片を除去した。次いで発現されたＰＲＯポリペプチドを含む
試料を濃縮し、透析及び／又はカラムクロマトグラフィー等の選択した方法によって精製
した。
他の実施態様では、ＰＲＯポリペプチドをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ
５－ＰＲＯポリペプチドは、ＣａＰＯ４ 又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を
用いてＣＨＯ細胞に形質移入することができる。上記したように、細胞培地をインキュベ
ートし、培地を培養培地（のみ）又は３ ５ Ｓ -メチオニン等の放射性標識を含む培地に置
換することができる。ＰＲＯポリペプチドの存在を同定した後、培養培地を無血清培地に
置換してもよい。好ましくは、培地を約６日間インキュベートし、次いで条件培地を収集
する。次いで、発現されたＰＲＯポリペプチドを含む培地を濃縮して、選択した方法にと
って精製することができる。
また、エピトープタグＰＲＯポリペプチドは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい
。ＰＲＯポリペプチドはｐＲＫ５ベクターからサブクローニングした。サブクローン挿入
物は、次いで、ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベクター中のポリ -ｈｉｓタグ等の
選択されたエピトープタグを持つ枠に融合できる。ポリ -ｈｉｓタグＰＲＯポリペプチド
挿入物は、次いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ
４０誘導ベクターにサブクローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４０誘導ベクタ
ーで（上記のように）形質移入した。発現を確認するために、上記のように標識化を行っ
てもよい。発現されたポリ -ｈｉｓタグＰＲＯポリペプチドを含む培養培地は、次いで濃
縮し、Ｎｉ２ ＋ －キレートアフィニティクロマトグラフィー等の選択された方法により精
製できる。
【００９２】
ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質は、それは
対応するタンパク質の可溶化形態及び／又はポリ -Ｈｉｓタグ形態のコード化配列（例え
ば、細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配
列に融合したＩｇＧ作成物（イムノアドヘシン）として発現された。
ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、 Ausubel等 , Current Protocols of Molecular 
Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997)に記載されたような標準的技術を用い
てＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現ベクターは、対象とするＤＮ
Ａの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるよう
に作成される。ベクターは、 Lucas等 , Nucl. Acids res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記
載されたようにＣＨＯ細胞での発現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロフォレート
レダクターゼ（ＤＨＦＲ）の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用
いる。ＤＨＦＲ発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な維持のための選択を可能にす
る。
所望のプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販の形質移入試薬 Superfect(登録商
標 )(Quiagen), Dosper(登録商標 )及び Fugene(登録商標 )（ Boehringer Mannheim）約一千
万のＣＨＯ細胞に導入した。細胞は、上掲の Lucas等に記載されているように成長させた
。約３ｘ１０－ ７ 細胞を、下記のような更なる成長及び生産のためにアンプル中で凍結さ
せた。
プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合した。
内容物を 10mLの媒質を含む遠心管にピペットして、 1000rpmで５分間遠心分離した。上清
を吸引して細胞を 10mLの選択培地（ 0.2μ m濾過ＰＳ２０、 5%の 0.2μ m透析濾過ウシ胎児血
清を添加）中に懸濁させた。次いで細胞を 90mLの選択培地を含む 100mlスピナーに分けた
。１－２日後、細胞を 150mLの選択培地を満たした 250mLスピナーに移し、３７℃でインキ
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ュベートした。さらに２－３日後、 250mL、 500mL及び 2000mLのスピナーを３ｘ１０５ 細胞
/mLで播種した。細胞培地を遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた
。任意の適切なＣＨＯ培地を用いてもよいが、実際には 1992年 6月 16日に発行の米国特許
第 5,122,469号に記載された生産培地を使用した。 3Lの生産スピナーを 1.2ｘ 10６ 細胞 /mL
で播種した。０日目に、細胞数とｐＨを測定した。１日目に、スピナーをサンプルし、濾
過空気での散布を実施した。２日目に、スピナーをサンプルし、温度を３３℃に変え、 50
0g/Lのグルコース及び 0.6mLの 10%消泡剤（例えば 35%ポリジメチルシロキサンエマルショ
ン、 Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion）の 30mLとした。生産を通して、ｐＨは 7.
2近傍に調節し維持した。１０日後、又は生存率が 70%を下回るまで、細胞培地を遠心分離
で回収して 0.22μ mフィルターを通して濾過した。濾過物は、４℃で貯蔵するか、即座に
精製用カラムに負荷した。
【００９３】
ポリ -Ｈｉｓタグ作成物について、タンパク質は Ni-NTAカラム (Qiagen)を用いて精製した
。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで添加した。条件培地を、 0.3M
のＮａＣｌ及び 5mMイミダゾールを含む 20mMのＨｅｐｅｓ , pH7.4バッファーで平衡化した
6mlの Ni-NTAカラムに 4-5ml/分の流速で４℃においてポンプ供給した。負荷後、カラムを
さらに平衡バッファーで洗浄し、タンパク質を 0.25Mイミダゾールを含む平衡バッファー
で溶離した。高度に精製されたタンパク質は、続いて 10mMのＨｅｐｅｓ、 0.14MのＮａＣ
ｌ及び 4%のマンニトール、ｐＨ６．８を含む貯蔵バッファー中で 25mlの G25 Superfine（ P
harmacia）を用いて脱塩し、－８０℃で貯蔵した。
イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のようにして条件培地から精製した。条件培
地を、 20mMのリン酸ナトリウムバッファー , pH6.8で平衡化した 5mlのプロテインＡカラム
（ Pharmacia）に負荷した。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄した後、 100mMの
クエン酸 , pH3.5で溶離した。溶離したタンパク質は、 1mlの画分を 275μ lの 1Mトリスバッ
ファー , pH9を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製されたタンパ
ク質は、続いてポリ -Ｈｉｓタグタンパク質について上記した貯蔵バッファー中で脱塩し
た。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルで試験し、エドマン (Edman)分解によりＮ -末
端アミノ酸配列決定した。
以下のＰＲＯポリペプチドはＣＯＳ細胞において成功裏に一過性形質移入された：ＰＲＯ
６１７。
以下のＰＲＯポリペプチドはＣＨＯ細胞において成功裏に一過性形質移入された：ＰＲＯ
６１７。
【００９４】
実施例１０２：酵母菌でのＰＲＯポリペプチドの発現
以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯポリペプチドの組換え発現を記載する。
第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯポリペプチドの細胞内生産又は
分泌のための酵母菌発現ベクターを作成する。所望のＰＲＯポリペプチドをコードするＤ
ＮＡ、選択されたシグナルペプチド及びプロモーターを選択したプラスミドの適当な制限
酵素部位に挿入してＰＲＯポリペプチドの細胞内発現を指示する。分泌のために、ＰＲＯ
ポリペプチドをコードするＤＮＡを選択したプラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモ
ーターをコードするＤＮＡ、酵母菌アルファ因子分泌シグナル／リーダー配列、及び（必
要ならば）ＰＲＯポリペプチドの発現のためのリンカー配列とともにクローニングするこ
とができる。
酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択され
た発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、 10%トリクロロ酢酸での沈降及
びＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染色をする
ことができる。
続いて組換えＰＲＯポリペプチドは、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、
次いで選択されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び
精製できる。ＰＲＯポリペプチドを含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラフィー
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樹脂を用いてさらに精製してもよい。
【００９５】
実施例１０３：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＰＲＯポリペプチドの発現
以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯポリペプチドの組換え発
現を記載する。
所望のＰＲＯポリペプチドを、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトープタグ
の上流に融合させた。このようなエピトープタグは、ポリ -ｈｉｓタグ及び免疫グロブリ
ンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（ Novagen）などの市販されて
いるプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることができる
。簡単には、ＰＲＯポリペプチド又はＰＲＯポリペプチドの所定部分（膜貫通タンパク質
の細胞外ドメインをコードする配列など）が、５’及び３’領域に相補的なプライマーで
のＰＣＲにより増幅される。５’プライマーは、隣接する（選択された）制限酵素部位を
包含していてもよい。生産物は、次いで、選択された制限酵素で消化され、発現ベクター
にサブクローニングされる。
組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及び BaculoGold（商品名）ウイルスＤＮＡ
（ Pharmingen）を、 Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ ATCC CRL 1711）中にリ
ポフェクチン（ GIBCO-BRLから市販）を用いて同時形質移入することにより作成される。
２８℃で４から５日インキュベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に
用いた。ウイルス感染及びタンパク質発現は、 O'Reilley等 , Baculovirus expression ve
ctors: A laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されてい
るように実施した。次に、発現されたポリ -ｈｉｓタグＰＲＯポリペプチドは、例えばＮ
ｉ２ ＋ －キレートアフィニティクロマトグラフィーにより次のように精製される。抽出は
、 Rupert等 , Nature, 362:175-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組
み換えＳｆ９細胞から調製した。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファ
ー（２５ｍＬのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２ ；０．１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ；１０％グリセロール；０．１％のＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）中に再懸濁し、
氷上で２回２０秒間超音波処理した。超音波処理物を遠心分離で透明化し、上清を負荷バ
ッファー（５０ｍＭリン酸塩、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ７．８
）で５０倍希釈し、０．４５μｍフィルターで濾過した。Ｎｉ２ ＋ －ＮＴＡアガロースカ
ラム（ Qiagenから市販）を５ｍＬの総容積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬの
負荷バッファーで平衡させた。濾過した細胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに負荷し
た。カラムを、分画回収が始まる点であるＡ２ ８ ０ のベースラインまで負荷バッファーで
洗浄した。次に、カラムを、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（
５０ｍＭリン酸塩；３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄し
た。Ａ２ ８ ０ のベースラインに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で０から
５００ｍＭイミダゾール勾配で展開した。１ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び
銀染色又はアルカリホスファターゼ（ Qiagen）に複合したＮｉ２ ＋ －ＮＴＡでのウェスタ
ンブロットで分析した。溶離したＨｉｓ１ ０ －タグＰＲＯポリペプチドを含む画分をプー
ルして負荷バッファーで透析した。
あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯポリペプチドの精製は、例えば、プロテイ
ンＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー技術を
用いて実施できる。
【００９６】
ＥＰ出願番号９９９１２３２１．９では、ＰＲＯポリペプチドはバキュロウイルス感染Ｓ
ｆ９昆虫細胞で成功裏に発現された。発現は、実際には 0.5-2Lスケールで実施したが、よ
り大きな（例えば 8L）での調製に容易にスケールアップできる。タンパク質は、対応する
タンパク質の可溶化形態及び／又はポリ -Ｈｉｓタグ形態のコード化配列（例えば、細胞
外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む定常領域配列に融合
したＩｇＧ作成物（イムノアドヘシン）として発現された。
バキュロウイルス感染Ｓｆ９細胞での発現のために、ＰＣＲ増幅に続いて、対応するコー
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ド化配列をバキュロウイルス発現ベクター（ＩｇＧ融合物に対するｐｂ．ＰＨ．ＩｇＧ及
びポリＨｉｓタグに対するＰＨ．Ｈｉｓ．ｃ）にサブクローニングし、そのベクター及び
Baculogold(登録商標 )バキュロウイルスＤＮＡ（ Pharmingen）を１０５スポドプテラグル
ヒペルダ（ Spodoptera frugiperda）（「Ｓｆ９」）細胞（ ATCC CRL 1711）にリポフェク
チン（ Gibco BRL）を用いて同時形質移入した。ｐｂ．ＰＨ．ＩｇＧ及びＰＨ．Ｈｉｓは
、市販のバキュロウイルス発現ベクターｐＶＬ１３９３（ Pharmingen）の修飾物であり、
Ｈｉｓ又はＦｃタグ配列を含むように修飾されたポリリンカー領域を持つ。細胞を、 10%
のＦＢＳ（ Hyclone）を添加した HinkのＴＮＭ -ＦＭ培地で成長させた。細胞は、２８℃で
５日間インキュベートした。上清を回収し、続いて 10%ＦＢＳを添加した HinkのＴＮＭ -Ｆ
Ｈ培地におけるＳｆ９細胞感染による約１０の感染効率（ＭＯＩ）での最初のウイルス増
幅に用いた。細胞を２８℃で３日間インキュベートした。上清を回収し、バキュロウイル
ス発現ベクターにおける作成物の発現を、 1mlの上清の 25mLのヒスチジンタグタンパク質
用のＮｉ -ＮＴＡビーズ（ QIAGEN）又はＩｇＧタグタンパク質用のプロテインＡセファロ
ース CL-4Bビーズ（ Pharmacia）へのバッチ結合、次いでクマシーブルー染色により周知の
濃度のタンパク質標準と比較するＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により測定した。
第１の増幅上清をＥＳＦ -９２１培地（ Expression System LLC）で成長させたＳｆ９細胞
のスピナー培地（ 500ml）の約０．１のＭＯＩでの感染に使用した。細胞は２８℃で３日
間インキュベートした。上清を回収して濾過した。バッチ結合及びＳＤＳ－ＰＡＧＥを、
スピナー培地の発現が確認されるまで、必要に応じて繰り返した。
形質移入細胞からの条件培地（ 0.5～ 3L）を、遠心分離により細胞を除去し 0.22ミクロン
フィルターを通して濾過することにより回収した。ポリ -Ｈｉｓタグ作成物については、
タンパク質作成物をＮｉ -ＮＴＡカラム（ Qiagen）を用いて精製した。精製前に、イミダ
ゾールを条件培地に 5mMの濃度まで添加した。条件培地を、 0.3MのＮａＣｌ及び 5mMイミダ
ゾールを含む 20mMのＨｅｐｅｓ , pH7.4バッファーで平衡化した 6mlの Ni-NTAカラムに 4-5m
l/分の流速で４℃においてポンプ供給した。負荷後、カラムをさらに平衡バッファーで洗
浄し、タンパク質を 0.25Mイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した。高度に精製さ
れたタンパク質は、続いて 10mMのＨｅｐｅｓ、 0.14MのＮａＣｌ及び 4%のマンニトールを
含む貯蔵バッファー , pH6.8中で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia）を用いて脱塩し、－
８０℃で貯蔵した。
タンパク質のイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のようにして条件培地から精製
した。条件培地を、 20mMのリン酸ナトリウムバッファー , pH6.8で平衡化した 5mlのプロテ
インＡカラム（ Pharmacia）に負荷した。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄し
た後、 100mMのクエン酸 , pH3.5で溶離した。溶離したタンパク質は、 1mlの画分を 275mLの
1Mトリスバッファー , pH9を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製
されたタンパク質は、続いてポリ -Ｈｉｓタグタンパク質について上記した貯蔵バッファ
ー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲル（ＰＥＧ）電気泳動で試験し、
エドマン (Edman)分解によりＮ -末端アミノ酸配列決定した。
ＰＲＯ６１７は、バキュロウイルス感染Ｈｉ５昆虫細胞において成功裏に発現された。発
現は、実際には 0.5-2Lスケールで実施したが、より大きな（例えば 8L）での調製に容易に
スケールアップできる。
【００９７】
バキュロウイルス感染Ｈｉ５細胞における発現について、ＰＲＯポリペプチドコード化Ｄ
ＮＡは、Ｐｆｕ（ Stratagene）等の適当な系で増幅されても、又はバキュロウイルス発現
ベクターの含まれるエピトープタグの上流（ 5'-）に融合させてもよい。このようなエピ
トープタグは、ポリ -Ｈｉｓタグ及び免疫グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域等）を含む
。種々のプラスミドを用いることができ、ｐＶＬ１３９３（ Novagen）等の市販のプラス
ミドから誘導されたプラスミドを含む。簡単には、ＰＲＯポリペプチド又はＰＲＯポリペ
プチドの所望の部分（膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列など）を、５
’及び３’領域に相補的なプライマーでのＰＣＲにより増幅する。５’プライマーは隣接
する（選択された）制限酵素部位を導入してもよい。生成物は、次いで、選択された制限
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酵素で消化して発現ベクターにサブクローニングされる。例えば、ｐＶＬ１３９３の誘導
体はヒトＩｇＧ（ｐｂ．ＰＨ．ＩｇＧ）のＦｃ領域又はＮＡＭＥ配列の８ヒスチジン（ｐ
ｂ．ＰＨ．Ｈｉｓ）タグ下流（ 3'-）を含むことができる。
Ｈｉ５細胞は、２７℃、ＣＯ２無し、ペン／ストレプト無しの条件下で 50%の集密度まで
成長させた。 150mmプレート各々について、 30μ gのＰＲＯポリペプチドを含むｐＩＥベー
スベクターを 1mlのＥｘ -細胞培地（媒質： Ex-細胞 401＋ 1/100の L-Ｇｌｕ  JRH Bioscience
s #14401-78P（注：この媒質は軽感受性））と混合し、別の管において、 100μ lのセルフ
ェクチン（ CellFECTIN(Gibco BRL #10362-010)(ボルテックスで混合 )）を 1mlのＥｘ -細胞
培地と混合した。２つの溶液を混合し、室温で１５分間インキュベーションした。 8mlの
Ｅｘ -細胞培地を 2mlのＤＮＡ／セルフェクチン混合物に添加し、Ｅｘ -細胞培地で１回洗
浄したＨｉ５細胞上に層形成させた。次いでプレートを暗中室温でインキュベートした。
次いでＤＮＡ／セルフェクチン混合物を吸引し、細胞をＥｘ -細胞で１回洗浄して過剰の
セルフェクチンを除去した。 30mlの新鮮なＥｘ -細胞培地を添加し、細胞を２８℃で３日
間インキュベートした。上清を回収して、バキュロウイルス感染ベクターでのＰＲＯポリ
ペプチドの発現を、 1mlの上清の 25mLのヒスチジンタグタンパク質用のＮｉ -ＮＴＡビーズ
（ QIAGEN）又はＩｇＧタグタンパク質用のプロテインＡセファロース CL-4Bビーズ（ Pharm
acia）へのバッチ結合、次いでクマシーブルー染色により周知の濃度のタンパク質標準と
比較するＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により測定した。
形質移入細胞からの条件培地（ 0.5～ 3L）を、遠心分離により細胞を除去し 0.22ミクロン
フィルターを通して濾過することにより回収した。ポリ -Ｈｉｓタグ作成物については、
タンパク質作成物をＮｉ -ＮＴＡカラム（ Qiagen）を用いて精製した。精製前に、イミダ
ゾールを条件培地に 5mMの濃度まで添加した。条件培地を、 0.3MのＮａＣｌ及び 5mMイミダ
ゾールを含む 20mMのＨｅｐｅｓ , pH7.4バッファーで平衡化した 6mlの Ni-NTAカラムに 4-5m
l/分の流速で４℃においてポンプ供給した。負荷後、カラムをさらに平衡バッファーで洗
浄し、タンパク質を 0.25Mイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した。高度に精製さ
れたタンパク質は、続いて 10mMのＨｅｐｅｓ、 0.14MのＮａＣｌ及び 4%のマンニトールを
含む貯蔵バッファー , pH6.8中で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia）を用いて脱塩し、－
８０℃で貯蔵した。
タンパク質のイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のようにして条件培地から精製
した。条件培地を、 20mMのリン酸ナトリウムバッファー , pH6.8で平衡化した 5mlのプロテ
インＡカラム（ Pharmacia）に負荷した。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄し
た後、 100mMのクエン酸 , pH3.5で溶離した。溶離したタンパク質は、 1mlの画分を 275mLの
1Mトリスバッファー , pH9を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製
されたタンパク質は、続いてポリ -Ｈｉｓタグタンパク質について上記した貯蔵バッファ
ー中で脱塩した。ＰＲＯポリペプチドの均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲル及びエド
マン (Edman)分解によるＮ -末端アミノ酸配列決定及び所望又は必要に応じて他の分析手法
により評価できる。
【００９８】
実施例１０４：ＰＲＯポリペプチドに結合する抗体の調製
この実施例は、ＰＲＯポリペプチドに特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例
示する。
モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば、 Goding,
上掲に記載されている。用いられ得る免疫原は、精製ＰＲＯポリペプチド、ＰＲＯポリペ
プチドを含む融合タンパク質、細胞表面に組換えＰＲＯポリペプチドを発現する細胞を含
む。免疫原の選択は、当業者が過度の実験をすることなくなすことができる。
Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に１
－１００マイクログラムで注入したＰＲＯポリペプチド免疫原で免疫化する。あるいは、
免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（ Ribi Immunochemical Researh, Hamilton, MT）
に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化したマウスは、次いで１０から１２日
後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後、数週間
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、マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗 -ＰＲＯポリペプチド抗体の検出のた
めのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために、レトロオービタル出血からの血清試料をマウ
スから周期的に採取してもよい。
適当な抗体力価が検出された後、抗体に「陽性」な動物に、ＰＲＯポリペプチド静脈内注
射の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウスを屠殺し、脾臓を取り出した
。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣから番号ＣＲ
Ｌ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融
合させた。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡＴ（ヒポキサンチン
、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに蒔き、非融
合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害した。
ハイブリドーマ細胞は、ＰＲＯポリペプチドに対する反応性についてのＥＬＩＳＡでスク
リーニングされる。ＰＲＯポリペプチドに対するモノクローナル抗体を分泌する「陽性」
ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗 -ＰＲＯポリペ
プチドモノクローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、
組織培養フラスコ又はローラーボトルで成長させることもできる。腹水中に生成されたモ
ノクローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフ
ィ－を用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親
和性に基づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【００９９】
実施例１０５：キメラＰＲＯポリペプチド
ＰＲＯポリペプチドは、タンパク質精製を促進するための一又は複数の付加的ポリペプチ
ドドメインを持つキメラタンパク質として発現させてもよい。このような精製促進ドメイ
ンは、これらに限られないが、固定化金属での精製を可能にするヒスチジン -トリプトフ
ァンモジュール等の金属キレート形成ペプチド、固定化免疫グロブリンでの精製を可能に
するプロテインＡドメイン、及びＦＬＡＧＳ（商品名）伸展／親和性精製系（ Immunex Co
rp., Seattle, Wash.）で利用されるドメインを含む。精製ドメイン及びＰＲＯポリペプ
チド配列の間に因子ＸＡ又はエンテロキナーゼ（ Invitrogen, San Diego Calif.）等の切
断可能なリンカー配列を含むことは、ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡの発現促進
に有用であろう。
【０１００】
実施例１０６：特異的抗体を用いたＰＲＯポリペプチドの精製
天然又は組換えＰＲＯポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク質精製方法に
よって精製できる。例えば、プロＰＲＯポリペプチド、成熟ポリペプチド、又はプレＰＲ
Ｏポリペプチドは、対象とするＰＲＯポリペプチドに特異的な抗体を用いた免疫親和性ク
ロマトグラフィーによって精製される。一般に、免疫親和性カラムは抗 -ＰＲＯポリペプ
チド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂に共有結合させて作成される。
ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ（
Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のいずれかにより免疫血清
から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プロ
テインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精製され
た免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ -活性化セファロース（商品名）（ Pharmacia LKB Biotech
nology）等のクロマトグラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂が
ブロックされ、誘導体樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。
このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＰＲＯポリペプチドを含有する細胞からの
画分を調製することによるＰＲＯポリペプチドの精製において利用される。この調製物は
、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分離を介して得られる全細胞又
は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるいは、シグナル配列を含む可溶化ＰＲＯ
ポリペプチドは、細胞が成長する培地中に油様な量で分泌される。
可溶化ＰＲＯポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラムはＰＲＯポ
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リペプチドの好ましい吸着をさせる条件下（例えば、洗浄剤存在下の高イオン強度バッフ
ァー）で洗浄される。次いで、カラムは、抗体／ＰＲＯポリペプチド結合を分解する条件
下（例えば、約 2-3といった低ｐＨ、高濃度の尿素又はチオシアン酸イオン等のカオトロ
ープ）で溶離され、ＰＲＯポリペプチドが回収される。
【０１０１】
実施例１０７：薬剤スクリーニング
本発明は、ＰＲＯポリペプチド又はその結合断片を種々の薬剤スクリーニング技術におい
て使用することによる化合物のスクリーニングに特に有用である。そのような試験に用い
られるＰＲＯポリペプチド又は断片は、溶液中の自由状態でも、固体支持体に固定されて
も、細胞表面に位置しても、細胞内に局在化していてもよい。薬剤スクリーニングの１つ
の方法は、ＰＲＯポリペプチド又は断片を発現する組換え核酸で安定に形質移入される真
核生物又は原核生物宿主細胞を利用する。薬剤は、そのような形質移入細胞に対して、競
合的結合アッセイにおいてスクリーニングされる。そのような細胞は、生存可能又は固定
化形態のいずれかにおいて、標準的な結合アッセイに使用できる。例えば、ＰＲＯポリペ
プチド又は断片と試験される試薬の間での複合体形成を測定してよい。あるいは、試験す
る試薬によって生ずるＰＲＯポリペプチドとその標的細胞との間の複合体形成における減
少を試験する事もできる
即ち本発明は、ＰＲＯポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与えうる薬剤又は任意の他
の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その試薬をＰＲＯポリペプチ
ド又は断片に接触させ、 (I)試薬とＰＲＯポリペプチド又は断片との間の複合体の存在に
ついて、又は (ii)ＰＲＯポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体の存在について検定
することを含む。これらの競合結合アッセイでは、ＰＲＯポリペプチド又は断片が典型的
には標識される。適切なインキュベーションの後、フリーのＰＲＯポリペプチド又は断片
を結合形態のものから分離し、フリー又は未複合の標識の量が、特定の試薬がＰＲＯポリ
ペプチドに結合する又はＰＲＯポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。
薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持つ
化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、 1984年 9月 13日に発行された W
O 84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試験化
合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。ＰＲＯ
ポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＰＲＯポリペプチドと反応して洗浄さ
れる。結合したＰＲＯポリペプチドはこの分野で良く知られた方法により検出される。精
製したＰＲＯポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技術に使用するためにプレート
上に直接被覆することもできる。さらに、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、それを固体
支持体上に固定化するのに使用できる。
また、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに結合可能な中和抗体が、ＰＲＯポリペプチド又は
その断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニングアッセイも考慮
する。この方法において、抗体は、ＰＲＯポリペプチドで、一又は複数の抗原決定基を持
つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０１０１】
実施例１０８：合理的薬剤設計
合理的薬剤設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（例えば、ＰＲＯポリペ
プチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニスト、又はイ
ンヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの例は、ＰＲＯポリペプチドの
より活性で安定な形態又はインビボでＰＲＯポリペプチドに機能を促進又は阻害する薬剤
の創作に使用できる（参考、 Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991)）。
１つの方法において、ＰＲＯポリペプチド、又はＰＲＯ -インヒビター複合体の三次元構
造が、ｘ線結晶学により、コンピュータモデル化により、最も典型的には２つの方法の組
み合わせにより決定する。分子の構造を解明し活性部位を決定するためには、ＰＲＯポリ
ペプチドの形状及び電荷の両方が確認されなければならない。数は少ないが、ＰＲＯポリ
ペプチドの構造に関する有用な情報が相同タンパク質の構造に基づいたモデル化によって
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得られることもある。両方の場合において、関連する構造情報は、類似ＰＲＯポリペプチ
ド様分子の設計又は行こうなインヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用
な例は、 Braxton及び Wells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されているような
向上した活性又は安定性を持つ分子、又は Athauda等 , J. Biochem., 113: 742-746 (1993
)に示されているような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、又はアンタゴニスト
として作用する分子を含む。
また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離しその結晶
構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎をお
くことのできるファーマコア (pharmacore)を生成する。機能的な薬理学的に活性な抗体に
対する抗 -イディオタイプ抗体（抗 -ids）を生成することにより、タンパク質結晶学をバ
イパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗 -idsの結合部位は最初のレセプターの類
似物であると予測できる。抗 -idsは、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチドの
バンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファー
マコアとして機能するであろう。
本発明により、十分な量のＰＲＯポリペプチドがＸ線結晶学などの分析実験を実施するた
めに入手可能である。さらに、ここに提供したＰＲＯポリペプチドアミノ酸配列の知識は
、ｘ線結晶学に換える、又はそれに加えるコンピュータモデル化技術で用いられる知識を
提供する。
【０１０２】
実施例１１０：網膜 生存
　この実施例は種々のＰＲＯポリペプチドが網膜 の生存の促進において有効性を
有することを示す。
　妊娠７日のＳＤラット胎児（混合集団：グリア及び網膜 型）をＣＯ２麻酔に続
いて断頭により屠殺し、無菌条件下で眼を取り出した。神経網膜を色素上皮から切除し、
他の眼組織をＣａ２＋ 、Ｍｇ２＋ 無しのＰＢＳ中の 0.25%トリプシンを用いて単細胞懸濁
物中に解離させた。網膜を３７℃で７－１０分間インキュベートし、その後 1mlのダイズ
トリプシンインヒビターを添加することによりトリプシンを不活性化した。細胞を、Ｎ２
を添加し、特異的な試験ＰＲＯポリペプチド有り又は無しのＤＭＥＭ／Ｆ１２中、９６ -
ウェルプレートにウェル当たり 100,000細胞で蒔いた。全ての実験について、細胞は 5%Ｃ
Ｏ２の水飽和雰囲気下、３７℃で成長させた。培地中で２－３日後に細胞をカルセインＡ
Ｍで染色し、次いで 4%のパラホルムアルデヒドで固定し、全細胞カウントの測定のために
ＤＡＰＩで染色した。全細胞（蛍光）は、ＣＣＤカメラ及び MacIntosh用ＮＩＨ画像ソフ
トウェアを用いて 20X対物倍率で定量化した。ウェルの視野は無作為に選択した。
　種々の濃度のＰＲＯポリペプチドの効果は、培地中２－３日でのカルセインＡＭポジテ
ィブ細胞の合計数を、培地中２－３日のＤＡＰＩ標識細胞の合計数で除することにより計
算した。３０％を越える生存をポジティブと考える。以下のＰＲＯポリペプチドがこのア
ッセイでポジティブであった：ＰＲＯ６１７。
【０１０３】
実施例１１１： 体光受容体の生存
　この実施例は種々のＰＲＯポリペプチドが 体光受容体細胞の生存の促進において有
効性を有することを示す。
　妊娠７日のＳＤラット胎児（混合集団：グリア及び網膜ニューロン細胞型）をＣＯ２麻
酔に続いて断頭により屠殺し、無菌条件下で眼を取り出した。神経網膜を色素上皮から切
除し、他の眼組織をＣａ２＋ 、Ｍｇ２＋ 無しのＰＢＳ中の 0.25%トリプシンを用いて単細
胞懸濁物中に解離させた。網膜を３７℃で７－１０分間インキュベートし、その後 1mlの
ダイズトリプシンインヒビターを添加することによりトリプシンを不活性化した。細胞を
、Ｎ２を添加し、特異的な試験ＰＲＯポリペプチド有り又は無しのＤＭＥＭ／Ｆ１２中、
９６ -ウェルプレートにウェル当たり 100,000細胞で蒔いた。全ての実験について、細胞は
5%ＣＯ２の水飽和雰囲気下、３７℃で成長させた。培地中で２－３日後に細胞を 4%のパラ
ホルムアルデヒドで固定し、次いでセルトラッカーグリーンＣＭＦＤＡ染色した。
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Rho 4D2（腹水又はＩｇＧ 1:100）、可視色素ロドプシンに対するモノクローナル抗体を、
間接的免疫蛍光法による 体光受容体の検出に使用した。結果は％生存：培地中２－３
日のロドプシンポジティブ細胞の合計数で除した、培地中２－３日でのカルセイン／セル
トラッカー－ロドプシンポジティブ細胞の合計数で報告する。全細胞（蛍光）は、ＣＣＤ
カメラ及び MacIntosh用ＮＩＨ画像ソフトウェアを用いて 20X対物倍率で定量化した。ウェ
ルの視野は無作為に選択した。
　種々の濃度のＰＲＯポリペプチドの効果について、１０％を越える生存をポジティブと
考える。以下のＰＲＯポリペプチドがこのアッセイでポジティブであった：ＰＲＯ６１７
。
【０１０４】
実施例１１７：インサイツハイブリッド形成
インサイツハイブリッド形成は、細胞又は組織調製物内での核酸配列の検出及び局在化の
ための強力で多用途の技術である。それは、例えば、遺伝子発現部位の同定、転写物の組
織分布の分析、ウイルス感染の同定及び局在化、特定ｍＲＮＡ合成及び染色体マッピング
における追跡に有用である。
インサイツハイブリッド形成は、 Lu及び Gillett, Cell Vision 1: 169-176 (1994)のプロ
トコールの最適な変形に従って、ＰＣＲ生成３ ３ Ｐ -標識リボプローブを用いて実施され
る。簡単には、ホルマリン固定、パラフィン包埋ヒト組織を切片化し、脱パラフィンし、
プロテイナーゼＫ（ 20g/ml）で１５分間３７℃で脱タンパクし、さらに上掲の Lu及び Gill
ettに記載されたようにインサイツハイブリッド形成する。［３ ３ -Ｐ］ＵＴＰ -標識アン
チセンスリボプローブをＰＣＲ産物から生成し、５５℃で終夜ハイブリッド形成する。ス
ライドを Kodak NTB2核トラックエマルションに浸漬して４週間露出する。
３ ３ Ｐ -リボプローブ合成
6.0μ l（ 125mCi）の３ ３ Ｐ -ＵＴＰ（ Amersham BF 1002, SA<2000 Ci/mmol）をスピード真
空乾燥させた。乾燥３ ３ Ｐ -ＵＴＰを含む管に以下の成分を添加した：
2.0μ lの 5ｘ転写バッファー
1.0μ lのＤＴＴ（ 100mM）
2.0μ lのＮＴＰ混合物（ 2.5mM: 10μ ; 10mMの GTP, CTP&ATP+10μ lの H2 O）
1.0μ lのＵＴＰ（ 50μ M）
1.0μ lのＲｎａｓｉｎ
1.0μ lのＤＮＡテンプレート（ 1μ g）
1.0μ lのＨ２ Ｏ
1.0μ lのＲＮＡポリメラーゼ（ＰＣＲ産物について T3＝ AS, T7=S,通常）
管を３７℃で１時間インキュベートし、 1.0μ lの RQ1 ＤＮａｓｅを添加し、次いで３７℃
で１５分間インキュベートした。 90μ lのＴＥ（ 10mMトリス pH7.6／ 1mMのＥＤＴＡ pH8.0）
を添加し、混合物を DE81紙にピペットした。残りの溶液を Microcon-50限外濾過ユニット
に負荷し、プログラム１０を用いてスピンさせた（ 6分間）。濾過ユニットを第２の管に
変換し、プログラム２を用いてスピンさせた（ 3分間）。最終回収スピンの後、 100μ lの
ＴＥを添加した。 1μ lの最終生成物を DE81紙にピペットし 6mlの Biofluor IIで数えた。
プローブをＴＢＥ／尿素ゲル上で走らせた。 1-3μ lのプローブ又は 5μ lのＲＮＡ  Ｍｒｋ
ＩＩＩを 3μ lの負荷バッファーに添加した。加熱ブロック上で９５℃に３分間加熱した後
、ゲルを即座に氷上に置いた。ゲルのウェルをフラッシングし、試料を負荷し、 180-250
ボルトで 45分間走らせた。ゲルをサランラップでラップし、－７０℃冷凍機内で補強スク
リーンを持つＸＡＲフィルムに１時間から終夜露出した。
【０１０５】
３ ３ Ｐ -ハイブリッド形成
Ａ．凍結切片の前処理
スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに配置して室温で５分間解凍した。
トレイを５５℃のインキュベータに５分間配置して凝結を減らした。スライドを蒸気フー
ド内において 4%パラホルムアルデヒド中で５分間固定し、 0.5ｘＳＳＣで５分間室温で洗
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浄した（ 25ml 20xSSC + 975ml SQ H2 O）。 0.5μ g/mlのプロテイナーゼ中、３７℃で１０
分間の脱タンパクの後（ 250mlの予備加熱ＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の 10mg/
mlストック 12.5μ l）、切片を 0.5ｘＳＳＣで１０分間室温で洗浄した。切片を、 70%、 95%
、 100%エタノール中、各 2分間脱水した。
Ｂ．パラフィン包埋切片の前処理
スライドを脱パラフィンし、ＳＱ  Ｈ２ Ｏ中に配置し、 2ｘＳＳＣで室温において各々５分
間２回リンスした。切片を 20μ g/mlのプロテイナーゼＫ（ 250ｍｌのＲＮａｓｅ無しＲＮ
ａｓｅバッファー中 10mg/mlを 500μｌ；３７℃、１５分間）－ヒト胚又は８ｘプロテイナ
ーゼＫ（ 250mlのＲＮａｓｅバッファー中 100μ l、３７℃、３０分間）－ホルマリン組織
で脱タンパクした。続く 0.5ｘＳＳＣでのリンス及び脱水は上記のように実施した。
Ｃ．プレハイブリッド化
スライドをＢｏｘバッファー（ 4ｘＳＳＣ、 50%ホルムアミド）－飽和濾紙で列を作ったプ
ラスチックボックスに並べた。組織を 50μ lのハイブリッド形成バッファー（ 3.75gデキス
トラン硫酸＋ 6mlＳＱ  Ｈ２ Ｏ）で被覆し、ボルテックスし、キャップを外して２分間マイ
クロ波で加熱した。氷上で冷却した後、 18.75mlのホルムアミド、 3.75ｍｌの 20ｘＳＳＣ
及び 9mlのＳＱ  Ｈ２ Ｏを添加し、組織を良くボルテックスし、４２℃で 1-4時間インキュ
ベートした。
Ｄ．ハイブリッド形成
スライド当たり 1.0ｘ 10６ cpmのプローブ及び 1.0μ lのｔＲＮＡ（ 50mg/mlストック）を９
５℃で３分間加熱した。スライドを氷上で冷却し、スライド当たり 48μ lのハイブリッド
形成バッファーを添加した。ボルテックスの後、 50μ lの３ ３ Ｐ混合物をスライド上のプ
レハイブリッド 50μ lに添加した。スライドを５５℃で終夜インキュベートした。
Ｅ．洗浄
洗浄は、 2ｘ 10分間、 2ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで室温で実施し（ 400mlの 20ｘ SSC＋ 16mlの 0.25
M EDTA、Ｖｆ ＝４Ｌ）、次いでＲＮａｓｅＡ処理を３７℃で３０分間行った（ 250mlＲＮ
ａｓｅバッファー中 10mg/mlを 500μｌ＝ 20μ g/ml）。スライドを 2ｘ 10分間、ＥＤＴＡで
室温において洗浄した。緊縮性洗浄条件は次の通り：５５℃で２時間、 0.1ｘＳＳＣ、Ｅ
ＤＴＡ（ 20mlの 20ｘ SSC＋ 16mlの EDTA、Ｖｆ ＝４Ｌ）。
Ｆ．オリゴヌクレオチド
インサイツ分析を、ここに開示した種々のＤＮＡ配列について実施した。この分析に用い
たオリゴヌクレオチドは、ここに開示した核酸配列から誘導し、一般的に約４０～５５ヌ
クレオチド長の範囲であった。
【０１０６】
材料の寄託
次の細胞系をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション ,12301 パークローンドラ
イブ、ロックビル、メリーランド、米国 (ATCC)に寄託した：
材料　　　　　　　　  ATCC寄託番号　　　　寄託日
DNA48309-1280　　　　 ATCC 209656　　　 1998年 3月 5日
【０１０７】
この寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及びその
規則 (ブダペスト条約 )の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から３０年間、寄託
の生存可能な培養が維持されることを保証するものである。寄託物はブダペスト条約の条
項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣＣから入手するこ
とができ、これは、どれが最初であろうとも、関連した米国特許の発行時又は任意の米国
又は外国特許出願の公開時に、寄託培養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とするこ
とを保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則 (特に参照番号８８６
ＯＧ６３８の３７ＣＦＲ第１．１４条を含む )に従って権利を有すると米国特許庁長官が
決定した者に子孫を入手可能とすることを保証するものである。
本出願の譲受人は、寄託した培養物が、適切な条件下で培養されていた場合に死亡もしく
は損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のものと即座に取り替えることに
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同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認められた権
利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない。
上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分であると
考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として意図されており、機
能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため、寄託された作成物により、
本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの物質の寄託は、ここに含まれる文書に
よる説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側面の実施を可能にするために不
十分であることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して請求の範囲を制
限するものと解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明
を様々に改変することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の
請求の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【図１】　天然配列ＰＲＯ６１７ｃＤＮＡの核酸配列（配列番号：８４）を示す。配列番
号：８４は、ここで「ＵＮＱ３５３」及び／又は「ＤＮＡ４８３０９－１２８０」と命名
されるクローンである。
【図２】　図１に示した配列番号：８４のコード化配列から誘導されたアミノ酸配列（配
列番号：８５）を示す。
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摘要(译)

要解决的问题：提供编码多肽的新多肽和核酸分子。 ŽSOLUTION：新
的多肽，以及编码多肽的核酸分子。另外，载体砂宿主细胞分别含有核
酸序列。嵌合多肽分子含有与异源多肽序列融合的多肽。与多肽结合的
抗体。以及制备多肽的方法。 Ž
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