
(57)【要約】
細胞におけるサイトカイン及び細胞受容体の生産及び発現を調節するアゴニスト及びアン
タゴニスト抗体を生産するのに有用な、活性化 T細胞の核因子（ NFAT）を活性化する新規
な受容体。該受容体は、２７０アミノ酸から成る算出分子量約３０ kDのタイプ I膜貫通タ
ンパク質である。該受容体は、 N末端（１～４２番アミノ酸）に推定シグナルペプチド、
細胞外領域に Igドメイン（４３～１５０番アミノ酸）、細胞質領域に予測膜貫通ドメイン
（１６４～１８６番アミノ酸）及び予測 ITAMモチーフ（２２０～２３５番アミノ酸）を有
する。該受容体は、 NFAT、 IL-13及び TNFアルファプロモーターレポーター活性を促進する
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ；
　 配 列 番 号 ２ の 変 異 体 ；
　 配 列 番 号 ２ の 断 片 ； 並 び に
　 　 配 列 番 号 １ ；
　 　 配 列 番 号 １ の 変 異 体 ； 及 び
　 　 配 列 番 号 １ の 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 受 容 体 の 発 現 又 は 作 用 を
阻 害 又 は 促 進 す る 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 可 溶 性 形 態 、 及 び NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 可
能 な 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 由 来 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 よ り 選 ば
れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 43～ 150又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 ヒ ト 、 二 特 異 的 及 び ヘ テ ロ 結
合 抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 １ ；
　 配 列 番 号 １ の 変 異 体 ；
　 配 列 番 号 １ の 断 片 ； 並 び に
　 　 配 列 番 号 ２ ；
　 　 配 列 番 号 ２ の 変 異 体 ；
　 　 配 列 番 号 ２ の 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
か ら 成 る 群 よ り 選 ば 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 ９ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 43～ 150又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の
単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 ； 請 求 項 ８ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 宿 主 細 胞 ； 及 び 請 求 項 ９ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 宿 主 細 胞 、 か ら 成 る 群 よ り 選 ば
れ る 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 を 潜 在 的 な NFATア ゴ ニ ス ト ／ NFATア ン タ ゴ ニ ス ト に 曝 露 し ； そ し て
　 前 記 潜 在 的 な ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 前 記 受 容 体 と 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る こ
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と を 含 む 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 を 医 薬 に 曝 露 し ； そ し て
　 前 記 医 薬 が 前 記 受 容 体 に 結 合 す る か 否 か 、 又 は サ イ ト カ イ ン の 生 産 に 変 化 を 及 ぼ す こ と
に よ り 前 記 受 容 体 リ ガ ン ド の 生 物 学 的 機 能 を 模 倣 す る か 否 か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 医 薬
が 所 望 の 効 能 の た め に 動 物 に 投 与 さ れ た 際 に 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の 生 産 の 減 少
又 は 増 大 を 伴 う 不 所 望 の 副 作 用 を 引 き 起 こ し や す い か 否 か を 決 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 を 発 現 で き る 細 胞 を 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 分 子 に 曝 露 す る こ と を 含 む 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を
コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 細 胞 の NF
AT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 分 子 が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 適 正 な 転 写
又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAiヌ ク レ オ チ ド 及 び リ ボ ザ イ ム か ら
成 る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 分 子 が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 適 正 な 転 写
又 は 翻 訳 に 干 渉 す る ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 を あ る と し て も ご く わ ず か に し か 含 ま な い こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、
組 織 又 は 体 液 試 料 を 患 者 か ら 採 取 し ；
　 該 組 織 又 は 体 液 に つ い て 、 組 織 中 の NFAT活 性 化 受 容 体 の 存 在 を 分 析 し ； そ し て
　 該 組 織 又 は 体 液 中 の NFAT活 性 化 受 容 体 の 存 在 に 基 づ き 、 あ る 免 疫 疾 患 に 対 す る 患 者 の 疾
病 素 質 を 予 測 す る こ と を 含 む 、 サ イ ト カ イ ン の 無 調 整 な 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を
発 達 さ せ る 、 患 者 の 疾 病 素 質 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 規 定 さ れ た レ ベ ル の NFAT活 性 化 受 容 体 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 試
料 を 患 者 か ら 採 取 し ；
　 該 組 織 又 は 体 液 に つ い て 、 組 織 中 の NFAT活 性 化 受 容 体 の 存 在 を 分 析 し ； そ し て
　 該 組 織 又 は 体 液 中 の NFAT活 性 化 受 容 体 の 量 に つ い て 、 正 常 な 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 に お い
て 確 立 さ れ た 規 定 さ れ た レ ベ ル 又 は 測 定 さ れ た レ ベ ル と 比 較 し た 差 異 に 基 づ き 、 あ る 免 疫
疾 患 に 対 す る 患 者 の 疾 病 素 質 を 予 測 す る こ と を 含 む 、 サ イ ト カ イ ン の 無 調 整 な 発 現 に よ り
引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 発 達 さ せ る 、 患 者 の 疾 病 素 質 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 疾 患 を 予 防 又 は 治 療 す る 量 の NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動
物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て NFAT活 性 化 受 容 体 を 介 し た 疾 患 を 予 防 又 は 治
療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 の NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 の 生 産 の た め に 、
単 離 さ れ た NFAT活 性 化 受 容 体 又 は そ れ の 抗 原 性 断 片 を 抗 原 と し て 用 い る こ と ；
　 組 換 え NFAT活 性 化 受 容 体 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 抗 原 と し て 用 い る こ と ； 及 び
　 該 受 容 体 遺 伝 子 を 含 み 該 受 容 体 を 発 現 す る DNA発 現 ベ ク タ ー を 抗 原 と し て 用 い る こ と ；
か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 方 法 を 含 む 、 NFAT活 性 化 受 容 体 と 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 を 用 い て 生 産 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 ヒ ト 、 二 特 異 的 及 び ヘ テ ロ 結 合 抗 体 か ら 成
る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 、 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 を 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 に 曝 露 し ；
そ し て
　 前 記 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 、 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 が 該 抗 体 と 結 合 す る か 否 か を 決 定
す る こ と を 含 む 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 中 で 発 現 す る NFAT活 性 化 受 容 体 を 検 出 す る た
め の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 及 び 混 入 物 を 含 む 組 成 物 を 、 該 受 容 体 に 結 合 で き る 抗 体 に 曝 露 し ；
　 NFAT活 性 化 受 容 体 が 前 記 抗 体 に 結 合 す る こ と を 許 し ；
抗 体 ― 受 容 体 複 合 体 を 前 記 混 入 物 か ら 分 離 し ； そ し て
　 該 複 合 体 か ら NFAT活 性 化 受 容 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 、 混 入 物 及 び
ネ イ テ ィ ブ な 環 境 か ら NFAT活 性 化 受 容 体 を 単 離 及 び 精 製 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 抗 体 が 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 細 胞 核 へ の 移 行 、 及 び 続 い て 起 こ る 転 写 因 子 活 性 化 タ ン
パ ク 質 １ （ transcription factor activator protein 1） と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る の に 十
分 な 量 の NFAT活 性 化 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 不 所 望 の 免 疫 応
答 を 経 験 し 得 る 哺 乳 動 物 に 寛 容 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 し て NFATタ ン パ ク 質 の 核 へ の 移 行 及 び
AP-1と の 相 互 作 用 を 妨 げ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 内 生 の NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 に ヘ テ ロ 接 合 又 は ホ モ 接 合 の 欠 失 を 含 む ゲ ノ ム を 有 し 、
生 物 学 的 に 機 能 的 な NFAT活 性 化 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 抑 制 又 は 妨 害 さ れ て い る 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 広 く は 細 胞 受 容 体 に 関 し 、 特 に 受 容 体 を 活 性 化 す る 活 性 化 T細 胞 の 核 因 子 「 NFA
T」 を 活 性 化 す る 受 容 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 活 性 化 Tリ ン パ 球 は 、 免 疫 機 構 の 活 動 を 制 御 し 効 果 的 な 免 疫 応 答 を 発 現 す る 働 き を 担 う
サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 。 サ イ ト カ イ ン 生 産 の 制 御 は 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 の 転 写 開 始 の
レ ベ ル か ら 起 こ り 得 る 。 活 性 化 T細 胞 の 核 因 子 「 NFAT」 と 称 さ れ る タ ン パ ク 質 転 写 因 子 フ
ァ ミ リ ー は 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 の 転 写 制 御 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 NFATタ
ン パ ク 質 は 、 重 要 な 免 疫 作 用 を 調 整 す る 多 様 な サ イ ト カ イ ン お よ び 細 胞 表 面 受 容 体 、 例 え
ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -5、 イ ン タ ー ロ イ キ ン
-13、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α 、 GM-CSF、 CD40Lお よ び CTLA-4の 転 写 の 制 御
に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る 。 最 も よ く 知 ら れ 特 徴 付 け ら れ て い る NF
ATフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て は 、 NFAT1、 NFAT2、 NFAT3、 及 び NFAT4が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 NFATタ ン パ ク 質 の 活 性 化 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 脱 リ ン 酸 化 、 核 へ の 転 移 及 び DNA結 合 に 関
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わ る 過 程 を 経 て 制 御 さ れ る 。 休 止 中 の 細 胞 内 で は 、 リ ン 酸 化 さ れ た NFATタ ン パ ク 質 は 細 胞
質 に 存 在 し 、 DNAへ の 結 合 親 和 性 は 低 い 。 カ ル シ ウ ム の 動 員 を 引 き 起 こ す 様 々 な 刺 激 に よ
り 、 Ca2+/カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る カ ル シ ニ ュ リ ン が 関 与
す る 過 程 を 経 て 、 NFATタ ン パ ク 質 の 迅 速 な 脱 リ ン 酸 化 が 起 こ る 。 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 露 出
し た 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ た NFATタ ン パ ク 質 は 核 内 に 移 行 し 、 親 和 性 が 増 大 し た DNAに 結 合 し
て 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 す る 。 NFATタ ン パ ク 質 は 、 T細 胞 の み な ら ず 様 々 な グ ル ー プ の
免 疫 及 び 非 免 疫 細 胞 種 に お い て 発 現 し て い る 。 NFATタ ン パ ク 質 は 、 マ ス ト 細 胞 、 Bリ ン パ
球 及 び NK細 胞 の 活 性 化 に 関 与 し て い る 。 こ れ ら の 細 胞 で は 、 NFATタ ン パ ク 質 は 　 カ ル シ ウ
ム /カ ル シ ニ ュ リ ン シ グ ナ ル に 連 動 す る 受 容 体 、 例 え ば 、 T細 胞 お よ び B細 胞 上 の 抗 原 受 容
体 、 マ ス ト 細 胞 及 び 好 塩 基 球 上 の Fcε 受 容 体 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び NK細 胞 上 の Fcγ 受 容 体
並 び に ヘ テ ロ 三 量 体 Gタ ン パ ク 質 に 連 動 す る 受 容 体 を 刺 激 す る こ と に よ り 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 以 下 の 特 許 は 、 NFAT複 合 体 並 び に そ れ に 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 抗 体 の 転 写 に 関
連 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に 関 係 す る 方 法 及 び 産 物 を 開 示 し て い る 。 Crabtree, et al.へ
発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 5,837,840、 出 願 日 1998年 11月 17日 （ 譲 受 人 Board of Trustees o
f Leland Stanford Jr. University (Stanford, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-
AT polypeptides and polynucleotides」 ； Crabtree, et al.へ 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6
,096,515、 出 願 日 2000年 8月 1日 、 （ 譲 受 人 Board of Trustees of Leland Stanford Junio
r University (Stanford, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-AT polynucleotides」
； Crabtree, et al.へ 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6,150,099、 出 願 日 2000年 11月 21日 、 （ 譲
受 人 Board of Trustees of Leland Stanford Junior University (Stanford, カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-AT polypeptides and polynucleotides」 ； Crabtree, et al
.へ 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6,171,781、 出 願 日 2001年 1月 9日 、 （ 譲 受 人 Board of Trustee
s of Leland Stanford Junior University (Stanford, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )） 、 発 明 の 名
称 「 NF-AT polypeptides and polynucleotides」 ； Crabtree, et al.へ 発 行 さ れ た 、 米 国
特 許 第 6,197,925、 出 願 日 2001年 3月 6日 （ 譲 受 人 Sara Lee Corporation (Winston-Salem,
ノ ー ス カ ロ ナ イ ナ 州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-AT polypeptides and polynucleotides」 ； Cra
btree, et al.へ 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6,312,899、 出 願 日 2001年 11月 6日 （ 譲 受 人 Board
 of Trustees of the Leland Stanford Junior University (Palo Alto, カ リ フ ォ ル ニ ア
州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-AT polypeptides and polynucleotides」 ； Crabtree, et al.へ
発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6,352,830、 出 願 日 2002年 3月 5日 （ 譲 受 人 The Board of Trustees
 of the Leland Stanford Junior University (Stanford, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )） 、 発 明 の
名 称 「 NF-AT polypeptides and　 polynucleotides and screening methods for immunosu
ppressive agents」 ； Crabtree, et al.へ 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 6,388,052、 出 願 日 200
2年 5月 14日 （ 譲 受 人 Board of Trustees of the Leland Stanford Junior University (St
anford, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )） 、 発 明 の 名 称 「 NF-AT polypeptides and polynucleotides
」
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 NFATタ ン パ ク 質 及 び 該 タ ン パ ク 質 の サ イ ト カ イ ン 生 産 へ の 作 用 機 構 に 関 し て は 多 く の 知
見 が 得 ら れ て い る が 、 NFAT経 路 を 理 解 し 、 サ イ ト カ イ ン や 細 胞 表 面 受 容 体 の 発 現 を 制 御 す
る 抗 体 の よ う な ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 め た 、 経 路 を 調 整 す る た め に 有 用 な 組
成 物 や 方 法 、 並 び に サ イ ト カ イ ン や 受 容 体 に 関 連 し た 疾 患 を 防 止 又 は 治 療 す る 薬 剤 を 同 定
す る た め に 有 用 な ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 開 発 す る た め 、 そ の 理 解 を 活 用 す る 必 要 性 が 引
き 続 き 存 在 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 活 性 化 T細 胞 リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 の 核 因 子 と 相 互 作 用 で き る
、 新 規 な NFAT活 性 化 受 容 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 ネ イ テ ィ ブ な NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 し 、 該 受 容 体 の 発 現 又 は 作
用 を 阻 害 又 は 促 進 す る ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 及 び こ の よ う な 抗 体 の 生
産 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 活 性 化 T細 胞 リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 の 核 因 子 と 相 互 作 用 す る 新 規
な NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 新 規 な NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ベ ク タ ー 、 及 び こ の よ う な ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た
め の 、 並 び に 医 薬 が 動 物 に 投 与 さ れ た 際 に 望 ま し く な い 副 作 用 を 引 き 起 こ し や す い か 否 か
を 決 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 サ イ ト カ イ ン の 無 調 整 な 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 を 進 展 さ せ
る 、 患 者 の 素 質 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 NFATタ ン パ ク 質 を 介 す る 疾 患 を 、 哺 乳 動 物 に お い て 予 防 又 は 治
療 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 中 で 発 現 す る NFAT活 性 化 受 容 体 を
検 出 す る た め の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 、 混 入 物 及 び ネ イ テ ィ ブ な 環 境 か ら 、 NFAT
活 性 化 受 容 体 を 単 離 及 び 精 製 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 不 所 望 の 免 疫 応 答 を 経 験 し 得 る 哺 乳 動 物 に 寛 容 を 誘 導 す る 方
法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
こ れ ら 及 び 他 の 目 的 は 、 配 列 番 号 1に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 新 規 な 活 性 化 T細 胞 の
核 因 子 「 NFAT」 活 性 化 受 容 体 、 該 受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 並 び に 該 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 発 現 し 該 受 容 体 を 生 産 す る ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と に よ り 達 成
さ れ る 。 該 受 容 体 は 、 サ イ ト カ イ ン 並 び に 細 胞 受 容 体 及 び リ ガ ン ド の 細 胞 性 生 産 に 影 響 を
与 え る の に 有 効 な 、 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 の 生 産 に 使 用 さ れ る 。 該 抗 体 は 、
受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ 、 並 び に 医 薬 が 医 療 目 的 で 動 物 に
投 与 さ れ た 際 に 不 所 望 の 副 作 用 を 引 き 起 こ し や す い か 否 か を 決 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン
グ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 他 の さ ら な る 目 的 、 特 徴 お よ び 利 点 が 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
定 義
　 「 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 語 は 、 同 定 さ れ 、 ネ イ テ ィ ブ な 環 境 に お い て 精 製 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド に 通 常 付 随 す る 少 な く と も １ つ の 混 入 ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
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ド を 意 味 し 、 特 に 細 胞 性 環 境 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 語 は 、 同 定 さ れ 、 ネ イ テ ィ ブ な 環 境 に お い て 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 通 常 付 随 す る 少 な く と も １ つ の 混 入 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 し 、 特 に 細 胞 性 環 境 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
「 ネ イ テ ィ ブ 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 他 の 分 子 を 記 述 す
る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、 天 然 の 供 給 源 か ら 分 離 す る こ と が で き る 、 ウ イ ル ス 、 原 核
細 胞 又 は 真 核 細 胞 の よ う な 生 物 中 に 存 在 し 、 構 造 、 性 質 又 は 機 能 が 意 図 的 に 修 飾 さ れ て い
な い 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 、 天 然 中 に 見 出 さ れ る 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 他 の 分 子 を 意 味 す る 。 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ て い な い 細 胞 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ネ イ テ ィ ブ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で あ り 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 精 製 さ れ て い な い 細 胞 性 ポ リ
ペ プ チ ド は ネ イ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
「 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト 」 と い う 語 は 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配
列 の 比 較 に お い て 見 出 さ れ る 配 列 の 類 似 性 の 百 分 率 で あ る 。 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 例 え ば
、 MEGALIGNプ ロ グ ラ ム (DNASTAR, Inc., ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Madison)を 用 い る こ と に よ り 電
子 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 MEGALIGNプ ロ グ ラ ム は 、 例 え ば ク ラ ス タ ル (clustal)法 （
例 え ば Higgins, D. G. and P. M. Sharp (1988) Gene 73:237-244を 参 照 ） の よ う な 異 な
る 方 法 に よ り ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 す る 。 ク ラ ス タ ル ア ル ゴ リ
ズ ム が 、 全 て の ペ ア 間 の 距 離 を 調 べ る こ と に よ り 、 配 列 を ク ラ ス タ ー に グ ル ー プ 化 す る 。
ク ラ ス タ ー は 、 ペ ア と し て 整 列 さ れ 、 次 に グ ル ー プ に 整 列 さ れ る 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
例 え ば 配 列 Ａ と 配 列 Ｂ の 類 似 性 百 分 率 は 、 配 列 Ａ の 長 さ マ イ ナ ス 配 列 Ａ 中 の ギ ャ ッ プ 残 基
の 数 マ イ ナ ス 配 列 Ｂ 中 の ギ ャ ッ プ 残 基 の 数 を 、 配 列 Ａ と 配 列 Ｂ の 一 致 し た 残 基 の 合 計 で 割
り 、 １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 で 類 似 性 が 低 い 又 は な
い ギ ャ ッ プ は 、 類 似 性 百 分 率 の 決 定 に は 含 ま れ な い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ
ン ト は 、 例 え ば Hein, J. (1990) Methods Enzymol. 183:626-645に 記 載 さ れ た Jotun Hein
法 の よ う な 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ た 方 法 に よ り 計 数 又 は 計 算 さ れ る 。 配 列 間 の 同 一 性
は 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 変 え る な ど の よ う な 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ
た 他 の 方 法 に よ っ て も 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 変 異 体 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、 ネ
イ テ ィ ブ の 対 応 物 （ counterpart） と １ 又 は ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な り 、 か つ 、 ネ イ
テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 す る か 又 は ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同
一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 さ な い が ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 を 同 定 又 は 単 離 す る プ ロ ー
ブ と し て 有 用 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 好 ま し い 変 異 体 は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と
比 較 し た 場 合 に 少 な く と も ８ ５ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ～ ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 並 び に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件
下 に お い て ネ イ テ ィ ブ の 配 列 又 は そ の 相 補 物 に 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 最 も 好
ま し い 変 異 体 は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 遺 伝 暗 号 の
縮 重 に 基 づ い て の み ネ イ テ ィ ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
「 変 異 体 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、 修 飾 、
置 換 、 挿 入 及 び 欠 失 を 包 含 す る 変 異 に よ り ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸
が 異 な っ て お り 、 か つ 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 す る か
又 は ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 さ な い が ネ イ テ ィ ブ の 対 応
物 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る た め の 免 疫 原 と し て 、 又 は ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 に 対 す る ア ゴ
ニ ス ト 若 し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 有 用 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。 好 ま し い 変 異 体 は
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、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 比 較 し た 場 合 に 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 最 も 好 ま
し い 変 異 体 は 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 断 片 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 は 、 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト 条 件 下 に お い て そ の ネ イ テ ィ ブ な 対 応 物 又 は そ の 相 補 物 と 結 合 す る 、 ネ イ テ ィ ブ な
対 応 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 サ ブ セ ッ ト を 意 味 す る 。 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少
な く と も ２ ５ な い し ５ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 最
も 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少 な く と も ５ ０ な い し １ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ
ド か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 断 片 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対
応 物 の 何 ら か の 生 物 活 性 を 維 持 す る か 又 は ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る
こ と が で き る 免 疫 原 と し て 働 く 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 サ ブ セ ッ ト を 意 味 す
る 。 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少 な く と も １ ０ な い し ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 か
ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 最 も 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少 な く と も ２ ０ な
い し ３ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
「 ア ゴ ニ ス ト 」 と い う 語 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 正 常 な 機 能 を 高 め 、 促 進 し 又 は 刺 激 す る
あ ら ゆ る 分 子 を 意 味 す る 。 ア ゴ ニ ス ト の １ つ の タ イ プ は 、 そ の リ ガ ン ド と 同 様 に NFAT活 性
化 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 分 子 で あ り 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 語 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 正 常 な 機 能 を ブ ロ ッ ク し 、 妨 害 し 、
阻 害 し 又 は 中 和 す る あ ら ゆ る 分 子 を 意 味 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト の １ つ の タ イ プ は 、 NFAT活
性 化 受 容 体 と そ の リ ガ ン ド の 相 互 作 用 を 妨 げ る 分 子 で あ り 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 包 含 す る
。 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の タ イ プ は 、 ネ イ テ ィ ブ な NFAT活 性 化 受 容 体 の 適 正 な 転 写 を 阻 害 す
る ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 が 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ
シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン は 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 し 、 セ リ ン 及 び ス レ オ ニ ン は 脂 肪 族 ― ヒ ド ロ キ
シ 側 鎖 を 有 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン は ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 し 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン は 芳 香 族 側 鎖 を 有 し 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン
は 塩 基 性 の 側 鎖 を 有 し 、 シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン は イ オ ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る 。 好 ま し い
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 バ リ ン ― ロ イ シ ン ― イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ― チ ロ シ ン
、 リ ジ ン ― ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン ― バ リ ン 、 及 び ア ス パ ラ ギ ン ― グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」 と い う 語 は 、 0.2x SSC及 び 0.1% SDS中 で の 42℃ に お け る 洗 浄 若
し く は 0.015 M NaCl、 0.0015 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1% Na 2 SO 4 で の 50℃ に お け る 洗 浄
を 伴 う 、 （ 1） 0.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1% Ficoll、 0.1%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 50 m
Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH 6.5、 750 mM NaCl、 75 mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 5
0%（ vol/vol） ホ ル ム ア ミ ド 中 、 42℃ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 （ 2） 5x SSC（ 0.
75 M NaCl、 0.075 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH 6.8） 、 0.1%ピ
ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5x デ ン ハ ル ツ 溶 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 DNA（ 50μ g/ml） 、 0.1% S
DS及 び 10%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 を 含 む 50%ホ ル ム ア ミ ド 中 、 42℃ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 、 又 は 同 様 な 低 イ オ ン 強 度 並 び に 高 温 洗 浄 剤 及 び 同 様 な 変 性 剤 を 用 い る 同 様 な 操 作 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
こ こ で 用 い る 「 ア ン チ セ ン ス 」 と い う 語 は 、 特 定 の DNA又 は RNA配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む あ ら ゆ る 組 成 物 を 意 味 す る 。 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 と い う 語 は 、 「 セ ン ス 」 鎖
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と 相 補 的 な 核 酸 鎖 を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は ペ プ チ ド 核 酸 を 包 含 し 、 合 成 又 は 転 写
を 包 含 す る い ず れ の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 一
旦 細 胞 内 に 導 入 さ れ る と 、 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る 天 然 の 配 列 に 結 合 し て 二 本 鎖 を 形 成 し 、
転 写 又 は 翻 訳 を ブ ロ ッ ク す る 。 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 示 す た め に 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 、 セ ン ス 鎖 を
示 す た め に 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 と い う 表 記 を 時 々 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 と い う 語 は 、 単 一 細 胞 、 選 択 さ れ た 複 数 の 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 の 全 細 胞 の
内 発 性 遺 伝 子 （ NFAT活 性 化 受 容 体 の よ う な ） に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と
も 一 部 の 発 現 を 部 分 的 に 又 は 完 全 に 減 少 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 哺 乳 動 物 は 、 内 発 性 遺 伝
子 の う ち １ 個 の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 「 ヘ テ ロ 接 合 ノ ッ ク ア ウ ト 」 、 又 は 内 発 性 遺 伝 子
の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 「 ホ モ 接 合 ノ ッ ク ア ウ ト 」 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ こ に 記 載 し た 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 セ ル ラ イ ン 、 ベ ク タ ー 及 び 試 薬 は 、 変 わ る
こ と が あ る の で 、 本 発 明 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 さ ら に 、 こ こ に 記 載 し た
用 語 は 、 特 定 の 具 体 例 を 記 述 す る た め に の み 用 い て お り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を
意 図 し な い 。 こ こ 及 び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い る 単 数 形 の 冠 詞 は 、 文 脈 か ら 明 ら か
に そ う で は な い 場 合 を 除 き 、 複 数 を も 意 味 す る 。 例 え ば 、 「 １ つ の 宿 主 細 胞 」 は 、 複 数 の
こ の よ う な 宿 主 細 胞 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
遺 伝 暗 号 の 縮 重 の 故 に 、 本 発 明 の NFAT活 性 化 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 多 く の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 生 産 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 の い く つ か は 、 い ず れ か の 公 知 の 天 然 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 高 度 に 相 同 的 で あ ろ う し 、 い く つ か は こ れ ら に 最 小 限 に 相 同 的 で あ ろ う
。 本 発 明 は 、 可 能 な コ ド ン の 選 択 に 基 づ く 組 合 せ を 選 択 す る こ と に よ り 作 ら れ 得 る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 全 て の 可 能 な 個 々 の 変 異 を 意 図 す る 。 こ れ ら の 組 合 せ は 、 天 然 の NFAT活 性 化
受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 に 従 っ
て 作 る こ と が で き 、 全 て の こ の よ う な 変 異 は 具 体 的 に 開 示 さ れ て い る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
他 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、 こ こ で 用 い る 全 て の 技 術 及 び 科 学 用 語 並 び に 頭 文 字 語 は
、 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ こ
に 記 載 し た の と 類 似 す る 又 は 均 等 な あ ら ゆ る 方 法 及 び 材 料 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ こ
で は 好 ま し い 方 法 、 装 置 及 び 材 料 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ こ に 記 載 す る 全 て の 特 許 及 び 文 献 は 、 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る か も し れ な い 、 そ こ
に 報 告 さ れ た タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 及 び 方 法 を 記 載 し 及 び 開 示 す る 目 的 で 、
法 に よ り 許 さ れ る 範 囲 内 で こ こ に 組 み 入 れ ら れ た も の と す る 。 も っ と も 、 こ れ ら の 記 述 は
、 本 発 明 が 先 行 発 明 よ り も 前 に 発 明 さ れ た も の で は な い と の 自 認 で あ る と 解 釈 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明
ポ リ ペ プ チ ド
　 １ つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ； 配 列 番 号 ２ の 変 異 体 ； 及 び 配 列 番 号 ２ の
断 片 ； 並 び に 、 配 列 番 号 １ ； 配 列 番 号 １ の 変 異 体 ； 及 び 配 列 番 号 １ の 断 片 か ら 成 る 群 よ り
選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列
； か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 様 々 な サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 遺 伝 子
の 転 写 調 節 に 関 与 す る NFAT活 性 化 受 容 体 で あ る 。 該 受 容 体 は 、 優 先 的 に ヒ ト 免 疫 関 連 細 胞
及 び 組 織 、 特 に 好 中 球 、 単 球 、 リ ン パ 球 、 マ ス ト 細 胞 、 脾 臓 組 織 及 び 肺 組 織 で 発 現 す る 。
該 受 容 体 は 、 該 受 容 体 に 結 合 し 、 受 容 体 の 構 造 、 特 性 、 又 は 生 物 学 的 機 能 を 包 含 す る 機 能
に 影 響 を 与 え る 抗 体 を 創 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 抗 体 は 、 サ イ ト カ イ ン
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及 び 細 胞 受 容 体 の 産 生 を 促 進 す る 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 、 又 は サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の
産 生 を 阻 害 す る 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 受 容 体 の 発 現 又 は 作 用
を 阻 害 又 は 促 進 す る ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 提 供 す る 。 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト の タ イ プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 ペ プ チ ド 、
糖 脂 質 、 多 糖 類 、 少 糖 類 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 有 機 分 子 、 生 物 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 薬
剤 及 び そ の 代 謝 物 、 並 び に 転 写 及 び 翻 訳 制 御 配 列 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 １ つ の 具 体 例 で は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 可 溶 性 形 態 、 及 び NFAT活 性
化 受 容 体 の 細 胞 外 領 域 か ら 誘 導 さ れ た 、 NFAT活 性 化 受 容 体 と 結 合 す る こ と が で き る 可 溶 性
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ４ ３ ～ １ ５
０ 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ペ プ チ ド で あ る 。 こ れ ら の ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 天 然 の リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と に よ り 該 リ ガ ン ド が NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合
す る こ と を ブ ロ ッ ク し 、 該 リ ガ ン ド が ネ イ テ ィ ブ の 受 容 体 に 結 合 す る こ と を 防 止 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し く は 、 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 特 異 的 に 受 容 体 に 結 合 し 、 例 え ば 、
サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の 産 生 の 促 進 又 は 阻 害 の よ う な 、 そ の 生 物 学 的 作 用 及 び 機 能
に 影 響 す る 抗 体 で あ る 。 該 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る が
、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 非 疾 患 状 態 と 比 較 し て 低 い サ イ ト カ イ ン 及 び 受 容 体 の 発 現 に よ り 特
徴 付 け ら れ る 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 に 用 い ら れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 非 疾 患 状 態 と 比
較 し て 高 い サ イ ト カ イ ン 及 び 受 容 体 の 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 に 用
い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物
過 敏 症 及 び じ ん ま 疹 の よ う な ア レ ル ギ ー 疾 患 ； 移 植 片 拒 絶 及 び 移 植 片 対 宿 主 疾 患 を 包 含 す
る 移 植 関 連 疾 患 ； 水 疱 性 皮 膚 疾 患 、 多 形 性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚 炎 、 乾 癬 を 包 含 す る 自 己 免
疫 疾 患 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 ； リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 ； 炎 症 性 腸 疾 患 （ す
な わ ち 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 ） ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス ； 脊 椎 関 節 疾 患 ； 全 身 性
硬 化 症 （ 皮 膚 硬 化 症 ） ； 特 発 性 炎 症 性 筋 疾 患 （ 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 ） ； シ ェ ー グ レ ン 症
候 群 ； 全 身 性 血 管 炎 ； サ ル コ イ ド ー シ ス ； 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 （ 免 疫 性 汎 血 球 減 少 症 、
発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 ） 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 （ 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、
免 疫 媒 介 血 小 板 減 少 症 ） ； 甲 状 腺 炎 （ グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 若 年 性 リ ン パ 球 性 甲
状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 ） ； 糖 尿 病 ； 免 疫 媒 介 腎 疾 患 （ 糸 球 体 腎 炎 、 尿 細 管 間 質 性 腎 炎 ）
； 多 発 性 硬 化 症 、 特 発 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 又 は ギ ラ ン ‐ バ レ ー 症 候 群 、 及 び 慢 性 炎 症 性
脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 の よ う な 、 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 ； 感 染 性 肝 炎 （ Ａ 型 、 Ｂ 型
、 Ｃ 型 、 Ｄ 型 、 Ｅ 型 及 び 他 の 非 肝 萎 縮 性 ウ イ ル ス ） 、 自 己 免 疫 性 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 原 発 性
胆 汁 性 肝 硬 変 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 及 び 硬 化 性 胆 管 炎 の よ う な 肝 胆 道 系 疾 患 ； 嚢 胞 性 線 維 症 、 グ
ル テ ン 過 敏 性 腸 症 及 び ウ ィ ッ プ ル 病 の よ う な 炎 症 性 及 び 繊 維 性 肺 疾 患 ； 好 酸 球 性 肺 炎 、 特
発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 臓 炎 の よ う な 肺 の 免 疫 性 疾 患 を 包 含 す る 種 々 の 免 疫 疾 患 の 治 療
に 用 い ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
抗 体 及 び 抗 体 生 産
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 ネ イ テ ィ ブ な NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
ト と し て 機 能 す る 抗 体 を 包 含 す る 、 本 発 明 の NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 及 び こ の よ
う な 抗 体 の 生 産 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す る 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 生 産 の た め の 公 知 の プ ロ ト コ ー ル に
お い て 、 本 発 明 の NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る た め に 、 単 離 さ れ た NFAT活
性 化 受 容 体 又 は そ の 抗 原 性 断 片 を 抗 原 と し て 用 い る こ と を 含 む 。 他 の 具 体 例 で は 、 該 方 法
は 、 組 換 え NFAT活 性 化 受 容 体 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 抗 原 と し て 用 い る こ と を 含 む 。 さ ら な
る 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 該 受 容 体 遺 伝 子 を 含 む DNA発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 抗 体 を 生 産
す る た め の 抗 原 と し て の 該 受 容 体 を 発 現 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 一 価 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 二 特 異 的
抗 体 、 及 び ヘ テ ロ 結 合 抗 体 を 包 含 す る 抗 体 の 生 産 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 原 を 単 独 で 又 は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 注 射 す る こ と に よ り 哺 乳
動 物 中 で 生 産 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 １ 回 又 は ２ 回 以 上 の 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に
よ り 哺 乳 動 物 に 免 疫 原 を 注 射 す る 。 免 疫 原 は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド と 、 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 中 で 免 疫 原 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 他 の ポ リ ペ プ チ ド と
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 し 得 る 。 免 疫 原 は ま た 、 組 換 え 受 容 体 を 発 現 す る 、 又 は 該 受
容 体 遺 伝 子 を 含 む DNA発 現 ベ ク タ ー を 発 現 す る 細 胞 を 包 含 し 得 る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 の 例 と し て 、 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 ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 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 レ ー ト ） が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過 度 な 実 験 な し に 当 業 者
に よ っ て 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein, Nature, 256:495 (1975)に よ り 記 載 さ
れ た よ う な 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 生 産 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 当 な 宿 主 哺 乳 動 物 を 免 疫 原 で 免 疫 し 、 該 免 疫 原 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る 又 は 生 産 し 得 る リ ン パ 球 を 誘 起 す る 。 あ る い は 、 リ ン パ 球 を イ ン
ビ ト ロ で 免 疫 す る こ と も で き る 。 免 疫 原 は 、 典 型 的 に は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る な ら ば
、 末 梢 血 リ ン パ 球 （ 「 PBLs」 ） 細 胞 が 用 い ら れ る 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る
な ら ば 、 脾 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 が 用 い ら れ る 。 リ ン パ 球 は 次 い で 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル の よ う な 適 切 な 融 合 剤 を 用 い て 不 死 化 セ ル ラ イ ン と 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 形 成 す る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp 59-1
03 (Academic Press, 1986))。 不 死 化 セ ル ラ イ ン は 、 通 常 、 癌 化 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 で あ
り 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 又 は ヒ ト の ミ エ ロ ー マ 細 胞 で あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の ミ
エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン が 用 い ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 融 合 し な か っ た 不 死 化 細 胞 の
増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る １ つ 又 は ２ つ 以 上 の 物 質 を 好 ま し く 含 む 、 適 切 な 培 地 中 で 培 養 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ （ HGPRT） 酵 素 を 欠 損 し て い る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 典 型 的
に は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む （ HAT培 地 ） で あ ろ う 。 HAT培 地
は 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 防 止 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
好 ま し い 不 死 化 セ ル ラ イ ン は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安
定 し た 高 レ ベ ル の 発 現 を 支 持 し 、 HAT培 地 の よ う な 培 地 に 感 受 性 で あ る も の で あ る 。 よ り
好 ま し い 不 死 化 セ ル ラ イ ン は 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 San Diegoの Salk Institute Cell D
istribution Centerか ら 入 手 可 能 な MOPC-21及 び MPC-11マ ウ ス 腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た よ う な
、 並 び に 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 Rockvilleの American Type Culture Collectionか ら 入 手 可
能 な SP2/0又 は X63-Ag8-653細 胞 か ら 誘 導 さ れ た よ う な マ ウ ス ミ エ ロ ー マ ラ イ ン で あ る 。 ヒ
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ト ミ エ ロ ー マ 及 び マ ウ ス ― ヒ ト へ テ ロ ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン も ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 生 産 に 用 い ら れ る こ と が 記 載 さ れ て い る (Kozbor, J. Immunol. 133:3001 (1984); 
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 
51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン NS0も ま
た 用 い る こ と が で き る (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Wiltshire 
UK)。 ヒ ト ミ エ ロ ー マ 及 び マ ウ ス ― ヒ ト へ テ ロ ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン は 、 こ の 分 野 に お い
て 周 知 で あ り 、 こ れ ら も ま た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
次 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 に 用 い た 培 地 中 に 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 存 在 す る か ど う か を 分 析 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 生 産
さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 、 免 疫 沈 降 又 は 、 例 え ば 放 射 性 免 疫 測 定 （ RIA
） 若 し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 （ ELISA） の よ う な イ ン ビ ト ロ の 結 合 分 析 に よ り 測 定 す
る 。 こ の よ う な 技 術 及 び 分 析 は こ の 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 and Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)の Scatchard
解 析 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 定 し た 後 、 該 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン し
、 常 法 に よ り 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め の 好 ま し い 培 地 は 、 ダ ル ベ ッ コ の
修 飾 イ ー グ ル 培 地 及 び RPMI-1640培 地 を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 哺
乳 動 物 中 で 腹 水 と し て 生 体 内 で 増 殖 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
サ ブ ク ロ ー ン か ら 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ ― セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド
ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー の よ う な 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 方 法 に よ り 培 地 又 は 腹 水 か ら 単 離 又 は 精
製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567に 記 載 さ れ た よ う な 組 換 え DNA法
に よ っ て も 生 産 で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 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 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ を 用 い る こ と に よ り 、 従 来 法 を 用 い て 容 易 に 単 離 及 び 配 列 決 定 で き る (Innis M. et a
l. In "PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications", Academic, San Diego,
 CA (1990), Sanger, F.S, et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 74:5463-5467 (1977))。 こ こ
に 記 載 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ う な DNAの 好 ま し い 供 給 源 と し て 役 立 つ 。 DNAは
、 一 旦 単 離 す る と 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 入 れ る こ と が で き る 。 次 い で 該 ベ ク タ ー を 、 サ ル CO
S細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 産
し な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、
所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め に 用 い ら れ る 。 該 DNAは ま た 、 例 え ば 、 相 同 マ
ウ ス 配 列 に 代 え て ヒ ト の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る 配 列 で 置 換 し 、 又 は 非 免 疫
グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 全 て 又 は 一 部 に 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列
を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ
チ ド は 、 抗 体 の 定 常 領 域 を 置 換 し 、 又 は 抗 体 の 1つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 領 域 を 置 換 す る
こ と で 、 キ メ ラ 二 価 抗 体 を 創 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
一 価 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 お よ び 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 に よ り 生 産 す る こ と が で
き る 。 重 鎖 は 一 般 的 に 、 Fc領 域 内 の い か な る 部 位 に お い て も 切 断 し て 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す
る こ と が で き 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 に 置 換 す る か 又
は 削 除 す る こ と に よ り 、 架 橋 を 防 止 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 イ ン ビ ト ロ 法 を 用 い て 一
価 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。 公 知 の 方 法 を 用 い た 抗 体 の 消 化 に よ り 、 抗 体 断 片 、 好 ま
し く は Fab断 片 の 生 産 を す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
抗 体 及 び 抗 体 断 片 は 、 McCafferty, et al., Nature 348:552-554 (1990)に 記 載 さ れ た 技
術 を 用 い て 生 成 さ れ た 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 Clacks
on, et al., Nature 352:624-628 (1991)お よ び Marks, et al., J. Mol. Biol. 222:581-
597 (1991)に は そ れ ぞ れ 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た マ ウ ス 及 び ヒ ト の 抗 体 の 単 離 が
記 載 さ れ て い る 。 続 い て 発 行 さ れ た 文 献 に は 、 チ ェ イ ン シ ャ フ リ ン グ に よ る 高 親 和 性 （ nM
範 囲 ） ヒ ト 抗 体 の 生 産 (Marks, et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992))、 並 び に 極
め て 大 き な フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 戦 略 と し て の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 感 染 及
び イ ン ビ ボ 組 換 え (Waterhouse, et al., Nuc. Acids. Res. 21:2265-2266 (1993))が 記 載
さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 こ れ ら の 技 術 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 単 離 の た め の 伝 統 的 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 の 実 行 可 能 な 代 替 技 術 で あ る 。 ま た 、 DNAは 、 例 え
ば 、 相 同 な マ ウ ス 配 列 を ヒ ト の 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド す る 配 列 で 置 換 す る こ と に
よ り 、 又 は 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 全 て 又 は 一 部 を 免 疫 グ ロ
ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 共 有 結 合 す る こ と に よ り 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 こ の
よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 定 常 領 域 と 置 換 し 、 又 は 、 抗 体 の 1つ の
抗 原 結 合 部 位 の 可 変 領 域 と 置 換 し て 、 あ る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る １ つ の 抗 原 結 合 部
位 と 、 異 な る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る も う １ つ の 抗 原 結 合 部 位 と を 含 む 、 キ メ ラ 二 価
抗 体 を 創 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
抗 体 は ま た 、 化 学 的 融 合 で は な く 電 気 的 融 合 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 し て 生 産 す る
こ と も で き る 。 こ の 技 術 は 良 く 確 立 さ れ て い る 。 融 合 の 代 わ り に 、 例 え ば 、 エ プ シ ュ タ イ
ン バ ー ル ウ イ ル ス 又 は 癌 遺 伝 子 を 用 い て Ｂ 細 胞 を 癌 化 し て 不 死 に す る こ と も で き る 「 Cont
inuously Proliferating Human Cell Lines Synthesizing Antibody of Predetermined S
pecificity」 、  Zurawaki, V. R. et al、 in「 Monoclonal Antibodies」 Kennett R. H. e
t al監 修 、 Plenum Press, N.Y. 1980, pp 19-33。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ヒ ト 化 抗 体
ヒ ト 化 抗 体 は 、 Winter in Jones et al., Nature,321:522-525 (1986); Riechmann et al
., Nature, 332:323-327 (1988); 及 び  Verhoeyen et al., Science, 239:1 534-1536 (1
988)に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 は 、 齧 歯 動 物 の CDR又 は CDR
配 列 を ヒ ト 抗 体 の 相 当 す る 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 非 ヒ ト 由 来 の １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 損
の ヒ ト 可 変 領 域 よ り も 実 質 的 に 少 な い 部 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 相 当 す る 配 列 で 置 換 さ れ て い
る キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 、 い く つ か の CDR残 基 及 び 場 合
に よ っ て は い く つ か の FR残 基 が 齧 歯 動 物 抗 体 中 の 類 似 の 部 位 由 来 の 残 基 で 置 換 さ れ た ヒ ト
抗 体 で あ る 。 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス 又 は ウ シ ） 抗 体 の ヒ ト 化 形 態 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 由 来 の 最 小 配 列 を 含 む 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 又 は 、 Fv、 Fab、 F
ab'、 F(ab') 2 若 し く は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 で あ る 。
ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 由 来 の 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 親
和 性 及 び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 非 ヒ ト 種 の CDR（ ド ナ ー 抗 体 ）
由 来 の 残 基 と 置 換 し て い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） を 包 含 す る 。 時 々 、
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fvフ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 相 当 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る
。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 移 入 さ れ た CDR又 は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も
見 出 さ れ な い 残 基 を 含 む 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て の CDR領 域 が 非
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の CDR領 域 に 相 当 し 、 全 て 又 は 実 質 的 に 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 FR領 域 で あ る 、 実 質 的 に 全 て の 少 な く と も １ つ 及 び 典 型 的 に は
２ つ の 可 変 領 域 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 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ヒ ト 抗 体
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　 ヒ ト 抗 体 は 、 例 え ば 、 Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991)及 び Ma
rks et at., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)に 記 載 さ れ た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ ー の よ う な 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 種 々 の 技 術 を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る
。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therap
y, Alan R. Liss, p. 77 (1985)及 び Boemer et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991)
に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 免 疫 す る と 内 在 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン を 生 産 す る こ と な く 全 範 囲 の ヒ ト 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 、 マ ウ ス の よ う な ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 利 用 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 Fremontの Abgenix, Inc.及 び ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Annandaleの  Medarex, Inc
.,か ら 入 手 可 能 で あ る 。 キ メ ラ 及 び 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス の 抗 体 重 鎖 結 合 部 （ joining
） 領 域 （ JH） 遺 伝 子 を ホ モ 接 合 欠 損 さ せ る こ と に よ り 、 内 在 の 抗 体 の 生 産 が 完 全 に 阻 害 さ
れ る 。 こ の よ う な 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス に ヒ ト 生 殖 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ア レ イ を
導 入 す る と 、 抗 原 へ の 曝 露 で ヒ ト 抗 体 を 生 産 す る よ う に な る 。 例 え ば 、 Jakobovits et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362:255-
258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); 及 び Duchosal et al
. Nature 355:258 (1992)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 誘 導 す る こ と も で き る (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227:381 (1991); 
Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Vaughan, et al., Nature Biotech 
14:309 (1996))。
【 ０ ０ ５ ９ 】
二 重 特 異 的 抗 体
　 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 ２ 個 の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る 、 ２ 個 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／
軽 鎖 ペ ア の 組 換 え 共 発 現 に よ り 生 産 す る こ と が で き る 。 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 少 な く と も ２
個 の 異 な る 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル の 、 好 ま し く は ヒ ト 又 は ヒ
ト 化 抗 体 で あ る 。 本 発 明 で は 、 結 合 特 異 性 の う ち の １ つ は NFAT活 性 化 受 容 体 に 対 す る も の
で あ り 、 も う １ つ は い ず れ の 抗 原 に 対 す る も の で も よ く 、 好 ま し く は 細 胞 表 面 受 容 体 又 は
受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る も の で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 及 び 軽 鎖 は ラ ン ダ ム に 組
み 合 わ さ れ る の で 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ は 可 能 な １ ０ 種 類 の 異 な る 抗 体 の 混 合 物 を 生
産 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 抗 体 の う ち の た だ １ つ が 正 し い 二 重 特 異 的 構 造 を 有 す る
。 正 し い 分 子 の 回 収 及 び 精 製 は 、 通 常 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 達 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 所 望 の 結 合 特 異 性 （ 抗 体 ― 抗 原 結 合 部 位 ） を 有 す る 抗 体 可 変 領 域 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 領 域 配 列 に 融 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 融 合 は 、 ヒ ン ジ 、 CH2及 び CH3領 域 の 少 な
く と も 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 と と も に 行 な わ れ る 。 好 ま し く は 、 軽 鎖 の
結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 （ CH1） が 、 融 合 の 少 な く と も １ つ に 存 在 す
る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 、 及 び 、 所 望 で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る DNAを 、
別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 切 な 宿 主 生 物 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 二 重 特 異 的 抗
体 を 生 産 す る の に 適 し た 技 術 は 、 Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (198
6)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ヘ テ ロ 結 合 抗 体
　 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 は 、 例 え ば 、 １ つ の 抗 体 の ア ミ ノ 基 を 他 の 抗 体 又 は 他 の ペ プ チ ド の チ オ
ー ル 基 と 結 合 さ せ る よ う な 、 公 知 の タ ン パ ク 質 融 合 法 を 用 い て 生 産 で き る 。 必 要 で あ れ ば
、 チ オ ー ル 基 は 公 知 の 方 法 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 と ポ
リ ペ プ チ ド 毒 素 と を 含 む 免 疫 毒 素 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い る か 又 は チ オ エ ー テ ル
結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 生 産 で き る 。 こ の 目 的 の た め に 適 切 な 試 薬 の 例 と し て 、 イ ミ ノ
チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル ‐ ４ ‐ メ ル カ プ ト ブ チ ル イ ミ デ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 抗 体
は 、 免 疫 系 細 胞 に 不 所 望 の 細 胞 を 標 的 と さ せ る た め 、 又 は HIV感 染 を 治 療 す る た め に 利 用
す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ； 配 列 番 号 １ の 変 異 体 ； 及 び 配 列 番 号 １ の 断
片 、 並 び に 配 列 番 号 ２ ； 配 列 番 号 ２ の 変 異 体 ； 配 列 番 号 ２ の 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 １ つ の 具 体 例 と し
て は 、 該 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ の ４ ３ ～ １ ５ ０ 番 ア ミ ノ 酸 又 は そ の
ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン 及 び 受 容 体
遺 伝 子 の 転 写 調 節 に 関 与 す る NFAT活 性 化 受 容 体 の コ ー ド 配 列 で あ る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 こ の よ う な 受 容 体 の 発 現 又 は 作 用 を 阻 害 又 は 活
性 化 す る ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 生 産 す る た め に 用 い ら れ る 工 程 に お い て 、
抗 原 と し て 機 能 す る NFAT活 性 化 受 容 体 を 生 産 す る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ベ ク タ ー 、 及 び こ の よ う な ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 宿 主 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば CHO細 胞 ） 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 又 は
酵 母 細 胞 （ 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ ） で あ り 得 る 。 脊 椎 動 物 の 融 合 ポ リ ペ プ チ
ド を 生 産 す る 工 程 が さ ら に 提 供 さ れ 、 脊 椎 動 物 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 切 な 条 件 下
で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 及 び 細 胞 培 養 物 か ら 該 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と が 包 含
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 の 組 換 え 発 現
　 単 離 及 び 精 製 さ れ た NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 本 発 明 に 基 づ き 、 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ て ポ リ ペ
プ チ ド を 生 産 す る こ と に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー
　 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 周 知 の 技
術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 、 微 生 物 、 ウ イ ル ス 又 は
昆 虫 の 遺 伝 子 に 由 来 す る よ う な 、 適 切 な 転 写 又 は 翻 訳 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 動 作 的 に 連
結 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 調 節 配 列 の 例 と し て は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 mRNAリ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 並 び に 転 写 及 び 翻 訳 の 開 始 及 び 終 止 を
制 御 す る 適 切 な 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド の た め に 、
調 節 配 列 が 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 機 能 的 に 関 連 し て い る と き に 「 動 作 的 に 連 結 」 し て い る
。 従 っ て 、 プ ロ モ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 該 プ ロ モ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 適 切 な
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 転 写 を 制 御 す る な ら ば 、 NFAT活 性 化 受 容 体 配 列 に 動 作 的 に 連 結 し て い
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 通 常 は 複 製 開 始 点 に よ り 付 与 さ れ る 所 望 の 宿 主 細 胞 内 で 増 殖 す る 能 力 及 び 形 質 転 換 体 を
同 定 す る た め の 選 択 遺 伝 子 を 、 発 現 ベ ク タ ー に 付 加 的 に 組 み 込 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら に 、 天 然 に は NFAT活 性 化 受 容 体 に は 付 随 し な い 、 適 切 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 分 泌 リ ー ダ
ー ） の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 読 み 枠 を 合 わ せ て ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 さ せ て 、 ポ
リ ペ プ チ ド を 最 初 に 該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 翻 訳 さ せ る こ と が で
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き る 。 意 図 し た 宿 主 細 胞 内 で 機 能 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外
分 泌 を 促 進 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た 後 に 、 ポ リ ペ
プ チ ド か ら 切 り 離 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
宿 主 細 胞
　 NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 の た め に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 、 酵 母 、 古 細 菌 及 び 他 の
真 核 生 物 細 胞 を 包 含 す る 。 細 菌 、 菌 類 、 酵 母 及 び 哺 乳 動 物 細 胞 宿 主 に 使 用 す る た め の 適 切
な ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 ベ ク タ ー は 、 例 え ば Pouwels et al. Cloning Vectors: A Labora
tory Manual, Elsevier, New York (1985) に あ る よ う に 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る
。 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 一 本 鎖 若 し く は 二 本 鎖 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 又 は 一 本
鎖 若 し く は 二 本 鎖 の RNA若 し く は DNAウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は
、 DNA及 び RNAを 細 胞 内 に 導 入 す る 周 知 の 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し
て 、 好 ま し く は DNAと し て 細 胞 内 に 導 入 で き る 。 ベ ク タ ー が フ ァ ー ジ 及 び ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の 場 合 で も 、 感 染 及 び 形 質 導 入 の た め の 周 知 の 技 術 に よ り 、 パ ッ ケ ー ジ 化 又 は カ プ セ ル
化 ウ イ ル ス と し て 細 胞 内 に 導 入 で き 、 こ の よ う に 導 入 す る こ と が 好 ま し い 。 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー は 、 複 製 可 能 ま た は 複 製 不 能 で あ り 得 る 。 後 者 の 場 合 に は 、 ウ イ ル ス の 自 己 増 殖 は 一
般 的 に 、 相 補 的 な 宿 主 細 胞 内 で の み 起 こ る 。 無 細 胞 翻 訳 系 を 利 用 し て 、 本 DNA構 築 物 由 来
の RNAを 用 い た タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 に お い て 宿 主 細 胞 と し て 有 用 な 原 核 生 物 は 、 大 腸 菌 又 は バ チ ル ス の よ う な 、 グ ラ ム
陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 を 包 含 す る 。 原 核 生 物 宿 主 細 胞 内 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 原 核 生
物 宿 主 細 胞 内 で の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 容 易 に す る た め 、 N末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基
を 包 含 し 得 る 。 N末 端 の Metは 、 発 現 さ れ た 組 換 え NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド か ら 切 り
離 す こ と が で き る 。 組 換 え 原 核 生 物 宿 主 細 胞 発 現 ベ ク タ ー の た め に 通 常 利 用 さ れ る プ ロ モ
ー タ ー 配 列 は 、 β ‐ ラ ク タ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 原 核 生 物 宿 主 細 胞 で 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 一 般 的 に 、 １ 又 は ２ 以 上 の 表 現 型 選 択
マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 。 表 現 型 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 を 付 与 す る
タ ン パ ク 質 又 は 独 立 栄 養 要 求 性 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 原 核 生
物 宿 主 細 胞 で 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pBR322（ ATCC 370
17） の よ う な 市 販 の プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 pBR322は ア ン
ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 持 ち 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 同 定 す る た め の
単 純 な 方 法 を 提 供 す る 。 pBR322を 利 用 し て 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に 、 適 切 な プ ロ モ
ー タ ー 及 び DNA配 列 を pBR322ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 他 の 市 販 の ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば
、 pKK223-3(ス ウ ェ ー デ ン 国 Uppsalaの Pharmacia Fine Chemicals)、 pGEM1(米 国 ウ ィ ス コ
ン シ ン 州 Madisonの Promega Biotec)、 及 び pET(米 国 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Madisonの Novagen)
、 並 び に pRSETシ リ ー ズ ベ ク タ ー (米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Carlsbadの Invitrogen Corporati
on)が 挙 げ ら れ る (Studier, F.W., J. Mol. Biol. 219: 37 (1991); Schoepfer, R. Gene 
124: 83 (1993))。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 組 換 え 原 核 生 物 宿 主 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に 通 常 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 T7(Rosen
berg, A.H., Lade, B. N., Chui, D-S., Lin, S-W., Dunn, J. J., and Studier, F. W. 
(1987) Gene (Amst.) 56, 125-135)、 β ‐ ラ ク タ マ ー ゼ （ ペ ニ シ リ ナ ー ゼ ） 、 ラ ク ト ー ス
プ ロ モ ー タ ー 系 (Chang et al., Nature 275:615, (1978); and Goeddel et al., Nature 
281:544, (1979))、 ト リ プ ト フ ァ ン （ trp） プ ロ モ ー タ ー 系 (Goeddel et al., Nucl. Acid
s Res. 8:4057, (1980))及 び tacプ ロ モ ー タ ー (Maniatis, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, p. 412 (1982))を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 宿 主 細 胞 と し て 有 用 な 酵 母 は 、 Saccharomyces属 、 Pichia属 、 K. Actino
mycetes及 び Kluyveromyces属 の 酵 母 を 包 含 す る 。 酵 母 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば ２ μ 酵 母 プ ラ
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ス ミ ド か ら の 複 製 開 始 点 配 列 、 自 己 複 製 配 列 （ ARS） 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ポ リ ア デ ニ ル
化 配 列 、 転 写 終 止 配 列 、 及 び 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 。 酵 母 ベ ク タ ー の た め に 適 切 な プ
ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 と り わ け 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 3-ホ ス フ ォ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ (Hit
zeman et al., J. Biol. Chem. 255:2073, (1980))、 又 は 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
フ ォ 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 フ ォ グ リ セ レ ー ト ム
タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス フ ォ グ ル コ ー
ス イ ソ メ ラ ー ゼ 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ の よ う な 他 の 糖 分 解 酵 素 (Holland et al., Biochem. 
17:4900, (1978))の プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 酵 母 内 で の 発 現 に 利 用 す る の に 適 し た 他 の
ベ ク タ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー は 、 Fleer et al., Gene, 107:285-195 (1991)に さ ら に 記 載 さ
れ て い る 。 酵 母 及 び 酵 母 の 形 質 転 換 プ ロ ト コ ー ル に 適 し た 他 の プ ロ モ ー タ ー 及 び ベ ク タ ー
は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 酵 母 の 形 質 転 換 プ ロ ト コ ー ル は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な プ ロ ト コ ー ル の 1
つ は 、 Hinnen et al., Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 75:192
9 (1978)に 記 載 さ れ て い る 。 Hinnenの プ ロ ト コ ー ル は 、 選 択 培 地 中 で Trp.sup.+形 質 転 換
体 を 選 択 す る も の で あ り 、 該 選 択 培 地 は 、 0.67％ 酵 母 窒 素 原 、 0.5％ カ ザ ミ ノ 酸 、 2％ グ ル
コ ー ス 、 10μ g/mlア デ ニ ン 及 び 20μ g/mlウ ラ シ ル か ら 成 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 分 野 に お い て 周 知 の 哺 乳 動 物 又 は 昆 虫 宿 主 細 胞 培 養 系 も 、 組 換 え NFAT活 性 化 受 容 体
の 発 現 に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 昆 虫 細 胞 内 で 異 種 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス シ ス テ ム 、 又 は 哺 乳 動 物 で 発 現 さ せ る た め の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO
） 細 胞 が 利 用 で き る 。 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 発 現 ベ ク タ ー の た め の 転 写 及 び 翻 訳 制 御 配 列 は 、
ウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 切 り 出 す こ と が で き る 。 一 般 的 に 用 い ら れ て い る プ ロ モ ー タ ー 配 列 及
び エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40（
SV40） 及 び ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス に 由 来 す る 。 SV40ウ イ ル ス ゲ ノ ム 由 来 の DNA配 列 は
、 例 え ば SV40開 始 点 、 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 並 び に ス プ ラ イ ス 及 び
ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 の よ う な 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 内 で の 構 造 遺 伝 子 配 列 の 発 現 の た め の 他
の 遺 伝 因 子 を 提 供 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー
は 、 い ず れ も 、 ウ イ ル ス 複 製 開 始 点 を も 含 み 得 る 断 片 と し て ウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 容 易 に 得
る こ と が で き る の で 、 特 に 有 用 で あ る 。 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 内 で 用 い る た め の 模 範 的 な 発 現
ベ ク タ ー は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 有 益 で あ れ ば 、 NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 融 合 セ グ メ ン ト に 連 結 し た NFAT活 性 化 受 容 体 を 有
す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ て も よ い 。 融 合 セ グ メ ン ト は し ば し ば 、 例 え ば 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 及 び 精 製 を 可 能 に す る こ と で
、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 援 助 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 及 び
／ 又 は ア ミ ノ 末 端 に 連 結 し た 融 合 セ グ メ ン ト を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 融 合 核 酸 配
列 で 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 生 産 で き る 。 好 ま し い 融 合 セ グ メ ン
ト は 、 グ ル タ チ オ ン ‐ S‐ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 二 価 金 属 イ オ ン
に 結 合 で き る ポ リ ヒ ス チ ジ ン セ グ メ ン ト 及 び マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
発 現 及 び 回 収
　 本 発 明 に 基 づ き 、 単 離 及 び 精 製 さ れ た NFAT活 性 化 受 容 体 を 、 上 記 の 組 換 え 発 現 系 を 用 い
て 生 産 す る こ と が で き る 。 該 方 法 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 促 進 す る の に 十 分
な 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 包 含 す る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 い で 、 使 用 し た 発 現 系 に 応 じ
て 、 培 養 液 又 は 細 胞 抽 出 物 か ら 回 収 さ れ る 。 当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド を 精 製 す る 方 法 は 、 使 用 し た 宿 主 細 胞 の タ イ プ 及 び 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 液 中
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に 分 泌 さ れ る か 否 か な ど の 要 因 に 応 じ て 異 な っ て く る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ る
発 現 系 を 用 い る 場 合 に は 、 ま ず 培 養 液 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 濃 縮 に 次 い で 、 該 濃 縮 物
を ゲ ル ろ 過 媒 体 の よ う な 精 製 マ ト リ ッ ク ス に 施 す こ と が で き る 。 あ る い は 、 例 え ば ペ ン ダ
ン ト ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） 基 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス 又 は 基 質 の よ う な 、 陰 イ オ ン
交 換 樹 脂 を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 マ ト リ ッ ク ス は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 デ
キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 又 は タ ン パ ク 質 精 製 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る そ の 他 の タ イ プ の も
の で あ り 得 る 。 陽 イ オ ン 交 換 の 工 程 も ま た 用 い る こ と が で き る 。 適 切 な 陽 イ オ ン 交 換 体 は
、 ス ル ホ プ ロ ピ ル 基 又 は カ ル ボ キ シ メ チ ル 基 を 含 む 、 種 々 の 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス を 包 含 す
る 。 さ ら に 、 疎 水 性 の 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ RP-HPLC） 媒 体 （ 例 え ば ペ ン ダ
ン ト メ チ ル 基 若 し く は 他 の 脂 肪 族 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ） 、 イ オ ン 交 換 HPLC（ 例 え ば ペ ン
ダ ン ト DEAE基 若 し く は ス ル ホ プ ロ ピ ル （ SP） 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ） 又 は 疎 水 性 相 互 作 用
HPLC（ 例 え ば ペ ン ダ ン ト フ ェ ニ ル 基 、 ブ チ ル 基 若 し く は 他 の 疎 水 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ）
を 用 い た 、 １ 又 は ２ 以 上 の RP-HPLC工 程 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 す る こ と が で
き る 。 種 々 の 組 合 せ に お け る 、 前 述 の 精 製 工 程 の い く つ か 又 は 全 て は 、 こ の 分 野 に お い て
周 知 で あ り 、 こ れ ら を 利 用 し て 単 離 及 び 精 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 細 菌 培 養 物 中 に 生 産 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 通 常 は ま ず 宿 主 細 胞 を 破 壊 し 、 遠 心
し 、 不 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば 細 胞 沈 殿 物 か ら 抽 出 し 又 は 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば
上 清 か ら 抽 出 し 、 次 い で １ 回 又 は ２ 回 以 上 の 遠 心 、 塩 析 、 イ オ ン 交 換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 若 し く は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 用 い る こ と で 単 離 さ れ る 。 最 後 に 、 RP-H
PLCを 最 終 の 精 製 工 程 と し て 用 い る こ と が で き る 。 凍 結 ― 融 解 サ イ ク ル 、 超 音 波 破 壊 、 機
械 的 破 壊 又 は 細 胞 溶 解 試 薬 の 使 用 を 包 含 す る 、 い ず れ の 便 利 な 方 法 を 用 い て も 、 微 生 物 細
胞 を 破 壊 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 の
た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 潜 在 的
NFATア ゴ ニ ス ト ／ NFATア ン タ ゴ ニ ス ト に 曝 露 し 、 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 受
容 体 に 結 合 す る か 否 か を 判 定 す る こ と を 包 含 す る 。 も し 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス
ト が 受 容 体 に 結 合 す る な ら ば 、 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 イ ン ビ ボ で 患 者 に
投 与 さ れ ネ イ テ ィ ブ な NFAT活 性 化 受 容 体 に 曝 露 さ れ た 際 に 、 実 際 に ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ
ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る も の と 強 く 推 定 さ れ る 。 該 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 該 NFATア ゴ ニ ス
ト 及 び 該 NFATア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 サ イ ト カ イ ン を 生 産 で き る 細 胞 を 該 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ
ゴ ニ ス ト に 曝 露 し 、 サ イ ト カ イ ン の 生 産 を 非 曝 露 細 胞 と 比 較 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト で あ れ ば サ イ ト
カ イ ン の 生 産 が 増 大 す る ； ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ れ ば サ イ ト カ イ ン の 生 産 が 減 少 す る 。 他 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 NFATの DNAに 結 合 す る 配 列 を 含 む レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 造 物 で 細 胞
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス
ト は 、 抗 体 を 包 含 す る 有 機 化 合 物 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 疾 患
、 特 に 非 疾 患 状 態 と 比 べ て サ イ ト カ イ ン 生 産 が 比 較 的 低 い 又 は 比 較 的 高 い こ と に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 の た め の 薬 剤 と し て 機 能 す る か も し れ な い 化 合 物 を 同 定
す る た め に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ８ １ 】
有 害 な 副 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 医 薬 が 所 望 の 効 能 の た め に 動 物 に 投 与 さ れ た 時 に 、
サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の 生 産 が 減 少 又 は 増 大 す る こ と に 関 連 す る 不 所 望 の 副 作 用 を
引 き 起 こ し や す い か 否 か を 判 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 該 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 医 薬 に 曝 露 し 、 医 薬 が 該 受 容 体 に 結 合 す る か 否 か 又 は サ イ ト
カ イ ン の 生 産 に 変 化 を も た ら す こ と に よ り 受 容 体 リ ガ ン ド の 生 物 的 機 能 を 模 倣 す る か 否 か
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を 決 定 す る こ と を 包 含 す る 。 も し 医 薬 が 該 受 容 体 に 結 合 す る な ら 又 は 受 容 体 リ ガ ン ド の 生
物 的 機 能 を 模 倣 す る な ら 、 該 医 薬 が 所 望 の 効 能 の た め に 動 物 に 投 与 さ れ た 時 に 有 害 な 副 作
用 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る 。 有 害 な 副 作 用 は 、 サ イ ト カ イ ン の 生 産 の 望 ま し く な い 変 化
の 結 果 と し て 起 こ る 。 該 方 法 で ス ク リ ー ニ ン グ で き る 医 薬 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質
、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 多 糖 類 、 少 糖 類 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 有 機
分 子 、 生 物 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 薬 理 学 的 物 質 及 び そ れ ら の 代 謝 物 、 並 び に 転 写 及
び 翻 訳 制 御 配 列 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、
特 定 の 効 能 の た め に 投 与 さ れ る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 NFAT活 性 化 受 容 体 と 交 差 反 応
す る か 否 か 、 及 び そ れ 故 に 、 意 図 す る 効 能 の た め に 投 与 さ れ た 時 に 不 所 望 の 副 作 用 を 引 き
起 こ し や す い か を 調 べ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
受 容 体 発 現 変 調
　 さ ら に 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る こ と に よ り 、 細 胞 の NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク
又 は 変 調 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 発 現 で き る 細 胞 を 、 NFAT活
性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 適 切 な 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 分
子 に 曝 露 す る こ と を 包 含 す る 。 該 分 子 は 、 有 機 分 子 、 生 物 有 機 分 子 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ
オ チ ド 、 RNAiヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ザ イ ム で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し い 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA若 し く は NFAT活 性
化 受 容 体 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 調 節 す る DNAに 対 し て ア ン チ セ ン ス な 、 又 は こ れ ら と 三
重 ら せ ん を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 細 胞 を 曝 露 す る こ と に よ り 、 細 胞 の NFAT活 性 化 受
容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る こ と を 包 含 す る 。 細 胞 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を
阻 害 又 は 調 節 す る の に 十 分 な 量 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 三 重 ら せ ん 形 成 性 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 曝 露 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA若 し く
は NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 調 節 す る DNAに 対 し て ア ン チ セ ン ス な 、 又 は
こ れ ら と 三 重 ら せ ん を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 動 物 体 内
で NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る 方 法 も 提 供 す る 。 動 物 は 、 動 物 体 内 で
NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現 を 阻 害 又 は 調 節 す る の に 十 分 な 量 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 又 は 三 重 ら せ ん 形 成 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 三 重 ら せ ん 形 成 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 細 胞 を ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 曝 露 す る 方 法 及 び ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 動 物 に 投 与 す る 方 法 は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 該 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 公 知 の 方 法 に よ り 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、 細 胞 内 で 発 現 す る こ と を 許 さ
れ る 。 発 現 し た ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 結 合 し 、 そ れ ら の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 該 方 法 は 、 例 え ば 好 中 球 若 し く は マ ス ト 細 胞 の よ う な 、 種 々 の タ イ プ の 細 胞 の 研 究 を 行
な う 際 に 、 又 は 非 疾 患 状 態 と 比 べ て サ イ ト カ イ ン の 生 産 が 過 剰 で あ る こ と に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 動 物 の 疾 患 を 予 防 若 し く は 治 療 す る 際 に 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 受 容 体 の 発 現 を 阻 害 す
る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
疾 病 素 質 診 断
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 サ イ ト カ イ ン の 無 調 整 な 発 現 に 起 因 す る 疾 患 を 進 展 さ せ
る 、 患 者 の 疾 病 素 質 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 患 者 の あ る 細 胞 、 組 織
又 は 体 液 中 に NFAT活 性 化 受 容 体 が 存 在 し て い る 又 は 増 加 し て 存 在 し て い る と い う こ と が 、
該 患 者 が あ る 免 疫 疾 患 に 対 す る 質 病 素 質 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る と い う 発 見 に 基 づ
い て い る 。 １ つ の 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を あ る と し て も ご く わ ず か に
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含 む と い う こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 の サ ン プ ル を 患 者 か ら 採 取 し 、 組 織 中
の NFAT活 性 化 受 容 体 の 存 在 を 調 べ る た め に 該 組 織 又 は 体 液 を 分 析 し 、 組 織 又 は 体 液 中 の NF
AT活 性 化 受 容 体 の 存 在 に 基 づ い て 、 あ る 免 疫 疾 患 に 対 す る 患 者 の 疾 病 素 質 を 予 測 す る こ と
を 包 含 す る 。 そ の 他 の 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 規 定 さ れ た レ ベ ル の NFAT活 性 化 受 容 体 を 含
む こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 の サ ン プ ル を 患 者 か ら 採 取 し 、 組 織 中 の NFAT活
性 化 受 容 体 の 量 を 調 べ る た め に 該 組 織 又 は 体 液 を 分 析 し 、 正 常 な 細 胞 、 組 織 及 び 体 液 に お
い て 確 立 さ れ た 規 定 さ れ た レ ベ ル 又 は 測 定 さ れ た レ ベ ル と 比 較 し た 、 該 組 織 ま た は 体 液 中
の NFAT活 性 化 受 容 体 の 量 の 変 化 に 基 づ い て 、 あ る 免 疫 疾 患 に 対 す る 患 者 の 疾 病 素 質 を 予 測
す る こ と を 包 含 す る 。 NFAT活 性 化 受 容 体 の 規 定 さ れ た レ ベ ル は 、 文 献 値 に 基 づ い た 公 知 の
量 か 、 又 は 正 常 な 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 中 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 前 も っ て 定 め た 量
で あ り 得 る 。 特 に 、 あ る 組 織 又 は 体 液 中 の NFAT活 性 化 受 容 体 レ ベ ル を 測 定 す る こ と で 、 患
者 の 免 疫 疾 患 を 特 異 的 か つ 早 期 に 、 好 ま し く は 疾 患 が 起 き る 前 に 発 見 で き る 。 該 方 法 に よ
り 診 断 で き る 免 疫 疾 患 は 、 こ こ に 記 載 さ れ た 免 疫 疾 患 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 該 組 織 又 は 体 液 は 、 末 梢 血 、 末 梢 血 白 血 球 、 肺 又 は
皮 膚 生 検 の よ う な 生 検 組 織 、 及 び 滑 液 又 は 滑 膜 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
疾 患 の 予 防 及 び 治 療
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る NFATタ ン パ ク 質 を 介 す る 疾 患 の 予 防 又
は 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 疾 患 を 予 防 又 は 治 療 す る 量 の NFAT活 性 化 受 容
体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 。 該 ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 結 合 し 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の 発 現 を
調 節 し て 、 非 疾 患 状 態 に 特 徴 的 な レ ベ ル の サ イ ト カ イ ン を 生 産 す る 。 好 ま し く は 、 該 疾 患
は 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 自 己 免 疫 又 は 他 の 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 疾 患 は
ア レ ル ギ ー 又 は 喘 息 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 量 は 、 当 該 哺 乳 動 物 の 年 齢 、 大
き さ 及 び 性 質 、 並 び に 疾 患 に 応 じ て 異 な る 。 当 業 者 は こ れ ら の 要 因 に 基 づ き 投 与 量 を 決 定
で き る 。 該 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 疾 患 を 緩 和 す る た め に 数 日 に わ
た っ て １ 回 若 し く は 数 回 投 与 し た り 、 又 は ア レ ル ギ ー や 喘 息 を 予 防 す る た め に 長 期 間 に わ
た っ て 定 期 的 に 投 与 し た り す る よ う な 、 当 該 疾 患 に 合 致 し た 治 療 法 に 沿 っ て 投 与 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 注 射 及 び イ ン プ ラ ン ト 等 を 含 む い ず れ の 許 容 可 能
な 方 法 を 用 い て も 哺 乳 動 物 に 投 与 で き る 。 投 与 の タ イ ミ ン グ と 投 与 量 の レ ベ ル を 正 確 に 制
御 す る こ と が で き る の で 、 注 射 及 び イ ン プ ラ ン ト が 好 ま し い 。 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト は 非 経 口 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 こ こ で 用 い る 非 経 口 投 与 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 若
し く は 腹 腔 内 注 射 、 又 は 皮 下 埋 込 み を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 種 々 の 賦 形 剤 、 ア ジ ュ
バ ン ト 、 添 加 剤 及 び 希 釈 剤 の よ う な 、 生 体 適 合 性 並 び に ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 適
合 性 を 有 す る 担 体 を 含 む 注 射 可 能 な 剤 形 で 哺 乳 動 物 に 投 与 で き る 。 不 揮 発 性 発 熱 物 質 を 含
ま な い 水 、 滅 菌 水 及 び 静 菌 水 の よ う な 水 性 賦 形 剤 も ま た 、 注 射 可 能 な 溶 液 を 形 成 す る の に
適 し て い る 。 こ れ ら の 形 態 の 水 に 加 え て 、 数 種 類 の ほ か の 水 性 賦 形 剤 も 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ ら は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン ゲ ル 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス と 塩 化 ナ
ト リ ウ ム 、 及 び 乳 酸 加 リ ン ゲ ル 液 の よ う な 、 滅 菌 可 能 な 等 張 性 注 射 組 成 物 を 包 含 す る 。 綿
実 油 、 ゴ マ 油 又 は 落 花 生 油 の よ う な 非 水 性 賦 形 剤 、 及 び ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル の よ う
な エ ス テ ル も ま た 、 該 組 成 物 の た め の 溶 媒 系 と し て 用 い る こ と が で き る 。 加 え て 、 抗 菌 性
保 存 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 キ レ ー ト 化 剤 お よ び 緩 衝 剤 を 包 含 す る 、 該 組 成 物 の 安 定 性 、 無 菌 性
及 び 等 張 性 を 高 め る 種 々 の 添 加 物 を 加 え る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 使 用 す る い か な
る 賦 形 剤 、 希 釈 剤 又 は 添 加 物 も 、 生 体 適 合 性 並 び に 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス
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ト と の 適 合 性 を 有 し て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
NFATポ リ ペ プ チ ド 診 断 薬
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 中 で 発 現 さ
れ る NFAT活 性 化 受 容 体 を 検 出 す る 診 断 方 法 に 用 い る こ と も で き る 。 該 方 法 は 、 細 胞 、 組 織
若 し く は 体 液 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 を 本 発 明 の 抗 体 に 曝 露 し 、 該 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液
又 は そ れ ら の 構 成 成 分 が 抗 体 と 結 合 す る か ど う か を 判 定 す る こ と を 包 含 す る 。 抗 体 と 結 合
し た 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 含 む 細 胞 、 組
織 若 し く は 体 液 又 は そ れ ら の 構 成 成 分 で あ る と 診 断 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 特 定 の 細
胞 、 組 織 又 は 体 液 が 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 含 む こ と が 以 前 よ り 知 ら れ て い る あ る タ イ プ の
細 胞 、 組 織 又 は 体 液 の 1つ で あ る か ど う か を 判 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 競 合 的 結
合 ア ッ セ イ 、 直 接 又 は 間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 異 質 又 は 均 質 相 で 行 な わ れ る 免 疫
沈 降 ア ッ セ イ な ど の 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ る 種 々 の 診 断 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
NFATポ リ ペ プ チ ド 精 製
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 、 混 入 物 及 び ネ イ テ ィ ブ な 環 境 か ら NFAT活 性 化
受 容 体 を 単 離 及 び 精 製 す る 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 該 方 法 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 及 び
混 入 物 を 、 当 該 受 容 体 に 結 合 で き る 抗 体 に 曝 露 し 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 抗 体 に 結 合 さ せ 、
混 入 物 か ら 抗 体 ― 受 容 体 複 合 体 を 分 離 し 、 当 該 複 合 体 か ら NFAT活 性 化 受 容 体 を 回 収 す る こ
と を 包 含 す る 。 例 え ば 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 又 は ネ イ テ ィ ブ な 供 給 源 か ら NFAT活 性 化 受 容 体
を 回 収 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 な ど の 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 の 種 々 の 精 製 方 法 を 用 い る
こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 NFAT活 性 化 受 容 体 に 対 す る 抗 体 は 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 樹
脂 又 は ろ 紙 の よ う な 適 当 な 支 持 体 に 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 固 定 化 さ れ る
。 次 に 固 定 化 抗 体 を 、 精 製 す べ き NFAT活 性 化 受 容 体 及 び 混 入 物 を 含 む 試 料 組 成 物 に 接 触 さ
せ る 。 次 い で 該 支 持 体 を 、 固 定 化 抗 体 に 結 合 し た NFAT活 性 化 受 容 体 以 外 の 、 試 料 中 の 実 質
的 に 全 て の 物 質 を 取 り 除 く こ と が で き る 適 当 な 溶 媒 で 洗 浄 す る 。 最 後 に 、 該 支 持 体 を 、 抗
体 か ら NFAT活 性 化 受 容 体 を 取 り 除 く の に 適 当 な 別 の 溶 媒 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
寛 容 誘 導 法
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 不 所 望 の 免 疫 応 答 を 経 験 し 得 る 動 物 に 寛 容 を 誘 導 す る 方
法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 細 胞 核 内 へ の NFATタ ン パ ク 質 の 移 行 、 及 び そ れ に 続 い て 起 こ る
、 NFATタ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 転 写 因 子 で あ る 転 写 因 子 活 性 化 タ ン
パ ク 質 １ （ AP-1） と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の NFAT活 性 化 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 NFAT活 性 化 受 容
体 に 結 合 し 、 NFATタ ン パ ク 質 が 核 へ 移 行 し て AP-1と 相 互 作 用 す る こ と を 防 ぐ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 寛 容 は 、 不 完 全 な 情 報 伝 達 の 過 程 を 経 て 誘 導 さ れ る 。 自 己 抗 原 は T細 胞 受 容 体 の み を 刺
激 し 、 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 増 大 を 引 き 起 こ し て NFATタ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る 。 次
に NFATタ ン パ ク 質 は 、 T細 胞 DNAの 特 異 的 部 位 に 結 合 し て 、 寛 容 を 誘 導 す る 遺 伝 子 発 現 を 引
き 起 こ す 。 し か し な が ら 、 NFATタ ン パ ク 質 は 典 型 的 に 、 AP-1と し て 知 ら れ る 他 の 転 写 因 子
と 相 互 作 用 す る 。 こ れ ら の 転 写 因 子 間 の 相 互 作 用 は 、 T細 胞 が 外 来 の 抗 原 と 戦 う 最 大 限 の
免 疫 応 答 を 誘 導 す る 。 し か し な が ら 、 NFATタ ン パ ク 質 が AP-1と 相 互 作 用 し な い 場 合 に は 、
T細 胞 が 抗 原 を 許 容 す る T細 胞 不 応 答 状 態 が 生 じ る 。 外 来 の 抗 原 に 対 す る 最 大 限 の 免 疫 応 答
は 、 例 え ば ア レ ル ギ ー 及 び 移 植 臓 器 拒 絶 反 応 な ど の 、 多 く の 不 所 望 の 免 疫 応 答 の 原 因 で あ
る 。 し た が っ て 、 NFATと AP-1と の 相 互 作 用 を 防 止 す る い か な る 物 質 も 、 こ れ ら の 不 所 望 で
破 壊 的 な 応 答 を 防 止 し 、 寛 容 を 誘 導 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し い 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 臓 器 移 植 患 者 に 寛 容 を 誘 導 す る た め の 方 法 を 提 供 す る
。 一 般 的 に 、 移 植 臓 器 の 外 来 抗 原 に 対 す る 最 大 限 の 免 疫 応 答 は 、 臓 器 拒 絶 反 応 の 原 因 で あ
る 。 現 在 で は 、 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン を 移 植 患 者 に 用 い て 、 NFATタ ン パ ク 質 の 活 動 を

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-500032 A 2006.1.5



停 止 さ せ る こ と に よ り 拒 絶 反 応 を 防 止 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ う し た シ ク ロ ス ポ リ ン
の 使 用 は 、 NFATタ ン パ ク 質 に よ る T細 胞 寛 容 の 開 始 を 妨 げ る 。 し た が っ て 、 NFATタ ン パ ク
質 と AP-1と の 相 互 作 用 を 防 止 す る こ と で 、 移 植 臓 器 に 対 す る 寛 容 が 誘 導 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 内 生 の NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 が ヘ テ ロ 接 合 的 又 は ホ モ
接 合 的 に 破 壊 さ れ た ゲ ノ ム を 有 し 、 生 物 学 的 に 機 能 的 な NFAT活 性 化 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 抑 制 又 は 妨 害 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ
ト 動 物 は 、 内 生 の NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 が ホ モ 接 合 的 に 破 壊 さ れ た も の で あ る 。 好 ま し
く は 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は マ ウ ス で あ る 。 該 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 当 業 者 に 公 知
の 技 術 を 用 い て 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 破 壊 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の
い ず れ か の 部 分 に 終 止 コ ド ン を 導 入 し て 生 物 学 的 に 不 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド に す る こ と 、 プ
ロ モ ー タ ー 又 は 他 の 調 節 配 列 に 変 異 を 導 入 し て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 又 は 妨 害 す る こ
と 、 外 来 性 の 配 列 を 遺 伝 子 に 挿 入 し て 該 遺 伝 子 を 不 活 化 す る こ と 、 及 び 該 遺 伝 子 か ら 配 列
を 欠 失 さ せ る こ と を 包 含 す る 、 数 種 類 の 方 法 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 特 異 的 な DNA配 列 を 哺 乳 動 物 生 殖 系 列 に 導 入 し 、 こ れ ら の 配 列 （ 導 入 遺 伝 子 ） の 各 次 世
代 へ の 安 定 し た 伝 達 を 達 成 す る た め に 、 数 種 類 の 技 術 が 利 用 可 能 で あ る 。 最 も 一 般 的 に 用
い ら れ る 技 術 は 、 受 精 し た 卵 母 細 胞 の 前 核 に DNAを 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ
と で あ る 。 こ れ ら の 卵 母 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た マ ウ ス 又 は 他 の 動 物 は 、 お よ そ １ ０ ～ ２ ０ ％
の 頻 度 で 、 育 種 を 経 て 異 な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ラ イ ン を も た ら す ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク フ ァ ウ ン ダ ー と な る 。 胚 操 作 及 び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ る 、 特 に マ ウ ス な ど
の 動 物 で の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 は 、 こ の 分 野 に お い て 常 套 化 さ れ た 。 例 え
ば 、 米 国 特 許 第 4,736,866号 、 第 4,870,009号 及 び 第 4,873,191号 、 並 び に Hogan, B., Mani
pulating the Mouse Embryo(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbo
r, N.Y., 1986)な ど 。 同 様 な 方 法 が 、 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） 技 術 は 、 遺 伝 子 を 特 異 的 に 欠 失 さ せ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ 及 び
他 の 動 物 ） を 創 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 遺 伝 的 に 改 変 で き
る 、 全 能 性 の 胚 性 幹 細 胞 を 、 マ ウ ス 胚 と 凝 集 さ せ 又 は マ ウ ス 胚 中 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン し て 、 子 孫 に 当 該 遺 伝 的 改 変 を 伝 達 で き る キ メ ラ マ ウ ス を 作 出 す る 。 定 方 向 の 育 種 を
経 て 、 該 遺 伝 子 を 欠 失 し た マ ウ ス を 得 る こ と が で き る 。 数 種 類 の 他 の 方 法 が 、 遺 伝 的 改 変
動 物 の 作 出 に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 細 胞 質 内 精 子 注 入 技 術 （ ICSI） が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス 作 出 に 利 用 で き る 。 こ の 方 法 で は 、 精 母 細 胞 の 頭 部 を 未 受 精 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 に マ
イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 該 卵 母 細 胞 の 受 精 及 び そ の 後 の 着 床 胚 の 適 切 な 細 胞 分 裂 の 活
性 化 を 引 き 起 こ す 必 要 が あ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た マ ウ ス 胚 は 、 偽 妊 娠 の 受 容 雌 に 移
植 さ れ る 。 該 雌 は 、 同 腹 の マ ウ ス を 産 む で あ ろ う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 出 に 適
用 さ れ る ICSIで は 、 精 子 又 は 精 母 細 胞 頭 部 の 懸 濁 液 を 、 所 望 の DNA分 子 （ 導 入 遺 伝 子 ） を
含 む 溶 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ れ ら は 精 子 と 相 互 作 用 し 、 一 旦 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ
ク シ ョ ン さ れ る と 、 外 来 DNAの た め の 担 体 賦 形 剤 と し て 働 く 。 一 旦 卵 母 細 胞 の 中 に 入 る と
、 該 DNAは ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を も た ら す 。 こ の 方 法 は 、 伝
統 的 な 前 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル を 用 い て こ れ ま で 得 ら れ て い た ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 収 率 よ り も 高 い 収 率 （ ８ ０ ％ 以 上 ） を も た ら す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例
　 本 発 明 を 、 以 下 の 好 ま し い 具 体 例 に よ り さ ら に 例 示 す る 。 も っ と も 、 こ れ ら の 実 施 例 は
、 単 に 例 示 の た め に 記 載 す る も の で あ り 、 他 に 断 り が な い 限 り 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ
と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ０ ０ 】
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NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 の 同 定
重 複 の な い ヒ ト タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス IPI（ International Protein Index） を 用 い て 、
1) 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） ド メ イ ン 、 2)免 疫 受 容 体 チ ロ シ ン 活 性 化 モ チ ー フ （ ITAM） 、 及
び 3) 膜 貫 通 領 域 を 含 む 新 規 分 子 の 検 索 を 行 な っ た 。 そ れ ら は 、 TCR、 BCR、 Fcε RI及 び 近
年 同 定 さ れ た 多 く の 他 の 活 性 化 受 容 体 の 構 成 要 素 を 包 含 し た 、 免 疫 系 の 機 能 を 調 節 す る 多
く の シ グ ナ ル 活 性 化 受 容 体 が 有 す る 、 共 通 の 特 徴 で あ る (Isakov 1997 "ITIMs and ITAMs"
 Immunologic Research 16:85)。 Igド メ イ ン の 検 索 に は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） に
基 づ い た 方 法 を 用 い た 。 HMMは 、 １ １ ３ の 確 信 的 な Igド メ イ ン の ア ラ イ ン メ ン ト か ら 構 築
さ れ 、 HMMERプ ロ グ ラ ム に よ り 較 正 さ れ た も の で あ り 、 Pfam (version 6.6) デ ー タ ベ ー ス
か ら 入 手 さ れ た 。 ITAMモ チ ー フ を 含 む タ ン パ ク 質 の 検 索 で は 、 は じ め に ITAMに 共 通 し た 特
徴 に 基 づ い て PROSITE‐ フ ォ ー マ ッ ト 化 モ チ ー フ プ ロ フ ィ ー ル （ PROSITE-formatted motif
 profile） を 構 築 し 、 「 seedtop」 ソ フ ト ウ ェ ア （ NCBI） を 用 い て 検 索 を 行 な っ た 。 全 て
の IPIタ ン パ ク 質 に 対 す る 大 規 模 膜 貫 通 領 域 予 測 は 、 TMHMM version 2.0ソ フ ト ウ ェ ア (htt
p://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)を 用 い て 行 な っ た 。 IPI00086590と 呼 ば れ る 仮 想 タ
ン パ ク 質 配 列 が 、 上 記 ３ つ 全 て の 判 定 基 準 に 合 っ て い た 。 イ ン シ リ コ の ク ロ ー ニ ン グ 法 に
よ り 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 全 長 cDNA配 列 を 導 き 出 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ０ １ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 発 現 の 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR解 析
Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Inc.) を 用 い て 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 よ り Forward: 5' TCCTGCTCTTTGGCTTCACC及 び Reverse: 5' GCCGTGCCCACTACACTCA
の 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 選 択 し て 合 成 し 、 PCR反 応 に 用 い て リ ア
ル タ イ ム で NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を モ ニ タ ー し た 。 次 に 示 す 組 織 及 び
細 胞 に お け る NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る た め に RNAを
単 離 し た ： 脳 ； 心 臓 ； 腎 臓 ； 肝 臓 ； 肺 、 脾 臓 、 単 球 、 Daudiす な わ ち バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫
セ ル ラ イ ン ； HPB-ALLす な わ ち T細 胞 白 血 病 セ ル ラ イ ン ； THP-1す な わ ち 急 性 単 球 性 白 血 病
； リ ン パ 球 ； Jurkatす な わ ち T細 胞 白 血 病 セ ル ラ イ ン ； HMC-1； マ ス ト 細 胞 ラ イ ン ； HUVAC
； 一 次 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 ； 好 中 球 ； PBMCす な わ ち 末 梢 血 単 核 球 ； 及 び イ ン ビ ト ロ で 培 養 し
た 臍 帯 血 由 来 マ ス ト 細 胞 試 料 の ４ つ の 異 な る バ ッ チ 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Taqman試 薬 を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従 い 、 ABI Prism 7900（ Applied Biosystems, In
c.） の 配 列 検 出 シ ス テ ム に よ り 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR解 析 を 行 な っ た 。 上 記 し た 細 胞 供
給 源 由 来 の 等 量 の 一 本 鎖 cDNAを 反 応 中 の PCR鋳 型 と し て 用 い て 閾 値 サ イ ク ル （ C t ） を 得 、 1
8Sリ ボ ソ ー ム か ら の 既 知 の C t を 用 い て 前 記 C t を 正 規 化 し 、 Δ C t を 得 た 。 異 な る セ ル ラ イ ン
に お け る NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 比 較 す る た め 、
最 低 の 発 現 レ ベ ル を ベ ー ス と し て Δ Δ C t 値 を 計 算 し 、 次 い で 真 の 倍 数 発 現 相 違 値 （ real f
old expression difference values） に 変 換 し た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 表 １ よ り 、 NFAT活 性 化 受 容 体 mRNAは 、 好 中 球 、 一 次 単 球 及 び 単 球 セ ル ラ イ ン 、 リ ン パ 球
並 び に イ ン ビ ト ロ 培 養 マ ス ト 細 胞 で 高 発 現 し て い る こ と が わ か っ た 。 脾 臓 及 び 肺 組 織 で 発
現 が 検 出 さ れ た 。 対 照 的 に 、 全 て の 他 の 組 織 及 び 細 胞 （ 脳 、 心 臓 ； 腎 臓 、 肝 臓 、 Daudi、 H
PB-ALL、 Jurkat、 HUVAC） で の 発 現 レ ベ ル は 非 常 に 低 か っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ０ ５ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 及 び 特 徴 付 け
　 開 始 メ チ オ ニ ン コ ド ン (5'-CACCATG GAGAACCAGCCTG)及 び 停 止 コ ド ン (5'-ACCTGGTCTATGAA
AATCTC)を 含 む ２ つ の オ リ ゴ プ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ 用 い て 、 RT-PCRに よ り 、 ヒ ト 単 球 か ら N
FAT活 性 化 受 容 体 cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ２ つ の cDNAク ロ ー ン を 単 離 し 、 配 列 決 定 し た
と こ ろ 、 配 列 番 号 １ に 示 す イ ン シ リ コ ク ロ ー ニ ン グ で 導 き 出 さ れ た コ ー ド 領 域 配 列 と 一 致
す る こ と が わ か っ た 。 イ ン シ リ コ ク ロ ー ニ ン グ で 導 き 出 さ れ た 配 列 は 、 完 全 な Kozakモ チ
ー フ を 含 み 、 お そ ら く 、 予 測 さ れ る 開 始 メ チ オ ニ ン に 先 行 す る 停 止 コ ド ン を 読 み 枠 を 合 わ
せ て 数 個 有 し て い る の で 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 完 全 な コ ー ド 領 域 を 表 し
て い る 。 さ ら に 、 該 配 列 は 、 想 定 さ れ る 開 始 メ チ オ ニ ン か ら 始 ま る 、 推 定 上 の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 N末 端 （ １ ～ ４ ２ 番 ア ミ ノ 酸 ） に 推 定 上 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 細
胞 外 領 域 に Igド メ イ ン （ ４ ３ ～ １ ５ ０ 番 ア ミ ノ 酸 ） 、 細 胞 質 領 域 に 膜 貫 通 ド メ イ ン （ １ ６
４ ～ １ ８ ６ 番 ア ミ ノ 酸 ） 及 び ITAMモ チ ー フ （ ２ ２ ０ ～ ２ ３ ５ 番 ア ミ ノ 酸 ） を 有 す る 、 ２ ７
０ ア ミ ノ 酸 か ら な る 算 出 分 子 量 約 ３ ０ kDの タ ン パ ク 質 で あ る と 予 測 さ れ た 。 そ れ は 染 色 体
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22q13.2に 存 在 す る 。 cDNAを ゲ ノ ム 配 列 と 整 列 化 す る と 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の コ ー ド 領 域 は ６ つ の エ キ ソ ン を 含 ん で い た 。 １ つ の 潜 在 的 な N-グ リ コ シ レ ー シ ョ ン
部 位 が 細 胞 外 領 域 （ １ ０ ７ ～ １ １ ０ 番 ア ミ ノ 酸 ） に 見 つ か っ た 。 対 応 す る ESTラ イ ブ ラ リ
ー 供 給 源 の 分 布 に 基 づ い た 「 電 子 ノ ー ザ ン （ electronic northern） 」 に よ り 、 NFAT活 性
化 受 容 体 は 白 血 球 で 優 先 的 に 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 特 異 的 な タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ
に よ る リ ン 酸 化 又 は ド メ イ ン へ の 結 合 が 期 待 さ れ る タ ン パ ク 質 の モ チ ー フ を 検 索 す る た め
に 作 成 さ れ た 、 ウ ェ ブ ベ ー ス の SCANSITE(
、 NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 非 常 に 一 般 的 な 活 性 化 ア ダ プ タ ー 分 子 で あ
る Lck（ リ ン パ 球 特 異 的 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ） の SH2ド メ イ ン の た め の 結 合 領 域 を
細 胞 質 領 域 に 含 む と 予 測 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ０ ７ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 の 発 現
　 NFAT活 性 化 受 容 体 遺 伝 子 産 物 を 決 定 す る た め 、 V5タ グ を C末 端 又 は N末 端 に 読 み 枠 を 合 わ
せ て 融 合 さ せ た 、 NFAT活 性 化 受 容 体 を 発 現 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 領 域 を 、 pcDNA 
3.1哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー （ INVITROGEN, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 次
い で Lipofectamin 2000を 用 い て 293T細 胞 に 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 8 X 10 5 個 の
細 胞 を 100μ Lの ddH 2 Oに 再 懸 濁 し て 全 細 胞 タ ン パ ク 質 試 料 を 調 製 し 、 等 量 の 2 X試 料 ロ ー デ
ィ ン グ バ ッ フ ァ ー を 加 え て 98℃ で 5分 間 加 熱 し た 。 タ ン パ ク 質 を 15％  SDS-PAGEで 分 離 し 、
膜 に 移 し た 。 タ グ を 付 さ れ た NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 抗 V5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 約 35kDの 主 た る タ ン パ ク 質 バ ン ド 及 び 約 30kDの よ り 小 さ な バ ン ド
と し て 検 出 さ れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 バ ン ド は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の み ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 細 胞 で は 存 在 し な い 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ０ ８ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 の 細 胞 局 在
　 NFAT活 性 化 受 容 体 が 膜 表 面 で 発 現 し て い る か ど う か を 決 定 す る た め 、 C末 端 に V5タ グ を
付 け た NFAT活 性 化 受 容 体 構 築 物 で 293T細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 凍 結 ― 融 解 法 に よ り 細
胞 を 溶 解 し た 。 細 胞 を 1 X溶 解 バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し 、 凍 結 ― 融 解 を ３ 回 行 な っ た 。 微 量 遠
心 器 に よ り 最 大 速 度 で 遠 心 し て 、 不 溶 性 膜 画 分 を 可 溶 性 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 し た 。 該 タ ン
パ ク 質 を 15％  SDS-PAGEで 分 離 し た 。 抗 V5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 検 出 し た と こ ろ 、 NFAT活
性 化 受 容 体 は 主 に 膜 画 分 に 存 在 し た 。 可 溶 性 画 分 か ら は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 次 い で 、 膜 で の NFAT活 性 化 受 容 体 の 局 在 と 配 向 を 決 定 す る た め 、 免 疫 蛍 光 染 色 を 行 な っ
た 。 NFAT活 性 化 受 容 体 の N末 端 又 は C末 端 い ず れ か に V5タ グ を 融 合 し 、 293T細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 該 細 胞 を 、 1％  BSAを 含 む 無 酵 素 細 胞 解 離 バ ッ フ ァ ー （ Invitrogen） 中 で
洗 浄 し 、 4℃ で 30分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 細 胞 を 、 FITC標 識 抗 V5モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ 10μ g/ml） （ Invitrogen） と と も に 同 バ ッ フ ァ ー 中 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 3回 洗 浄 後 、 細 胞 を 1％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し て ／ 固 定 せ ず に 、 1 X PBS
に 再 懸 濁 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ ZEISS Axioskop, 独 国 ） で 解 析 し た 。 N末 端 に タ グ を 付 け た NFA
T活 性 化 受 容 体 は 、 抗 V5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 、 生 存 （ 非 固 定 ） 細 胞 及 び メ タ ノ ー ル
固 定 細 胞 の 両 方 の 膜 上 で 検 出 さ れ た が 、 一 方 で C末 端 に タ グ を 付 け た NFAT活 性 化 受 容 体 は
メ タ ノ ー ル 固 定 細 胞 の 膜 上 で の み 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 が N末
端 を 細 胞 膜 外 部 に 露 出 し た 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ １ ０ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 に よ る NFATの 活 性 化
　 免 疫 応 答 の 活 性 化 ま た は 阻 害 の 第 一 レ ベ ル の 調 節 は 、 受 容 体 部 位 で 起 こ り 、 受 容 体 サ ブ
ユ ニ ッ ト の 細 胞 質 領 域 の タ ン パ ク 質 モ ジ ュ ー ル が 関 与 し て い る こ と が わ か っ て い る 。 近 年
の 研 究 に よ り 、 ITAM（ immunoreceptor tyrosine-based activation motif） 及 び ITIM（ im
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munoreceptor tyrosine-based inhibition motif） と い う 、 ２ タ イ プ の モ ジ ュ ー ル が 同 定
さ れ た 。 こ れ ら は 、 受 容 体 の 連 結 の 際 に 迅 速 で 一 過 的 な リ ン 酸 化 を 受 け る 保 存 さ れ た チ ロ
シ ン 残 基 を 有 し 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化 又 は 終 結 さ せ る (Isakov 1998 "ITAMs: immun
oregulatory scaffolds that link immunoreceptors to their intracellular signaling
 pathways" Receptors Channels 5:243)。 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） ド メ イ ン は リ ガ ン ド ― レ
セ プ タ ー 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が し ば し ば 見 出 さ れ て い る 。 免 疫 組 織 及 び 細 胞 中 で 優 先
的 に 発 現 し て い る こ と に 加 え て 、 膜 タ ン パ ク 質 で あ る NFAT活 性 化 受 容 体 中 に Igド メ イ ン と
ITAMモ チ ー フ が 共 存 す る こ と は 、 NFAT活 性 化 受 容 体 が 免 疫 系 に お い て 活 性 化 レ セ プ タ ー と
し て 機 能 し て い る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 NFAT活 性 化 受 容 体 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 に あ る か も し れ な い 標 的 と し て 、 ３ つ の 一
般 的 な 転 写 因 子 （ NFAT、 NF-κ B及 び AP-1） に つ い て 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り NFAT活 性 化
受 容 体 が 適 度 に 発 現 し て い る こ と が わ か っ て い る HMC-1（ ヒ ト マ ス ト 細 胞 ラ イ ン ） 中 で 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 行 な っ て 調 べ た 。 典 型 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
を 以 下 の 通 り 行 な っ た ： HMC-1を 培 地 1リ ッ ト ル 当 り 20万 個 の 濃 度 で 24穴 培 養 プ レ ー ト に 播
い た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー （ NFAT、 AP-1又 は NF-κ B結 合 部 位 を 包 含 す る プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む ） 、 NFAT活 性 化 受 容 体 発 現 プ ラ ス ミ ド 及 び pRLSV40の 、 ３ つ の プ ラ ス ミ ド を H
MC-1細 胞 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 該 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト 40～ 46時 間 後 に 採 取 し 、
passive lysis buffer（ Promega, Inc.） 中 で 融 解 し た 。 ホ タ ル 及 び ウ ミ シ イ タ ケ の ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 デ ュ ア ル -ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト （ Promega, Inc.） を 用 い て
TD-20ル ミ ノ メ ー タ ー （ Turner Design） に よ り 調 べ た 。 結 果 を 表 ２ か ら 表 ７ に 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】

10

20

30

40

(26) JP 2006-500032 A 2006.1.5



【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
　 表 ２ か ら 表 ７ に 記 載 の 通 り 、 NFAT活 性 化 受 容 体 ― V5-353の 過 剰 発 現 に よ り 、 NFATは 約 ８
０ 倍 活 性 化 さ れ る （ 表 ２ ） が 、 NF-κ B（ 表 ３ ） 又 は AP-1（ 表 ４ ） は 活 性 化 さ れ な か っ た 。
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ベ ク タ ー の み の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た ； ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル で は ３ つ の 転 写 因 子 の い ず れ も 活 性 化 さ れ な か っ た （ 表 ２ 、 ３ 及 び ４ ） 。
NF-κ B及 び AP-1の 場 合 に は 、 NF-κ B及 び AP-1を 活 性 化 で き る こ と が 知 ら れ て い る MEKK3を
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た （ 表 ３ 及 び ４ ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド が NFAT活 性 化 受 容 体 で あ る こ と を 確 か め る た め 、 ２ つ の さ ら な る
実 験 を 行 な っ た ： 1) NFAT活 性 化 受 容 体 の 過 剰 発 現 が NFAT調 節 遺 伝 子 （ IL-13及 び TNF-α ）
の 転 写 に 及 ぼ す 影 響 、 及 び 2) カ ル シ ニ ュ リ ン ／ NFATシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 公 知 の 阻 害 剤 が N
FAT活 性 化 受 容 体 に 媒 介 さ れ る NFAT活 性 化 に 及 ぼ す 影 響 。 IL-13及 び TNF-α は 、 免 疫 応 答 に
お い て 中 心 的 役 割 を 果 た し て い る こ と を 理 由 に 選 ば れ た 。 IL-13又 は TNF-α の い ず れ か の
プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ NFAT結 合 部 位 を 含 む ） を 、 プ ロ モ ー タ ー 欠 失 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ
ー プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ DB Bioscience Clontech） に 挿 入 し 、 次 い で HMC-1に 共 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 NFAT活 性 化 受 容 体 の 過 剰 発 現 に よ り 、 ベ ク タ ー の み の コ ン ト ロ ー ル と 比 較
し て 、 IL-13で 約 19倍 、 TNF-α で 約 5倍 の 、 強 い 転 写 増 加 が 見 ら れ た （ 表 ５ 及 び ６ ） 。 さ ら
に 、 公 知 の NFAT阻 害 剤 で あ る シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ （ CsA） に よ り 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 刺 激
活 性 が 劇 的 に 減 少 し た （ 表 ７ ） 。 こ れ ら を 総 合 的 に 判 断 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 NFAT
活 性 化 受 容 体 の 過 剰 発 現 に よ り NFATを 活 性 化 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ２ ０ 】
NFAT活 性 化 受 容 体 に よ る NFAT活 性 化 は ITAMモ チ ー フ に よ り 媒 介 さ れ る
　 異 な る 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 構 造 機 能 解 析 に よ り 、 異 な る 抗 原 及 び Fc受 容 体 の 細 胞 質 末
尾 に あ る ITAMが 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 受 容 体 は チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に 依 存 し た 態 様 で 作 用 し
、 Sky/ZAP-70 PTKsを 利 用 し て 活 性 化 シ グ ナ ル を 伝 達 す る (Cambier 1995 "Antigen and Fc
 receptor signaling" J Immunol 155:3281)。 本 発 明 の NFAT活 性 化 受 容 体 は 、 細 胞 質 末 尾
（ ２ ２ ０ ～ ２ ３ ５ 番 ア ミ ノ 酸 ） に 予 測 さ れ る ITAMモ チ ー フ を 有 し 、 活 性 化 受 容 体 と し て 作
用 す る こ と が 示 さ れ た 。 推 定 ITAMモ チ ー フ が シ グ ナ ル 伝 達 を 媒 介 す る か ど う か を 調 べ る た
め 、 我 々 は 、 ITAMモ チ ー フ 中 の ２ 個 の チ ロ シ ン （ Y220及 び Y231、 こ こ で は そ れ ぞ れ Y1及 び
Y2） を 、 個 別 に 及 び 組 み 合 わ せ て ア ラ ニ ン に 変 異 さ せ た 、 ３ つ の NFAT活 性 化 受 容 体 変 異 体
（ Y1A、 Y2A、 及 び 二 重 変 異 体 Y12A） を 作 製 し た 。 全 て の 変 異 体 は PCRに よ る 変 異 生 成 で 作
製 さ れ た 。 用 い た プ ラ イ マ ー 配 列 は 次 の 通 り ：
Y1A   フ ォ ワ ー ド : 5'-AGAATCTGTCGCCACAGCTCTG
      　 　 　 リ バ ー ス : 5'-GCAGAGCTGTGGCGACAGATTCTG
Y2A   フ ォ ワ ー ド : -AGACCGAGGTCGCTGCCTGCATCG
      　 　 　 リ バ ー ス : 5'-CGATGCAGGCAGCGACCTCGGTC
【 ０ １ ２ １ 】
　 次 い で 変 異 cDNAを 、 pCDNA発 現 ベ ク タ ー （ Invtrogen） に 個 別 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
次 い で 、 同 様 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 行 な い 、 各 チ ロ シ ン の ア ラ ニ ン へ の
変 異 体 の 過 剰 発 現 が 、 NFATの 活 性 化 及 び NFATに よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 （ IL-13及 び TNF-α
） の 転 写 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た 。 ３ つ の 各 変 異 体 の NFAT活 性 化 作 用 は 実 質 的 に 消 失 し て お
り 、 得 ら れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー の シ グ ナ ル は ベ ク タ ー の み の コ ン ト ロ ー ル と 同 程
度 だ っ た （ 表 ２ 、 ４ 及 び ５ ） 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 NFAT活 性 化 受 容 体 の 活 性 化 シ グ ナ ル 伝
達 は ITAMモ チ ー フ を 介 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 の 典 型 的 な 好 ま し い 具 体 例 を 開 示 し 、 ま た 、 特 定 の 用 語 を 用 い
た が 、 そ れ ら は 一 般 的 か つ 記 述 的 な 意 味 の み に 用 い て お り 、 限 定 の 目 的 の た め に 用 い て い
る も の で は な く 、 本 発 明 の 範 囲 は 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ て い る 。 明 ら か な よ う に 、 上 記 の
教 示 に 照 ら し 、 本 発 明 の 多 く の 修 飾 及 び 変 形 が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 請 求 の 範 囲 内 に お い
て 、 本 発 明 は 、 特 に 記 述 し た も の と 異 な る よ う に 実 施 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る
。
【 配 列 表 】
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