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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１のヌクレオチド配列、
　（ｂ）ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１番までのＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１のヌ
クレオチド配列、
　（ｃ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９の完全長タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列、
　（ｄ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９の成熟タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列、
　（ｅ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列を含んで成るタンパク質をコードするヌク
レオチド配列、
　（ｆ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントを含むタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記フラグメントが、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２の連続し
た３０個のアミノ酸を含み、及びさらにＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸５０番－６０番
、６３番－８１番及び１６８番－１７７番から成る群から選ばれるモチーフを含む、ヌク
レオチド配列、
　（ｇ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｄ）に明示したポリヌクレオチドのいずれか一つ
に、少なくとも、６５℃で１倍のＳＳＣという緊縮な条件下でハイブリダイズするポリヌ
クレオチドのヌクレオチド配列であって、Ｓｔａｔ３のリン酸化を誘導するポリペプチド
をコードしているポリヌクレオチドのヌクレオチド配列、及び
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　（ｈ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸３４番－１７９番のアミノ酸配列を含むタンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列
からなる群のうちのいずれかから選択されるヌクレオチド配列を含む、単離ポリヌクレオ
チド。
【請求項２】
　前記ポリヌクレオチドが、機能可能なように、少なくとも一つの発現制御配列に連結さ
れている、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　請求項２に記載のポリヌクレオチドで形質転換させたホスト細胞。
【請求項４】
　前記細胞がほ乳類細胞である、請求項３に記載のホスト細胞。
【請求項５】
　請求項２に記載のポリヌクレオチドにコードされたタンパク質を生成するプロセスであ
って、（ａ）請求項２に記載のポリヌクレオチドで形質転換させたホスト細胞の培養物を
、適した培地で成長させるステップと、（ｂ）前記タンパク質を前記培養物から精製する
ステップとを含む、プロセス。
【請求項６】
　請求項５に記載のプロセスに基づいて生成されたタンパク質。
【請求項７】
　請求項６に記載のタンパク質をコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項８】
　前記ポリヌクレオチドが、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩ
Ｌ－１９／ＡＥ２８９のｃＤＮＡインサートを含む、請求項７に記載のポリヌクレオチド
。
【請求項９】
　（ａ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列、
　（ｂ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントであって、ＳＥＱ ＩＤ 
ＮＯ：２の連続した３０個のアミノ酸、及びさらにＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸５０
番－６０番、６３番－８１番及び１６８番－１７７番から成る群から選ばれるモチーフを
含む、フラグメント、
　（ｃ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９のｃＤＮＡインサートにコードされたアミノ酸配列、及び
　（ｄ）ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸３４番－１７９番のアミノ酸配列、からなる群
のうちのいずれかから選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたタンパク質。
【請求項１０】
　前記タンパク質が、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列を含む、請求項９に記載のタ
ンパク質。
【請求項１１】
　前記ポリヌクレオチドが、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１のヌクレオチド配列を含む、請求項１
に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　前記ポリヌクレオチドが、ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１番までのＳＥＱ
 ＩＤ ＮＯ：１のヌクレオチド配列を含む、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　前記ポリヌクレオチドが、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩ
Ｌ－１９／ＡＥ２８９の完全長タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列を含む、
請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　前記ポリヌクレオチドが、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩ
Ｌ－１９／ＡＥ２８９のｃＤＮＡインサートにコードされた完全長タンパク質をコードす
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る、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　前記ポリヌクレオチドが、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたｈＧＩＬ－１９
／ＡＥ２８９の成熟タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列を含む、請求項１に
記載のポリヌクレオチド。
【請求項１６】
　前記ポリヌクレオチドが、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩ
Ｌ－１９／ＡＥ２８９のｃＤＮＡインサートにコードされた成熟タンパク質をコードする
、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１７】
　前記ポリヌクレオチドが、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列を含むタンパク質をコ
ードする、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　前記タンパク質が、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントであって、
ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２の連続した３０個のアミノ酸を含んで成る、フラグメント、を含む
、請求項９に記載のタンパク質。
【請求項１９】
　前記タンパク質が、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１
９／ＡＥ２８９のｃＤＮＡインサートにコードされたアミノ酸配列を含む、請求項９に記
載のタンパク質。
【請求項２０】
　前記タンパク質がＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミノ酸３４番－１７９番のアミノ酸配列を
含む、請求項９に記載のタンパク質に結合する抗体又はそのフラグメント。
【請求項２１】
　モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、CDR移植抗体及
びヒト化抗体から成る群より選択される、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２２】
　ヒト抗体である、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２３】
　モノクローナル抗体である、請求項２１又は２２に記載の抗体。
【請求項２４】
　前記たんぱく質が、アミノ酸３４番から１７０番までの、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２のアミ
ノ酸配列を含む、請求項９に記載のタンパク質。
【請求項２５】
　請求項１８に記載のタンパク質を担体分子に結合させて含む融合タンパク質。
【請求項２６】
　前記担体分子が免疫グロブリン又は免疫グロブリンのFc部分である、請求項２５に記載
の融合タンパク質。
【請求項２７】
　請求項９に記載されたタンパク質を用いて、ヒトを除く動物を免疫することにより請求
項９のタンパク質に特異的に結合する抗体を作成する方法。
【請求項２８】
　請求項２７の方法により作製される抗体。
【請求項２９】
　前記抗体がモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、CDR
が移植された抗体、又はヒト化抗体である、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　前記抗体がモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、CDR
が移植された抗体、又はヒト化抗体である、請求項２８に記載の抗体。
【請求項３１】
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　前記抗体がヒト抗体である、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
　前記抗体がヒト抗体である、請求項２８に記載の抗体。
【請求項３３】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項３０に記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願の参考
本発明は、１９９９年４月２８日に出願された（係属中の）先願の暫定出願である米国特
許出願第６０／１３１，４７３号、題名「ヒトＴＩＦ／ＡＥ２８９タンパク質、及び、同
タンパク質をコードするポリヌクレオチド」の利益を請求するものである。上記の特許出
願の内容全体を、この言及をもってここに編入することとする。
【０００２】
発明の分野
本発明は、インターロイキン－１０（ＩＬ－１０）に対して相同性を示す新規なタンパク
質、及び、このようなタンパク質をコードするポリヌクレオチドや、これらのポリヌクレ
オチド及びタンパク質の治療上、診断上及び研究上の利用法を提供するものである。
【０００３】
発明の背景
タンパク質因子（例えばリンホカイン、インターフェロン、ＣＳＦ及びインターロイキン
などのサイトカインなどを含む）の発見を目指した技術は、過去１０年の間に急速に成熟
してきた。現在、日常的な技術であるハイブリダイゼーション・クローニング技術及び発
現クローニング技術は、発見したタンパク質に直接関連する情報（即ち、ハイブリダイゼ
ーション・クローニングの場合には当該タンパク質の部分的ＤＮＡ／アミノ酸配列であり
、発現クローニングの場合には当該タンパク質の活性である）に依拠するという意味で、
新規なポリヌクレオチドを「直接」クローンする。より最近の「間接的な」クローニング
技術には、例えば、今ではよく認識された分泌リーダ配列モチーフの存在に基づいてＤＮ
Ａ配列を単離するシグナル配列クローニングや、様々なＰＣＲに基づいたクローニング技
術又は低緊縮ハイブリダイゼーション・クローニング技術があり、これらのおかげで当業
の水準が進歩し、リーダ配列クローニングの場合には分泌した性質を利用して、又は、Ｐ
ＣＲに基づく技術の場合には細胞又は組織源を利用して、生物活性を有すると判明してい
るタンパク質に関する多数のＤＮＡ／アミノ酸配列を得られるようになった。これらのタ
ンパク質、及び、それらをコードするポリヌクレオチドに、本発明は関するものである。
【０００４】
発明の概要
一実施例では、本発明は：
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチド、
（ｂ）ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１番までのＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のヌ
クレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチド、
（ｃ）受託番号ＡＴＣＣ　２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９の完全長タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチ
ド、
（ｄ）受託番号ＡＴＣＣ　２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９のｃＤＮＡインサートにコードされた完全長タンパク質をコードするポリヌクレオチド
、
（ｅ）受託番号ＡＴＣＣ　２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９の成熟タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチド
、
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（ｆ）受託番号ＡＴＣＣ　２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９のｃＤＮＡインサートにコードされた成熟タンパク質をコードするポリヌクレオチド、
（ｇ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列を含んで成るタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチド、
（ｈ）生物活性を有するＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントを含ん
で成るタンパク質をコードするポリペプチドであって、前記フラグメントが、ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：２のうちの連続した８つのアミノ酸を含んで成る、ポリヌクレオチド、
（ｉ）上記（ａ）－（ｆ）のポリヌクレオチドの対立遺伝子バリアントであるポリヌクレ
オチド、
（ｊ）上記（ｇ）又は（ｈ）のタンパク質の種間相同体をコードするポリヌクレオチド、
（ｋ）（ａ）－（ｈ）に示したポリヌクレオチドのいずれか一つに緊縮条件下でハイブリ
ダイズするポリヌクレオチド、及び
（ｌ）（ａ）－（ｈ）に示したポリヌクレオチドのいずれか一つに緊縮条件下でハイブリ
ダイズし、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の長さの少なくとも２５％の長さを有するポリヌクレ
オチド、
からなる群のうちのいずれかから選択される単離されたポリヌクレオチドを含んで成る組
成物を提供する。
【０００５】
好ましくは、このようなポリヌクレオチドは、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のヌクレオチド６
５番からヌクレオチド６０１番までのヌクレオチド配列；受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１
で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９の完全長タンパク質コーディング配列
のヌクレオチド配列；又は、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩ
Ｌ－１９／ＡＥ２８９の成熟タンパク質コーディング配列のヌクレオチド配列（例えばＳ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のヌクレオチド１番から１１７７番など）を含んで成る。別の好適
な実施例では、当該ポリヌクレオチドは、受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたク
ローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９のｃＤＮＡインサートがコードする完全長又は成熟タ
ンパク質（例えばＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸１番から１７９番まで）をコードし
ている。さらに好適な実施例では、本発明は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列の
一フラグメントを含んで成る、生物活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドであって、前記フラグメントが、好ましくはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２の８個の（より好
ましくは２０個の、最も好ましくは３０個の）連続したアミノ酸を含んで成る、ポリヌク
レオチドか、又は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントを含んで成
る、生物活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドであって、前記フラグメ
ントが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸８４番からアミノ酸９３番までのアミノ酸配
列を含んで成る、ポリヌクレオチド、を提供するものである。
【０００６】
その他の実施例は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のｃＤＮＡ配列に相当する遺伝子を提供する
。
【０００７】
本発明の更なる実施例は、
（ａ）（ｉ）（ａａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の３’端のポリ（Ａ）の尾を除いたＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：１、及び
（ａｂ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１　９／ＡＥ２
８９のｃＤＮＡインサートのヌクレオチド配列、
からなる群のうちのいずれかから選択されるヌクレオチド配列に６５℃の６倍のＳＳＣ中
でハイブリダイズする一つ又はそれ以上のポリヌクレオチド・プローブを作製するステッ
プと、
（ｉｉ）前記プローブをヒトゲノムＤＮＡに、少なくとも、５０℃の４倍のＳＳＣといっ
た緊縮な条件下で、ハイブリダイズさせるステップと、
（ｉｉｉ）前記プローブで検出されたＤＮＡポリヌクレオチドを単離するステップと
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を含むプロセス、及び
（ｂ）（ｉ）（ｂａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の３’端のポリ（Ａ）の尾を除いたＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：１、及び
（ｂｂ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１　９／ＡＥ２
８９のｃＤＮＡインサートのヌクレオチド配列、
からなる群のうちのいずれかから選択されるヌクレオチド配列に６５℃の６倍のＳＳＣ中
でハイブリダイズする一つ又はそれ以上のポリヌクレオチド・プライマを作製するステッ
プと、
（ｉｉ）前記プライマをヒトゲノムＤＮＡに、少なくとも、５０℃の４倍のＳＳＣといっ
た緊縮な条件下で、ハイブリダイズさせるステップと、
（ｉｉｉ）ヒトＤＮＡ配列を増幅するステップと、
（ｉｖ）ステップ（ｂ）（ｉｉｉ）のポリヌクレオチド生成物を単離するステップと
を含むプロセス
からなる群のうちのいずれかから選択されるプロセスに基づいて生成された、単離ポリヌ
クレオチドを提供するものである。好ましくは、上記のプロセスに基づいて単離されるポ
リヌクレオチドは、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のｃＤＮＡ配列に相当するヌクレオチド配列
を含んで成り、但し当該ヌクレオチド配列は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の５’端に相当す
るヌクレオチド配列から、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の３’端に相当するヌクレオチド配列
まで連続して延びた、しかしＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の３’端にあるポリ（Ａ）の尾を除
いた配列である。また、好ましくは、上記のプロセスに基づいて単離されるポリヌクレオ
チドが、ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１番までのＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の
ｃＤＮＡ配列に相当するヌクレオチド配列を含んで成り、但し当該ヌクレオチド配列は、
ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１番までのＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の前記配列
の５’端に相当するヌクレオチド配列から、ヌクレオチド６５番からヌクレオチド６０１
番までのＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の前記配列の３’端に相当するヌクレオチド配列まで連
続して延びた配列である。
【０００８】
別の実施例では、本発明は、ある一つのタンパク質を含んで成る組成物を提供するもので
あり、但し当該タンパク質は、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列、
（ｂ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列の一フラグメントであって、ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：２の連続した８個のアミノ酸を含んで成る、フラグメント、及び
（ｃ）受託番号ＡＴＣＣ２０７２３１で寄託されたクローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９
のｃＤＮＡインサートがコードするアミノ酸配列
からなる群のうちのいずれかから選択されるアミノ酸配列を含んで成り、その他のほ乳類
タンパク質を略、含まない。好ましくは、このようなタンパク質は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２のアミノ酸配列を含んで成るとよい。さらに好適な実施例では、本発明は、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列の、生物活性を有するフラグメントを含んで成るタンパク
質を提供するものであり、但し当該フラグメントは、好ましくはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
のアミノ酸のうちの連続した８個（より好ましくは２０個、最も好ましくは３０個）のア
ミノ酸を含んで成るとよい。
【０００９】
いくつかの好適な実施例では、前記ポリヌクレオチドは、機能可能なよう、発現制御配列
に連結されている。さらに本発明は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、及びほ乳類細胞を
含め、このようなポリヌクレオチド組成物で形質転換したホスト細胞も提供する。さらに
本発明は、ここに開示したポリヌクレオチド配列に相当する遺伝子の発現を向上させた、
減少させた、又は改変した生物も提供する。
【００１０】
さらに、
（ａ）このようなポリヌクレオチド組成物で形質転換したホスト細胞の培養物を適した培
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地で成長させるステップと、
（ｂ）前記培養物からタンパク質を精製するステップと
を含む、タンパク質を生成するプロセスも提供する。本発明では、このような方法で生成
されるタンパク質も提供する。
【００１１】
本発明のタンパク質組成物は、さらに薬学的に容認可能な担体を含んで成っていてもよい
。このようなタンパク質と特異的に反応する抗体を含んで成る組成物も、本発明により提
供する。
【００１２】
さらに、本発明のタンパク質及び薬学的に容認可能な担体を含んで成る組成物を治療上有
効量、ほ乳類の被験体に投与するステップを含む、医学的状態を防止する、治療する又は
改善する方法も、提供する。
【００１３】
詳細な説明
単離タンパク質及びポリヌクレオチド
本出願に開示した各クローン及びタンパク質のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列の、今
の段階で決定されているものを、下に報告する。各クローンのヌクレオチド配列は、寄託
されているクローンを公知の方法で配列決定すれば、容易に決定することができる。こう
して、推定アミノ酸配列（完全長及び成熟型の両方）をこのようなヌクレオチド配列から
決定することができる。特定のクローンがコードするタンパク質のアミノ酸配列も、適し
たホスト細胞内でそのクローンを発現させ、タンパク質を採集し、その配列を決定すれば
、決定が可能である。
【００１４】
ここで用いた「分泌」タンパク質とは、適したホスト細胞内で発現させたときに、そのア
ミノ酸配列中のシグナル配列の結果としての輸送も含め、膜を横切って又は膜を通って輸
送されるものである。「分泌」タンパク質には、限定はしないが、それが発現された細胞
内から完全に分泌されるタンパク質（例えば可溶性タンパク質）や、部分的に分泌される
タンパク質（例えば受容体）が含まれる。さらに「分泌」タンパク質には、限定はしない
が、小胞体の膜を通過して輸送されるタンパク質も含まれる。
【００１５】
クローン「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」
本発明のポリヌクレオチドは、当初クローン「ｈＴＩＦ／ＡＥ２８９」と同定され、後に
改称され、ここでは「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」及び「ｈＧＩＬ－１９」とも言及さ
れている。クローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９は、以下の方法に基づいて単離した。コ
ンカナバリンＡ及び骨髄由来樹状細胞の両方で活性化させた脾細胞から作製したマウスｃ
ＤＮＡライブラリからマウスＥＳＴを同定した。このＥＳＴは、分泌たんぱく質をコード
するｃＤＮＡに対して選択的な方法を用いて同定された（米国特許第５，５３６，６３７
号を参照されたい）。このマウスＥＳＴ配列を用いて、完全長マウスクローンを同じｃＤ
ＮＡライブラリから単離した（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４；図１はマウスＧＩＬ－１９ｃＤ
ＮＡの配列を示す）。このマウスクローンの配列を分析した結果、インターロイキン－１
０（ＩＬ－１０）に対して有意な相同性があることが分かった。
【００１６】
このマウスクローンのヒト相同体を単離するために、ＩＬ－１０に対して相同性を示すマ
ウス配列領域に基づき、ＰＣＲプライマを作製した。ヒトＰＢＭＣライブラリの増幅にこ
のようなプライマを用いて、有意な大きさのＰＣＲ生成物を得た。このＰＣＲ生成物の配
列を分析すると、それがマウスｃＤＮＡの相同体であることが確認できた。オリゴヌクレ
オチドをその部分的ヒトクローンの配列から作製し、このオリゴヌクレオチドを用いて完
全長ヒトクローンをＰＢＭＣライブラリから単離した。
【００１７】
ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９は、完全長ヒトクローンであり、分泌たんぱく質（ここでは
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「ｈＴＩＦ／ＡＥ２８９たんぱく質」、「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９たんぱく質」及び
「ｈＧＩＬ－１９たんぱく質」とも言及されている」のコーディング配列全体を含んでい
る。その配列を分析すると、ＩＬ－１０に対するその相同性を確認できる。
【００１８】
現在確定されているｈＧＩＬ－１９のヌクレオチド配列は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１で報
告されており、ポリ（Ａ）の尾も含まれている。前述のヌクレオチド配列に相当する完全
長ｈＧＩＬ－１９たんぱく質の開放読み取り枠及びアミノ酸配列は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２で報告されている。成熟ｈＧＩＬ－１９のアミノ酸配列は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
のアミノ酸３４番から１７９番までに相当する。
【００１９】
クローン「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」は、ブダペスト条約に基づく最初の寄託として
アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（アメリカ合衆国、２０１１０－２２０
９、バージニア州マナサス、１０８０１、ブルバード大学）に１９９９年４月２８日に寄
託され、受託番号ＡＴＣＣ　２０７２３１を与えられた。公共によるこの寄託物質の取得
に関する制限はすべて、37 C.F.R、1.808条(b)に明示された要件に関するものを除き、本
特許付与をもって取り消し不能に撤廃されるが、該寄託の条件は、37 C.F.R.　 1.806条
に従うものとする。
【００２０】
さらに、本発明のタンパク質のフラグメント（例えば生物活性を呈することのできるフラ
グメント）も本発明の包含するところである。タンパク質フラグメントは線形であっても
よく、又は、例えば、両者とも言及をもってここに編入するH.U. Saragovi, et al., Bio
/Technology 10, 773-778 (1992) 及びR.S. McDowell, et al., J. Amer. Chem. Soc. 11
4, 9245-9253 (1992)に説かれたものなどの公知の方法を用いて環状にしてもよい。例え
ばタンパク質結合部位の結合価を高めるなど、多くの目的に向けて、このようなフラグメ
ントを免疫グロブリンなどの担体分子に融合させてもよい。例えば、タンパク質フラグメ
ントを、「リンカ」配列を介して免疫グロブリンのＦｃ部分に融合してもよい。当該タン
パク質が二価の場合、このような融合をＩｇＧ分子のＦｃ部分に対して行ってもよいであ
ろう。このような融合を生じさせるには、さらにその他の免疫グロブリンアイソタイプを
用いてもよい。例えば、タンパク質とＩＧＭとを融合させると、１０価型の本発明のタン
パク質が得られるであろう。
【００２１】
さらに本発明は、完全長及び成熟型の両方の、開示したタンパク質を提供するものである
。完全長型のこのようなタンパク質は、各開示されたクローンのヌクレオチド配列の翻訳
により配列表から同定される。成熟型のこのようなタンパク質は、開示した完全長ポリヌ
クレオチド（好ましくはＡＴＣＣに寄託されたもの）を適したほ乳類細胞又はその他のホ
スト細胞で発現させることにより、得てもよい。さらに成熟型の該タンパク質の配列は、
完全長型のアミノ酸配列からも決定が可能であり、またここでは例えばＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：２のアミノ酸１番から１７９番までと述べておく。
【００２２】
さらに本発明は、ここに開示したポリヌクレオチド配列に相当する遺伝子も提供する。「
相当する遺伝子」とは、ｃＤＮＡポリヌクレオチド配列を得るもととなるｍＲＮＡに転写
されるゲノム領域であり、このような遺伝子の調節された発現に必要な、連続したゲノム
領域も含めてよい。従って、相当する遺伝子には、限定はしないが、コーディング配列、
５’端及び３’端の非翻訳領域、選択的にスプライスされるエキソン、イントロン、プロ
モータ、エンハンサ、及びサイレンサ又はサプレッサ因子が含まれよう。ここに開示した
配列情報を用い、公知の方法に基づいて、相当する遺伝子を単離することができる。この
ような方法には、開示した配列情報からプローブ又はプライマを作製し、適切なゲノムラ
イブラリ、又は、その他のゲノム物質の供給源中で、遺伝子を同定及び／又は増幅するこ
とが含まれる。「単離遺伝子」とは、当該遺伝子を単離した元の生物ゲノム中に存在する
、何らかの隣り合ったコーディング配列から分離された遺伝子である。
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【００２３】
ここに開示したポリヌクレオチド配列に対応する染色体上の位置は、例えば適宜標識した
本発明のポリヌクレオチドを染色体にインシトゥーでハイブリダイズさせるなどにより、
決定が可能である。また、既に特定の染色体上位置にマッピングされた発現遺伝子配列断
片（ＥＳＴ）などの公共のデータベース中で有意に類似のヌクレオチド配列を特定するこ
とによっても、開示したポリヌクレオチドの対応する染色体上の位置を決定できよう。こ
こに開示したポリヌクレオチド配列のうちの少なくともいくつかについては、本発明のポ
リヌクレオチドに対して少なくとも何らかの類似性を持つ公共データベースの配列が、デ
ータベース受託番号によりリストされている。こうして、これら公共データベース配列の
ジェンバンク受託番号を用いて、アドレスhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/を有す
るナショナル・センター・フォー・バイオテクノロジー・インフォメーションが提供する
インターネット・サイトを検索すれば、重複遺伝子の「ユニジーン・クラスタ」を特定す
ることができる。こうして特定された「ユニジーン・クラスタ」のうちの多くは、既に特
定の染色体部位にマッピング済みであるだろう。
【００２４】
ここに開示されたポリヌクレオチド配列に相当する遺伝子の発現が向上、減少、又は改変
されている生物も提供する。遺伝子発現の所望の変更は、遺伝子から転写されるｍＲＮＡ
に結合する、及び／又は、ｍＲＮＡを開裂させる、アンチセンスポリヌクレオチド又はリ
ボ酵素を用いれば達成が可能である（Albert and Morris, 1994, Trends Pharmacol. Sci
. 15(7): 250-254; Lavarosky et al., 1997, Biochem. Mol. Med. 62(1): 11-22; 及びH
ampel, 1998, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 58: 1-39; これらすべてを、言及を
もってここに編入することとする）。ここに開示したポリヌクレオチド配列に相当する遺
伝子のコピーを複数有するトランスジェニック動物も提供するが、このトランスジェニッ
ク動物は、好ましくは、形質転換された細胞又はそれらの後代において安定に維持される
遺伝子作製物で、細胞を形質転換させることにより、作製されるとよい。遺伝子制御領域
が改変されたことにより、遺伝子発現レベルが増加した又は減少したトランスジェニック
動物や、遺伝子発現の時間的又は空間的パターンが変更されたトランスジェニック動物も
提供する（言及をもってここに編入するヨーロッパ特許第０６４９　４６４Ｂ１を参照さ
れたい）。さらに、ここに開示したポリヌクレオチド配列に相当する遺伝子に外来の配列
を挿入したり、又は、該相当する遺伝子の全部又は一部を削除して、この相当する遺伝子
を部分的に又は完全に失活させた生物も提供する。部分的又は完全な遺伝子の失活は、転
位因子の挿入、好ましくは不正確な切り出しの後の転位因子の挿入（Plasterk, 1992, Bi
oessays 14(9): 629-633; Zwaal et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(16): 7
431-7435; Clark et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91(2): 719-722; これら
すべてを言及をもってここに編入する）を行ったり、又は、相同的組換えを行い、好まし
くはそれを正／負の遺伝子選別法で検出する(Mansour et al., 1988, Nature 336: 348-3
52; 米国特許第５，４６４，７６４号；　第５，４８７，９９２号；　第５，６２７，０
５９号；　第５，６３１，１５３号；　第５，６１４，　３９６号；　第５，６１６，４
９１号；　及び第５，６７９，５２３号、これらすべてを言及をもってここに編入する）
ことにより、達成することができる。遺伝子発現が変更されたこれらの生物は好ましくは
真核生物であるとよいが、より好ましくはほ乳類であるとよい。このような生物は、前記
相当する遺伝子が関与する異常の研究に向けたヒト以外のモデルの開発や、前記相当する
遺伝子のタンパク質生成物と相互作用する分子の同定に向けたアッセイ系の開発に、有用
である。
【００２５】
本発明のタンパク質が（例えば受容体であるなど）膜結合型である場合、本発明はさらに
このようなタンパク質の可溶型も提供する。このような型では、タンパク質を発現させた
細胞からそのタンパク質が完全に分泌されるよう、そのタンパク質の細胞内ドメイン及び
膜貫通ドメインの一部又は全部は削除される。本発明のタンパク質の細胞内ドメイン及び
膜貫通ドメインは、このようなドメインを配列情報から決定する公知の技術に基づいて特
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定することができる。例えば、ＴｏｐＰｒｅｄＩＩコンピュータプログラムを用いれば、
アミノ酸配列中の膜貫通ドメインの位置を予測することができ、このときこの膜貫通ドメ
インは、報告された中央の残基の両側に各々少なくとも１０個の膜貫通アミノ酸を持つ膜
貫通ドメインの中央の位置で記述される。
【００２６】
本発明のタンパク質及びタンパク質フラグメントには、開示したタンパク質の長さの少な
くとも２５％（より好ましくは少なくとも５０％、そして最も好ましくは少なくとも７５
％）の長さであり、かつ、開示したタンパク質に対して、少なくとも６０％の配列同一性
（より好ましくは少なくとも７５％の同一性、最も好ましくは少なくとも９０％又は９５
％の同一性）を持つアミノ酸配列を有するタンパク質が含まれ、但しこのときの配列同一
性は、重複部分及び同一部分が最大になり、配列間のギャップを最小にするようアライメ
ントしたときのタンパク質のアミノ酸配列を比較することにより、決定される。さらに本
発明には、開示したタンパク質のうちの連続したアミノ酸を８個又はそれ以上（より好ま
しくは２０個又はそれ以上の、最も好ましくは３０個又はそれ以上の）含んで成る部分に
対して、少なくとも７５％の配列同一性（より好ましくは少なくとも８５％の同一性、最
も好ましくは少なくとも９５％の同一性）を持つこのような部分を含有するタンパク質及
びタンパク質フラグメントが含まれる。
【００２７】
別の実施例では、本発明のタンパク質、タンパク質フラグメント、及び、組換えタンパク
質には、少なくとも一つの「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９受容体結合モチーフ」の存在に
基づいて同定できるものが含まれる。ここで用いられた用語「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８
９受容体結合モチーフ」には、ｈＧＩＬ－１９がその必須な受容体に結合するのに重要な
アミノ酸配列又は残基が含まれる。好適な実施例の一つでは、ｈＧＩＬ－１９タンパク質
は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のおよそアミノ酸５０番から６０番を含むｈＧＩＬ－１９／
ＡＥ２８９受容体結合モチーフを含有する。別の実施例では、ＧＩＬ－１９タンパク質は
、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のおよそアミノ酸６３番から８１番を含むｈＧＩＬ－１９／Ａ
Ｅ２８９受容体結合モチーフを含有する。さらに別の実施例では、ＧＩＬ－１９タンパク
質は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のおよそアミノ酸１６８番から１７７番を含むｈＧＩＬ－
１９／ＡＥ２８９受容体結合モチーフを含有する。ある一つの好適な実施例では、ＧＩＬ
－１９タンパク質は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸５０番から６０番、アミノ酸６
３番から８１番、及び／又は、およそアミノ酸１６８番から１７７番のうちの少なくとも
一つを含むｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９受容体結合モチーフを含有する。
【００２８】
さらに別の実施例では、ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９受容体結合モチーフは、ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：２のアミノ酸５０番から６０番、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸６３番か
ら８１番、及び、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸１６８番から１７７番からなる群の
うちのいずれかから選択されるアミノ酸配列に対し、少なくとも９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％又はそれ以上同一なアミノ酸配列を有する。
【００２９】
別の実施例では、本発明のタンパク質、タンパク質フラグメント、及び、組換えタンパク
質には、少なくとも一つ、二つ、三つ、四つ又はそれ以上の、Ｎ結合型糖付加部位の存在
に基づいて同定できるものが含まれる。
【００３０】
具体的には、配列の同一性はWU-BLAST(ワシントン大学 BLAST）バージョン2.0のソフトウ
ェアを用いて決定してもよく、このソフトウェアは、WU-BLASTバージョン1.4に基づいて
作製されたものであり、こちらのWU-BLASTバージョン1.4は、公共のドメインNCBI-BLAST
バージョン1.4に基づいている(Altschul and Gish, 1996, Local alignment statistics,
 Doolittle ed., Methods in Enzymology 266: 460-480; Altschul et al., 1990, Basic
 local alignment search tool, Journal of Molecular Biology 215: 403-410; Gish an
d States, 1993, Identification of protein coding regions by database similarity 
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search, Nature Genetics 3: 266-272; Karlin and Altschul, 1993, Applications and 
statistics for multiple high-scoring segments in molecular sequences, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877; これらのすべてを言及をもっってここに編入する）。
いくつかのユニシス・プラットフォームで実行できるWU-BLAST バージョン2.0は、ftp://
blast.wustl.edu/blast/executablesからダウンロードできる。検索プログラムの全一揃
え (BLASTP、BLASTN、BLASTX、TBLASTN、及びTBLASTX)は、いくつかの支援プログラムと
一緒にこのサイトで提供されている。WU-BLAST 2.0 には著作権があり、著者による書面
での明確な同意がなければ、いかなる形態又は方法でも販売又は再販ができないが、公表
された実行可能プログラムは、商業的、非営利、又は学術上の目的に向けて自由に利用で
きる。この一揃えの中の検索プログラム、即ちBLASTP、BLASTN、BLASTX、TBLASTN 及びTB
LASTXのいずれにおいても、ギャップド・アラインメントのルーチンはデータベース検索
自体に一体化されており、従って、より良好な感受性及び選択性が得られ、尚かつより容
易に、翻訳結果を得ることができる。これらのプログラムのいずれにおいても、必要に応
じ、ギャッピングを選択によって切っておくことができる。ギャップ長１のデフォルト・
ペナルティ（Ｑ）は、タンパク質及びBLASTPの場合はＱ＝９であり、BLASTINの場合はＱ
＝１０であるが、ゼロ、１から８、９、１０、１１、１２から２０、２１から５０、５１
から１００、等々、を含め、いかなる整数値に変更してもよい。ギャップを伸長する際の
残基当たりのデフォルト・ペナルティ（Ｒ）は、タンパク質及びBLASTPの場合にはＲ＝２
であり、BLASTNの場合はＲ＝１０であるが、ゼロ、１、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１０、１１、１２から２０、２１から５０、５１から１００、等々、を含め、い
かなる整数値に変更してもよい。重複及び同一性を最大にし、配列のギャップを少なくす
るよう配列をアライメントするには、Ｑ及びＲの値についていかなる組合せを用いてもよ
い。デフォルトアミノ酸比較行列はBLOSUM62であるが、例えばPAMなど、その他のアミノ
酸比較行列を利用してもよい。
【００３１】
開示したポリヌクレオチド及びタンパク質の種間相同体も、本発明により提供する。ここ
で用いられた「種間相同体」とは、ある一つのタンパク質又はポリヌクレオチドと由来種
は異なるが、そのタンパク質又はポリペプチドに対して有意な配列類似性を持つタンパク
質又はポリペプチドである。好ましくはポリヌクレオチド種間相同体は、任意のポリヌク
レオチドに対して少なくとも６０％（より好ましくは少なくとも７５％、８０％、８５％
、９０％、９５％、９９％）の配列同一性を有し、タンパク質種間相同体は、任意のタン
パク質に対して少なくとも３０％（より好ましくは少なくとも４５％、５０％、５５％、
６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％）の配列同一性を有するとよ
く、このときの配列同一性は、重複及び同一性を最大にし、配列のギャップを少なくする
ようアライメントしたときの、ポリヌクレオチド間のヌクレオチド配列、又は、タンパク
質間のアミノ酸配列、を比較することにより、決定される。ここに提供した配列から適し
たプローブ又はプライマを作製し、所望の種から適した核酸源をスクリーニングすること
で、種間相同体を単離し、同定してもよい。好ましくは、種間相同体は、ほ乳類種から単
離されたものである。最も好ましくは、種間相同体は、例えば、パン－トログロダイト（
Pan troglodytes）、ゴリラ－ゴリラ（Gorilla gorilla）、ポンゴ－ピグマエウス（Pong
o pygmaeus）、ハイロベート－コンコロー（Hylobates concolor）、マカカ－ムラタ（Ma
caca Mulatta）、パピオ－パピオ（Papio papio）、パピオ－ハマドリアス（Papio hamad
ryas）、セルコピテクス－エーシオップ（Cercopithecus aethiops）、セブス－カプシヌ
ス（Cebus capucinus）、アオータス－トリバーガタス（Aotus trivirgatus）、サングイ
ナス－オエディプス（Sanguinus oedipus）、ミクロセバスムリナス（Microcebus murinu
s）、ムス－ムスキュラス（Mus musculus）、ドブネズミ、チャイニーズハムスター、フ
ェリス－カツス（Felis catus）、ミンク、カニス－ファミリアリス（Canis familiaris
）、オリクトラグスクニキュラス（Oryctolagus cuniculus）、ボス－タウルス（Bos tau
rus）、オウビス－アリエス（Ovis aries）、スス－スクロファ（Sus scrofa）及びエク
ウス－カバラス（Ecuus　caballus）など、遺伝子マップが作製されており、一つの種に



(12) JP 4828703 B2 2011.11.30

10

20

30

おける遺伝子のゲノム上の編成と、別の種のその関係遺伝子のゲノム上の編成との間のシ
ンテニックな関係を特定できる、いくつかのほ乳類種から単離されたものである。 (O'Br
ien and Seu nez, 1988, Ann. Rev. Genet. 22: 323-351; O'Brien et al., 1993, Natur
e Genetics 3:103-112; Johansson et al., 1995, Genomics 25: 682-690; Lyons et al.
, 1997, Nature Genetics 15: 47-56; O'Brien et al., 1997, Trends in Genetics 13(1
0): 393-399; Carver and Stubbs, 1997, Genome Research 7:1123-1137; これらのすべ
てを、言及をもってここに編入する）。
【００３２】
さらに本発明は、開示したポリヌクレオチド又はタンパク質の対立遺伝子バリアント、即
ち、開示したポリヌクレオチドがコードするものと同一であるか又は有意な類似の配列を
有するタンパク質をコードする、天然発生する別の型の単離ポリヌクレオチド、も包含す
る。好ましくは、対立遺伝子バリアントは、少なくとも６０％の配列同一性（より好まし
くは少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％）を任意のポリヌクレ
オチドに対して有するとよく、このときの配列同一性は、重複及び同一性を最大にし、配
列のギャップを少なくするようアライメントしたときの、ポリヌクレオチド間のヌクレオ
チド配列を比較することにより、決定される。ここに提供した配列から適したプローブ又
はプライマを作製し、適当な種の個体から適した核酸源をスクリーニングすることで、対
立遺伝子バリアントを単離し、同定してもよい。
【００３３】
さらに本発明には、ここに開示したポリヌクレオチドのものに相補な配列を持つポリヌク
レオチドも含まれる。
【００３４】
さらに本発明には、緊縮度の低い条件下、より好ましくは緊縮条件下、そして最も好まし
くは緊縮度の高い条件下で、ここに開示したポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリ
ヌクレオチドが含まれる。緊縮条件の例を以下の表に示す。緊縮度の高い条件とは、少な
くとも例えば条件Ａ－Ｆと同じ緊縮度のものであり、緊縮条件とは、少なくとも例えば条
件Ｇ－Ｌと同じ緊縮度のものであり、緊縮度の低い条件とは、例えば少なくとも条件Ｍ－
Ｒと同じ緊縮度のものである。
【００３５】
【表１】
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【００３６】
ポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションのための緊縮条件のその他の例は、言及をも
ってここに編入するSambrook, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Molecular C
loning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha
rbor, NY, chapters 9 and 11, and Current Protocols in Molecular Biology, 1995, F
.M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., sections 2.10 and 6.3-6.4に提
供されている。
【００３７】
好ましくは、このようなハイブリダイズしようとするポリヌクレオチドは、それぞれ、ハ
イブリダイズさせる相手である本発明のポリヌクレオチドの長さの少なくとも２５％（よ
り好ましくは少なくとも５０％、そして最も好ましくは少なくとも７５％）の長さを有す
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ると共に、ハイブリダイズさせる相手である本発明のポリヌクレオチドに対して、少なく
とも６０％の配列同一性（より好ましくは少なくとも７５％の同一性；最も好ましくは少
なくとも９０％又は９５％の同一性）を有するとよい。このときの配列同一性は、重複及
び同一性を最大にし、配列のギャップを少なくするようアライメントしたときの、ハイブ
リダイズさせようとするポリヌクレオチドの配列を比較することにより、決定される。
【００３８】
タンパク質を組換えにより生成するには、Kaufman et al., Nucleic Acids Res. 19, 448
5-4490 (1991)に開示されたpMT2又はpED発現ベクタなどの発現制御配列に、本発明の単離
ポリヌクレオチドを機能可能なよう、連結してもよい。数多くの適した発現制御配列が当
業で公知である。組換えタンパク質を発現させる一般的な方法も公知であり、R. Kaufman
, Methods in Enzymology 185, 537-566 (1990)に例示されている。ここで定義された「
機能可能なよう、連結された」とは、連結させたポリヌクレオチド／発現制御配列で形質
転換した（トランスフェクトした）ホスト細胞によってタンパク質が発現されるような態
様で、本発明の単離ポリヌクレオチド及び発現制御配列がベクタ又は細胞内に位置してい
ることを意味する。
【００３９】
数多くの種類の細胞が、本タンパク質を発現するのに適したホスト細胞として働くであろ
う。ほ乳類ホスト細胞には、例えば、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（Ｃ
ＨＯ）細胞、ヒト腎２９３細胞、ヒト表皮Ａ４３１細胞、ヒトＣｏｌｏ２０５細胞、３Ｔ
３細胞、ＣＶ－１細胞、その他の形質転換された霊長類細胞系、正常な二倍体細胞、霊長
類組織のインビトロ培養物を由来とする細胞株、一次外植体、ヒーラ細胞、マウスＬ細胞
、ＢＨＫ、ＨＬ－６０、Ｕ９３７、Ｈａｋ、又はジャーカット細胞などがある。
【００４０】
あるいはその代わりに、酵母などの下等な真核生物や、細菌などの原核生物で当該タンパ
ク質を生成するのも可能であろう。適している可能性のある酵母株には、サッカロミセス
－セレビジエ、シゾサッカロミセス－ポンブ、クライベロミセス（Kluyveromyces）株、
カンジダ属、又は、異種タンパク質を発現できるあらゆる酵母株がある。適している可能
性のある細菌株には、エシェリヒア－コリ、バシラス－サチリス、サルモネラ－チフィム
リウム、又は、異種タンパク質を発現できるあらゆる細菌株がある。タンパク質を酵母又
は細菌で生成させる場合、機能的タンパク質を得るには、例えば適当な部位をリン酸化又
は糖付加するなどして、生成タンパク質を修飾する必要があるであろう。このような共有
結合は、公知の化学的又は酵素的方法で行ってよい。
【００４１】
さらに、本発明の単離ポリペプチドを一つ又はそれ以上の昆虫発現ベクタ内の適した制御
配列に機能可能なよう連結し、昆虫発現系を用いることで、該タンパク質を生成させても
よい。バキュロウィルス／昆虫細胞発現系のための材料及び方法は、例えばアメリカ合衆
国カリフォルニア州、サンディエゴのインビトロジェン社からキットの形で市販されてお
り（MaxBac(R)　キット）、このような方法は、ここに言及をもって編入する Summers an
d Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987)に解説さ
れているように、当業で公知である。ここで用いられる、本発明のポリヌクレオチドを発
現させることのできる昆虫細胞は、「形質転換されて」いる。
【００４２】
また、組換えタンパク質が発現するのに適した培養条件下で、形質転換したホスト細胞を
培養することにより、本発明のタンパク質を作製してもよい。こうして発現したタンパク
質を、このような培養物（即ち、培地又は細胞抽出物）から、例えばゲル濾過及びイオン
交換クロマトグラフィなどの公知の精製法を用いて、精製してもよい。タンパク質精製に
はさらに、タンパク質に結合する薬剤を含有するアフィニティカラムや、コンカナバリン
Ａ－アガロース、ヘパリン－トヨパール(R)又はチバクロム・ブルー3GAセファロース(A）
などのアフィニティ樹脂を用いた一回又はそれ以上のカラムステップ；フェニルエーテル
、ブチルエーテル、又はプロピルエーテルなどの樹脂を用いた疎水性相互作用クロマトグ
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ラフィを含む一回又はそれ以上のステップ；又はイムノアフィニティクロマトグラフィを
含めてもよい。
【００４３】
選択によっては、精製を容易にする形で本発明のタンパク質を発現させてもよい。例えば
、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳ
Ｔ）又はチオレドキシン（ＴＲＸ）などのものなど、融合タンパク質としてそれを発現さ
せてもよい。このような融合タンパク質の発現及び精製のためのキットは、それぞれニュ
ー・イングランド・バイオラブズ社（マサチューセッツ州ビバリー）、ファルマシア社（
ニュージャージ州ピスカタウェイ）、及びインビトロジェン・コーポレーション社（カリ
フォルニア州カールスバッド）から市販されている。さらにタンパク質にエピトープで標
識を付け、次にこのようなエピトープを狙った特異抗体を用いて精製してもよい。このよ
うなエピトープ（「フラッグ」）は、イーストマン・コダック・カンパニー社（コネチカ
ット州ニューヘイブン）から市販されている。
【００４４】
加えて、本タンパク質をさらに精製するには、例えばペンダントメチル基又はその他の脂
肪族の基を有するシリカゲルなど、疎水性のＲＰ－ＨＰＬＣ媒質を用いた、一回又はそれ
以上の逆相高性能液体クロマトグラフィ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）を利用することができる。略
均質な単離組換えタンパク質を得るには、前述の精製ステップのいくつか又は全てを多様
な組合せで用いるとよい。このような精製したタンパク質は、その他のほ乳類タンパク質
を略含まず、本発明では「単離タンパク質」と定義されている。
【００４５】
さらに本発明のタンパク質を、このタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含有する
体細胞又は生殖細胞を特徴とするトランスジェニックウシ、ヤギ、ブタ、又はヒツジの乳
の成分としてなど、トランスジェニック動物の製品として発現させてもよい。
【００４６】
さらにこのタンパク質を、公知の通常の化学合成により作製してもよい。本発明のタンパ
ク質を合成手段により作製する方法は当業者に公知である。合成により作製されたタンパ
ク質の配列は、タンパク質の持つ一次、二次又は三次構造上の、及び／又は、コンホメー
ション上の特徴を共有することで、タンパク質活性を含め、そこに共通の生物学的性質を
持つであろう。従って、治療化合物のスクリーニングや、抗体開発の免疫学的プロセスに
おいて、生物学的に活性な天然の精製タンパク質として、又は、天然の精製タンパク質の
免疫学的代替物としてそれらを用いてもよい。
【００４７】
ここに提供されたタンパク質には、精製タンパク質のものと類似のアミノ酸配列を特徴と
するが、天然で修飾が加えられた、又は、操作により意図的に修飾が加えられたタンパク
質が含まれる。例えば、当業者であれば公知の技術を用いて、ペプチド配列又はＤＮＡ配
列中に修飾を加えることができる。タンパク質配列中の修飾には、コーディング配列中の
所定のアミノ酸残基の変更、交換、置換、挿入又は削除が含まれよう。例えば、一つ又は
それ以上のシステイン残基を削除したり、又は、その他のアミノ酸に置換して、その分子
のコンホメーションを変えてもよい。このような変更、交換、置換、挿入又は削除の技術
は当業者に公知である（例えば米国特許第４，５１８，５８４号を参照されたい）。好ま
しくは、このような変更、交換、置換、挿入又は削除が、当該タンパク質の所望の活性を
残すものであるとよい。
【００４８】
このように、タンパク質配列のその他のフラグメント及び誘導体のうち、タンパク質の活
性を完全に又は部分的に維持すると予測され、従ってスクリーニング又は他の免疫学的方
法に有用なものは、ここに提供した開示に基づき、当業者であれば容易に作製できよう。
このような修飾は、本発明の包含するところと考える。
【００４９】
用途及び生物活性
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本発明のポリヌクレオチド及びタンパク質は、（ここに引用したアッセイに関連するもの
も含め）下に明示した用途又は生物活性のうちの一つ又はそれ以上を呈することができる
。本発明のタンパク質について説明した用途又は活性を、このようなタンパク質の投与又
は利用や、又は、このようなタンパク質をコードするポリヌクレオチドの（例えば遺伝子
治療、又は、ＤＮＡの導入に適したベクタなどへの）投与又は利用により、提供してもよ
い。
【００５０】
ｈＧＬ－１９の用途
ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９は、ＩＬ－１０に対するその相同性を根拠に、一般的なサ
イトカインファミリーの一員と捉えられ、従ってＩＬ－１０に類似の活性を呈することが
できる。サイトカインは健康状態及び疾病状態の両方で重要な役割を果たし、複数の臨床
上の指標を有する。従ってこの分子（及び本発明のその他の分子）は、いくつかの臨床上
の指標のアゴニストとして、有用であり、この分子のアンタゴニストも、その他の臨床の
場、特に、ＩＬ－１０がアゴニストとして、又はＩＬ－１０アンタゴニストがアンタゴニ
ストとして働くような場で有用であろう。アゴニスト又はアンタゴニストのいずれが好適
な薬剤であるかは、関与する細胞種、刺激の性質及び細胞ミクロ環境など、疾患病理の特
定の態様に左右されるであろう。
【００５１】
好適な一実施例では、ｈＧＩＬ－１９活性は以下の活性のうちの少なくとも一つ又はそれ
以上である。即ち、（１）シグナル伝達経路（例えばＧＩＬ－１９依存的経路）を変調、
例えば拮抗、する、（２）サイトカイン産生及び／又は分泌（例えば炎症誘発性サイトカ
インの産生及び／又は分泌）を変調する、（３）リンホカイン産生及び／又は分泌を変調
する、（４）接着分子の産生及び／又は細胞接着を変調する、（５）核内転写因子の発現
又は活性を変調する、（７）ＩＬ－１の分泌を変調する、（８）その他のサイトカインの
受容体と競合する、（９）ｈＧＩＬ－１９受容体への結合をめぐって、別のｈＧＩＬ－１
９ファミリーの一員タンパク質と競合する、（１０）ｈＧＩＬ－１９もしくは別のサイト
カインの内部移行した受容体、又は、リガンドと複合体形成した受容体の、核内転位を変
調する、（１１）（例えば食道の扁平上皮細胞などの上皮細胞や、ケラチノサイトなどの
皮膚細胞の）例えばサイトカイン刺激性又は、ｈＧＩＬ－１９タンパク質刺激性の増殖、
発生、又は分化など、細胞増殖、発生又は分化を変調する、（１２）（例えば破骨細胞前
駆細胞、破骨細胞及び／又は骨芽細胞などの）骨形成原細胞の細胞増殖、発生又は分化を
変調する、（１３）骨形成、骨代謝及び／又は骨ホメオスタシスを変調する（例えば骨の
再吸収を阻害する）、（１５）細胞免疫応答を変調する、（１６）サイトカイン媒介炎症
誘発性作用を変調する（例えば肝細胞による急性期タンパク質合成、熱及び／又はプロス
タグランジン合成、例えばＰＧＥ２合成、を阻害するなど）、及び（１７）創傷治癒を促
進する及び／又は増強する、である。
【００５２】
ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質は、その明白な免疫変調上の役割を考慮すると
、以下の細胞種、即ち、Ｔ細胞、Ｂ細胞、樹状細胞、マクロファージ／単球、好中球、マ
スト細胞、好塩基球、好酸球、神経系の抗原提示細胞、及び、腎臓の抗原提示細胞、に作
用するかも知れない。ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９（又はそのアゴニスト又はアンタゴ
ニスト）は、そのＩＬ－１０に対する相同性に基づくと、以下の活性及び用途を有すると
考えられる。
（ａ）体液性免疫応答を上方調節し、細胞媒介免疫反応を強める。
（ｂ）炎症誘発性サイトカイン及びケモカインの合成を阻害することで、抗炎症剤として
働く。
（ｃ）外傷、敗血症、胃腸管及び心臓血管疾患に関連する炎症性応答、及び、外科術後の
炎症を変調する。
（ｄ）急性骨髄性白血病、非ホジキンリンパ腫の治療、移植（engraftment）前のレシピ
エントを処置する骨髄移植、移植前のドナーの幹細胞を処置する骨髄移植、及び、骨髄移
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植後の移植片対宿主疾患の改善。
（ｅ）多発性硬化症、糖尿病、リウマチ性関節炎、重症筋無力症、全身性エリテマトーデ
ス、腎炎に関連する腎毒性、炎症性腸疾患、クローン病、膵臓炎、及び喘息などの細胞媒
介自己免疫疾患の治療。
【００５３】
ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９アゴニストには、限定はしないが、ヒトＧＩＬ－１９／Ａ
Ｅ２８９タンパク質及びフラグメント、その削除変異体及び付加変異体、並びに、ヒトＧ
ＩＬ－１９／ＡＥ２８９が向かう受容体又はその他の標的と相互作用するペプチド及び小
分子化合物が含まれる。ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９アンタゴニストには、限定はしな
いが、ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質に向かう抗体；ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ
２８９が向かう、可溶型の受容体又はその他の標的；ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９が向
かう受容体又はその他の標的に向かう抗体；及び、ヒトＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９のその
受容体又はその他の標的との相互作用を阻害する又は干渉するペプチド及び小分子、が含
まれる。
【００５４】
研究上の用途及び実用性
本発明が提供するポリヌクレオチドは、多様な目的に向けて研究の場で利用できる。本ポ
リヌクレオチドを、分析、性格付け又は治療的用途のために組換えタンパク質を発現させ
るのに用いたり；対応するタンパク質が（構成的に、又は、組織分化又は発生の特定の段
階で、又は、疾患状態で）優先的に発現する組織のマーカとして用いたり；サザン・ゲル
の分子量マーカとして用いたり；染色体を特定する又は関連する遺伝子の位置をマッピン
グするのに染色体マーカ又は（標識した場合は）タグとして用いたり；患者の内生のＤＮ
Ａ配列を比較して潜在的な遺伝子異常を特定するのに用いたり；新規な関連ＤＮＡ配列に
ハイブリダイズさせ、ひいてはこれを発見するためのプローブとして用いたり；遺伝子フ
ィンガープリンティングのＰＣＲプライマを作製するための情報源として用いたり；その
他の新規なポリヌクレオチドを発見する過程で既知の配列を「除外する」プローブとして
用いたり；発現パターンの検査を含め、「遺伝子チップ」又はその他の支持体に付着する
オリゴマを選別し、作製するのに用いたり；ＤＮＡ免疫化技術を用いて抗タンパク質抗体
を生じさせるのに用いたり；そして抗ＤＮＡ抗体を生成する抗原として、又は、その他の
免疫応答を惹起する抗原として、用いることができる。当該ポリヌクレオチドが、別のタ
ンパク質に結合する又は結合する可能性のあるタンパク質をコードしている場合（例えば
、受容体－リガンドの相互作用の場合など）、（例えば、すべて言及をもってここに編入
するGyuris et al., 1993, Cell 75: 791-803 及びin Rossi et al., 1997, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 94: 8405-8410に説かれたものなどの）インターアクション・トラップ
・アッセイにこのポリヌクレオチドを用いて、結合が起きる相手である他方のタンパク質
をコードするポリヌクレオチドを特定したり、又は、その結合相互作用の阻害剤を特定す
ることができる。
【００５５】
本発明の提供するタンパク質も、同様に、高スループットのスクリーニングをするための
複数のタンパク質のパネルを含め、生物活性を調べるアッセイで用いたり；抗体を生成さ
せる、又は、別の免疫応答を惹起するのに用いたり；生物体液中のタンパク質（又はその
受容体）のレベルを定量的に調べるようデザインされたアッセイで、（標識済みの試薬も
含む）試薬として用いたり；対応するタンパク質が（構成的に、又は、組織分化又は発生
の特定の段階で、又は、疾患状態で）優先的に発現する組織のマーカとして用いたり；そ
してもちろん、相関する受容体又はリガンドを単離するのに、用いることができる。この
タンパク質が別のタンパク質に結合する又は結合する可能性がある場合（例えば受容体－
リガンド相互作用の場合など）、このタンパク質を用いて、結合が起きる相手である他方
のタンパク質を特定したり、又は、その結合相互作用の阻害剤を特定することができる。
これらの結合相互作用に関与するタンパク質をさらに用いて、その結合相互作用のペプチ
ド又は小分子阻害剤又はアゴニストをスクリーニングすることも可能である。
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【００５６】
これらの研究上の実用性を進展させれば、研究用製品として市販できる試薬用又はキット
・フォーマットを生むのも可能である。
【００５７】
上に挙げた用途を実施する方法は、当業者に公知である。このような方法を開示した文献
には、限定はしないが、"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 2d ed., Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press, Sambrook, J., E.F. Fritsch and T. Maniatis eds., 19
89, 及び "Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques", Academi
c Press, Berger, S.L. and A.R. Kimmel eds., 1987がある。
【００５８】
栄養上の用途
さらに本発明のポリヌクレオチド及びタンパク質を栄養源又はサプリメントとして利用で
きる。このような用途には、限定はしないが、タンパク質又はアミノ酸サプリメントとし
ての利用、炭素源としての利用、窒素源としての利用、及び、炭水化物源としての利用が
ある。このような場合、本発明のタンパク質又はポリヌクレオチドを、特定の生物の飼料
に加えても、又は、例えば粉末、丸剤、溶液、懸濁液又はカプセルなどの形で、別個の固
体又は液体製剤として投与してもよい。微生物の場合、本発明のタンパク質又はポリヌク
レオチドを、中で又はその上で微生物を培養する培地に加えてもよい。
【００５９】
サイトカイン及び細胞増殖／分化活性
本発明のタンパク質は、サイトカイン活性、細胞増殖（誘導的又は阻害的のいずれかで）
活性、又は、細胞分化（誘導的又は阻害的のいずれかで）活性を呈したり、又は、いくつ
かの細胞集団でその他のサイトカインの産生を誘導するであろう。全ての公知のサイトカ
インを含め、今日までに発見された数多くのタンパク質因子が、一つ又はそれ以上の因子
依存的細胞増殖アッセイで活性を示しており、従って、これらアッセイはサイトカイン活
性の便利な確認手段である。本発明のタンパク質の活性は、限定はしないが３２Ｄ、ＤＡ
２、ＤＡ１Ｇ、Ｔ１０、Ｂ９、Ｂ９／１１、Ｂａｆ３、ＭＣ９／Ｇ、Ｍ＋（ｐｒｅＢ　Ｍ
＋）、２Ｅ８、ＲＢ５、ＤＡ１、１２３、Ｔ１１６５、ＨＴ２、ＣＴＬＬ２、ＴＦ－１、
Ｍｏ７ｅ及びＣＭＫを含む細胞系を目的とした、数多くの日常的な因子依存的細胞増殖ア
ッセイのいずれでも立証される。本発明のタンパク質のこの活性は、その他の手段の中で
もとりわけ、以下の方法で測定してもよい。
【００６０】
Ｔ細胞又は胸腺細胞の増殖を調べるアッセイには、限定はしないが、Current Protocols 
in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach
, W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3
, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19; Chapter 7, Immunologic
 studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Bertagnolli 
et al., J. Immunol. 145:1706-1712,　1990; Bertagnolli et al., Cellular Immunolog
y 133:327-341, 1991; Bertagnolli, et al., J. Immunol. 149:3778-3783, 1992; Bowma
n et al., J. Immunol. 152: 1756-1761, 1994に解説されたものがある。
【００６１】
脾細胞、リンパ節細胞又は胸腺細胞のサイトカイン産生及び／又は増殖を調べるアッセイ
には、限定はしないが、Polyclonal T cell stimulation,　Kruisbeek, A.M. and Shevac
h, E.M. In Current Protocols in Immunology. J.E. Coligan eds. Vol 1 pp. 3.12.1-3
.12.14, John Wiley and Sons, Toronto. 1994; 及び Measurement of mouse and human 
Interferonγ、 Schreiber, R.D. In Current Protocols in Immunology. J.E. Coligan 
eds. Vol 1 pp. 6.8.1-6.8.8, John Wiley and Sons, Toronto. 1994に解説されたものが
ある。
【００６２】
造血細胞及びリンパ球生成細胞の増殖及び分化を調べるアッセイには、限定はしないが、
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Measurement of Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K., D
avis, L.S. and Lipsky, P.E. In Current Protocols in Immunology. J.E.e.a. Coligan
 eds. Vol 1 pp. 6.3.1-6.3.12, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; deVries et al.
, J. Exp. Med. 173:1205-1211, 1991; Moreau et al., Nature 336:690-692, 1988; Gre
enberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2931-2938, 1983; Measurement o
f mouse and human interleukin 6 - Nordan, R. In Current Protocols in Immunology.
 J.E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.6.1-6.6.5, John Wiley and Sons, Toronto. 1991
; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:1857-1861, 1986; Measurement of
 human Interleukin 11 - Bennett, F., Giannotti, J., Clark, S.C. and Turner, K. J
.　In Current Protocols in Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. Vol 1　pp. 6.15.1　
John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Measurement of mouse and human Interleukin 9
 - Ciarletta, A., Giannotti, J., Clark, S.C. and Turner, K.J.　In Current Protoc
ols in Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.13.1, John Wiley and Sons, 
Toronto. 1991に解説されたものがある。
【００６３】
抗原に対するＴ細胞クローン応答を調べる（とりわけ、ＡＰＣ－Ｔ細胞相互作用や直接的
なＴ細胞効果に影響を与えるタンパク質を、増殖及びサイトカイン産生を測定することに
より、特定する）アッセイには、限定はしないが、Current Protocols in Immunology, E
d by J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W Strober, Pub
. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assay
s for Mouse Lymphocyte Function; Chapter 6, Cytokines and their cellular recepto
rs; Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Weinberger et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci.　USA 77:6091-6095, 1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun. 11:405-411, 
1981; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 1
40:508-512,　1988に解説されたものがある。
【００６４】
免疫刺激又は抑制活性
本発明のタンパク質はまた、免疫刺激又は免疫抑制活性も示すと考えられ、その活性の中
には、限定はしないが、ここにそのアッセイ法を開示した活性が含まれる。例えばＴ細胞
及び／又はＢリンパ球の成長及び増殖を（上方又は下方）調節したり、ＮＫ細胞及びその
他の細胞集団の細胞溶解活性を機能させるなどの上で、多様な免疫不全及び異常（重症複
合型免疫不全（ＳＣＩＤ）を含む）を治療するのに、タンパク質は有用かも知れない。こ
れらの免疫不全は遺伝的なものだったり、又はウィルス（例えばＨＩＶ）や細菌又は真菌
感染によって起きたり、又は自己免疫異常が原因で起きる場合がある。より具体的には、
ウィルス、細菌、真菌又はその他の感染が原因で起きる感染性疾患は、ＨＩＶ、肝炎ウィ
ルス、ヘルペスウィルス、マイコバクテリア、リーシュマニア種、マラリア種、及び、例
えばカンジダ症などの様々な真菌感染を含め、本発明のタンパク質を用いて治療が可能で
あろう。もちろん、この意味では、本発明のタンパク質は、癌治療など、免疫系を追加刺
激するのが一般的には好ましい場合にも有用であろう。
【００６５】
本発明のタンパク質を用いて治療できると考えられる自己免疫異常には、例えば、結合組
織疾患、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、リウマチ性関節炎、自己免疫性肺炎症
、ギラン－バレー症候群、自己免疫性甲状腺炎、インシュリン依存性糖尿病、重症筋無力
症、移植片対宿主疾患、及び、自己免疫性炎症性眼病がある。さらに本発明のタンパク質
は、例えば喘息（特にアレルギ性喘息）又はその他の呼吸器の異常などの、アレルギ性反
応及び状態の治療にも有用かも知れない。（例えば臓器移植を含む）免疫抑制が好ましい
その他の状態も、本発明のタンパク質を利用した治療が可能であろう。
【００６６】
また、本発明のタンパク質を用いると、多様な方法で免疫応答を調節できるかも知れない
。下方調節は、既に進行中の免疫応答を阻害する又は遮断する形であってもよく、又は、
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免疫応答の誘導の防止を含むものかも知れない。活性化Ｔ細胞の機能は、Ｔ細胞応答を抑
制するか、又は、Ｔ細胞の特異的寛容性を誘導するか、又はこれら両者により、阻害され
よう。Ｔ細胞応答の免疫抑制は、一般的には能動的な、非抗原特異的プロセスであり、抑
制剤へのＴ細胞の持続的暴露を必要とする。Ｔ細胞における非応答性又はアネルギが関与
する寛容性は、一般的に抗原特異的であり、かつ寛容剤への暴露を止めた後でも継続する
という点で、免疫抑制とは区別できる。選択に応じて、寛容剤がない状態で特異抗原に再
暴露したときにＴ細胞応答がないことにより、寛容性を実証することができる。
【００６７】
例えば活性化Ｔ細胞による高レベルのリンホカイン合成を妨げるなど、（限定はしないが
、Ｂリンパ球抗原機能（例えばＢ７など）を含む）一つ又はそれ以上の抗原機能の下方調
節又は防止は、組織、皮膚及び臓器移植の場合や、移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）の場合
に、有用であろう。例えば、Ｔ細胞機能を遮断すると、組織移植の場合の組織破壊が減少
するはずである。典型的には、組織移植の場合、移植片の拒絶は、Ｔ細胞がそれを異物と
認識することで開始され、その後その移植片を破壊する免疫反応が起きる。Ｂ７リンパ球
抗原と、免疫細胞上にあるその天然リガンド（例えば、Ｂ７－２活性を有する可溶型の単
量体型のペプチドを単独で、又は、もう一つのＢリンパ球抗原（例えばＢ７－１、Ｂ７－
３）又は遮断抗体の活性を有する、単量体型のペプチドと組み合わせて）との相互作用を
阻害又は遮断する分子を、移植前に投与すると、この分子と、その免疫細胞上の天然リガ
ンドとの間の結合を、対応する共刺激シグナルを伝達させずに行わせることができる。こ
のような方法によるＢリンパ球抗原機能の遮断は、Ｔ細胞などの免疫細胞によるサイトカ
イン合成を妨げるため、免疫抑制因子として作用することができる。さらに、共刺激がな
いことだけでも、Ｔ細胞をアネルギ状態に置くのに充分であると考えられ、被験体におい
て寛容性が誘導される。Ｂリンパ球抗原遮断試薬によって長期寛容性を誘導すると、これ
ら遮断試薬の反復的な投与が不要になるであろう。被験体において充分な免疫抑制又は寛
容性を得るには、さらにＢリンパ球抗原同士が組み合わさったときの機能を遮断するのも
必要であろう。
【００６８】
臓器移植拒絶反応又はＧＶＨＤを防止する上での特定の遮断試薬の効果は、ヒトでの効果
を予測する動物モデルを用いて評価できる。利用の可能な適した系の例には、ラットの同
種心臓移植片、及び、マウスの異種ランゲルハンス島細胞移植片があり、これら両者は、
Lenschow et al., Science 257:789-792 (1992)及びTurka et al., Proc. Natl. Acad. S
ci USA, 89:11102-11105 (1992)に説かれたＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質のインビボで
の免疫抑制作用を調べるのに用いられたことがある。加えて、ＧＶＨＤのマウスモデル（
Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York, 1989, pp. 846-847を参照
されたい）を用いると、この疾患の発生に対する、Ｂリンパ球抗原機能をインビボで遮断
した場合の効果を調べることができる。
【００６９】
抗原機能の遮断は、自己免疫疾患の治療にも、治療上有用かも知れない。数多くの自己免
疫異常が、自己組織に反応性であるＴ細胞が不適切に活性化して、これら疾患の病理に関
与するサイトカイン及び自己抗体の産生を促進した結果である。自己反応性のＴ細胞の活
性化を防止すれば、疾患の症状が軽減又は消失するであろう。Ｂリンパ球抗原の受容体対
リガンド相互作用を破壊することによりＴ細胞の共刺激を遮断する試薬の投与を利用して
、Ｔ細胞の活性化を阻害し、そしてこの疾患のプロセスに関与していると思われる自己抗
体又はＴ細胞由来サイトカインの産生を妨げることができる。加えて、遮断試薬は、自己
反応性Ｔ細胞の抗原特異的寛容性を誘導することで、この疾患の長期の軽減をもたらすか
も知れない。自己免疫異常を防止する又は軽減する上での遮断試薬の効果は、ヒト自己免
疫疾患の、数多くのよく性格付けられた動物モデルを用いて調べることができる。例には
、マウス実験的自己免疫性脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒマウスの全身性エリテマトーデ
ス又はＮＺＢハイブリッドマウス、マウス自己免疫性膠原性関節炎、ＮＯＤマウス及びＢ
Ｂラットの糖尿病、マウス実験的重症筋無力症（Paul ed., Fundamental Immunology, Ra
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ven Press, New York, 1989, pp. 840-856を参照されたい）がある。
【００７０】
免疫応答を上方調節する手段として、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）を上方
調節することも、治療上で有用であろう。免疫応答の上方調節は、既存の免疫応答を高め
る形であっても、又は、初期免疫応答を惹起する形であってもよい。例えば、Ｂリンパ球
抗原機能の刺激を通じて免疫応答を高めることは、ウィルス感染の場合に有用であろう。
加えて、インフルエンザ、通常の風邪、及び脳炎などの全身性ウィルス疾患は、刺激性の
形のＢリンパ球抗原を全身投与すると軽減するかも知れない。
【００７１】
あるいは、患者からＴ細胞を除去し、本発明のペプチドを発現している、ウィルス抗原刺
激したＡＰＣで、又は、刺激性型の本発明の可溶型ペプチドと一緒に、そのＴ細胞をイン
ビトロで共刺激し、このインビトロで活性化したＴ細胞を患者に再導入することによって
、感染患者の抗ウィルス免疫応答を高めてもよい。抗ウィルス免疫応答を高めるもう一つ
の方法は、感染細胞を患者から採取し、その細胞が本発明のタンパク質の全部又は一部を
それらの表面上に発現するよう、ここに説明した本発明のタンパク質をコードする核酸を
それらの細胞にトランスフェクトし、このトランスフェクトした細胞を患者に再導入する
、といった方法であろう。こうしてこの感染細胞は今や、インビボでＴ細胞に共刺激シグ
ナルを送達し、それによってＴ細胞を活性化させることができるであろう。
【００７２】
別の用例では、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）の上方調節又は向上は、腫瘍
免疫の誘導に有用であろう。被験体の腫瘍特異的寛容性を克服するためには、本発明の少
なくとも一つのペプチドをコードする核酸をトランスフェクトした腫瘍細胞（例えば肉腫
細胞、黒色腫細胞、リンパ腫細胞、白血病細胞、神経芽腫細胞、癌細胞など）を被験体に
投与することができる。必要に応じ、数種のペプチドの組合せを発現するよう、この腫瘍
細胞をトランスフェクトしてもよい。例えば、患者から採取した腫瘍細胞に、Ｂ７－２様
活性を有するペプチドの単独の発現、又は、Ｂ７－１様活性及び／又はＢ７－３様活性を
有するペプチドと組み合わせた発現を命令する発現ベクタをエクスビボでトランスフェク
トすることができる。このトランスフェクトした腫瘍細胞を患者に戻し、このトランスフ
ェクトした細胞の表面上でこれらペプチドを発現させる。あるいは、インビボでトランス
フェクションする腫瘍細胞を標的化するのに遺伝子治療技術を用いてもよい。
【００７３】
Ｂリンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドが腫瘍細胞表面上に存在することで、ト
ランスフェクトした腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介免疫応答を誘導するのに必要な共刺激シ
グナルが、Ｔ細胞に提供される。加えて、ＭＨＣクラスＩ又はＭＨＣクラスＩＩ分子を欠
いた、又は、充分な量のＭＨＣクラスＩ又はＭＨＣクラスＩＩ分子を再発現できない腫瘍
細胞には、ＭＨＣクラスＩα鎖タンパク質及びβ２マイクログロブリンタンパク質又はＭ
ＨＣクラスＩＩα鎖タンパク質及びＭＨＣクラスＩＩβ鎖タンパク質の全部又は一部（例
えば細胞質ドメイン切断部分）をコードする核酸をトランスフェクトすれば、この細胞表
面上でＭＨＣクラスＩ又はＭＨＣクラスＩＩタンパク質を発現させることができる。適し
たクラスＩ又はクラスＩＩＭＨＣを、Ｂリンパ球抗原（例えばＢ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７
－３）の活性を有するペプチドと一緒に発現させると、トランスフェクトした腫瘍細胞に
対するＴ細胞媒介免疫応答が誘導される。選択によっては、例えば不変鎖など、ＭＨＣク
ラスＩＩ関連タンパク質の発現を遮断するアンチセンス作製物をコードする遺伝子に、さ
らに、Ｂリンパ球抗原の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡをコトランスフェクト
して、腫瘍関連抗原の提示を促進し、腫瘍特異的免疫を誘導してもよい。このように、ヒ
ト被験体のＴ細胞媒介免疫応答を誘導すれば、その被験体の腫瘍特異的寛容性を克服する
には充分であろう。
【００７４】
本発明のタンパク質のこの活性は、その他の手段の中でもとりわけ、以下の方法によって
測定されよう。



(22) JP 4828703 B2 2011.11.30

10

20

30

40

50

【００７５】
胸腺細胞又は脾細胞の細胞毒性を調べる適したアッセイには、限定はしないが、Current 
Protocols in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.
M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience 
(Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19; Chapter 7, I
mmunologic studies in Humans); Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:24
88-2492, 1981; Herrmann et al., J.　 Immunol. 128:1968-1974, 1982; Handa et al.,
 J. Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986;
 Takai et al., J. Immunol. 140:508-512,　1988; Herrmann et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 78:2488-2492, 1981; Herrmann et al., J.　 Immunol. 128:1968-1974, 198
2; Handa et al., J. Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol. 137:
3494-3500, 1986; Bowmanet al., J. Virology 61:1992-1998; Takai et al., J. Immuno
l. 140:508-512,　1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133:327-341, 1991
; Brown et al., J. Immunol. 153:3079-3092,　1994に解説されたものがある。
【００７６】
Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答及びアイソタイプ・スイッチングに関する（とりわけ、
Ｔ細胞依存性抗体応答を変調し、Ｔｈ１／Ｔｈ２プロフィールに影響を与えるタンパク質
を特定することとなる）アッセイには、限定はしないが、Maliszewski, J. Immunol. 144
:3028-3033, 1990; and Assays for B cell function: In vitro　antibody production,
 Mond, J.J. and Brunswick, M. In Current Protocols in Immunology. J.E.e.a. Colig
an eds. Vol 1 pp. 3.8.1-3.8.16, John Wiley and Sons, Toronto. 1994に解説されたも
のがある。
【００７７】
（とりわけ、Ｔｈ１及びＣＴＬ応答を優勢に生じるタンパク質を特定することとなる）混
合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイには、限定はしないが、Current Protocols in Immun
ology, Ed by J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W Stro
ber, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vit
ro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19; Chapter 7, Immunologic studies
 in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Imm
unol. 140:508-512,　1988; Bertagnolli et al., J. Immunol. 149:3778-3783, 1992に
解説されたものがある。
【００７８】
（とりわけ、天然Ｔ細胞を活性化させる、樹状細胞が発現するタンパク質を特定すること
となる）樹状細胞依存的アッセイには、限定はしないが、Guery et al., J. Immunol. 13
4:536-544, 1995; Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 173:549-559, 199
1; Macatonia et al., Journal of Immunology 154:5071-5079, 1995; Porgador et al.,
 Journal of Experimental Medicine 182:255-260, 1995; Nair et al., Journal of Vir
ology　67:4062-4069, 1993; Huang et al., Science　264:961-965, 1994; Macatonia e
t al., Journal of Experimental Medicine 169:1255-1264, 1989; Bhardwaj et al., Jo
urnal of Clinical Investigation　94:797-807, 1994; 及び Inaba et al., Journal of
 Experimental Medicine　172:631-640, 1990に解説されたものがある。
【００７９】
（とりわけ、超抗原誘導後のアポトーシスを防ぐタンパク質や、リンパ球恒常性を調節す
るタンパク質を特定することとなる）リンパ球生存／アポトーシスを調べるアッセイには
、限定はしないが、Darzynkiewicz et al., Cytometry 13:795-808, 1992; Gorczyca et 
al., Leukemia 7:659-670, 1993; Gorczyca et al., Cancer Research 53:1945-1951, 19
93; Itoh et al., Cell 66:233-243, 1991; Zacharchuk, Journal of Immunology 145:40
37-4045, 1990; Zamai et al., Cytometry 14:891-897, 1993; Gorczyca et al., Intern
ational Journal of Oncology 1:639-648, 1992に解説されたものがある。
【００８０】
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Ｔ細胞委任及び発生の初期段階に影響を与えるタンパク質を調べるアッセイには、限定は
しないが、Antica et al., Blood 84:111-117,　1994; Fine et al., Cellular Immunolo
gy 155:111-122, 1994; Galy et al., Blood 85:2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. 
Nat. Acad Sci. USA 88:7548-7551, 1991に解説されたものがある。
【００８１】
造血作用調節活性
本発明のタンパク質は、造血作用の調節、ひいては骨髄細胞又はリンパ細胞の欠乏の治療
に有用であろう。コロニー形成性細胞又は因子依存的細胞系を支援する周辺的な生物活性
ですら、例えば、赤血球前駆細胞の成長及び増殖を、単独で、又は、その他のサイトカイ
ンと関連させて支援するなど、造血作用の調節における関与の指標となり、実用性を示す
ものであり、例えば、様々な貧血の治療、又は、赤血球前駆細胞及び／又は赤血球の生成
を刺激する放射線／化学療法と組み合わせた利用や；例えば結果的な骨髄抑制を防止した
り治療する化学療法と組み合わせるのに有用な、顆粒球及び単球／マクロファージなどの
骨髄細胞の成長及び増殖を支援する（即ち、伝統的なＣＳＦ活性）；巨核球ひいては血小
板の成長及び増殖を支援して、血小板減少症などの多様な血小板異常を防止又は治療した
り、そして一般的には血小板輸注の代わりに、又は、血小板輸注を補って利用する；とい
った点で実用性があり、及び／又は、成熟して上記造血細胞のいずれかに成ることの可能
な造血幹細胞の成長及び増殖を支援し、従って（再生不良性貧血及び発作性夜間血色素尿
症を含む、しかしこれらに限らない、通常移植で治療されるものなどの）多様な幹細胞異
常における治療上の実用性があり、また、放射線照射後や化学療法後に、インビボ又はエ
クスビボで（即ち骨髄移植、又は、末梢前駆細胞移植（同種又は異種）と組み合わせて）
、幹細胞区画を正常細胞として、又は、遺伝子治療の場合は遺伝子操作された細胞として
再増殖させる点で、実用性がある。
【００８２】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段のなかでもとりわけ、以下の方法によって測
定してよい。
【００８３】
多様な造血系の増殖及び分化を調べるのに適したアッセイは上に引用されている。
【００８４】
（とりわけ、胚性分化造血作用に影響するタンパク質を特定することとなる）胚性幹細胞
分化を調べるアッセイには、限定はしないが、Johansson et al. Cellular Biology 15:1
41-151, 1995; Keller et al., Molecular and Cellular Biology 13:473-486, 1993; Mc
Clanahan et al., Blood 81:2903-2915, 1993に解説されたものがある。
【００８５】
（とりわけ、リンパ系造血作用を調節するタンパク質を特定することとなる）幹細胞生存
及び分化を調べるアッセイには、限定はしないが、Methylcellulose colony forming ass
ays, Freshney, M.G. In Culture of Hematopoietic Cells. R.I. Freshney, et al. eds
. Vol　pp. 265-268, Wiley-Liss, Inc., New York, NY. 1994; Hirayama et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 89:5907-5911, 1992; Primitive hematopoietic colony forming
 cells with high proliferative potential, McNiece, I.K. and Briddell, R.A. In Cu
lture of Hematopoietic Cells. R.I. Freshney, et al. eds. Vol　pp. 23-39, Wiley-L
iss, Inc., New York, NY. 1994; Neben et al., Experimental Hematology 22:353-359,
 1994; Cobblestone area forming cell assay, Ploemacher, R.E. In Culture of Hemat
opoietic Cells. R.I. Freshney, et al. eds. Vol　pp. 1-21, Wiley-Liss, Inc.., New
 York, NY. 1994; Long term bone marrow cultures in the presence of stromal cells
, Spooncer, E., Dexter, M. and Allen, T. In Culture of Hematopoietic Cells. R.I.
 Freshney, et al. eds. Vol　pp. 163-179, Wiley-Liss, Inc., New York, NY. 1994; L
ong term culture initiating cell assay, Sutherland, H.J. In Culture of Hematopoi
etic Cells. R.I. Freshney, et al. eds. Vol　pp. 139-162, Wiley-Liss, Inc., New Y
ork, NY. 1994に解説されたものがある。
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【００８６】
組織成長活性
さらに本発明のタンパク質は、骨、軟骨、腱、靱帯及び／又は神経組織の成長又は再生に
用いられる組成物や、創傷治癒及び組織修復及び置換、並びに火傷、切開創及び潰瘍の治
療に用いられる組成物でも実用性があるであろう。
【００８７】
本発明のタンパク質は、骨が正常に形成されない状況で軟骨及び／又は骨の成長を誘導す
るため、ヒト及びその他の動物の骨折及び軟骨損傷又は欠陥の治癒に用途がある。本発明
のタンパク質を利用したこのような製剤は、閉鎖性や開放性の骨折の整復や、人工関節の
改善した固定における予防的用途を有するであろう。骨形成性物質が誘導するデノボ骨形
成は、先天性、外傷により生じた、又は腫瘍切除で生じた頭蓋顔面の修復に貢献し、また
美容形成外科においても有用である。
【００８８】
さらに本発明のタンパク質は、歯周病の治療や、その他の歯の修復法に用いられよう。こ
のような物質は、骨形成細胞を誘引する環境、骨形成細胞の成長を刺激する環境、又は、
骨形成細胞の前駆細胞の分化を誘導する環境を、提供するであろう。さらに本発明のタン
パク質は、骨及び／又は軟骨の修復を刺激したり、又は、炎症や、炎症プロセスが媒介す
る組織破壊（膠原性活性、破骨活性、等々）プロセスを遮断するなどにより、骨粗鬆症又
は変形性関節症の治療に利用できよう。
【００８９】
本発明のタンパク質に行わせることのできる、もう一つの種類の組織再生活性は、腱／靱
帯形成である。本発明のタンパク質は、腱／靱帯様の組織又はその他の組織の形成を、こ
のような組織が正常に形成されない状況下で誘導するため、ヒト及びその他の動物の腱又
は靱帯の断裂、変形及びその他の腱又は靱帯の欠陥の治療での用途を有する。腱／靱帯様
組織誘導タンパク質を用いたこのような製剤は、腱又は靱帯組織への損傷を防止したりす
る予防的用途や、腱又は靱帯組織のその他の組織への固定を高める用途や、また、腱又は
靱帯組織の欠陥を修復するといった用途を有するであろう。本発明の組成物が誘導するデ
ノボ腱／靱帯様組織の形成は、先天性、外傷で生じた、又はその他の原因で生じた他の腱
又は靱帯の欠陥の修復に貢献し、腱又は靱帯の付着又は修復するための美容形成外科術に
も有用である。本発明の組成物は、腱又は靱帯形成細胞を誘引する環境、腱又は靱帯形成
細胞の成長を刺激する環境、腱又は靱帯形成細胞の前駆細胞の分化を誘導する環境、又は
、インビボに戻して組織修復を行わせるために、腱／靱帯細胞又は前駆細胞のエクスビボ
での成長を誘導する環境を、提供するであろう。さらに本発明の組成物は、腱炎、手根管
圧迫症候群、及びその他の腱又は靱帯の欠陥の治療にも有用であろう。さらにこの組成物
に、当業で公知のように、適したマトリックス及び／又は金属イオン封鎖剤を担体として
含めてもよい。
【００９０】
また本発明のタンパク質は、神経細胞の増殖並びに神経及び脳組織の再生、即ち、中枢神
経系及び末梢神経系の疾患及び神経障害や、神経細胞又は神経組織の変性、死又は外傷が
関与する機械的及び外傷的異常、を治療するのにも有用であろう。より具体的には、例え
ば末梢神経の損傷、末梢神経障害及び限局性神経障害などの末梢神経系の疾患や、例えば
アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮側索硬化症、及び、シャイ
－ドレーガー症候群などの中枢神経系疾患の治療にもタンパク質を用いてよい。本発明に
基づいて治療できると考えられるその他の状態には、機械的及び外傷性の異常、例えば脊
髄異常、頭部外傷、及び、脳卒中などの脳血管疾患がある。化学療法又はその他の医療の
結果生じた末梢神経障害もまた、本発明のタンパク質を用いて治療されよう。
【００９１】
本発明のタンパク質はさらに、限定はしないが、圧迫潰瘍、血管不全に関連する潰瘍、外
科的及び外傷的創傷、等々を含む、非治癒性の創傷のより良好な又はより早期の閉止を促
進するためにも有用である。
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【００９２】
さらに本発明のタンパク質は、例えば臓器（例えば膵臓、肝臓、腸管、腎臓、皮膚、内皮
を含む）、筋肉（平滑筋、骨格筋又は心筋）及び血管（血管内皮細胞を含む）組織、など
のその他の組織を形成又は再生する活性、又は、このような組織を含んで成る細胞の成長
を促進する活性を呈するかも知れない。所望の効果の一部は、線維の瘢痕化の阻害又は変
調により、正常組織の再生を可能とするものであってよい。さらに本発明のタンパク質は
、血管形成活性を呈するかも知れない。
【００９３】
さらに本発明のタンパク質は、腸管の保護や、又は、肺もしくは肝臓線維、多様な組織の
再潅流傷害、及び、全身性サイトカイン損傷で生じた状態、の再生及び治療にも有用であ
ろう。
【００９４】
さらに本発明のタンパク質は、上記の組織の前駆組織もしくは細胞からの分化を促進もし
くは阻害したり、又は、上記の組織の成長を阻害するのにも、有用であろう。
【００９５】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段の中でもとりわけ、以下の方法によって測定
されよう。
【００９６】
組織形成活性を調べるアッセイには、限定はしないが、国際特許公報ＷＯ９５／１６０３
５号（骨、軟骨、腱）；国際特許公報ＷＯ９５／０５８４６号（神経、ニューロン）；国
際特許公報ＷＯ９１／０７４９１号（皮膚、内皮）に解説されたものがある。
【００９７】
創傷治癒活性を調べるアッセイには、限定はしないが、Eaglstein and Mertz, J. Invest
. Dermatol 71:382-84 (1978)により改良されたWinter, Epidermal Wound Healing, pps.
 71-112 (Maibach, HI and Rovee, DT, eds.), Year Book Medical Publishers, Inc., C
hicagoに解説されたものがある。
【００９８】
アクチビン／インヒビン活性
本発明のタンパク質はさらに、アクチビン又はインヒビンに関連した活性を呈するであろ
う。インヒビンは、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出を阻害する能力を特徴とするが、
他方、アクチビンは、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出を刺激する能力を特徴とする。
このように、本発明のタンパク質は、単独で、又は、インヒビンαファミリーの一員と一
緒にヘテロ二量体の形で、メスのほ乳類では受精能力を低下させ、オスのほ乳類では精子
形成を低下させるといったインヒビンの能力に基づく避妊薬として有用であろう。他のイ
ンヒビンを充分な量、投与することで、これらのほ乳類の不妊を誘導することができる。
あるいは、本発明のタンパク質は、ホモ二量体として、又は、インヒビンβグループの他
のタンパク質サブユニットと一緒にヘテロ二量体として、下垂体前葉の細胞からのＦＳＨ
放出を刺激するアクチビン分子の能力に基づいた生殖能力誘導治療薬として有用であろう
。例えば、米国特許第４，７９８，８８５号を参照されたい。さらに本発明のタンパク質
は、ウシ、ヒツジ及びブタなどの家畜の生涯生殖能を高めるよう、性的に未熟なほ乳類の
生殖能開始を早めるのに、有用であろう。
【００９９】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段の中でもとりわけ、以下の方法により測定し
てもよい。
【０１００】
アクチビン／インヒビン活性を調べるアッセイには、限定はしないが、Vale et al., End
ocrinology 91:562-572, 1972; Ling et al., Nature 321:779-782, 1986; Vale et al.,
 Nature 321:776-779, 1986; Mason et al., Nature 318:659-663, 1985; Forage et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3091-3095, 1986に解説されたものがある。
【０１０１】
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走化性／ケモキネシス活性
本発明のタンパク質は、例えば単球、線維芽細胞、好中球、Ｔ細胞、マスト細胞、好酸球
、上皮細胞及び／又は内皮細胞を含むほ乳類の細胞に対して走化活性又はケモキネシス活
性（例えばケモカインとして働くなど）を有するであろう。走化性又はケモキネシスのあ
るタンパク質を用いると、所望の細胞集団を、所望の作用部位に移動又は誘引することが
できる。走化性及びケモキネシスのあるタンパク質は、組織の創傷及びその他の外傷の治
療や、局部感染の治療に特に有利である。例えば、リンパ球、単球又は好中球を腫瘍又は
感染部位に誘引すると、その腫瘍又は感染物質に対する免疫応答が向上するであろう。
【０１０２】
タンパク質又はペプチドは、特定の細胞集団に対し、特定の方向への配置又は運動を直接
的又は間接的に刺激できれば、そのような細胞集団に対する走化性活性を有することにな
る。好ましくは、このタンパク質又はペプチドが、細胞の所定の運動を直接的に刺激でき
るとよい。ある特定のタンパク質が、一細胞集団に対して走化性活性を有するかどうかは
、細胞走化性を調べる何らかの公知のアッセイにこのようなタンパク質又はペプチドを利
用すると、簡単に調べることができる。
【０１０３】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段の中でもとりわけ、以下の方法により測定し
てもよい。
【０１０４】
（走化性を誘導する又は妨げるタンパク質を特定することとなる）走化性活性を調べるア
ッセイは、あるタンパク質が、膜を横切った細胞の遊走を誘導できるかや、あるタンパク
質が、一細胞集団の別の細胞集団への接着を誘導できるかを測定するアッセイから成る。
運動及び接着を調べる適したアッセイには、限定はしないが、Current Protocols in Imm
unology, Ed by J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W.Str
ober,　Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 6.12, M
easurement of alpha and beta Chemokines 6.12.1-6.12.28; Taub et al. J. Clin. Inv
est. 95:1370-1376, 1995; Lind et al. APMIS 103:140-146, 1995; Muller et al Eur. 
J. Immunol. 25: 1744-1748; Gruber et al. J. of Immunol. 152:5860-5867, 1994; Joh
nston et al. J. of Immunol. 153: 1762-1768, 1994に解説されたものがある。
【０１０５】
止血及び血栓溶解活性
さらに本発明のタンパク質は、止血活性又は血栓溶解活性を呈するであろう。その結果、
このようなタンパク質は、様々な凝固異常（血友病などの遺伝性異常を含め）の治療や、
又は、外傷、外科術もしくはその他の原因で生じた創傷を治療する際に凝固もしくはその
他の止血事象を高めるのに有用だと予測される。さらに本発明のタンパク質は、血栓を溶
解させたり、又は、血栓形成を阻害したり、また、それにより生じる状態（例えば心臓及
び中枢神経系の血管の梗塞（例えば卒中）など）を治療及び防止するにも、有用であろう
。
【０１０６】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段の中でもとりわけ、以下の方法により測定し
てもよい。
【０１０７】
止血及び血栓溶解活性を調べるアッセイには、限定はしないが、Linet et al., J. Clin.
 Pharmacol. 26:131-140, 1986; Burdick et al., Thrombosis Res. 45:413-419, 1987; 
Humphrey et al., Fibrinolysis 5:71-79 (1991); Schaub, Prostaglandins 35:467-474,
 1988に解説されたものがある。
【０１０８】
受容体／リガンド活性
本発明のタンパク質は、さらに、受容体／リガンド相互作用における受容体としての活性
、受容体リガンドとしての活性、又は、阻害剤もしくはアゴニストとしての活性、を示す
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であろう。このような受容体及びリガンドの例には、限定はしないが、サイトカイン受容
体及びそれらのリガンド、受容体キナーゼ及びそれらのリガンド、受容体ホスファターゼ
及びそれらのリガンド、細胞対細胞の相互作用に関与する受容体及びそれらのリガンド（
細胞接着分子（例えばセレクチン、インテグリン及びそれらのリガンドを含む）、並びに
、抗原の提示、抗原の認識及び細胞免疫応答及び体液性免疫応答の発生に関与する受容体
／リガンドの対を含む、しかしこれらに限らない）がある。受容体及びリガンドは、さら
に、関連する受容体／リガンド相互作用の潜在的なペプチド又は小分子阻害剤をスクリー
ニングするにも、有用である。本発明のタンパク質は（受容体及びリガンドのフラグメン
トを含め、しかしこれらに限らず）、それ自体で、受容体／リガンド相互作用の阻害剤と
して有用であろう。
【０１０９】
本発明のタンパク質のこの活性は、他の手段の中でもとりわけ、以下の方法により測定し
てもよい。
【０１１０】
受容体／リガンド活性を調べるのに適したアッセイには、限定はしないが、Current Prot
ocols in Immunology, Ed by J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Sh
evach, W.Strober,　Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Cha
pter 7.28, Measurement of Cellular Adhesion under static conditions 7.28.1-7.28.
22), Takai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:6864-6868, 1987;　Bierer et al.
,　J. Exp. Med. 168:1145-1156,　1988; Rosenstein　et al.,　J. Exp. Med. 169:149-
160　1989;　 Stoltenborg et al., J. Immunol. Methods 175:59-68, 1994;　Stitt et 
al., Cell 80:661-670, 1995に解説されたものがある。
【０１１１】
抗炎症活性
本発明のタンパク質は、さらに、抗炎症活性を呈するであろう。抗炎症活性は、炎症応答
に関与する細胞に刺激を送ったり、細胞対細胞の相互作用（例えば細胞接着など）を阻害
又は促進したり、炎症プロセスに関与する細胞の走化性を阻害又は促進したり、細胞の遊
出を阻害又は促進したり、又は、炎症応答をより直接的に阻害又は促進する他の因子の産
生を刺激又は抑制したり、することで、達成されるであろう。このような活性を呈するタ
ンパク質を用いると、限定はしないが、例えば感染に関する炎症（例えば敗血症性ショッ
ク、敗血症又は全身性炎症性応答症候群（ＳＩＲＳ）など）、虚血－再潅流傷害、エンド
トキシンの致命率、関節炎、補体媒介超急性拒否反応、腎炎、サイトカイン又はケモカイ
ン誘発性肺傷害、炎症性腸疾患、クローン病、又は、ＴＮＦ又はＩＬ－１などのサイトカ
インの過剰産生を原因とする疾患を含む、慢性又は急性の状態を含む炎症性の状態を治療
することができる。さらに本発明のタンパク質は、抗原性物質又は材料に対するアナフィ
ラキシ及び過敏症を治療するのにも、有用であろう。
【０１１２】
カドヘリン／腫瘍浸潤抑制活性
カドヘリンはカルシウム依存性の接着分子であり、発生中、特に特定の細胞種を規定する
上で、主要な役割を果たしているようである。正常なカドヘリン発現が失われるか、又は
変化すると、細胞接着特性に変化が生じ、腫瘍成長及び転移に結び付くことがある。カド
ヘリンの多機能は、例えば尋常性天疱瘡及び落葉状天疱瘡（自己免疫性の水疱形成性皮膚
病）、クローン病、及びいくつかの発生上の異常など、他のヒトの疾患にも関与が示唆さ
れている。
【０１１３】
カドヘリン・スーパーファミリには、４０をゆうに越える仲間があり、それぞれが異なる
発現パターンを持つ。このスーパーファミリの仲間はすべて、共通の保存された細胞外反
復配列（カドヘリンドメイン）を有するが、この分子のその他の部分には構造上の違いが
見られる。このカドヘリンドメインはカルシウムに結合して、それらの三次構造を形成す
るため、それらの接着を媒介するにはカルシウムが必要である。最初のカドヘリンドメイ
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ン中のごく２、３個のアミノ酸が、同種親和性接着の基礎を提供しているため、この認識
部位を修飾すると、カドヘリンの特異性を変更することができ、こうして、それ自体だけ
を認識する代わりに、その変異分子を今度は異なるカドヘリンにも結合できるようにする
ことができる。加えて、いくつかのカドヘリンは、他のカドヘリンとも異種親和性接着に
より結合する。
【０１１４】
Ｅ－カドヘリンはカドヘリンスーパーファミリの中の一員であり、上皮細胞種で発現する
。病理学的には、Ｅ－カドヘリン発現が腫瘍内で行われないと、その悪性細胞は浸潤性と
なり、その癌は転移性になる。Ｅ－カドヘリンを発現するポリヌクレオチドで癌細胞系を
トランスフェクトすると、癌に関連する変化が逆行し、変化した細胞形が正常に戻り、細
胞相互及び細胞の基質に対する接着性が回復し、細胞成長速度が低下し、足場非依存的な
細胞成長が劇的に減少する。このように、Ｅ－カドヘリンの発現を再導入すると、癌腫が
進行する前の段階に戻る。他のカドヘリンも、他の組織種由来のカルシノーマに、同じ浸
潤抑制的な役割を有すると考えられる。従って、カドヘリン活性を持つ本発明のタンパク
質、及び、このようなタンパク質をコードする本発明のポリヌクレオチドを用いて、癌を
治療することができる。癌細胞にこのようなタンパク質又はポリヌクレオチドを導入する
と、カドヘリンを正常に発現させることにより、これらの細胞で観察される癌性の変化を
減少又は消失させることができる。
【０１１５】
さらに癌細胞では、由来となる組織種とは異なる組織種のカドヘリンが発現され、こうし
てこれらの細胞が体内の異なる組織に浸潤及び転移できるようになるのだと、示されてい
る。カドヘリン活性を持つ本発明のタンパク質、及び、このようなタンパク質をコードす
る本発明のポリヌクレオチドを、カドヘリン発現が適切に行われていないこれらの細胞で
置き換えると、正常な細胞接着性を回復し、細胞が転移する性向を減少又は消失させられ
る。
【０１１６】
加えて、カドヘリン活性を持つ本発明のタンパク質、及び、このようなタンパク質をコー
ドする本発明のポリヌクレオチドを、カドヘリンを認識し、カドヘリンに結合する抗体を
生成させるのに、用いることができる。このような抗体を用いると、発現が適切でない腫
瘍細胞のカドヘリンの接着を遮断し、その細胞が余所で腫瘍を形成するのを防ぐことがで
きる。このような抗カドヘリン抗体は、癌の等級、病理学的種類、及び予後のマーカとし
ても利用でき、即ち、癌が進行するほど、カドヘリンの発現が少なくなることになり、こ
のようなカドヘリン発現の減少を、カドヘリン結合抗体を用いて検出できる。
【０１１７】
カドヘリン活性を持つ本発明のタンパク質フラグメント、好ましくは、カドヘリン認識部
位のデカペプチドを含んで成るポリペプチド、及び、このようなタンパク質フラグメント
をコードする本発明のポリヌクレオチド、を用いると、カドヘリンに結合し、また、好ま
しくない影響を生む態様でそれらが結合するのを妨げることで、カドヘリン機能を遮断で
きる。加えて、カドヘリン活性を持つ本発明のタンパク質フラグメント、好ましくは、癌
患者の血中内で安定であると判明している切断型の可溶型カドヘリンフラグメント、及び
、このようなタンパク質フラグメントをコードするポリヌクレオチド、は、適切な細胞対
細胞の接着を混乱させるのに、用いることができる。
【０１１８】
カドヘリンの接着活性及び浸潤抑制活性を調べるアッセイには、限定はしないが、Hortsc
h et al. J Biol Chem 270 (32): 18809-18817, 1995; Miyaki et al. Oncogene 11: 254
7-2552, 1995; Ozawa et al. Cell 63: 1033-1038, 1990に解説されたものがある。
【０１１９】
腫瘍阻害活性
腫瘍の免疫学的治療又は防止に関して上述した活性に加え、本発明のタンパク質は、その
他の抗腫瘍活性を呈するであろう。タンパク質は、腫瘍成長を直接的又は間接的（例えば
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抗体依存的細胞媒介的細胞毒性（ＡＤＣＣ）を介して）に阻害する場合がある。タンパク
質は、腫瘍組織又は腫瘍前駆組織に対して作用したり、腫瘍成長を支援するのに必要な組
織の形成を阻害したり（例えば血管形成を阻害するなど）、腫瘍成長を阻害するその他の
因子、物質又は細胞種の生成を引き起こしたり、又は、腫瘍成長を促進する因子、物質又
は細胞種を抑制、消去又は阻害したりすることで、その腫瘍阻害活性を呈する場合がある
。
【０１２０】
他の活性
さらに本発明のタンパク質は、以下の更なる活性又は作用のうちの一つ又はそれ以上を呈
するであろう。即ち、限定はしないが細菌、ウィルス、真菌及び他の寄生生物を含む感染
性作用因子の成長、感染又は機能の阻害や、その殺生；限定はしないが、身長、体重、毛
髪の色、眼の色、皮膚、肥満対痩せの比率又はその他の組織色素沈着、又は、臓器もしく
は身体の一部の大きさ又は形状（例えば乳房増大又は縮小、骨格の形又は形状の変更など
）を含む身体上の特徴への影響（抑制又は向上）；オス又はメスの被験体の生殖能への影
響；食餌中の脂肪、脂質、タンパク質、炭水化物、ビタミン、ミネラル、コファクタ又は
他の栄養因子もしくは成分の代謝、異化、同化、処理、資化、保存又は消去への影響；限
定はしないが、食欲、性欲、ストレス、認知（認知障害を含む）、うつ（うつ性障害を含
む）、及び暴力行為を含む行動上の特徴への影響；鎮痛作用又は他の疼痛軽減作用の提供
；造血系統以外の系統の胚性幹細胞の分化及び成長の促進；体液性又は内分泌活性；酵素
の場合は、酵素の欠乏を補正し、欠乏に関連する疾患を治療すること；過剰増殖性の異常
（例えば乾癬など）の治療；免疫グロブリン様活性（例えば、抗原又は補体へ結合する能
力など）、及び、ワクチン組成物中で抗原として作用して、このようなタンパク質、又は
、このようなタンパク質と交差反応性である他の物質又は物体に対する免疫応答を生じさ
せること、である。
【０１２１】
投与及び投薬法
本発明のタンパク質（限定はしないが、組換え又は非組換えによる由来を含め、いかなる
由来のものも含む）は、薬学的に容認可能な担体と配合した場合には、製薬組成物中に用
いてもよい。このような組成物中には、さらに、（タンパク質及び担体に加えて）希釈剤
、充填材、塩類、緩衝剤、安定化剤、可溶化剤、及び、当業で公知の他の物質を含めても
よい。「薬学的に容認可能な」という用語は、有効成分の生物活性の効果に干渉しない非
毒性の物質を意味する。担体の特徴は、投与経路に依存することであろう。本発明の製薬
組成物中には、さらに、例えばＭ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－２
、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１
０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＦＮ、ＴＮＦ０
、ＴＮＦ１、ＴＮＦ２、Ｇ－ＣＳＦ、Ｍｅｇ－ＣＳＦ、トロンボポエチン、幹細胞因子及
びエリスロポエチンなどのサイトカイン、リンホカイン、又は、その他の造血因子を含有
させてもよい。さらに本発明の製薬組成物中に、当該タンパク質の活性を高めたり、又は
治療中のその活性又は利用を補う他の作用薬を含有させてもよい。このような付加的な因
子及び／又は作用薬を、本発明のタンパク質との相乗効果を生じたり、又は副作用を減ら
すために、製薬組成物中に含めてもよい。反対に、特定のサイトカイン、リンホカイン、
他の造血因子、血栓溶解性又は抗血栓因子、又は、抗炎症性作用薬の製剤中に、本発明の
タンパク質を含めて、そのサイトカイン、リンホカイン、他の造血因子、血栓溶解性又は
抗血栓因子、又は、抗炎症性作用薬の副作用を減じてもよい。
【０１２２】
本発明のタンパク質は多量体（例えばヘテロ二量体又はホモ二量体）で、又は、それ自体
ともしくは他のタンパク質と複合体を形成した状態で活性であってもよい。結果的に、本
発明の製薬組成物は、このような多量体又は複合体型の本発明のタンパク質を含んで成っ
ていてもよい。
【０１２３】
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本発明の製薬組成物は、本発明のタンパク質が、タンパク質又はペプチド抗原と一緒にな
った複合体型であってもよい。このタンパク質及び／又はペプチド抗原は、刺激シグナル
をＢリンパ球及びＴリンパ球の両方に送ることとなる。Ｂリンパ球は、その表面にある免
疫グロブリン受容体を通じて抗原に応答することとなる。ＭＨＣタンパク質による抗原提
示に続き、Ｔリンパ球はＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を介してこの抗原に応答する。ＭＨＣや
、クラスＩ及びクラスＩＩＭＨＣ遺伝子がコードするものを含め、ホスト細胞上の構造上
関連するタンパク質は、このペプチド抗原をＴリンパ球に提示する役目をする。この抗原
成分をさらに、精製されたＭＨＣペプチド複合体の単独のものとして、又は、Ｔ細胞に直
接シグナルを送ることのできる共刺激分子と一緒になったものとして、提供できるかも知
れない。あるいは、Ｂ細胞上の表面免疫グロブリン等の分子に結合できる抗体や、Ｔ細胞
上のＴＣＲ等の分子に結合できる抗体を、本発明の製薬組成物と組み合わせることができ
る。
【０１２４】
本発明の製薬組成物は、本発明のタンパク質が、その他の薬学的に容認可能な担体に加え
、例えば水溶液中で、凝集した形でミセルとして存在するリピド、不溶型の単層、液晶又
はラメラ層など、両親媒性の物質と組み合わされたようなリポソームの形であってもよい
。リポソーム製剤に適したリピドには、限定はしないが、モノグリセリド、ジグリセリド
、スルファチド、リゾレシチン、ホスホリピド、サポニン、胆汁酸、等々がある。このよ
うなリポソーム製剤の調製は、例えば、すべて言及をもってここに編入する米国特許第４
，２３５，８７１号；米国特許第４，５０１，７２８号；米国特許第４，８３７，０２８
号；　及び米国特許第４，７３７，３２３号に開示されているように、当業の平均的な技
術範囲内にある。
【０１２５】
ここで用いられている用語「治療上有効量」とは、患者にとって有意義な利点、即ち、関
連する状態の治療、治癒、防止又は改善や、又は、このような治療、治癒、防止又は改善
の速度の向上、を示すのに充分な、当該製薬組成物又は方法の各有効成分の合計量を意味
する。単独で投与される一個の有効成分に用いられた場合、この用語は、その成分のみを
言う。ある組合せに用いられた場合、組合せでの投与、順次的投与、又は同時の投与に関
係なく、この用語は、治療効果を生む有効成分の合計量を言う。
【０１２６】
本発明の治療法又は利用法を実施するには、本発明のタンパク質の治療上有効量を、治療
しようとする状態を有するほ乳類に投与する。本発明のタンパク質は、本発明の方法に基
づいて単独で投与しても、又は、サイトカイン、リンホカイン又はその他の造血因子を用
いた治療などの他の治療法と組み合わせて投与してもよい。一つ又はそれ以上のサイトカ
イン、リンホカイン又はその他の造血因子と一緒に同時投与する場合、本発明のタンパク
質を、そのサイトカイン、リンホカイン、その他の造血因子、血栓溶解因子又は抗血栓因
子と同時に又は順番に投与してもよい。順番に投与する場合、担当医が、サイトカイン、
リンホカイン、その他の造血因子、血栓溶解因子又は抗血栓因子と組み合わせたときの、
本発明のタンパク質の適切な投与順序を決定することになるであろう。
【０１２７】
製薬組成物中に用いたり、又は、本発明の方法を実施するための本発明のタンパク質の投
与は、例えば経口摂取、吸入、局所塗布、又は、皮膚、皮下、腹腔、腸管外又は静脈内注
射など、様々な従来の方法で行うことができる。静脈による患者への投与が好ましい。
【０１２８】
治療上有効量の本発明のタンパク質を経口投与する場合、本発明のタンパク質は錠剤、カ
プセル、粉末、溶液又はエリキシルの形となるであろう。錠剤形で投与する場合、本発明
の製薬組成物はさらに、ゼラチン又はアジュバントなどの固体の担体を含有していてもよ
い。錠剤、カプセル又は粉末は約５から９５％の本発明のタンパク質、好ましくは、約２
５から９０％の本発明のタンパク質を含むとよい。液体形で投与する場合、例えば水、石
油、動物性油脂や、又はピーナッツ油、鉱物油、大豆油、又はごま油などの植物性油脂、
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あるいは合成油脂などの液体の担体が添加されよう。液体形の製薬組成物には、さらに、
生理食塩水、デキストロース又は他の糖類溶液、又は、エチレングリコール、プロピレン
グリコールもしくはポリエチレングリコールなどのグリコールを含んでいてもよい。液体
形で投与する場合は、この製薬組成物は、重量で約０．５から９０％の本発明のタンパク
質、そして好ましくは約１から５０％の本発明のタンパク質を含有する。
【０１２９】
治療上有効量の本発明のタンパク質を静脈、皮膚又は皮下注射により投与する場合は、本
発明のタンパク質は、無発熱源の、腸管外で受容される水溶液の形であるであろう。この
ような腸管外で受容されるタンパク質溶液の製剤は、ｐＨ、等張性、安定性、等々の上で
適切なものであり、当業の標準的技術範囲内にある。静脈、皮膚又は皮下注射に好適な製
薬組成物には、本発明のタンパク質に加えて、塩化ナトリウム液、リンガー液、デキスト
ロース液、デキストロース及び塩化ナトリウム液、乳酸加リンゲル液など、等張性の当業
で公知の賦形剤が含まれているはずである。さらに本発明の製薬組成物には、安定化剤、
保存剤、緩衝剤、抗酸化剤等、当業で公知の添加剤を含めてもよい。
【０１３０】
製薬組成物中の、本発明のタンパク質の量は、治療しようとする状態の性質及び重篤度や
、患者が経験したそれまでの治療の性質に依存することであろう。最終的には、担当医が
、個々の患者を治療する本発明のタンパク質量を決定することになる。まず担当医は、低
用量の本発明のタンパク質を投与し、患者の応答を観察することであろう。投与する本発
明のタンパク質の用量を次第に増やしていき、その患者で最適な治療効果が得られた時点
で、その投薬量をそれ以上増加させない。本発明の方法を実施するのに用いる様々な製薬
組成物は、体重１キログラム当たり、約０．０１μｇから約１００ｍｇ（好ましくは約０
．１ｎｇから約１０ｍｇ、より好ましくは約０．１μｇから約１ｍｇ）の本発明のタンパ
ク質を含むはずと考えられる。
【０１３１】
本発明の製薬組成物を用いた静脈治療の期間は、治療しようとする疾患の重篤度や、個々
の患者の状態及び潜在的な特異体質性の応答に依存して様々であろう。本発明のタンパク
質の各用途の期間は、１２から２４時間の範囲の継続的な静脈投与であろう。最終的には
、担当医が、本発明の製薬組成物を用いた静脈治療の適切な期間を決定することとなる。
【０１３２】
さらに本発明のタンパク質を用いて動物を免疫処置し、このタンパク質と特異的に反応す
るポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体を得てもよい。ここで用いられる用語「抗
体」には、限定はしないが、指定したタンパク質に結合するポリクローナル抗体、モノク
ローナル抗体、キメリック抗体、一本鎖抗体、ＣＤＲ移植抗体、ヒト化抗体、又はこれら
のフラグメント、が含まれる。このような用語には、さらに、指定したタンパク質に結合
することのできる抗体又は抗体配列を由来とするあらゆるその他の種が含まれる。
【０１３３】
ある特定のタンパク質に対する抗体は、当業で公知の方法により作製できる。例えば、モ
ノクローナル抗体は、公知の方法（例えばGoding, 1983, Monoclonal antibodies: princ
iples and practice, Academic Press Inc., New York; and Yokoyama, 1992, "Producti
on of Monoclonal Antibodies" in Current Protocols in Immunology, Unit 2.5, Green
e Publishing Assoc. and John Wiley & Sonsを参照されたい）に基づき、抗体産生ハイ
ブリドーマを作製すれば、生成が可能である。ポリクローナル血清及び抗体は、ほ乳類の
被験体を、公知の方法に基づき、関連タンパク質又はそのフラグメントで接種すれば、生
成させることができる。抗体フラグメント、受容体、又はその他の反応性のペプチドは、
対応する抗体から、所望のフラグメントを公知の方法に基づいて開裂させ、採集すること
により、生成させることができる（例えば上記のGoding 及びAndrew et al., 1992, "Fra
gmentation of Immunoglobulins" in Current Protocols in Immunology, Unit 2.8, Gre
ene Publishing Assoc. and John Wiley & Sonsを参照されたい）。キメリック抗体及び
一本鎖抗体も、公知の組換え法に基づいて生成させることができる（例えば第５，１６９
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，９３９号、第５，１９４，５９４号及び第５，５７６，１８４号を参照されたい）。ヒ
ト化抗体も、対応するマウス抗体から、公知の方法に基づき作製できる（例えば米国特許
第５，５３０，１０１号、第５，５８５，０８９号、及び第５，６９３，７６２号を参照
されたい）。加えて、ヒト抗体を、遺伝子改変してヒト抗体分子を発現するようにしたマ
ウスなどのヒト以外の動物でも生成できよう（例えばFishwild et al., 1996, Nature Bi
otechnology 14: 845-851; Mendez et al., 1997, Nature Genetics 15: 146-156 (errat
um Nature Genetics 16: 410); 及び米国特許第５，８７７，３９７号及び第５，６２５
，１２６号を参照されたい）。このような抗体は、タンパク質全体又はそのフラグメント
を免疫原として利用することで得てもよい。ペプチド免疫原は、さらに、カルボキシル末
端にシステイン残基を含んでいてもよく、またキーホール・リンペット・ヘモシアニン（
ＫＬＨ）などのハプテンに共役している。このようなペプチドを合成する方法は、例えば
e R.P. Merrifield, J. Amer.Chem.Soc. 85, 2149-2154 (1963); J.L. Krstenansky, et 
al., FEBS Lett. 211, 10 (1987)にあるように当業で公知である。
【０１３４】
本発明のタンパク質に結合するモノクローナル抗体は、このタンパク質の免疫検出用の診
断役として有用であろう。またこのタンパク質に結合する中和化モノクローナル抗体は、
このタンパク質の両方の状態の治療薬としてや、このタンパク質の異常な発現が関与する
何らかの形の癌の治療にも、有用であろう。癌細胞又は白血病細胞の場合、このタンパク
質に対する中和化モノクローナル抗体は、このタンパク質が媒介するであろう、癌細胞の
転移性伝播を検出及び防止に、有用であろう。
【０１３５】
骨、軟骨、腱又は靱帯の再生に有用な、本発明の組成物の場合、治療法には、この組成物
を局所、全身、又は、インプラントもしくはデバイスとして局部投与することが含まれる
。投与時には、本発明で用いられる治療用組成物は、もちろん、無発熱源の生理学的に受
容可能な形である。さらに、骨、軟骨又は組織の損傷部位への送達に向けて、この組成物
を、所望に応じて粘着性の形態に被包又は注入してもよい。創傷の治癒及び組織の修復に
は局所投与が適しているであろう。本発明の方法においては、上述したように選択に応じ
て当該組成物中に含めてもよい本発明のタンパク質以外の治療上有用な物質を、代わりに
、又はさらに付加的に、当該組成物と同時に又は順番に投与してもよい。骨及び／又は軟
骨の形成のためには、好ましくは、この組成物に、このタンパク質含有組成物を骨及び／
又は軟骨の損傷部位に送達でき、骨及び軟骨の発生の構造を提供でき、さらに選択に応じ
て体内に再吸収させることのできる基質が含まれるであろう。このような基質は、その他
の移植医療用途で現在用いられている材料から形成してよい。
【０１３６】
基質材料の選択は、生体適合性、生分解性、機械的特性、美容上の外観及び接触面の特性
に基づく。本組成物の特定の用途が、適切な配合を定義するであろう。本組成物の基質と
して可能性のあるものは、生分解性の、化学的に定義された硫酸カルシウム、リン酸三カ
ルシウム、ハイドロキシアパタイト、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、及びポリ無水物であ
ろう。可能性のある他の材料は、例えば骨又は皮膚コラーゲンなど、生分解性のかつ生物
学的によく定義されたものである。更なる基質は、純粋なタンパク質か、又は細胞外基質
成分から成るものである。可能性のある他の基質は、例えば焼結ハイドロキシアパタイト
、バイオグラス、アルミネート、又は他のセラミックスなど、非生分解性であり、かつ化
学的によく定義されたものである。基質は、例えばポリ乳酸及びハイドロキシアパタイト
、又は、コラーゲン及びリン酸三カルシウムなど、上記の種類の材料のうちのいずれかの
組合せから成っていてもよい。例えばカルシウム－アルミネート－ホスフェートのように
、組成中のバイオセラミックスを変更してもよく、またポアの大きさ、粒子の大きさ、粒
子の形状、及び生分解性などを変えるよう、加工してもよい。
【０１３７】
現在好適なのは、１５０から８００ミクロンの直径を有する多孔質粒子の形状の、乳酸及
びグリコール酸が５０：５０（モル重量）で成るコポリマである。いくつかの用途では、
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例えばカルボキシメチルセルロース又は自己血血餅などの金属イオン封鎖剤を利用して、
タンパク質組成物が基質から解離するのを防ぐと有利であろう。
【０１３８】
好適な金属イオン封鎖剤のファミリーは、例えば、メチルセルロース、エチルセルロース
、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメ
チルセルロース、及びカルボキシメチルセルロースを含む、（ヒドロキシアルキルセルロ
ースを含む）アルキルセルロースなどのセルロース材料であり、最も好ましいのは、カル
ボキシメチルセルロース（ＣＭＣ）の陽イオン塩である。その他の好適な金属イオン封鎖
剤には、ヒアルロン酸、アルギン酸ナトリウム、ポリ（エチレングリコール）、酸化ポリ
オキシエチレン、カルボキシビニルポリマ、及びポリ（ビニルアルコール）がある。ここ
で有用な金属イオン封鎖剤の量は、ポリママトリックスからの本タンパク質の脱離を防ぎ
、かつ、この組成物が適切に取り扱われ、しかし尚、前駆細胞の基質への浸潤を防止しつ
つ、この前駆細胞の骨形成活性を支援する機会をタンパク質に提供するのに充分な量であ
る、合計配合重量に基づいて０．５から２０重量パーセント、好ましくは１から１０重量
パーセントである。
【０１３９】
別の組成物では、本発明のタンパク質を、対象となる骨及び／軟骨の欠陥、創傷又は組織
の治療に有利な他の作用物質と組み合わせてもよい。これらの作用物質には、例えば上皮
成長因子（ＥＧＦ）、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、トランスフォーミング成長因子
（ＴＧＦ－α及びＴＧＦ－β）、及びインシュリン様成長因子（ＩＧＦ）などの多様な成
長因子が含まれる。
【０１４０】
治療用の組成物は現在、さらに獣医用にも貴重である。ヒトに加え、特に家庭用の動物及
びサラブレッド馬は、本発明のタンパク質によるこのような治療にとって好ましい患者で
ある。
【０１４１】
組織再生に用いるタンパク質含有製薬組成物の投薬計画は、例えば形成したい組織の重量
、損傷部位、損傷組織の状態、創傷の大きさ、損傷組織の種類（例えば骨）、患者の年齢
、性別、及び食餌、感染の重篤度、投与時間、及び、その他の臨床上の因子など、当該タ
ンパク質の作用を変える様々な因子を考慮して、担当医が決定することになろう。投薬量
は、再構成中に用いられた基質の種類や、製薬組成物中への他のタンパク質の含有によっ
て、様々であろう。例えば、ＩＧＦ　Ｉ（インシュリン様成長因子Ｉ）など、他の公知の
成長因子を最終的な組成物に加えると、投薬量も左右されるであろう。組織／骨の成長及
び／又は修復の周期的な評価を、例えばＸ線、組織形態測定的判定及びテトラサイクリン
による標識付けなどを行えば、経過を観察できる。
【０１４２】
本発明のポリヌクレオチドは、さらに遺伝子治療にも利用できる。このようなポリヌクレ
オチドをインビボ又はエクスビボで細胞内に導入してほ乳類の被験体で発現させることが
できる。本発明のポリヌクレオチドは、（限定はしないが、ウィルスベクタ又は裸のＤＮ
Ａの形を含め）、細胞又は生物に核酸を導入するその他の公知の方法で投与してもよい。
【０１４３】
細胞を本発明のタンパク質の存在下でエクスビボで培養して、そのような細胞に対する所
望の作用又は活性を増殖又は生成させてもよい。こうして処置された細胞を治療のために
インビボに導入できる。
【０１４４】
さらに以下の実施例により、本発明の実例を挙げるが、この実施例を限定的なものと捉え
ては成らない。本出願を通じて引用した全参考文献、特許及び公開済み特許出願の内容や
、配列表を、言及をもってここに編入することとする。
【０１４５】
実施例
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クローン「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」の同定及び性格付け
本発明のポリヌクレオチドは、クローン「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」と同定された。
クローンｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９は、以下の方法に基づいて単離された。コンカナバ
リンＡ及び骨髄由来樹状細胞の両方で活性化させた脾細胞から作製したマウスｃＤＮＡラ
イブラリからマウスＥＳＴを同定した。このＥＳＴは、分泌タンパク質をコードするｃＤ
ＮＡに対して選択的な方法を用いて同定された（米国特許第５，５３６，６３７号を参照
されたい）。このマウスＥＳＴ配列を用いて、完全長マウスクローンを同じｃＤＮＡライ
ブラリから単離した。このマウスクローンの配列を解析すると、インターロイキン－１０
（ＩＬ－１０）に対して有意な相同性があることが分かった。
【０１４６】
このマウスクローンのヒト相同体を単離するために、ＩＬ－１０に対して相同性を示すこ
のマウス配列の領域に基づいてＰＣＲプライマを作製した。このようなプライマを、ヒト
ＰＢＭＣライブラリの増幅に用いたところ、有意なサイズのＰＣＲ産物が生じた。このＰ
ＣＲ産物の配列を解析すると、それがマウスｃＤＮＡの相同体であることが確認できた。
この部分的ヒトクローンの配列からオリゴヌクレオチドを作製し、このオリゴヌクレオチ
ドを用いて、完全長ヒトクローンをこのＰＢＭＣライブラリから単離した。
【０１４７】
ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９は完全長ヒトクローンであり、ある分泌タンパク質（ここで
は「ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９」タンパク質とも言及されている）の全コーディング配
列を含有する。そのアミノ酸配列を解析すると、それはｈＩＬ－１０に対して約２３％の
相同性を有することが示された。ＩＬ－１０の推定受容体結合モチーフに基づき、コンピ
ュータ・モデリングでは、同様の機能に関与する三つのモチーフが、ｈＧＩＬ－１９／Ａ
Ｅ２８９内で提案された。これらはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２の残基５０番から６０番、、
残基６３番から８１番、そして残基１６８番から１７７番の領域である。データベースで
解析すると、ｈＧＩＬ－１９は同様のレベルの相同性を他の種のＩＬ－１０に対しても呈
することが判明した。
【０１４８】
現在決定されているｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９のヌクレオチド配列はＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：１に報告されており、ポリ（Ａ）の尾を含む。前述のヌクレオチド配列に相当するｈ
ＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質のアミノ酸配列はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２に報告さ
れている。
【０１４９】
ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質の性格付け
ＣＨＯ細胞に、ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９ｃＤＮＡを、適した発現ベクタ内でトランス
フェクトすることで、完全長ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質を安定に発現及び分
泌する細胞系を作製した。適したｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９発現ベクタを用いて一時的
にトランスフェクトしたＣＯＳ細胞を用いて、分析用のｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タン
パク質を作製してあった。トランスフェクションは市販のリポフェクタミン試薬（ギブコ
社）を用いて行った。興味深いことに、ｈＧＩＬ－１９を発現するＣＯＳ細胞は不均一に
脱離し、細胞培養単層に孔を形成しているのが観察された。トランスフェクトしたＣＯＳ
細胞で馴化させた培地を用いて、ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質のサイトカイン
様活性を実証した。細胞溶解産物のウェスタンブロット分析では、この細胞をｈＧＩＬ－
１９／ＡＥ２８９発現細胞で馴化した培地に暴露すると、Stat-3が腎糸球体間質組織由来
細胞系でリン酸化（活性化）し、マクロファージ様の性質(MES-13; Dumoutier et al (20
00) J. of Immunology 164:1814-1819を参照されたい)を呈することが分かった。加えて
、Stat-3のリン酸化は、ｈＧＩＬ－１９タンパク質で処置した、トランスフェクトしてい
ないＣＯＳ細胞で誘導される。
【０１５０】
（ここに解説したトランスフェクトしたＣＯＳ細胞系を由来とする）ｈＧＩＬ－１９／Ａ
Ｅ２８９タンパク質の電気泳動分析を行うと、この発現したタンパク質はある範囲の大き
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さで存在することが示された。電気泳動前に、ＣＯＳ由来ｈＧＩＬ－１９タンパク質をＮ
－グリカナーゼで処理すると、未処理のｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９で観察された移動度
の最も高い（例えば分子量が最も小さいなど）種に相当する一本のバンドが出た。これは
、ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９のアミノ酸配列中に特定された推定Ｎ結合糖付加部位（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸残基５４－５６番、６８－７０番、９７－９９番、及び
１７６－１７８番）に起きると考えられている糖付加事象と合致する。
【０１５１】
エドマンＮ末端配列決定を行うと、成熟ｈＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９タンパク質のＮ末端
は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２の位置３４にある残基（アラニン）で開始していると判定さ
れた。「６×ヒスチジン」親和性タグ及びＦＬＡＧエピトープタグを、この成熟ｈＧＩＬ
－１９／ＡＥ２８９タンパク質のＮ末端に融合させる発現ベクタを作製した（追加される
アミノ酸タグはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３に記載されており、以下のアミノ酸配列：ＭＫＦ
ＬＶＮＶＡＬＶＦＭＶＶＹＩＳＹＩＹＡＧＳＧＨＨＨＨＨＨＧＳＧＤＹＫＤＤＤＤＫＡＰ
ＩＳＳＨＣＲ)を有している。これらのタグ付き作製物を用いて、安定に発現するＣＨＯ
細胞系と、一時的に発現するＣＯＳ細胞系を作製した。これらタグは、ｈＧＩＬ－１９／
ＡＥ２８９を検出する上で（例えば抗６×his抗体：抗ＦＬＡＧ抗体）、そして馴化培地
から（Ｎｉ＋２樹脂を用いて）このタンパク質を精製する上で、便利な手段となった。ｈ
ＧＩＬ－１９／ＡＥ２８９発現ＣＯＳ細胞系からこのタグによって精製されたヒトＧＩＬ
－１９タンパク質を用いると、ＭＥＳ－１３細胞でStat-3活性化を誘導できるかも知れな
い。
【０１５２】
活性化Ｔｈ１及びＴｈ２細胞中のｈＧＩＬ－１９ｍＲＮＡ転写産物を比較すると（例えば
、 Syrbe et al, (1999) Springer Seminars in Immunopathology, 21:263-85を参照され
たい）、活性化Ｔｈ２細胞よりも、活性化Ｔｈ１細胞での方が、ＧＩＬ－１９の発現がか
なり高レベルであることが分かった。ＧＩＬ－１９ｍＲＮＡの分析は、ＲＮＡｓｅ保護ア
ッセイにより行われた。
【０１５３】
ＧＩＬ－１９の免疫学的影響
ＧＩＬ－１９の免疫学的影響を、マウスＧＩＬ－１９のｃＤＮＡをマウスにウィルス導入
して、メタゾアの観点から調べた。アデノウィルスベクタを用い、５×１０１０ウィルス
粒子を注射した生後８週のＣ５７／Ｂ６メスマウスで、マウスＧＩＬ－１９のｃＤＮＡを
発現させた。注射後７日目及び１４日目にテストマウスを殺し、バッファのみか、又は、
緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現するアデノウィルスを注射した対照マウスと比較し
た。７日目及び１４日目の時点で、絶対及び相対胸腺重量が、ウィルスによるマウスＧＩ
Ｌ－１９を発現したマウスで有意に減少していたことが認められた。脾臓の絶対平均重量
は１４日目で減少し、肝臓重量は７日目で僅かに増加していた。肉眼で観察された胸腺萎
縮や、（顕微鏡で観察された）リンパ球の枯渇は７日目及び１４日目で明白であった。
【０１５４】
加えて、赤血球数、ヘモグロビン、及びヘマトクリットの減少を含め、７日目には数多く
の血液学的影響が明らかであった。これらの影響をまとめれば、動物に貧血があることが
示唆された。さらに、好中球の増加が原因で、血小板の増加や白血球数の増加があった。
これらの観察を考慮すると、再生的な応答の証拠はなく、その影響は骨髄のレベルであろ
うことが示唆された。
【０１５５】
さらに、７日目及び１４日目に僅かなアルブミンレベルの減少があった。その理由として
考えられるのは、腎臓又は腸管を通じた小分子の喪失である。
【０１５６】
等価物
当業者であれば、ごく通常の実験を利用すれば、ここに記載した本発明の具体的な実施例
に対する等価物を数多く認識され、又は確認できることであろう。このような等価物は、



(36) JP 4828703 B2 2011.11.30

10

20

30

以下の請求の範囲の包含するところとして意図されている。
【図面の簡単な説明】
【図１】ムス－ムスキュラスのＤＮＡ配列。
【配列表】
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