
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列、または図６（配列番号：１０）で示
されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは挿入された
アミノ酸配列を持つＰＲＯ３２０ポリペプチドの有効量を製薬的に許容される担体と混合
して含んでなる、腫瘍性細胞成長阻害のために有用な組成物。
【請求項２】
　前記ＰＲＯ３２０ポリペプチドの成長阻害量を含む請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　哺乳動物における腫瘍の治療のための請求項１又は２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記腫瘍が癌である請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　癌が乳癌、卵巣癌、腎臓癌、直腸結腸癌、肺癌、黒色腫、および白血病からなる群から
選択される請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　前記腫瘍細胞を生体外において、図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列、ま
たは図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは挿入されたアミノ酸配列を持つＰＲＯ３２０ポリペプチドの有効量
に暴露することを含んでなる腫瘍細胞の成長を阻害する方法。
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【請求項７】
　（ａ）容器と
　　（ｂ）該容器に収容された組成物とを具備し、前記組成物が請求項１ないし５のいず
れかに記載の組成物である、製造品。
【請求項８】
　前記組成物の腫瘍性細胞の成長阻害における使用について言及するラベルがさらに前記
容器へ取り付けられるか、又は包装挿入物が前記容器に含まれてなる請求項７に記載の製
造品。
【請求項９】
　図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする単
離された核酸、または図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列において、１また
は数個の 置換、付加または欠失 アミノ酸配列からなり、かつ腫瘍性細胞
成長阻害活性を有するポリペプチドをコードする単離された核酸。
【請求項１０】
　図５（配列番号：９）で示される核酸配列からなる核酸、または該核酸と高度の緊縮性
条件下でハイブリダイズし、かつ腫瘍性細胞成長阻害活性を有するポリペプチドをコード
する単離された核酸。
【請求項１１】
　請求項９又は請求項１０に記載のいずれかの核酸を含んでなるベクター。
【請求項１２】
　  ベクターで形質転換された宿主細胞によって認識されるコントロール配列に作用可能
に結合した請求項１１に記載のベクター。
【請求項１３】
　請求項１１に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項１４】
　前記細胞がＣＨＯ細胞である請求項１３の宿主細胞。
【請求項１５】
　前記細胞が大腸菌である請求項１３の宿主細胞。
【請求項１６】
　前記細胞が酵母細胞である請求項１３の宿主細胞。
【請求項１７】
　前記細胞がバキュロウイルス感染昆虫細胞である請求項１３の宿主細胞。
【請求項１８】
　図６（配列番号：１０）で示されるアミノ酸配列からなるか、または図６（配列番号：
１０）で示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは
挿入されたアミノ酸配列からなり、かつ腫瘍性細胞成長阻害活性を有する、単離されたポ
リペプチド。
【請求項１９】
　請求項１８に記載のポリペプチドの生産方法であって、請求項１３に記載の宿主細胞を
前記ポリペプチドの発現に適する条件下で培養し、前記ポリペプチドを細胞培養液より回
収することを含んでなる方法。
【請求項２０】
　請求項１８に記載のポリペプチドを、異種アミノ酸配列へ融合したことから
なるキメラ分子であって、該異種アミノ酸配列は、エピトープタグ配列である、キメラ分
子。
【請求項２１】
前記異種アミノ酸配列が、イムノグロブリンのＦｃ領域である請求項２０のキメラ分子。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
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本発明は、腫瘍性細胞成長を阻害する為の方法及び組成物に関する。特に、本発明は、腫
瘍を治療するための抗腫瘍組成物及び方法に関する。さらに本発明は、成長阻害性、例え
ば抗腫瘍性化合物を同定するめのスクリーニング方法にも関する。
【０００２】
（発明の背景）
悪性腫瘍（癌）は、米国において心臓疾患に続き第２の主要な死亡原因である（ Boring等
, CA Cancel J. Clin., 43: 7 [1993]）。
癌は、正常な組織から誘導されて腫瘍実体を形成する異常な、又は腫瘍性の細胞数の増加
、これらの腫瘍性腫瘍細胞による隣接組織の侵襲、及び最終的に血液やリンパ系を介して
局所のリンパ節及び離間部位に拡散（転移）する悪性細胞の生成を特徴とする。癌性状態
においては、正常細胞が成長しない条件下で細胞が増殖する。癌自体は、異なる侵襲及び
攻撃性の程度で特徴付けられる広範な種々の形態で顕現する。
近年の癌治療の発達にも関わらず、腫瘍性細胞成長を阻害することのできる新たな治療薬
が大いに必要とされている。従って、本発明の目的は、癌細胞などの腫瘍細胞の成長を阻
害できる化合物を同定することである。
【０００３】
（発明の概要）
Ａ．実施態様
本発明は、腫瘍細胞成長を阻害するための方法及び組成物に関する。より詳細には、本発
明は、哺乳動物患者、好ましくはヒトにおける癌、例えば乳癌、前立腺癌、直腸癌、肺癌
、卵巣癌、腎臓癌及びＣＮＳ癌、白血病、骨髄腫などを含む腫瘍を治療するための方法及
び組成物に関する。
一態様では、本発明は、ここに定義するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、又
はそのアゴニストを、製薬的に許容される担体と混合して含んでなる腫瘍性細胞成長阻害
のために有用な物質の組成物に関する。好ましい実施態様では、この物質の組成物は、Ｐ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、又はそのアゴニストの成長阻害量を含んでい
る。他の好ましい実施態様では、この組成物は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２９７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプ
チド、又はそのアゴニストの細胞毒性量を含む。場合によっては、この物質の組成物は、
一又は複数の成長阻害及び／又は細胞毒性及び／又は化学治療薬を含有してよい。
さらなる態様では、本発明は、ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプ
チド、又はそのアゴニストの有効量を含んでなる、哺乳動物における腫瘍を治療するため
に有用な物質の組成物に関する。この腫瘍は、好ましくは癌である。
【０００４】
他の態様では、本発明は、前記腫瘍細胞を、ここに定義される、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ポリペプチド、又はそのアゴニストの有効量に暴露することを含んでなる、腫瘍細
胞の成長を阻害する方法に関する。特別な実施態様では、アゴニストは、抗 -ＰＲＯ１７
９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲ
Ｏ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗
-ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６アゴニスト抗体である。他の実
施態様では、アゴニストは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
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、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの生物学的活性
を模倣する小分子である。この方法は、インビトロ又はインビボで実施される。
またさらなる実施態様では、本発明は、
（ａ）容器；及び
（ｂ）当該容器内に収容された活性剤を含有する組成物とを具備する製造品に関し、当該
組成物は新生細胞成長、例えば腫瘍細胞成長を阻害するのに有用であり、当該組成物中の
活性剤は、ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、又はそのアゴ
ニスト；及び
（ｃ）前容器に取り付けられた容器、又は前容器に含まれる包装挿入物であって、前記Ｐ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、又はそのアゴニストの腫瘍性細胞の成長阻害
における使用について言及するもので、アゴニストはＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲ
Ｏ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドへ結合する抗体であろう製造品からなる。特別な実施態様では、アゴニストは、
抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２
２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -Ｐ
ＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６アゴニスト抗体
である。他の実施態様では、アゴニストは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド
の生物学的活性を模倣する小分子である。ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７
、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６ポリペプチドを腫瘍の治療に有効な量で含有する類似の製造品も本発明の範囲内に包含
される。また、ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、
ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそのア
ゴニストを含み、さらなる成長阻害薬、細胞毒性薬又は化学治療薬を付加的に含む製造品
も本発明の範囲内である。
【０００５】
Ｂ．さらなる実施態様
本発明の他の実施態様では、本発明はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲ
Ｏ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列を含む単離された核酸を提供する。
一側面では、単離された核酸分子は、（ａ）ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド
のＤＮＡ分子で、ここに開示された全長アミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチ
ドを欠くアミノ酸配列、ここに開示された膜貫通タンパク質でシグナルペプチドを含む又
は含まないものの細胞外ドメイン、又はここに開示されたいずれかの特に定義された全長
アミノ酸配列の断片と、少なくとも約８０％の配列同一性を有する、好ましくは少なくと
も約８１％の配列同一性を有する、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約８３％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約８４％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８
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５％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約８８％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８
９％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約９２％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９
３％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９４％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約９６％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９
７％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の補体を有する。
【０００６】
他の側面では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ポリペプチドの全長配列をコードするｃＤＮＡ、ここに開示されたＰＲＯ１７９、
ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ
３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又
はＰＲＯ８６６ポリペプチドのシグナル配列を欠く配列、ここに開示された　ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、Ｐ
ＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９
、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの膜貫通タンパク質の細胞外ドメインでシグナル配列を
含む又は含まない配列、又はここに開示されたいずれかの特に定義された全長アミノ酸配
列の断片と、少なくとも約８０％の配列同一性を有する、好ましくは少なくとも約８１％
の配列同一性を有する、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性を有する、さら
により好ましくは少なくとも約８３％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少な
くとも約８４％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８５％の配列
同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性を有する、さら
により好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少な
くとも約８８％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８９％の配列
同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性を有する、さら
により好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少な
くとも約９２％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９３％の配列
同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９４％の配列同一性を有する、さら
により好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少な
くとも約９６％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９７％の配列
同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性を有する、さら
により好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列、或いは（
ｂ ) （ａ）のＤＮＡ分子の補体を有する。
【０００７】
さらなる側面では、本発明は、（ａ）ここに開示されたＡＴＣＣへ寄託されたいずれかの
ヒトｃＤＮＡによってコードされたのと同じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子と
、少なくとも約８０％の配列同一性を有する、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一
性を有する、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約８３％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８
４％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約８７％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８
８％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性を有
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する、さらにより好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約９１％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９
２％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約９４％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約９５％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９
６％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９７％の配列同一性を有
する、さらにより好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性を有する、さらにより好ま
しくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するヌクレオチド配列、或いは（ｂ）（ａ）
のＤＮＡ分子の補体を含んでなる単離された核酸分子に関する。
さらに他の側面では、本発明は、膜貫通ドメインが欠損或いは不活性化したＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
Ｏ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、又はこのようなヌクレオ
チド配列の補体を含む単離された核酸分子を提供し、これらポリペプチドの膜貫通ドメイ
ンは、ここに開示されている。従って、ここに開示されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
ポリペプチドの可溶性ドメインは考察されている。
【０００８】
その他の実施態様は、例えば、抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、
抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３
０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗
-ＰＲＯ８６６抗体の為の結合部位としての、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドプロ
ーブとしての結合部位を含むポリペプチドを任意にコードするＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、Ｐ
ＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８
６６ポリペプチドのコード断片の為のハイブリダイゼーションプローブとしての使用を見
出すことができるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコード化した配列の断片
、又はその補体について指示している。このような核酸断片は、一般的には、少なくとも
約２０ヌクレオチドの長さであり、好ましくは少なくとも約３０ヌクレオチドの長さ、よ
り好ましくは少なくとも約４０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約
５０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約６０ヌクレオチドの長さ、
さらにより好ましくは少なくとも約７０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少な
くとも約８０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約９０ヌクレオチド
の長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１００ヌクレオチドの長さ、さらにより好ま
しくは少なくとも約１１０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１２
０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１３０ヌクレオチドの長さ、
さらにより好ましくは少なくとも約１４０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少
なくとも約１５０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１６０ヌクレ
オチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１７０ヌクレオチドの長さ、さらによ
り好ましくは少なくとも約１８０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも
約１９０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約２００ヌクレオチドの
長さ、さらにより好ましくは少なくとも約２５０ヌクレオチドの長さ、さらにより好まし
くは少なくとも約３００ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約３５０
ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約４００ヌクレオチドの長さ、さ
らにより好ましくは少なくとも約４５０ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少な
くとも約５００ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約６００ヌクレオ
チドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約７００ヌクレオチドの長さ、さらにより
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好ましくは少なくとも約８００ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約
９００ヌクレオチドの長さ、さらにより好ましくは少なくとも約１０００ヌクレオチドの
長さで、この文脈に示した「約」という用語は、参照ヌクレオチド配列の長さのプラスマ
イナス１０％の参照長さを意味する。よく知られた配列整列プログラムのいずれかを使用
し、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列と他のヌクレ
オチド配列を整列させ、どのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドポリペプチドコ
ード化ヌクレオチド配列が新規であるかを決定する日常的な方法によって、ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
Ｏ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
又はＰＲＯ８６６ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規断片が決定できることは
知られている。すべてのこのようなＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドコード化
配列は、ここにおいて考察されている。同じく考察されているのは、ＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２
８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰ
ＲＯ８６６ポリペプチドのヌクレオチド断片によってコードされているポリペプチド断片
で、好ましくは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９
、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ
５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６抗
体の為の結合部位を含んでなる、これらＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドのヌ
クレオチド断片である。
【０００９】
さらに他の実施態様では、本発明は、上記おいて同定されたいずれかの核酸配列によって
コードされているＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを提供する。
【００１０】
ある側面では、本発明は、ここに開示されたような全長アミノ酸配列、ここに開示された
ようなシグナル配列を欠くアミノ酸配列、ここに開示されたような膜貫通タンパク質の細
胞外ドメインでシグナル配列を含む又は含まないもの、又はここに開示されているような
明確に定義された全長アミノ酸配列断片のいずれかを有するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７
、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６ポリペプチドに対して、少なくとも約８０％の配列同一性を有する、好ましくは少なく
とも約８１％の配列同一性を有する、より好ましくは少なくとも約８２％の配列同一性を
有する、さらにより好ましくは少なくとも約８３％の配列同一性を有する、さらにより好
ましくは少なくとも約８４％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約
８５％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８６％の配列同一性を
有する、さらにより好ましくは少なくとも約８７％の配列同一性を有する、さらにより好
ましくは少なくとも約８８％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約
８９％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９０％の配列同一性を
有する、さらにより好ましくは少なくとも約９１％の配列同一性を有する、さらにより好
ましくは少なくとも約９２％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約
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９３％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９４％の配列同一性を
有する、さらにより好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性を有する、さらにより好
ましくは少なくとも約９６％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約
９７％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９８％の配列同一性を
有する、さらにより好ましくは少なくとも約９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含む単離されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに関する。
【００１１】
さらなる側面では、本発明は、ここに開示された、ＡＴＣＣへ寄託されたいずれかのヒト
ｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％の配列同一性
を有する、好ましくは少なくとも約８１％の配列同一性を有する、より好ましくは少なく
とも約８２％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８３％の配列同
一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８４％の配列同一性を有する、さらに
より好ましくは少なくとも約８５％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なく
とも約８６％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８７％の配列同
一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約８８％の配列同一性を有する、さらに
より好ましくは少なくとも約８９％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なく
とも約９０％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９１％の配列同
一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９２％の配列同一性を有する、さらに
より好ましくは少なくとも約９３％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なく
とも約９４％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９５％の配列同
一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９６％の配列同一性を有する、さらに
より好ましくは少なくとも約９７％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なく
とも約９８％の配列同一性を有する、さらにより好ましくは少なくとも約９９％の配列同
一性を有するアミノ酸配列を含む単離されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド
に関する。
【００１２】
さらなる側面では、本発明は、ここに開示されたような全長アミノ酸配列、ここに開示さ
れたようなシグナル配列を欠くアミノ酸配列、ここに開示されたような膜貫通タンパク質
の細胞外ドメインでシグナル配列を含む又は含まないもの、又はここに開示されているよ
うな明確に定義された全長アミノ酸配列断片のいずれかを有するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ポリペプチドに対して、少なくとも約８０％のポジティブのスコア、好ましくは少
なくとも約８１％のポジティブのスコア、より好ましくは少なくとも約８２％のポジティ
ブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約８３％のポジティブのスコア、さらによ
り好ましくは少なくとも約８４％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくと
も約８５％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約８６％のポジティ
ブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約８７％のポジティブのスコア、さらによ
り好ましくは少なくとも約８８％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくと
も約８９％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９０％のポジティ
ブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９１％のポジティブのスコア、さらによ
り好ましくは少なくとも約９２％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくと
も約９３％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９４％のポジティ
ブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９５％のポジティブのスコア、さらによ
り好ましくは少なくとも約９６％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくと
も約９７％のポジティブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９８％のポジティ
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ブのスコア、さらにより好ましくは少なくとも約９９％のポジティブのスコアのアミノ酸
配列を有する含む単離されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに関する。
【００１３】
特定の側面では、本発明は、Ｎ末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを欠く単離さ
れたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを提供し、さらにこのペプチドは先に示
したアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列によってコードされている。これと同じ
ポリペプチドを生産する工程は、さらにここに示されており、これらの工程は、ＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、
ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０
９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの発現に適した条件下での適切な核酸分子を含むベク
ターを含んでなる宿主細胞の培養と、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲ
Ｏ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの培養
液からの回収を含む。
その他の側面では、本発明は、膜貫通ドメイン欠損、又は膜貫通ドメイン不活性の単離さ
れたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを提供する。これと同じポリペプチドを
生産する工程は、さらにここに示されており、これら工程は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、Ｐ
ＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８
６６ポリペプチドの発現に適した条件下での適切な核酸分子を含んだベクターを含んでな
る宿主細胞の培養と、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又は
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの培養液からの回収を
含む。
【００１４】
さらなる他の実施態様では、本発明は、ここに定義された天然ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、Ｐ
ＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８
６６ポリペプチドのアゴニストに関する。特定の実施態様では、アゴニストは、抗 -ＰＲ
Ｏ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗
-ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６
２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６アゴニスト抗体、又は小
分子である。
よりさらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを候
補分子と接触せしめること、及び前記ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲ
Ｏ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドによっ
て介在される生物活性をモニターすることを含む、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペ
プチドに対するアゴニストを同定する方法に関する。好ましくは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ
２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８
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、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲ
Ｏ８６６ポリペプチドは、天然ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１
９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドである。
そしてさらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、
ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、或い
はここに開示されているＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又
はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドのアゴニスト、或い
は容器と組み合わせた抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ
２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -
ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８
６６アゴニスト抗体を含んでなる組成物に関する。任意的に、容器は製薬的に許容可能で
ある。
【００１５】
本発明のその他の実施態様は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１
９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、それのアゴ
ニスト、又は抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、
抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５
２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６アゴ
ニスト抗体へ反応性のある状態の治療に有用な薬剤の調整の為のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、又はＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ポリペプチド、或いは上文に示したようなそのアゴニスト、或いは抗 -ＰＲＯ１７
９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲ
Ｏ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗
-ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６アゴニスト抗体の使用を指示し
ている。
本発明の他の実施態様では、上文において示したいずれのポリペプチドをコードするＤＮ
Ａを含むベクターを提供する。そのいずれのベクターを含む宿主細胞も提供する。例とし
ては、宿主細胞は、ＣＨＯ細胞、大腸菌、酵母、又はバキュウロウイルス感染昆虫細胞で
ある。ここに示されたいずれかのポリペプチドの生産方法がさらに提供され、望ましいポ
リペプチドの発現に適した条件下での宿主細胞の培養、及び望ましいポリペプチドの培養
液からの回収を含む。
【００１６】
他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列を融合させた、ここに
示したいずれかのポリペプチドを含むキメラ分子を提供する。そのようなキメラ分子の例
とは、ここに示したいずれかのポリペプチドを、エピトープタッグ配列、又はイムノグロ
ブリンのＦｃ領域へ融合せしめたものを含む。
さらに他の実施態様では、本発明は、上文及び下文に示されたポリペプチドへ特異的に結
合する抗体を提供する。任意的に、抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗体断片、
又は単鎖抗体である。
さらに他の実施態様では、本発明は、ゲノム又はｃＤＮＡヌクレオチド配列の単離、又は
アンチセンスプローブとして有用なオリゴヌクレオチドプローブを提供し、これらプロー
ブは上又は下に示されたいずれかのヌクレオチド配列から得られる。
【００１７】
（本発明の詳細な説明）
ここで使用されている「ＰＲＯ１７９」、「ＰＲＯ２０７」、「ＰＲＯ３２０」、「ＰＲ
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Ｏ２１９」、「ＰＲＯ２２１」、「ＰＲＯ２２４」、「ＰＲＯ３２８」、「ＰＲＯ３０１
」、「ＰＲＯ５２６」、「ＰＲＯ３６２」、「ＰＲＯ３５６」、「ＰＲＯ５０９」、又は
「ＰＲＯ８６６」ポリペプチド又はタンパク質なる用語は、天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ
８６６ポリペプチド、さらにＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチド変異体（ここで、更
に定義される）を包含する。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドは、多様なソース、
例えばヒト組織やその他のソースから単離可能であり、組み換え法及び／又は合成法によ
って調整できる
【００１８】
「天然配列１７９」、「天然配列２０７」、「天然配列３２０」、「天然配列２１９」、
「天然配列２２１」、「天然配列２２４」、「天然配列３２８」、「天然配列３０１」、
「天然配列５２６」、「天然配列３６２」、「天然配列３５６」、「天然配列５０９」、
又は「天然配列８６６」は、天然由来のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドと同じア
ミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。そのような天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
ポリペプチドは、天然から単離可能であり、又は組み換え法／又は合成法によって生産可
能である。「天然配列」ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドという用語は、自然に切
断、又は選択された型（例  細胞外ドメイン配列）、自然に生じた変異体（例えば  選択的
スプライス型）、及び自然に生じたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドの突然変異体
を、特に包含する。本発明の一実施態様においては、天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６
ポリペプチドは、それぞれ、Ｆｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ４（配列番号：７）、Ｆ
ｉｇ６（配列番号：１０）、Ｆｉｇ８（配列番号：１５）、Ｆｉｇ１０（配列番号：２０
）、Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）、Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）、Ｆｉｇ１６（配列
番号：３５）、Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）、Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）、Ｆｉｇ
２２（配列番号：５５）、Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）、又はＦｉｇ２６（配列番号：
６２）に示されている成熟、又は全長天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドで
ある。さらに、それぞれ、Ｆｉｇ２（配列番号：２）、Ｆｉｇ４（配列番号：７）、Ｆｉ
ｇ６（配列番号：１０）、Ｆｉｇ８（配列番号：１５）、Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）
、Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）、Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）、Ｆｉｇ１６（配列番
号：３５）、Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）、Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）、Ｆｉｇ２
２（配列番号：５５）、Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）、又はＦｉｇ２６（配列番号：６
２）に開示されているＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドは、それらの中で一番目の
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アミノ酸と指定されたメチオニン残基から開始する一方で、Ｆｉｇ２（配列番号：２）、
Ｆｉｇ４（配列番号：７）、Ｆｉｇ６（配列番号：１０）、Ｆｉｇ８（配列番号：１５）
、Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）、Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）、Ｆｉｇ１４（配列番
号：３０）、Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）、Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）、Ｆｉｇ２
０（配列番号：４８）、Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）、Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）
、又はＦｉｇ２６（配列番号：６２）それぞれの一番目のアミノ酸の上流或いは下流に位
置するその他のメチオニン残基は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの開始アミノ
酸として利用可能であろうことは考えられ、そして可能である。
【００１９】
ここに開示されたポリペプチドの「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞
質ドメインを本質的に有しない型に相当する。通常、ポリペプチドＥＣＤは、そのような
膜貫通及び／又は細胞質ドメインの約１％未満、好ましくは０．５％未満のそのようなド
メインを有する。本発明のポリペプチドのものと同定されたいずれの膜貫通ドメインも、
そのタイプの疎水性ドメインを同定するために日常的に用いられている基準に準ずるもの
であると確認されている。正確な膜貫通ドメインの境界は変動しうるが、それは、最も可
能性があるのは、最初に同定され、そして添付図面に示されているような、ドメインの何
れの側の僅か約５個以内のアミノ酸に限られている。このようなことから、本発明の一つ
の実施態様は、本発明のポリペプチドの細胞外ドメインは、成熟アミノ酸配列のアミノ酸
１からＸを含み、ここでＸは、細胞外ドメイン／膜貫通ドメインの境界の何れかの側の５
個のアミノ酸の何れかに相当する。
【００２０】
ここに開示された多様なＰＲＯポリペプチドの「シグナルペプチド」のおおよその位置は
、添付図に示されている。しかしながら、シグナル配列のＣ末端境界は変動しうるが、最
も可能性があるのは、ここで最初に同定されたようなシグナルペプチドのＣ末端の境界の
何れの側の僅か約５個以内のアミノ酸に限られていることは知られており、ここにおいて
は、シグナルペプチドのＣ末端境界は、当該分野で日常的に使用されているアミノ酸配列
を同定する基準に従って同定が可能である（例えば、 Nielsen等 , Prot. Eng. 10: 1-6 (1
997)及び von Heinje等 , Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 (1986)）。さらに、幾つかの
場合には、分泌ポリペプチドからのシグナルペプチドの切断は完全に均一ではなく、一以
上の分泌種をもたらすことも認められる。シグナルペプチドがここに定義されるシグナル
ペプチドのＣ -末端境界の何れかの側の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポ
リペプチド、及びそれらをコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００２１】
「ＰＲＯ１７９変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ１７９
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ１７９ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ２（配列
番号：２）に示すＰＲＯ１７９ポリペプチドの残基１又は約１７～４６０、（ｂ）ＸがＦ
ｉｇ２（配列番号：２）の１２～２１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２（配列
番号：２）に示すＰＲＯ１７９のＸ～４６０、又は（ｃ）に示すアミノ酸配列の特異的誘
導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ２０７変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ２０７
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ２０７ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ４（配列
番号：７）に示すＰＲＯ２０７ポリペプチドの残基１又は約４１～２４９、又は（ｂ）Ｘ
がＦｉｇ４（配列番号：７）の３６～４５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ４（
配列番号：７）に示すＰＲＯ２０７のＸ～２４９、又は（ｃ）Ｆｉｇ４（配列番号：７）
に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％のアミ
ノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ３２０変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ３２０
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ３２０ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ６（配列
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番号：１０）に示すＰＲＯ３２０ポリペプチドの残基１又は約２２～３３８、又は（ｂ）
ＸがＦｉｇ６（配列番号：１０）の１７～２６の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ
６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ２０７のＸ～３３８、又は（ｃ）Ｆｉｇ６（配列番号
：１０）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０
％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２２】
「ＰＲＯ２１９変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ２１９
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ２１９ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ８（配列
番号：１５）に示すＰＲＯ２１９ポリペプチドの残基１又は約２４～１００５、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ８（配列番号：１５）の１９～２８の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉ
ｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９のＸ～１００５、又は（ｃ）Ｆｉｇ８（配列
番号：１５）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約
８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ２２１変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ２２１
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ２２１ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ１０（配
列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１ポリペプチドの残基１又は約３４～２５９、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）の２９～３８の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１のＸ～２５９、（ｃ）ＸがＦｉｇ１０（
配列番号：２０）の１９９～２０８の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１０（配列
番号：２０）のＰＲＯ２２１の１又は約３４～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１０（配列番号：２
０）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％の
アミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ２２４変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ２２４
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ２２４ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ１２（配
列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４ポリペプチドの残基１又は約１～３１、又は（ｂ）Ｘ
がＦｉｇ１２（配列番号：２５）の２６～３５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ
１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４のＸ～２８２、（ｃ）ＸがＦｉｇ１２（配列
番号：２５）の２２６～２３５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１２（配列番号
：２５）のＰＲＯ２２４の１又は約３１～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）
に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％のアミ
ノ酸配列同一性を有する。
【００２３】
「ＰＲＯ３２８変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ３２８
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ３２８ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ１４（配
列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８ポリペプチドの残基１又は約２３～４６３、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ１４（配列番号：３０）の１８～２７の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ２２１のＸ～４６３、（ｃ）又は（ｄ）Ｆｉｇ
１４（配列番号：３０）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少
なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ３０１変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ３０１
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ３０１ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ１６（配
列番号：３５）に示すＰＲＯ３０１ポリペプチドの残基１又は約２８～２２９、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３５）の２３～３２の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ３０１のＸ～２９９、（ｃ）ＸがＦｉｇ１６（
配列番号：３５）の２３０～２３９の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１６（配列
番号：３５）のＰＲＯ３０１の１又は約２８～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１６（配列番号：３
５）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％の
アミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ５２６変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ５２６
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ５２６ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ１８（配
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列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６ポリペプチドの残基１又は約２７～４７３、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ１８（配列番号：４３）の２２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６のＸ～４７３、又は（ｄ）Ｆｉｇ１８（
配列番号：４３）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくと
も約８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２４】
「ＰＲＯ３６２変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ３６２
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ３６２ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ２０（配
列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２ポリペプチドの残基１又は約２０～３２１、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４８）の１５～２４の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２のＸ～３２１、（ｃ）ＸがＦｉｇ２０（
配列番号：４８）の２７６～２８５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２０（配列
番号：４８）のＰＲＯ３６２の１又は約２０～Ｘ、又は（ｃ）Ｆｉｇ２０（配列番号：４
８）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％の
アミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ３５６変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ３５６
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ３５６ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ２２（配
列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６ポリペプチドの残基１又は約２７～３４６、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ２２（配列番号：５５）の２２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３６２のＸ～３４６、又は（ｃ）Ｆｉｇ２２（
配列番号：５５）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくと
も約８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ５０９変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ５０９
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ５０９ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ２４（配
列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９ポリペプチドの残基１又は約３７～２８３、（ｂ）Ｘ
がＦｉｇ２４（配列番号：６０）の３２～４１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ
２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９のＸ～２８３、（ｃ）ＸがＦｉｇ２４（配列
番号：６０）のアミノ酸２００～アミノ酸２０９の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ２
４（配列番号：６０）の１又は約３７～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に
示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％のアミノ
酸配列同一性を有する。
「ＰＲＯ８６６変異体ポリペプチド」は、以下に定義するような（天然配列ＰＲＯ８６６
ポリペプチド以外の）活性なＰＲＯ８６６ポリペプチドを意味し、（ａ）Ｆｉｇ２６（配
列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６ポリペプチドの残基１又は約２７～３３１、又は（ｂ
）ＸがＦｉｇ２６（配列番号：６２）の２２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦ
ｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６のＸ～３３１、又は（ｃ）Ｆｉｇ２６（
配列番号：６２）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片のアミノ酸配列に対して少なくと
も約８０％のアミノ酸配列同一性を有する。
これらのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６変異体は、例えば、Ｎ -及び／又はＣ -末端並びに一又
は複数の内部ドメインにおいて一又は複数のアミノ酸残基が付加又は削除されたＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
Ｏ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを含む。
【００２５】
通常、ＰＲＯ１７９変異体は（ａ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すＰＲＯ１７９ポリペ
プチドの残基１又は約１７～４６０、（ｂ）ＸがＦｉｇ２（配列番号：２）の１２～２１
の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２（配列番号：２）に示すＰＲＯ１７９のＸ～
４６０、又は（ｃ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片と、
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少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％のアミノ
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より好ましく
は少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミ
ノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも
約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ２０７変異体は（ａ）Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すＰＲＯ２０７ポリペ
プチドの残基１又は約４１～２４９、（ｂ）ＸがＦｉｇ４（配列番号：７）の３６～４５
の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ４（配列番号：７）に示すＰＲＯ２０７のＸ～
２４９、又は（ｃ）Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すアミノ酸配列の特異的誘導断片と、
少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％のアミノ
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より好ましく
は少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミ
ノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも
約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２６】
通常、ＰＲＯ３２０変異体は（ａ）Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０ポリ
ペプチドの残基１又は約２２～３３８、（ｂ）ＸがＦｉｇ６（配列番号：１０）の１７～
２６の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０
のＸ～３３８、又は（ｃ）Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示すアミノ酸配列の特異的誘導
断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少
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なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ２１９変異体は（ａ）Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９ポリ
ペプチドの残基１又は約２４～１００５、（ｂ）ＸがＦｉｇ８（配列番号：１５）の１９
～２８の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１
９のＸ～１００５、又は（ｃ）Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示すアミノ酸配列の特異的
誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８
７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと
も約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２７】
通常、ＰＲＯ２２１変異体は（ａ）Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１ポ
リペプチドの残基１又は約３４～２５９、（ｂ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）の２
９～３８の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ
２２１のＸ～２５９、（ｃ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）の１９９～２０８の任意
のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１の１又は
約３４～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示すアミノ酸配列の特異的誘導
断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少
なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ２２４変異体は（ａ）Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４ポ
リペプチドの残基１又は約３１～２８２、（ｂ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２５）の２
６～３５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ
２２１のＸ～２８２、（ｃ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２５）の２２６～２３５の任意
のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４の１又は
約３１～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示すアミノ酸配列の特異的誘導
断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好
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ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましくは少
なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２８】
通常、ＰＲＯ３２８変異体は（ａ）Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８ポ
リペプチドの残基１又は約２３～４６３、（ｂ）ＸがＦｉｇ１４（配列番号：３０）の１
８～２７の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ
３２８のＸ～４６３、又は（ｃ）Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示すアミノ酸配列の特
異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと
も約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列
同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ま
しくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ３０１変異体は（ａ）Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ３０１ポ
リペプチドの残基１又は約２８～２９９、（ｂ）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３５）の２
３～３２の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ
３０１のＸ～２９９、（ｃ）Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：
３５）の２３０～２３９の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１６（配列番号：３５
）に示すＰＲＯ３０１の１又は約２８～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に
示すアミノ酸配列の特異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ま
しくは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一
性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００２９】
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通常、ＰＲＯ５２６変異体は（ａ）Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６ポ
リペプチドの残基１又は約２７～４７３、（ｂ）ＸがＦｉｇ１８（配列番号：４３）の２
２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ
５２６のＸ～４７３、又は（ｄ）Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示すアミノ酸配列の特
異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと
も約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列
同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ま
しくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ３６２変異体は（ａ）Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２ポ
リペプチドの残基１又は約２０～３２１、（ｂ）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４８）の１
５～２４の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ
３６２のＸ～３２１、（ｃ）Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：
４８）の２７６～２８５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２０（配列番号：４８
）に示すＰＲＯ３６２の１又は約２０～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に
示すアミノ酸配列の特異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ま
しくは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一
性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００３０】
通常、ＰＲＯ３５６変異体は（ａ）Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６ポ
リペプチドの残基１又は約２７～３４６、（ｂ）ＸがＦｉｇ２２（配列番号：５５）の２
２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ
３５６のＸ～３４６、又は（ｃ）Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示すアミノ酸配列の特
異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと
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も約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列
同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ま
しくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
通常、ＰＲＯ５０９変異体は（ａ）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９ポ
リペプチドの残基１又は約３７～２８３、（ｂ）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：６０）の３
２～４１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ
５０９のＸ～２８３、（ｃ）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：
６０）の２００～２０９の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２４（配列番号：６０
）に示すＰＲＯ５０７の１又は約３４～Ｘ、又は（ｄ）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に
示すアミノ酸配列の特異的誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ま
しくは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の
アミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
１％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９４％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一
性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００３１】
通常、ＰＲＯ８６６変異体は（ａ）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６ポ
リペプチドの残基１又は約２７～３３１、（ｂ）ＸがＦｉｇ２６（配列番号：６２）の２
２～３１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ
８６６のＸ～３３１、（ｃ）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示すアミノ酸配列の特異的
誘導断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％
のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４
％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８
７％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９３％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくと
も約９６％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有する。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、及びＰＲＯ８６６変異体ペプチドは、天然ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、Ｐ
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ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ペプチド配
列を包含しない。通常は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体ポリペプチドは、少なくとも
約１０アミノ酸長、より多くは少なくとも約２０アミノ酸長、より多くは少なくとも約３
０アミノ酸長、より多くは少なくとも約４０アミノ酸長、より多くは少なくとも約５０ア
ミノ酸長、より多くは少なくとも約６０アミノ酸長、より多くは少なくとも約７０アミノ
酸長、より多くは少なくとも約８０アミノ酸長、より多くは少なくとも約９０アミノ酸長
、より多くは少なくとも約１００アミノ酸長、より多くは少なくとも約１５０アミノ酸長
、より多くは少なくとも約２００アミノ酸長、より多くは少なくとも約２５０アミノ酸長
、より多くは少なくとも約３００アミノ酸長、又はそれ以上である。
【００３２】
以下に示すように、表１は ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムの完全なソースコー
ドを与える。このソースコードは、 UNIXオペレーティングシステムでの使用のために日常
的にコンパイルされ、 ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを提供する。
さらに、表２Ａ -２Ｄは、 ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを用いた％アミノ酸配
列同一性（表２Ａ -２Ｂ）及び％核酸配列同一性（表２Ｃ -２Ｄ）を決定するために下記の
方法を使用するための仮説的例示を示し、その場合には「ＰＲＯ」は対象とする仮説的Ｐ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４
、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５
０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドのアミノ酸配列、「比較タンパク質」は対象とする
「ＰＲＯ」ポリペプチドが比較されるポリペプチドのアミノ酸配列、「ＰＲＯ -ＤＮＡ」
は対象とする仮説的ＰＲＯ１７９－、ＰＲＯ２０７－、ＰＲＯ３２０－、ＰＲＯ２１９－
、ＰＲＯ２２１－、ＰＲＯ２２４－、ＰＲＯ３２８－，ＰＲＯ３０１－、ＰＲＯ５２６－
、ＰＲＯ３６２－、ＰＲＯ３５６－、ＰＲＯ５０９－、又はＰＲＯ８６６－コード化核酸
配列、「比較ＤＮＡ」は対象とする「ＰＲＯ -ＤＮＡ」核酸分子が比較される核酸分子の
ヌクレオチド配列、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」は各々異なる仮説的アミノ酸残基、「Ｎ」
、「Ｌ」及び「Ｖ」は各々異なる仮説的ヌクレオチドを表す。
【００３３】
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【００３５】
ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２
２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲ
Ｏ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチド配列に関する「パーセントアミ
ノ酸配列同一性」は、配列を整列させ最大のパーセント配列同一性を得るために必要なら
間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列の同一性の一部として考慮せず、ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基の
パーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのア
ラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN
、 ALIGN-2又は Megalign(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフ
トウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の全長
に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラ
インメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここで
の目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、以下に記載するように、 ALIGN-2プログ
ラム用の完全なソースコードが表１に与えられている配列比較プログラム ALIGN-2を用い
て得られる。 ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムはジェネンテク社によって作成さ
れ、表１に示したソースコードは米国著作権事務所 , Washington D.C., 20559に使用者用
書類とともに提出され、米国著作権登録番号 TXU510087の下で登録されている。 ALIGN-2は
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ジェネンテク社、 South San Francisco, Californiaを通して公的に入手可能であり、ま
た表１に与えたソースコードからコンパイルしてもよい。 ALIGN-2プログラムは、 UNIXオ
ペレーティングシステム、好ましくはデジタル UNIX V4.0Dでの使用のためにコンパイルさ
れる。全ての配列比較パラメータは、 ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。
【００３６】
ここでの目的のためには、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの
、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又
はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列
Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラム ALIGN-2のＡ及びＢのアラインメントによっ
て同一対であると記録されたアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基数である
。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する％アミノ
酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なることは理解されるであ
ろう。この方法を用いた％アミノ酸配列同一性の計算の例として、表２Ａ -２Ｂは、「比
較タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ＰＲＯ」と称されるアミノ酸配列に対する％
アミノ酸配列同一性の計算方法を示す。
【００３７】
特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性値は上記のように ALIGN-2配
列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％アミノ酸配列同一性
は、配列比較プログラム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 
(1997)）を用いて決定してもよい。 NCBI-BLAST2配列比較プログラムは、 http://ww.ncbi.
nlm.nih.govからダウンロードできる。 NCBI-BLAST2は幾つかの検索パラメータを使用し、
それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、 unmask＝可、鎖＝全て、予測
される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ -値＝０．０１、マルチパス
の定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２５、及びスコアリングマ
トリクス＝ BLOSUM62を含む。
【００３８】
アミノ酸配列比較に NCBI-BLAST2が用いれれる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、
与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、与
えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又
は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラム NCBI-BLAST2のＡ及びＢのアラインメントに
よって同一対であると記録されたアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基数で
ある。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する％ア
ミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なることは理解される
であろう。
【００３９】
さらに、％アミノ酸配列同一性値は、 WU-BLAST-2コンピュータプログラム（ Altschul等 , 
Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。殆どの WU-BLAS
T-2検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパラ
メータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション
＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝ BLOSUM62。ここ
での目的のために、％アミノ酸配列同一性値は、（ａ）天然ＰＲＯポリペプチドから誘導
された配列を有する対象とするＰＲＯポリペプチドのアミノ酸配列と、対象とする比較ア
ミノ酸配列（即ち、対象とするＰＲＯポリペプチドが比較されるＰＲＯポリペプチド変異
体であってもよい配列）との間の、 WU-BLAST-2によって決定した一致する同一アミノ酸残
基の数を、（ｂ）対象とするＰＲＯポリペプチドの残基の総数で除した商によって決定さ
れる。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を持つ
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、又は持っているアミノ酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では、アミノ酸
配列Ａが対象とする比較アミノ酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが対象とするＰＲＯポリペ
プチドのアミノ酸配列である。
【００４０】
「ＰＲＯ１７９変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ１７９変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ１７９ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すＰＲＯ１７９ポリペプチドの残基１又は約１７～４６
０をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２（配列番号：２）の１２～２１の任意のア
ミノ酸残基である場合のＦｉｇ２（配列番号：２）に示すＰＲＯ１７９のアミノ酸Ｘ～４
６０をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すアミノ酸配列の
他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％の核酸配列同一性
を有する。通常、ＰＲＯ１７９変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉｇ２（配列番号：
２）に示すＰＲＯ１７９ポリペプチドの残基１又は約１７～４６０をコードする核酸配列
、（ｂ）ＸがＦｉｇ２（配列番号：２）の１２～２１の任意のアミノ酸残基である場合の
Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すＰＲＯ１７９のアミノ酸Ｘ～４６０をコードする核酸配
列、又は（ｃ）Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコ
ードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なく
とも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、
そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ１７
９ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ１７９ヌクレオチド配列を含まない。
【００４１】
「ＰＲＯ２０７変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ２０７変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ２０７ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すＰＲＯ２０７ポリペプチドの残基１又は約４１～２４
９をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ４（配列番号：７）の３６～４５の任意のア
ミノ酸残基である場合のＦｉｇ４（配列番号：７）に示すＰＲＯ１７９のアミノ酸Ｘ～２
４９をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すアミノ酸配列の
他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％の核酸配列同一性
を有する。通常、ＰＲＯ２０７変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉｇ４（配列番号：
７）に示すＰＲＯ２０７ポリペプチドの残基１又は約４１～２４９をコードする核酸配列
、（ｂ）ＸがＦｉｇ４（配列番号：７）の３６～４５の任意のアミノ酸残基である場合の
Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すＰＲＯ２０７のアミノ酸Ｘ～２４９をコードする核酸配
列、又は（ｃ）Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコ
ードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なく
とも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、
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より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、
そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ２０
７ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ２０７ヌクレオチド配列を含まない。
【００４２】
「ＰＲＯ３２０変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ３２０変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ３２０ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０ポリペプチドの残基１又は約２２～３
３８をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ６（配列番号：１０）の１７～２６の任意
のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０のアミノ酸
Ｘ～３３８をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示すアミノ
酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％の核酸配
列同一性を有する。通常、ＰＲＯ３２０変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉｇ６（配
列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０ポリペプチドの残基１又は約１７～２６をコードする
核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ６（配列番号：１０）の１７～２６の任意のアミノ酸残基で
ある場合のＦｉｇ６（配列番号：１０）に示すＰＲＯ３２０のアミノ酸Ｘ～３３８をコー
ドする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示すアミノ酸配列の他の特異
的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好
ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核
酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有してい
る。ＰＲＯ３２０ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ３２０ヌクレオチド配列を含
まない。
【００４３】
「ＰＲＯ２１９変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ２１９変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ２１９ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９ポリペプチドの残基１又は約１７～４
６０をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２（配列番号：２）の２４～１００５の任
意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９のアミノ
酸Ｘ～１００５をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示すア
ミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％の核
酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ２１９変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉｇ８
（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９ポリペプチドの残基１又は約２４～１００５をコ
ードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ８（配列番号：１５）の１９～２８の任意のアミノ
酸残基である場合のＦｉｇ８（配列番号：１５）に示すＰＲＯ２１９のアミノ酸Ｘ～１０
０５をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示すアミノ酸配列
の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の核酸配列
同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
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８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％の核
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、より好
ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９３％の核
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ましくは少
なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約
９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配列同一性
を有している。ＰＲＯ２１９ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ２１９ヌクレオチ
ド配列を含まない。
【００４４】
「ＰＲＯ２２１変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ２２１変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ２２１ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１ポリペプチドの残基１又は約３４～
２５９をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）の２９～３８の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１のア
ミノ酸Ｘ～２５９をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）のア
ミノ酸１９９～アミノ酸２０８の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１０（配列番号：２
０）のアミノ酸１又は約３４～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ１０（配列番
号：２０）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少な
くとも約８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ２２１変異体ポリヌクレオチド
は、（ａ）Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２２１ポリペプチドの残基１又は
約３４～２５９をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２０）の２９
～３８の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１０（配列番号：２０）に示すＰＲＯ２
２１のアミノ酸Ｘ～２５９をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１０（配列番号：２
０）のアミノ酸１９９～アミノ酸２０８の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１０（配列
番号：２０）のアミノ酸１又は約３４～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ１０
（配列番号：２０）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のい
ずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ２２１ポリヌクレオチド変
異体は、天然のＰＲＯ２２１ヌクレオチド配列を含まない。
【００４５】
「ＰＲＯ２２４変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ２２４変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ２２４ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４ポリペプチドの残基１又は約３１～
２８２をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２５）の２６～３５の
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任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４のア
ミノ酸Ｘ～２８２をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２５）のア
ミノ酸２２６～アミノ酸２３５の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１２（配列番号：２
５）のアミノ酸１又は約３１～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ１２（配列番
号：２５）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少な
くとも約８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ２２４変異体ポリヌクレオチド
は、（ａ）Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２２４ポリペプチドの残基１又は
約３１～２８２をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２５）の２６
～３５の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１２（配列番号：２５）に示すＰＲＯ２
２４のアミノ酸Ｘ～２８２をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１２（配列番号：２
５）のアミノ酸２２６～アミノ酸２３５の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１２（配列
番号：２５）のアミノ酸１又は約３１～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ１０
（配列番号：２５）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のい
ずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ２２４ポリヌクレオチド変
異体は、天然のＰＲＯ２２４ヌクレオチド配列を含まない。
【００４６】
「ＰＲＯ３２８変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ３２８変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ３２８ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８ポリペプチドの残基１又は約２３～
４６３をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１４（配列番号：３０）の１８～２７の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８のア
ミノ酸Ｘ～４６３をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示
すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％
の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ３２８変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉ
ｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８ポリペプチドの残基１又は約２３～４６３
をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１４（配列番号：３０）の１８～２７の任意の
アミノ酸残基である場合のＦｉｇ１４（配列番号：３０）に示すＰＲＯ３２８のアミノ酸
Ｘ～４６３をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示すアミ
ノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の
核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８
５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ま
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しくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配
列同一性を有している。ＰＲＯ３２８ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ３２８ヌ
クレオチド配列を含まない。
【００４７】
「ＰＲＯ３０１変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ３０１変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ３０１ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ３０１ポリペプチドの残基１又は約２８～
２９９をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３５）の２３～３２の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲ３０１のアミ
ノ酸Ｘ～２９９をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３５）のアミ
ノ酸２３０～アミノ酸２３９の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１６（配列番号：３５
）のアミノ酸１又は約２８～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ１６（配列番号
：３５）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なく
とも約８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ３０１変異体ポリヌクレオチドは
、（ａ）Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ３０１ポリペプチドの残基１又は約
２８～２９９をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３５）の２３～
２９９の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１６（配列番号：３５）に示すＰＲＯ３
０１のアミノ酸Ｘ～２９９をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ１６（配列番号：３
５）のアミノ酸２３０～アミノ酸２３９の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ１６（配列
番号：３５）のアミノ酸１又は約２８～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆ６ｇ１０
（配列番号：３５）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のい
ずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ３０１ポリヌクレオチド変
異体は、天然のＰＲＯ３０１ヌクレオチド配列を含まない。
【００４８】
「ＰＲＯ５２６変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ５２６変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ５２６ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６ポリペプチドの残基１又は約２７～
４７３をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１８（配列番号：４３）の２２～３１の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６のア
ミノ酸Ｘ～４７３をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示
すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％
の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ５２６変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉ
ｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６ポリペプチドの残基１又は約２７～４７３
をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ１８（配列番号：４３）の２２～３１の任意の
アミノ酸残基である場合のＦｉｇ１８（配列番号：４３）に示すＰＲＯ５２６のアミノ酸
Ｘ～４７３をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示すアミ
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ノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の
核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８
５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配
列同一性を有している。ＰＲＯ５２６ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ５２６ヌ
クレオチド配列を含まない。
【００４９】
「ＰＲＯ３６２変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ３６２変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ３６２ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２ポリペプチドの残基１又は約２０～
３２１をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４８）の１５～２４の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２のア
ミノ酸Ｘ～３２１をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４８）のア
ミノ酸２７６～アミノ酸２８５の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ２０（配列番号：４
８）のアミノ酸１又は約２０～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ２０（配列番
号：４８）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少な
くとも約８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ３６２変異体ポリヌクレオチド
は、（ａ）Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３６２ポリペプチドの残基１又は
約２０～３２１をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４８）の１５
～２４の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２０（配列番号：４８）に示すＰＲＯ３
６２のアミノ酸Ｘ～３２１をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ２０（配列番号：４
８）のアミノ酸２７６～アミノ酸２８５の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ２０（配列
番号：４８）のアミノ酸１又は約２０～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ２０
（配列番号：４８）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のい
ずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ２３６２ポリヌクレオチド
変異体は、天然のＰＲＯ３６２ヌクレオチド配列を含まない。
【００５０】
「ＰＲＯ３５６変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ３５６変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ３５６ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
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）Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６ポリペプチドの残基１又は約２７～
３４６をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２２（配列番号：５５）の２２～３１の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６のア
ミノ酸Ｘ～３４６をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示
すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約８０％
の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ３５６変異体ポリヌクレオチドは、（ａ）Ｆｉ
ｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６ポリペプチドの残基１又は約２７～３４６
をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２２（配列番号：５５）の２２～３１の任意の
アミノ酸残基である場合のＦｉｇ２２（配列番号：５５）に示すＰＲＯ３５６のアミノ酸
Ｘ～３４６をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示すアミ
ノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０％の
核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８
５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同一性
、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９
３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の核酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核酸配
列同一性を有している。ＰＲＯ３５６ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ３５６ヌ
クレオチド配列を含まない。
【００５１】
「ＰＲＯ５０９変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ５０９変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ５０９ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９ポリペプチドの残基１又は約３７～
２８３をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：６０）の３２～４１の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９のア
ミノ酸Ｘ～２８３をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：６０）のア
ミノ酸２００～アミノ酸２０９の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ２４（配列番号：６
０）のアミノ酸１又は約３７～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ２４（配列番
号：６０）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少な
くとも約８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ２２１変異体ポリヌクレオチド
は、（ａ）Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５０９ポリペプチドの残基１又は
約３７～２８３をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：６０）の３２
～４１の任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２４（配列番号：６０）に示すＰＲＯ５
０９のアミノ酸Ｘ～２８３をコードする核酸配列、（ｃ）ＸがＦｉｇ２４（配列番号：６
０）のアミノ酸２００～アミノ酸２０９の任意のアミノ酸である場合のＦｉｇ２４（配列
番号：６０）のアミノ酸１又は約３７～Ｘをコードする核酸配列、又は（ｄ）Ｆｉｇ２４
（配列番号：６０）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のい
ずれかと少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約８３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なく
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とも約９１％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、
より好ましくは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４
％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましく
は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。ＰＲＯ５０９ポリヌクレオチド変
異体は、天然のＰＲＯ５０９ヌクレオチド配列を含まない。
【００５２】
「ＰＲＯ８６６変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ８６６変異体核酸配列」は、以下
に定義するような活性なＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、（ａ
）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６ポリペプチドの残基１又は約２７～
３３１をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２６（配列番号：６２）の２２～３１の
任意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６のア
ミノ酸Ｘ～３３１をコードする核酸配列、又は（ｃ）（ｄ）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２
）に示すアミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約
８０％の核酸配列同一性を有する。通常、ＰＲＯ８６６変異体ポリヌクレオチドは、（ａ
）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６ポリペプチドの残基１又は約２２～
３１をコードする核酸配列、（ｂ）ＸがＦｉｇ２６（配列番号：６２）の２２～３１の任
意のアミノ酸残基である場合のＦｉｇ２６（配列番号：６２）に示すＰＲＯ８６６のアミ
ノ酸Ｘ～３３１をコードする核酸配列、又は（ｃ）Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示す
アミノ酸配列の他の特異的誘導断片をコードする核酸配列のいずれかと少なくとも約８０
％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約８２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８３％の核酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約８５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８８％の
核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約９０％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９１％の核酸配列同
一性、より好ましくは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９３％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、より
好ましくは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９６％の
核酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約９８％の核酸配列同一性、そして、より好ましくは少なくとも約９９％の核
酸配列同一性を有している。ＰＲＯ８６６ポリヌクレオチド変異体は、天然のＰＲＯ８６
６ヌクレオチド配列を含まない。
【００５３】
通常は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０ヌクレ
オチド長、より多くは少なくとも約６０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約９０ヌ
クレオチド長、より多くは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約
１５０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、より多くは少な
くとも約２１０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約２４０ヌクレオチド長、より多
くは少なくとも約２７０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約３００ヌクレオチド長
、より多くは少なくとも約４５０ヌクレオチド長、より多くは少なくとも約６００ヌクレ
オチド長、より多くは少なくとも約９００ヌクレオチド長、又はそれ以上である。
【００５４】
ここに定義されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２
２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲ
Ｏ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドコード化核酸配列に対して同定
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されている「パーセント (％ )核酸配列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配
列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部
と考えないとした、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドコード化配列のヌクレオチド
と同一である候補配列中のヌクレオチドのパーセントとして定義される。パーセント核酸
配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の
方法、例えば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN、 ALIGN-2又は Megalign(DNASTAR)ソフトウエアのよ
うな公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当
業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成するために必
要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決
定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％核酸配列同一性値は、以下に
記載するように、 ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが表１に与えられている配
列比較プログラム ALIGN-2を用いて得られる。 ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムは
ジェネンテク社によって作成され、表１に示したソースコードは米国著作権事務所 , Wash
ington D.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号 TXU510087の
下で登録されている。 ALIGN-2はジェネンテク社、 South San Francisco, Californiaを通
して公的に入手可能であり、またＦｉｇ２Ａ -Ｐに与えたソースコードからコンパイルし
てもよい。 ALIGN-2プログラムは、 UNIXオペレーティングシステム、好ましくはデジタル U
NIX V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、 ALIGN-2プ
ログラムによって設定され変動しない。
ここでの目的のためには、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた核酸配列Ｄとの、又はそ
れに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸配列Ｄと、又はそれに対して或
る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ｃと言うこともできる
）は次のように計算される：
分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラム ALIGN-2のＣ及びＤのアラインメントによっ
て同一対であると記録されたヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチド数である
。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列同一性
は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。この方法を
用いた％核酸配列同一性の計算の例として、表２Ｃ -２Ｄは、「比較ＤＮＡ」と称される
核酸配列の「ＰＲＯ -ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法
を示す。
【００５５】
特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は上記のように ALIGN-2配列比
較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％核酸配列同一性は、配列
比較プログラム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)）
を用いて決定してもよい。 NCBI-BLAST2配列比較プログラムは、 http://ww.ncbi.nlm.nih.
govからダウンロードできる。 NCBI-BLAST2は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検
索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、 unmask＝可、鎖＝全て、予測される発
生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ -値＝０．０１、マルチパスの定数＝
２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２５、及びスコアリングマトリクス
＝ BLOSUM62を含む。
配列比較に NCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた核
酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸配列Ｄと
、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配列Ｃと
言うこともできる）は次のように計算される：
分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラム NCBI-BLAST2のＣ及びＤのアラインメントに
よって同一対であると記録されたのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチド数
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である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列
同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。
さらに、％核酸配列同一性値は、 WU-BLAST-2コンピュータプログラム（ Altschul等 , Meth
ods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。殆どの WU-BLAST-2
検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパラメー
タは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０
．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝ BLOSUM62。ここでの
目的のために、％核酸配列同一性値は、（ａ）天然配列ＰＲＯポリペプチドコード化核酸
から誘導された配列を有する対象とするＰＲＯポリペプチドコード化配列の核酸配列と、
対象とする比較核酸分子（即ち、対象とするＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の配列
が比較される変異体ポリヌクレオチドであってもよい配列）との間の、 WU-BLAST-2によっ
て決定した一致する同一ヌクレオチドの数を、（ｂ）対象とするＰＲＯポリペプチドコー
ド化核酸のヌクレオチドの総数で除した商によって決定される。例えば、「核酸配列Ｂに
対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を持つ又は持っている核酸配列Ａを含んで
なる単離された核酸分子」という表現では、核酸配列Ａが対象とする比較核酸配列であり
、核酸配列Ｂが対象とするＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列である。
【００５６】
他の実施態様では、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体ポリヌクレオチドは、各々活性なＰ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４
、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５
０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードする核酸分子であり、好ましくは緊縮性ハ
イブリッド形成及び洗浄条件下で、各々Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示す全長ＰＲＯ１７
９ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示す全長Ｐ
ＲＯ２０７ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に
示す全長ＰＲＯ３２０ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ８（配列番号
：１５）に示す全長ＰＲＯ２１９ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ１
０（配列番号：２０）に示す全長ＰＲＯ２２１ポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列、Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示す全長ＰＲＯ２２４ポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列、Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示す全長ＰＲＯ３２８ポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示す全長ＰＲＯ３０１ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示す全長Ｐ
ＲＯ５２６ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）
に示す全長ＰＲＯ３６２ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉｇ２２（配列
番号：５５）に示す全長ＰＲＯ３５６ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、Ｆｉ
ｇ２４（配列番号：６０）に示す全長ＰＲＯ５０９ポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列、Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示す全長ＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列にハイブリッド形成できる。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体ポリペ
プチドは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであっ
てもよい。
【００５７】
上記のように実施されるアミノ酸配列同一性比較の文脈における「ポジティブ（陽性）」
という用語は、比較された配列において同一であるアミノ酸残基ばかりでなく類似した特
性を有するものも含む。対象とするアミノ酸残基に対してポジティブ値を記録されるアミ
ノ酸残基は、対象とするアミノ酸残基と同一であるか、又は対象とするアミノ酸残基の（
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下記の表３で特定するように）好ましい置換基とされるものである。
ここでの目的のために、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、
又はそれに対する％ポジティブ値（あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに
対して或る程度の％ポジティブを持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともで
きる）は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラム ALIGN-2のＡ及びＢのアラインメントによっ
てポジティブ値を記録したアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基数である。
アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する％ポジティ
ブは、ＢのＡに対する％ポジティブとは異なることは理解されるであろう。
【００５８】
「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用すると
きは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを意
味する。好ましくは、単離されたポリペプチドは、それに自然に付随する全ての付随物を
持たない。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質
様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ポリペプチドは、 (１ )スピニングカップ
シークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミ
ノ酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、 (２ )クーマシーブルーあるいは好ましくは銀
染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ -ＰＡＧＥによる均一性まで精製され
る。単離されたポリペプチドには、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの自然環境の
少なくとも１つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含ま
れる。しかしながら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程によ
り調製される。
【００５９】
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードする「単離された」核酸分子、或いは抗
-ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２
１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲ
Ｏ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６抗体をコードする
「単離された核酸分子」は、同定され、ＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０ -
、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、Ｐ
ＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -をコ
ードする核酸、或いは抗 -ＰＲＯ１７９ -、抗 -ＰＲＯ２０７ -、抗 -ＰＲＯ３２０ -、抗 -Ｐ
ＲＯ２１９ -、抗 -ＰＲＯ２２１ -、抗 -ＰＲＯ２２４ -、抗 -ＰＲＯ３２８ -、抗 -ＰＲＯ３０
１ -、抗 -ＰＲＯ５２６ -、抗 -ＰＲＯ３６２ -、抗 -ＰＲＯ３５６ -、抗 -ＰＲＯ５０９ -、又
は抗 -ＰＲＯ８６６ -抗体をコードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの
汚染核酸分子から分離された核酸分子である。好ましくは、単離された核酸は、それに自
然に付随する全ての成分が付随していない。単離されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、Ｐ
ＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコー
ドする核酸分子、或いは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲ
Ｏ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗
-ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ
８６６をコードする核酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。
ゆえに、単離された核酸分子は、天然の細胞中に存在するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０

10

20

30

40

50

(50) JP 3993746 B2 2007.10.17



１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコ
ードする核酸分子、或いは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -Ｐ
ＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、
抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲ
Ｏ８６６をコードする核酸分子とは区別される。しかし、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドをコードする単離された核酸分子、或いは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、
抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３
２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -Ｐ
ＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６抗体をコードする単離された核酸分子は、例えば、核
酸分子が天然細胞のものとは異なった染色体位置にある場合にＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
ポリペプチド、或いは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ
２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -
ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８
６６抗体を通常発現する細胞に含まれるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６核酸分子又は抗 -ＰＲ
Ｏ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗
-ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６
２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６核酸分子を含む。
【００６０】
「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコード
化配列の発現に必要なＤＮＡ配列を意味する。例えば、原核生物に好適なコントロール配
列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む。
真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用する
ことが知られている。
核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合」している。例えば
、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタンパ
ク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；
プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード化配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード化配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合
している」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接して
いて読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している
必要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部
位が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるい
はリンカーが使用される。
【００６１】
「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、特に、例えば単一の抗 -ＰＲＯ１
７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -Ｐ
ＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、
抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、及び抗 -ＰＲＯ８６６モノクローナル抗体 (アゴニス
ト抗体を含む )、ポリエピトープ特異性を持つ抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -Ｐ
ＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、
抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５
０９、及びは抗 -ＰＲＯ８６６抗体組成物、一本鎖抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、
抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３

10

20

30

40

50

(51) JP 3993746 B2 2007.10.17



２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -Ｐ
ＲＯ５０９、及び抗 -ＰＲＯ８６６抗体、抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ
３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -
ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９
、及び抗 -ＰＲＯ８６６抗体断片（下記参照）を包含している。ここで使用される「モノ
クローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわち、構成する個々の
抗体が、少量存在しうる自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である集団から
得られる抗体を称する。
【００６２】
ハイブリッド形成反応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され、一般的にプロー
ブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に、プローブが長くな
ると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短くなると温度は低くなる
。ハイブリッド形成は、一般的に、相補的鎖がその融点に近いがそれより低い環境に存在
する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プローブとハイブリッド
形成可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くなると、使用できる相対温度が高くな
る。その結果、より高い相対温度は、反応条件をより緊縮性にするが、低い温度は緊縮性
を低下させる。さらに、緊縮性は塩濃度に逆比例する。ハイブリッド形成反応の緊縮性の
更なる詳細及び説明は、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, Wiley I
nterscience Publishers, (1995)を参照のこと。
ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、（１）洗浄のために低イ
オン強度及び高温度、例えば、 50℃において 0.015Mの塩化ナトリウム／ 0.0015Mのクエン
酸ナトリウム／ 0.1%のドデシル硫酸ナトリウムを用いるもの；（２）ハイブリッド形成中
にホルムアミド等の変性剤、例えば、 42℃において 50%（ v/v）ホルムアミドと 0.1%ウシ血
清アルブミン／ 0.1%フィコール／ 0.1%のポリビニルピロリドン／ 50mMの pH6.5のリン酸ナ
トリウムバッファー、及び 750mMの塩化ナトリウム、 75mMクエン酸ナトリウムを用いるも
の；（３） 42℃における 50%ホルムアミド、 5xＳＳＣ（ 0.75MのＮａＣｌ、 0.075Mのクエン
酸ナトリウム）、 50mMのリン酸ナトリウム（ pH6.8）、 0.1%のピロリン酸ナトリウム、 5x
デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（ 50μ g/ml）、 0.1%ＳＤＳ、及び 10%のデキス
トラン硫酸と、 42℃における 0.2xＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中の洗
浄及び 55℃での 50%ホルムアミド、次いで 55℃におけるＥＤＴＡを含む 0.1xＳＳＣからな
る高緊縮性洗浄を用いるものによって同定される。
「中程度の緊縮性条件」は、 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Ne
w York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989に記載されているように同定され
、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリッド形成条件（例えば、温度、イオン強度
及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の緊縮性条件は、 20%ホルムアミド、 5xＳＳＣ（ 150
mMのＮａＣｌ、 15mMのクエン酸三ナトリウム）、 50mMリン酸ナトリウム（ pH7.6）、 5xデ
ンハード液、 10%デキストラン硫酸、及び 20mg/mLの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中
の 37℃での終夜インキュベーション、次いで 1xＳＳＣ中 37-50℃でのフィルターの洗浄と
いった条件である。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、
どのようにして温度、イオン強度等を調節するかを認識するであろう。
【００６３】
「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融合
したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチドを指す。タ
グポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープ、又は幾つかの他の試薬によって
同定できるエピトープを提供するに十分な数の残基を有しているが、その長さは融合の対
象となるＰＲＯポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポリペプチ
ドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにかなり独特
である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８
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～約５０のアミノ酸残基 (好ましくは約１０～約２０の残基 )を有する。
ここで用いる「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定常ドメインのエフェ
クター機能と異種タンパク質（「アドヘシン」）の結合特異性を結合させた抗体様分子を
指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及び結合部位以外の所望の結合特
異性を持つアミノ酸配列（即ち「異種」）と免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物
である。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又
はリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリ
ン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ -１、ＩｇＧ -２、ＩｇＧ -３、又はＩｇＧ -４サブタイプ、
ＩｇＡ（ＩｇＡ -１及びＩｇＡ -２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫
グロブリンから得ることができる。
【００６４】
ここで意図している「活性な」及び「活性」とは、天然又は天然発生ＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６の生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲ
Ｏ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の形態を
意味し、ここで「生物学的」活性とは、天然又は天然発生ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドによって生ずる（阻害性又は刺激性の）生物学的機能であって、天然又は天然発
生ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドが有する抗原性エピトープに対して抗体を生成
する能力を除くものを意味し、「免疫学的」活性とは、天然又は天然発生ＰＲＯ１７９、
ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２
８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰ
ＲＯ８６６ポリペプチドが有する抗原性エピトープに対して抗体を生成する能力を意味す
る。
ここに開示されるスクリーニングアッセイによって同定できる抗体又は他のアゴニスト分
子（例えば、有機又は無機小分子、ペプチド等）の文脈における「生物学的活性」は、そ
れらの分子が、「治療的有効量」の定義に関連してここに列挙する効果の一以上を発揮す
る能力を指すのに使用される。特別な実施態様では、「生物学的活性」は、腫瘍性細胞成
長又は増殖を阻害する能力である。好ましい生物学的活性は、標的腫瘍（例えば癌）細胞
の成長の遅延又は完全な停止を含む阻害である。他の好ましい生物学的活性は、標的腫瘍
（例えば癌）細胞の死をもたらす細胞毒性活性である。さらに他の好ましい生物学的活性
は、標的腫瘍（例えば癌）細胞のアポトーシスの誘発である。
【００６５】
「免疫学的活性」という語は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１
９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ
３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの少なくとも１つ
のエピトープとの免疫学的交差反応性を意味する。
ここで用いられる「免疫学的交差反応性」とは、候補ポリペプチドが、この活性を持つＰ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４
、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５
０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの定性的生物学的活性を、公知の活性ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチドに対して生じたポリクローナル抗血清と競合的に阻害できるこ
とを意味する。そのような抗血清は、例えばヤギ又はウサギに、完全フロイントアジュバ
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ント中の周知の活性類似物を皮下注射し、次いで不完全フロイント中で腹膜内又は皮下に
追加免疫することにより従来の方法で調製される。免疫学的交差反応性は好ましくは「特
異的」であり、これは同定される免疫学的交差反応性分子（例えば抗体）の対応するＰＲ
Ｏ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、
ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０
９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに対する結合親和性が、その分子の他の任意の知られ
た天然ポリペプチドに対する結合親和性より有意に高い（好ましくは少なくとも約２倍、
より好ましくは少なくとも約４倍、さらにより好ましくは少なくとも約６倍、最も好まし
くは少なくとも約８倍高い）ことを意味する。
【００６６】
ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び増
殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする、哺乳
動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるものでは
ないが、腺癌、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより
特定の例には、乳癌、前立腺癌、大腸癌、扁平上皮細胞癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、
胃腸癌、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞腫、結
腸直腸癌、子宮体癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌及び様々な
種類の頭部及び頸部の癌が含まれる。
【００６７】
「治療」とは、疾患の病理の進展阻止又は変更の本発明で実施される介入である。従って
、「治療」は治療的処置及び予防的又は保護的手段の両方を指す。治療が必要なものは、
既に疾患に罹っているもの並びに疾患が防止されるべきものを含む。腫瘍（例えば、癌）
治療では、治療薬は直接的に腫瘍細胞の病理を低下させてもよいし、又は腫瘍細胞を他の
治療媒介物、例えば放射線及び／又は化学治療に対してより敏感にしてもよい。
癌の「病理」は、患者の良好な生存を危うくさせる全ての現象を含む。これは、限定され
るものではないが、異常又は制御不能な細胞成長、転移、隣接細胞の正常機能の阻害、サ
イトカイン又は他の分泌生成物の異常レベルでの放出、炎症又は免疫反応の抑制又は悪化
などを含む。
【００６８】
ここに開示されるポリペプチド又はそのアゴニストの「有効量」とは、腫瘍性細胞成長、
腫瘍成長に関しては、標的細胞の成長を或る程度阻害できる量である。この用語は、標的
細胞の成長阻害、細胞分裂停止及び／又は細胞毒性効果及び／又はアポトーシスを誘起す
ることのできる量を含む。腫瘍性細胞成長の阻害の目的のためのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６ポリペプチド又はそのアゴニストの「有効量」は、経験的に日常的手法で決定できる。
「治療的有効量」は、腫瘍の治療に関しては、次の効果：（１）遅延化及び完全な成長停
止を含む、腫瘍成長の或る程度の阻害；（２）腫瘍細胞数の減少；（３）腫瘍サイズの縮
小；（４）腫瘍細胞の末梢器官への浸潤の阻害（即ち、減少、遅延化又は完全な停止）；
（５）転移の阻害（即ち、減少、遅延化又は完全な停止）；（６）抗腫瘍免疫反応の促進
、これは、腫瘍の退行又は拒絶をもたらしてもよいが、必ずしも必要ではない；及び／又
は（７）疾患に伴う徴候の１つ又は複数の或る程度の軽減の１つ又は複数を誘起すること
のできる量を意味する。腫瘍の治療の目的のためのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、Ｐ
ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチ
ド又はそのアゴニストの「治療的有効量」は、経験的に日常的手法で決定できる。
【００６９】
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
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５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそのアゴニストの「成長阻害量」は、細胞、
特に腫瘍、例えば癌細胞の成長をインビトロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍性
細胞成長の阻害の目的のためのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１
９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ
３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそのアゴニス
トの「成長阻害量」は、経験的に日常的手法で決定できる。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそのアゴニストの「細胞毒性量」は、細胞、
特に腫瘍、例えば癌細胞をインビトロ又はインビボで破壊できる量である。腫瘍性細胞成
長の阻害の目的のためのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそのアゴニストの「
細胞毒性量」は、経験的に日常的手法で決定できる。
【００７０】
ここで用いられる「細胞毒性薬」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制する及び／又は
細胞破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位体（例えば、Ｉ１ ３ １ 、Ｉ１

２ ５ 、Ｙ９ ０ とＲｅ１ ８ ６ ）、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素的
活性毒素といった毒素、又はその断片を含むとされる。
「化学治療薬」は、腫瘍、例えば癌の治療に有用な化合物である。化学治療薬の例は、ア
ドリアマイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５ -フルオロウラシル、シトシンアラ
ビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルファン、サイトキ
シン、タキソイド、例えばパクリタキセル（ Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Pr
inceton, NJ）及びドキセタキセル（ Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Rance）
、トキソテール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、ブ
レオマイシン、エトポシド、イフォスファミド、マイトマイシンＣ、マイトキサントロン
、ビンクリスチン、ビノレルビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カル
ミノマイシン、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシン
（米国特許第 4,675,187号）、メルファラン、及び他の関連するナイトロジェンマスター
ドを含む。また、この定義に含まれるのは、タモキシフェン及びオナプリストンなどの腫
瘍へのホルモン作用を調節又は阻害するように作用するホルモン様薬剤である。
【００７１】
ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、細胞、特にここで同定される任意の遺伝子を過
剰発現する癌細胞の成長をインビトロ又はインビボで阻害する化合物又は組成物を意味す
る。即ち、成長阻害剤は、Ｓ期でそのような遺伝子を過剰発現する細胞の割合を有意に減
少させるものである。成長阻害剤の例は、細胞周期を（Ｓ期以外の位置で）阻害する薬剤
、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビン
カス（ビンクリスチン及びビンブラスチン）、タキソール、及びトポＩＩ阻害剤、例えば
ドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド及びブレオマイシンを含む
。Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも溢流し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、
例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン
、メトトレキセート、５ -フルオロウラシル、及びａｒａ -Ｃである。さらなる情報は、 Th
e Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及び Israel, 編 , Chapter 1, 表題「 Cell cyc
le reguration, oncogene, and antineoplastic drugs」 , Murakami等 , (WB Saunders: P
hiladelphia, 1995)、特に p13に見出すことができる。
【００７２】
「サイトカイン」という用語は、１つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ -メチオニルヒト成長ホルモン
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、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュ
リン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質、例えば濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）
、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体化ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子；線維芽
成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子 -α及び -β；ミューラー阻害因
子；マウス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因
子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ -β等の神経成長因子；血小板
成長因子；ＴＧＦ -α及びＴＧＦ -β等のトランスフォーミング成長因子；インシュリン様
成長因子 -Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘発因子；インターフェロン -α
、 -β、及び -γ等のインターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳＦｓ）、例えばマクロフ
ァージ -ＣＳＦ（Ｍ -ＣＳＦ）；顆粒球 -マクロファージ -ＣＳＦ（ＧＭ -ＣＳＦ）；及び顆
粒球 -ＣＳＦ（Ｇ -ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬｓ）、例えばＩＬ -１、ＩＬ -１α、
ＩＬ -２、ＩＬ -３、ＩＬ -４、ＩＬ -５、ＩＬ -６、ＩＬ -７、ＩＬ -８、ＩＬ -９、ＩＬ -１
１、ＩＬ -１２；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ -α及びＴＮＦ -β；及びＬＩＦ及びキット
リガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。ここで用いられる際、用語サイト
カインは、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク質を含み、天然配列サイ
トカインの生物学的な活性等価物である。
【００７３】
この出願で用いられる用語「プロドラッグ」は、親薬剤に比較して腫瘍細胞に対する細胞
毒性が低く、酵素的に活性化又はより活性な親形態に変換される製薬的活性物質の前駆体
又は誘導体形態を意味する。例えば、 Wilman, 「 Prodrugs in Cancer Chemotherapy」 , B
iochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting, Belfast (1986),
及び Stella 等 , 「 Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery」、 Dire
cted Drug delivery, Borchardt等（編） , pp.247-267, Human Press (1985)参照。本発
明のプロドラッグは、これらに限られないが、ホスファート含有プロドラッグ、チオホス
ファート含有プロドラッグ、スルファート含有プロドラッグ、ペプチド含有プロドラッグ
、Ｄ -アミノ酸変性プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、任意に置換されたフェノ
キシアセトアミド含有プロドラッグ又は任意に置換されたフェニルアセトアミド含有プロ
ドラッグ、より活性のある細胞毒のない薬剤に転換可能な５ -フルオロシトシン及び他の
５ -フルオロウリジンプロドラッグを含む。限定するものではないが、本発明で使用され
るプロドラッグ形態に誘導体化可能な細胞毒性薬の例には、前記の化学療法剤が含まれる
が、これらに限られない。
「アゴニスト」という用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示する天然のＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ
３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又
はＰＲＯ８６６ポリペプチドの生物学的活性に類似する任意の分子を含む。好適なアゴニ
スト分子は特に、アゴニスト抗体又は抗体断片、天然のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、Ｐ
ＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペ
プチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、有機小分子などを含む。ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチドのアゴニストを同定する方法は、腫瘍細胞を候補アゴニストに
暴露し、腫瘍細胞成長の阻害を測定することを含みうる。
【００７４】
「慢性」投与とは、初期の治療効果（活性）を長期間にわたって維持するようにするため
に、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。「間欠」投与とは、中
断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
治療の目的とされる「哺乳動物」は、哺乳類に分類される任意の動物を意味し、ヒト、家
畜用及び農場用動物、動物園、スポーツ、又はペット動物、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウ
シなどを含む。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
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一又は複数のさらなる治療薬「と組み合わせて」の投与は、同時（一時）及び任意の順序
での連続投与を含む。
【００７５】
ここで用いられる「担体」は製薬的に許容される担体、賦形剤、又は安定化剤を含み、そ
れらは、用いられる用量及び濃度でそれに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性で
ある。生理学的に許容される担体は、ｐＨ緩衝水溶液であることが多い。生理学的に許容
される担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸バッファー；アスコルビン酸
を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；タンパク質、例えば血
清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマ
ー、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリジン等のアミノ酸；グルコ
ース、マンノース又はデキストラン等の単糖類、二糖類及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等の
キレート化剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナトリウム等の塩形成
対イオン；及び／又は TWEEN(商品名 )、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及び PLURONI
CS(商品名 )等の非イオン性界面活性剤を含む。
【００７６】
「天然抗体」及び「天然免疫グロブリン」は、通常、２つの同一の軽 (Ｌ )鎖及び２つの同
一の重 (Ｈ )鎖からなる、約１５０ ,０００ダルトンの異種四量体糖タンパク質である。各
軽鎖は一つの共有ジスルフィド結合により重鎖に結合しており、ジスルフィド結合の数は
、異なった免疫グロブリンアイソタイプの重鎖の中で変化する。また各重鎖と軽鎖は、規
則的に離間した鎖間ジスルフィド架橋を有している。各重鎖は、多くの定常ドメインが続
く可変ドメイン (ＶＨ )を一端に有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン (ＶＬ )を、他端に
定常ドメインを有し；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第一定常ドメインと整列し、軽鎖の可
変ドメインは重鎖の可変ドメインと整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖
可変ドメイン間の界面を形成すると考えられている。
「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なって
おり、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているという
事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布し
ていない。それは、共に軽鎖及び重鎖の可変ドメインにある相補性決定領域 (ＣＤＲｓ )又
は高頻度可変領域と呼ばれる３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度
に保持された部分はフレームワーク領域 (ＦＲ )と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ド
メインは、大きくβ -シート構造をとり、β -シート構造を結合し、ある場合にはその一部
を形成するループ結合を形成する、ＣＤＲｓにより連結された４つのＦＲ領域をそれぞれ
含んでいる。各鎖のＣＤＲは、ＦＲにより近接して結合せしめられ、他の鎖のＣＤＲと共
に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している (Kabat等 , NIH Publ. No.91-3242, Vol.I,
 647-669頁 (1991)参照 )。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関連しているもの
ではないが、抗体依存性細胞毒性への抗体の関与といった種々のエフェクター機能を示す
。
【００７７】
ここで使用される場合の「高頻度可変領域」は、抗原結合の原因となる抗体のアミノ酸残
基を指す。高頻度可変領域は、「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」（例えば、軽鎖可変領
域の残基２４－３４ (Ｌ１ )、５０－５６ (Ｌ２ )及び８９ -９７ (Ｌ３ )及び重鎖可変領域の
３１－３５ (Ｈ１ )、５０－６５ (Ｈ２ )及び９５－１０２ (Ｈ３ )； Kabat等 , Sequences of 
Proteins of Immunological Interest,５版 , Public Health Service, National Institu
tes of Health, Bethesda, MD.(1991)）からのアミノ酸残基、及び／又は「高頻度可変ル
ープ」（例えば、軽鎖可変領域の残基２６－３２ (Ｌ１ )、５０－５２ (Ｌ２ )及び９１－９
６ (Ｌ３ )及び重鎖可変領域の残基２６－３２ (Ｈ１ )、５３－５５ (Ｌ２ )及び９６－１０１
(Ｌ３ )； Chothia及び Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)）からの残基を含む。「
フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここに定義した高頻度可変領域残基以外の可変ド
メイン残基である。
「抗体断片」は、未変性の抗体の一部、好ましくは未変性の抗体の抗原結合又は可変領域
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を含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ (ａｂ ')２ 、及びＦｖ断片；ダイアボデ
ィ (diabody)；直鎖状抗体（ Zapata等 , Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一本
鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異的抗体を含む。
抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれ、各々単一の抗原結合部位を持つ２つの
同一な抗原結合断片、及び容易に結晶化する能力を反映した名称の残りの「Ｆｃ」断片を
生成する。ペプシン処理により、２つの抗原結合部位を有するが、交差結合抗原であり得
るＦ (ａｂ ')２ 断片が生成される。
【００７８】
「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小抗体断片である。この領域は、緊密
に非共有的に結合した１つの重鎖と１つの軽鎖の二量体からなる。この配置では、ＶＨ －
ＶＬ 二量体の表面における抗原結合部位を決定するために各可変領域の３つのＣＤＲが相
互作用する。正確には、６つのＣＤＲが抗体に抗原結合特異性を与える。しかし、単一の
可変ドメイン（又は抗原特異的な３つのＣＤＲしか含まないＦｖの半分）でさえも抗原を
認識し結合する能力を持つが、結合部位全体よりは親和性が低い。
また、Ｆａｂ断片は軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も含む
。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの１つ又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメ
インのカルボキシル末端における数個の残基の付加によりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ
'-ＳＨは、ここにおいて、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を持つＦａ
ｂ 'の記号である。Ｆ (ａｂ ')２ 抗体断片は、元々、それらの間にヒンジシステインを持つ
Ｆａｂ '断片の対として生成された。抗体断片の他の化学的結合も知られている。
任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる１つ又は２つの明ら
かに異なる型に分類できる。
それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、免疫グロブリンは異なるクラス
に分けられる。免疫グロブリンの５つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
、及びＩｇＭがあり、これらの幾つかは、更にサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分けられる。
【００７９】
ここで用いられる「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団、即ち
、集団を構成する個々の抗体が少量で存在する自然に起こりうる突然変異以外は同一であ
る集団から得られる抗体を意味する。モノクローナル抗体は高度に特異的であり、単一の
抗原部位に向けられている。さらに、典型的に異なる決定基（エピトープ）に対して向け
られた異なる抗体を含む従来の（ポリクローナル）抗体とは異なり、各モノクローナル抗
体は抗原上の単一の決定基に対して向けられている。それらの特異性に加えて、モノクロ
ーナル抗体は、ハイブリドーマ培養によって合成され、他の免疫グロブリンに汚染されな
い点において有利である。「モノクローナル」という修飾語は、実質的に均一な抗体集団
から得られ、任意の特定の方法による抗体の生産を必要とするとは解釈されない抗体の特
徴を示す。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、 Kohler等 , Nature
, 256: 495 [1975]によって最初に記載されたハイブリドーマ法により作成してもよいし
、組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第 4,816,567号参照）により作成してもよい。また
「モノクローナル抗体」はファージ抗体ライブラリから、例えば、 Clackson等 , Nature, 
352: 624-628 [1991]及び  Marks等 , J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)に記載された
技術を用いて単離してもよい。また、ファージミド及びファージベクターを用いた抗体の
調製を記載した米国特許第 5,750,373号、第 5,571,698号、第 5,403,484号及び第 5,223,409
号も参照。
ここで、モノクローナル抗体は特に、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）を含み、それは
、重鎖又は軽鎖の一部が特定の種から誘導された又は特定の抗体クラス又はサブクラスに
属する抗体の対応する配列と同一又は相同であるが、鎖の残りの部分は他の種から誘導さ
れた又は特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一又は相同で
ある抗体、並びにそれらが所望の生物学的活性を示す限りにおいてそれらの抗体の断片で

10

20

30

40

50

(58) JP 3993746 B2 2007.10.17



ある（米国特許第 4,816,567号； Morrison等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-68
55 [1984]）。
【００８０】
非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンから誘導された最
小配列を含有する特定のキメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はそれらの断片（例
えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ '、Ｆ (ａｂ ')２ あるいは抗体の他の抗原結合性配列）である
。大部分において、ヒト化抗体はヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）であって、そ
のレシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ）が、マウス、ラット、ヤギなどのヒト以外の
種のＣＤＲ（ドナー抗体）に由来する所望の特異性、親和性及び容量を持つ残基で置換さ
れている。幾つかの場合では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）の
残基が対応する非ヒト残基で置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも
、輸入されるＣＤＲ又はフレームワーク配列にも見られない残基を含んでもよい。これら
の修飾は、抗体の性能をさらに精密かつ最大化するために施される。一般にヒト化抗体は
、ＣＤＲ領域の全て又は実質上全てが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ領域の
全て又は実質上全てがヒト免疫グロブリン共通配列のものである少なくとも１つ、典型的
には２つの可変ドメインの実質的に全部を含有するであろう。また、最適なヒト化抗体は
、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のものの少なくとも
一部も含有するであろう。さらなる詳細については、 Jones等 , Nature 321: 522 -525 (1
986)； Reichmann等 , Nature 332: 323-329 (1988)；及び Presta, Curr. Op. struct. Bio
l. 2: 593 -596 (1992)を参照のこと。ヒト化抗体は、抗体の抗原結合領域が対象とする
抗原でマカゲザルを免疫化することにより生産された抗体から由来する PRIMATIZED（商品
名）抗体を含む。
【００８１】
「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ 及びＶＬ ドメインを含む抗体断片
を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、Ｆｖポリペ
プチドはＶＨ 及びＶＬ ドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓＦＶが抗
原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、 The Pharma
cology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及び Moore編 , Springer-Verlag
, New York, pp. 269-315 (1994)の Pluckthunを参照のこと。
「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その断
片は同一のポリペプチド鎖 (ＶＨ －ＶＬ )内で軽鎖可変ドメイン (ＶＬ )に重鎖可変ドメイン
(ＶＨ )が結合している。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成を可能にす
るリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つの
抗原結合部位を創製する。ダイアボディーは、例えば、 EP404097； WO93/11161；及び Holl
inger等 , Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448 (1993)に更に詳細に記載されている。
【００８２】
「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され又は回収されたもの
を意味する。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への使用を妨害する物質
であり、酵素、ホルモン、及び他の非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様に
おいて、抗体は、 (１ )ローリー (Lowry)法によって決定した場合９５重量％以上の、最も
好ましくは９９重量％の抗体まで、（２）スピニングカップシークエネーターを使用する
ことにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得るのに充分な
程度まで、あるいは (３ )クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた還元又は非
還元条件下でのＳＤＳ -ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体には、組
換え体細胞内のインサイツの抗体が含まれるが、これは抗体の自然環境の少なくとも１つ
の成分が存在しないからである。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも１
つの精製工程により調製される。
【００８３】
「標識」という語は、ここで用いられる場合、抗体に直接的又は間接的に結合して「標識
化」抗体を生成する検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識はそれ自身によって検
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出可能でもよく（例えば、放射性同位体標識又は蛍光標識）、あるいは、酵素標識の場合
には、検出可能な基質化合物又は組成物の化学的変換を触媒してもよい。
「固相」とは、本発明の化合物が接着できる非水性マトリクスを意味する。ここに包含さ
れる固相の例は、部分的又は全体的にガラス（例えば、孔の制御されたガラス）、ポリサ
ッカリド（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール及びシリコーンで形成されたものを含む。或る実施態様では、前後関係に応じて、固
相はアッセイ用プレートのウェル；その他では精製用カラム（例えばアフィニティクロマ
トグラフィーカラム）を含むことができる。また、この用語は、米国特許第 4,275,149号
に記載されたような別々の粒子の不連続な固体相も含む。
【００８４】
「リポソーム」は、哺乳動物への薬物（ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はそれ
に対する抗体）の送達に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤を含む種々の型の
小さな小胞である。リポソームの成分は、通常は生物学的メンバーの脂質配列に類似した
２層構造に配列される。
「小分子」は、ここで約５００ダルトン未満の分子量を有すると定義される。
【００８５】
ＩＩ .　本発明の組成物と方法
Ａ．全長ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチド
本発明は、本出願においてＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドと称されるポリペプチ
ドをコードする新規に同定され単離されたヌクレオチド配列を提供する。特に、以下の実
施例で更に詳細に開示するように、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードする
ｃＤＮＡを同定し単離した。
以下の実施例に開示するように、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードするｃ
ＤＮＡクローンはＡＴＣＣに寄託されている［例外として、ＰＲＯ５０９ポリペプチドを
コードするｃＤＮＡはＡＴＣＣに寄託されていない］。クローンの実際のヌクレオチド配
列は、この分野で日常的な方法を用いて寄託されたクローンの配列決定をすることにより
当業者によって容易に決定される。予測されるアミノ酸配列は、日常的な技量を用いてヌ
クレオチド配列から決定できる。ここに記載するＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチド
及びコード化配列について、本出願人は現時点で入手可能な配列情報に最も適合するリー
ディングフレームと考えられるものを同定した。
【００８６】
Ｂ．ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体
ここに記載した全長天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドに加えて、ＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
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Ｏ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
及びＰＲＯ８６６変異体も調製できると考えられる。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲ
Ｏ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６変異体は
、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することにより、及
び／又は所望のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを合成することにより調製できる
。当業者は、適切なアミノ酸変化がＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの翻訳後プロ
セスを変えうること、例えばグリコシル化部位の数の変化又は膜固着特性の改変を理解す
るであろう。
【００８７】
ここに記載したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の天然全長配列又はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
の種々のドメインにおける変異は、例えば、米国特許第 5,364,934号に記載されている保
存的及び非保存的変異についての任意の技術及び指針を用いてなすことができる。変異は
、結果として天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドと比較してＰＲＯ１７９、
ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２
８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰ
ＲＯ８６６ポリペプチドのアミノ酸配列が変化するような、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７
、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３
０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポ
リペプチドをコードするコドンの一又は複数の置換、欠失又は挿入であってよい。場合に
よっては、変異は少なくとも１つのアミノ酸のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの
一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置換である。いずれのアミノ酸残基が
所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失されるかの指針は、本発明のポ
リペプチドの配列を相同性の知られたタンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域
内でなされるアミノ酸配列変化を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、
一のアミノ酸を類似した構造又は化学特性を持つ他のアミノ酸で置換した結果、例えばロ
イシンのセリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換とすることができる。挿入及び欠失は
、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許容される変異は、
配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、得られた変異体を全長又
は成熟天然配列によって発揮される活性について試験することにより決定される。
【００８８】
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドの断片もここに提供される。このような断片は例
えば全長天然タンパク質と比較した場合、Ｎ -末端又はＣ -末端で切断されていてもよいし
、あるいは内部残基を欠いていてもよい。或る種の断片はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
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ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドの所望の生物活性に対して必須ではないアミノ酸残基を欠いている。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、及びＰＲＯ８６６断片は多くの従来の方法の任意のものによって調製することが
できる。所望のペプチド断片を化学的に合成してもよい。他のアプローチは、酵素消化に
より、例えば特定のアミノ酸残基により定まる部位でタンパク質を切断することが知られ
ている酵素でタンパク質を処理するか、適当な制限酵素でＤＮＡを消化させることにより
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチド断片を産生し、所望の断片を単離することを含む
。さらに他の好適な技術は、ポリメラーゼ連鎖反応法 (ＰＣＲ )により、所望のポリペプチ
ド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を
定めるオリゴヌクレオチドをＰＣＲにおける５ '及び３ 'プライマーとして使用する。好ま
しくは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドポリペプチド断片は、各々Ｆｉｇ２（配
列番号：１５）、Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）、Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）、Ｆｉ
ｇ２０（配列番号：４８）、Ｆｉｇ２２（配列番号：５５、Ｆｉｇ２４（配列番号：６０
）、又はＦｉｇ２６（配列番号：６２）に示される天然のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドポリペプチドと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。
【００８９】
特別の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換という見出しの下に表３に
示す。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表３の例示的置換と名前付
けた、又はさらに下段に示したアミノ酸分類に関するような、より大幅な変化が導入され
て生成物がスクリーニングされる。
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【００９０】
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの機能及び免疫学的同一性の大幅な修飾は、（ａ
）置換領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の電
荷又は疎水性、又は（ｃ）側鎖の大部分、の維持への効果が有意に異なる置換基を選択す
ることにより達成される。天然に生じる残基は、共通の側鎖特性に基づいてグループに分
けられる：
（１）疎水性：ノルノイシン , met, ala, val, leu, ile;
（２）中性の親水性： cys, ser, thr;
（３）酸性： asp, glu;
（４）塩基性： asn, gln, his, lys, arg;
（５）鎖配向に影響する残基： gly, pro; 及び
（６）芳香族： trp, tyr, phe
非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とする
であろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、より好ましくは残りの
（非保存）部位に導入されうる。
【００９１】
変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニング
、及びＰＣＲ突然変異誘発等のこの分野で周知の技術を用いてなすことができる。部位特
異的突然変異誘発［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等 , Nucl. A
cids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［ Wells等 , Gene, 34: 315 (1985
)］、制限的選択突然変異誘発［ Wells等 , Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 4
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15 (1986)］又は他のこの分野で知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施して、Ｐ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４
、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５
０９、又はＰＲＯ８６６変異体ＤＮＡを作成することもできる。
また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸分
析を用いることができる。中でも好ましいスキャンニングアミノ酸は、比較的小さく、中
性のアミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステ
インを含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させ
にくいので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［ Cunninghem
及び Wells, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミ
ノ酸であるため典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に
見られることが多い［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman and Co., N.Y.); Choth
ia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合
は、アイソテリック (isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００９２】
Ｃ．ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドの修飾
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。
共有結合的修飾のひとつの型は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの標的とするア
ミノ酸残基を、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの選択された側鎖又はＮ -又はＣ -
末端残基と反応可能な有機誘導体化試薬と反応させることを含む。二官能性試薬での誘導
体化が、例えばＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを水不溶性支持体マトリクスある
いは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲ
Ｏ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８，抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗
-ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６抗体の精製方
法又はその逆で用いるための表面に架橋させるのに有用である。通常用いられる架橋剤は
、例えば、１ ,１ -ビス (ジアゾアセチル )-２ -フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ -
ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば４ -アジドサリチル酸、３ ,３’ -ジチオビス (
スクシンイミジルプロピオネート )等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性
イミドエステル、ビス -Ｎ -マレイミド -１ ,８ -オクタン等の二官能性マレイミド、及びメ
チル -３ -[(ｐ -アジドフェニル )-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬を含む。
他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアスパ
ルチルへの脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオニル残
基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα -アミノ
基のメチル化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. 
Freeman and Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び
任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００９３】
本発明の範囲内に含まれるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの共有結合的修飾の他
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の型は、ポリペプチドの天然グリコシル化パターンを変更することを含む。「天然グリコ
シル化パターンの変更」とは、ここでの目的のためには、天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ
２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，Ｐ
ＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８
６６ポリペプチドに見出される１つ又は複数の炭水化物部分の欠失（存在するグリコシル
化部位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリコシル化の削除による）、及び
／又は天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに存在しない１つ又は複数のグリ
コシル化部位の付加を意味する。さらに、この語句は、存在する種々の炭水化物部分の性
質及び比率の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化の定性的変化を含む。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列の
変更によって達成されうる。この変更は、例えば、天然配列ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７
、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３
０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６へ
の一又は複数のセリン又はスレオニン残基の付加、又はこれによる置換によってもなされ
る (Ｏ -結合グリコシル化部位の場合 )。場合によっては、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６アミ
ノ酸配列はＤＮＡレベルでの変化によって、特に所望のアミノ酸に翻訳されるコドンが産
生されるように予め選んだ塩基においてＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコード
しているＤＮＡを突然変異させることによって変更される。
【００９４】
本発明のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド上の炭水化物部分の数を増加させる他の
手段は、ポリペプチドへのグリコシドの化学的又は酵素的結合による。これらの方法は 19
87年 9月 11日公開の国際特許出願第 WO 87/05330号及び Aplin及び Wriston, CRC Crit. Rev.
 Biochem., pp259-306 (1981)に記載されている。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は
酵素的あるいはグリコシル化の標的となるアミノ酸残基をコードするコドンの突然変異的
置換によりなされる。例えば、化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られており、
例えば、 Hakimuddin等 , Arch. Biochem Biophys., 259:52 (1987)及び Edge等 , Anal. Bio
chem., 118:131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的
開裂は、 Thotakura等 , Meth. Enzymol., 138:350 (1987)に記載されているように種々の
エンド -及びエキソ -グリコシダーゼを使用して達成することができる。
【００９５】
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯ１７９、Ｐ
ＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８
，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲ
Ｏ８６６ポリペプチドの、種々の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコー
ル、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第 4,64
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0,835号；第 4,496,689号；第 4,301,144号；第 4,670,417号；第 4,791,192号又は第 4,179,3
37号に記載された方法での結合を含む。
また、本発明のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はア
ミノ酸配列に融合したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６を含むキメラ分子を形成する方法で修飾
してもよい。
【００９６】
一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトープ
を提供するタグポリペプチドと、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドとの融合体を含
む。エピトープタグは、一般的にはＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドのアミノ -又
はカルボキシル -末端に位置する。このようなＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの
エピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することがで
きる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型
の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によってＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、Ｐ
ＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペ
プチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体は
この分野で良く知られている。例としては、ポリ -ヒスチジン（ poly-His）又はポリ－ヒ
スチジン－グリシン（ poly-His-gly）タグ； flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２Ｃ
Ａ５［ Field等 , Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］； c-mycタグ及びそれに対する
８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［ Evan等 , Molecular and Cell
ular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（ gD）
タグ及びその抗体［ Paborsky等 , Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む。
他のタグポリペプチドは、フラッグ (Flag)-ペプチド［ Hopp等 , BioTechnology, 6:1204-1
210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［ Martin等 , Science, 255:192-194 (1992)］
；α -チューブリンエピトープペプチド［ Skinner等 , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 
(1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［ Lutz-Freyermuth等 , Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
これに換わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、
ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドと免疫
グロブリン或いは免疫グロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二
価形態（「イムノアドヘシン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分
子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可変
領域に換えてＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１
、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３
５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は
不活性化）形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１
分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。
免疫グロブリン融合体の製造については、 1995年 6月 27日発行の米国特許第 5,428,130号を
参照のこと。
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【００９７】
Ｄ．ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリペプチドの調製
以下の説明は、主として、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６核酸を含むベクターで形質転換、又
は形質移入された細胞を培養することによるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の生産に関する。
もちろん、当該分野において良く知られている他の方法を用いてＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６を調製することができると考えられる。例えば、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、Ｐ
ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチ
ド配列、或いはその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド合成によって生産してもよい
［例えば、 Stewart等 , Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Franci
sco, CA (1969)； Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技
術又は自動によるインビトロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプ
ライド・バイオシステムズ・ペプチド合成機（ Foster City, CA）を用いて、製造者の指
示により実施してもよい。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの種々の部分を別々に
化学的に合成し、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて、全長のＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ポリペプチドを製造してもよい。
【００９８】
１．ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコードするＤＮＡの単離
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６をコードするＤＮＡは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、Ｐ
ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ｍＲＮＡを
保有し、それを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡラ
イブラリから得ることができる。従って、ヒトＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ＤＮＡは、実施
例に記載されるように、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得るこ
とができる。またＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０ -、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲ
Ｏ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３
６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -コード化遺伝子は、ゲノムラ
イブラリーから又は公知の合成方法（例えば、自動化核酸合成）により得てもよい。
ライブラリーは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質を
同定するために設計された (ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に対する抗体、或いは少なくとも
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約２０ -８０塩基のオリゴヌクレオチド等の )プローブによってスクリーニングできる。選
択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、例えば Samb
rook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Labo
ratory Press, 1989)に記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６をコードする遺伝子を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用する
ものである［ Sambrook等 ,上掲； Dieffenbach等 , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, 1995)］。
【００９９】
下記の実施例は、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している。プローブと
して選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性が最小化されるよう充
分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライブラリ
内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に検出可能であるように標識されていることが好まし
い。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３ ２ Ｐ標識されたＡＴＰのよう
な放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度の緊縮性及び高度
の緊縮性を含むハイブリッド形成条件は、上掲の Sambrook等に与えられている。
このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、 Genbank等の公共
データベース又は個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている周知の
配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の所定領域内又は全長に渡っての
（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの）配列同一性は、この分野で知られここに記載
する方法を用いて決定できる。
タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を使
用し、また必要ならばｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生成中間体及び先駆物質
を検出する上掲の Sambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用する
ことにより選択したｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーのスクリーニングにより得られる。
【０１００】
２．宿主細胞の選択及び形質転換
宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６生産のための発現或いはクローニ
ングベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、
又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に改変された常套的栄養培地で
培養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者
が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール
、及び実用技術は、 Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編
 (IRL Press, 1991)及び Sambrook等 , 上掲に見出すことができる。
真核生物細胞形質移入及び原核生物形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２ 、ＣａＰＯ４ 、
リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる宿主細
胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。前掲の
Sambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレーシ
ョンが、原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファシエンスによる
感染が、 Shaw等 , Gene, 23:315 (1983)及び 1989年 6月 29日公開の WO 89/05859に記載され
ているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳
動物細胞に対しては、 Graham及び van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カ
ルシウム沈降法が用いられる。哺乳動物細胞の宿主系形質転換の一般的な態様は米国特許
第 4,399,216号に記載されている。酵母菌中への形質転換は、典型的には、 Van solingen
等 , J. Bact., 130:946 (1977)及び Hsiao等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (19
79)の方法に従って実施される。しかしながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例
えば、核マイクロインジェクション、エレクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカ
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チオン、例えばポリブレン、ポリオルニチンでの細菌プロトプラスト融合もまた用いるこ
ともできる。哺乳動物細胞を形質転換するための種々の技術については、 Keown等 , Metho
ds in Enzymology, 185:527-537 (1990)及び  Mansour等 , Nature, 336:348-352 (1988)を
参照のこと。
【０１０１】
ここに記載のベクターにおいて、ＤＮＡをクローニング或いは発現するために適切な宿主
細胞は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定する
ものではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のよ
うな腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４（ ATCC31,4
46）；大腸菌Ｘ１７７６（ ATCC31,537）；大腸菌株Ｗ３１１０（ ATCC27,325）及びＫ５７
７２（ ATCC53,635）が公衆に利用可能である。他の好ましい原核生物宿主細胞は、例えば
、大腸菌 (Escherichia)、例えば大腸菌 (E.coli)、エンテロバクター、エルウィニア (Erwi
nia)、クレブシエラ、プロテウス、サルモネラ、例えばネズミチフス菌、セラチア、例え
ば霊菌、及び赤痢菌等の腸内細菌科；枯草菌及びビー・リシェニフォルミス (B. lichenif
ormis)等の桿菌（例えば、 1989年 4月 12日に発行された DD 266,710に開示されたビー・リ
シェニフォルミス４１Ｐ）；緑膿菌等のシュードモナス；及びストレプトマイセスである
。これらの例は例示的であり限定するものではない。大腸菌株Ｗ３１１０は、組み換えＤ
ＮＡ生産発酵の共通の宿主株であるので、好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは、
宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０は宿主に外因
性のタンパク質をコードする遺伝子において遺伝子変異をもたらすために修飾してもよく
、そのような宿主の例は、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；
完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型
ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５（ａｒｇＦ -ｌａｃ）１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｋ
ａｎｒ を有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７ (ATCC 55,244)；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐ
ｔｒ３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５（ａｒｇＦ -ｌａｃ）１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｒｂｓ７  ｉｌ
ｖＧ  ｋａｎｒ を有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；株３７Ｄ６の非カナマイシン耐性
ｄｅｇＰ欠失変異体である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び 1990年 8月 7日に発行された
米国特許第 4,946,783号に記載された変異体周辺質プロテアーゼを有する大腸菌株を含む
。あるいは、インビトロのクローニング法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ反応
が好ましい。
【０１０２】
原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２
０７ -、ＰＲＯ３２０ -、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -
，ＰＲＯ３０１ -、ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又
はＰＲＯ８６６ -をコードするベクターの適切なクローンニング又は発現宿主である。サ
ッカロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、
シゾサッカロミセスプロンブ (Schizosaccharomyces prombe)（ Beach及び Nurse, Nature, 
290: 140 [1981]; 1985年 5月 2日発行の EP 139,383）；クルベロミセスホスツ (Kluveromyc
es hosts)（米国特許第 4,943,529号 ; Fleer等 , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)）、
例えばケーラクチス (K. lactis)（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等 , J. Bacte
riol. 737 [1983]）、ケーフラギリス (K. fragilis)（ ATCC 12,424）、ケーブルガリクス
(K. bulgaricus)（ ATCC 16,045）、ケーウィケラミイ (K. wickeramii)（ ATCC 24,178）、
ケーワルチイ (K. waltii)（ ATCC 56,500）、ケードロソフィラルム (K. drosophilarum)（
ATCC 36,906; Van den Berg等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、ケーテモトレランス
(K.themotolerans)及びケーマルキシアナス (K. marxianus)；ヤロウィア (yarrowia)（ EP 
402,226）；ピッチャパストリス (Pichia pastoris)（ EP 183,070; Sheekrishna等 , J. Ba
sic Microbiol, 28: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデルマレーシア (reesia)（ EP 
244,234）；アカパンカビ（ Case等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979
]）；シュワニオマイセス (schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリ
ス (occidentalis)（ 1990年 10月 31日発行の EP 394,538）；及び糸状真菌、例えば、ニュー
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ロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日発行の WO 9
1/00357）；及びコウジ菌、例えば偽巣性コウジ菌（ Ballance等 , Biochem. Biophys. Res
. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn等 , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等 , P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及びクロカビ（ Kelly及び Hynes, E
MBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。ここで好ましいメチロトロピック (methylotro
pic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ (Hansenula)、カンジダ、クロエケラ (Kl
oeckera)、ピチア (Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス (Torulopsis)、及びロドトル
ラ (Rhodotorula)からなる属から選択されるメタノールで成長可能な酵母を含む。この酵
母の分類の例示である特定の種のリストは、 C. Anthony, The Biochemistry of Methylot
rophs, 269 (1982)に記載されている。
【０１０３】
グリコシル化されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物か
ら誘導される。無脊椎生物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳ
ｆ９等の昆虫細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主細胞系の例は、チャイ
ニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な例は、ＳＶ４０によ
って形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株  (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒト胚腎臓株（ 293又は
懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された 293細胞、 Graham等 , J. Gen Virol., 36
:59 (1977)） ;チャイニーズハムスター卵巣細胞／ -ＤＨＦＲ (CHO), （ Urlaub及び Chasin,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞（ TM4, Mather,
 Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）；ヒト肺細胞  (W138, ATCC CCL 75)；ヒト肝細胞  
(Hep G2, HB 8065)；及びマウス乳房腫瘍細胞  (MMT 060562, ATTC CCL51)を含む。適切な
宿主細胞の選択は、この分野の技術常識内にある。
【０１０４】
３．複製可能なベクターの選択及び使用
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６をコードする核酸 (例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ )は、ク
ローニング (ＤＮＡの増幅 )又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々な
ベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイル
ス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によっ
てベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エ
ンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限され
るものではないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝
子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の
一又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーション
技術を用いる。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６は、必ずしも直接的に組換え手法によって生産されるだけでは
なく、シグナル配列、或いは成熟タンパク質又はポリペプチドの N-末端に特異的切断部位
を有する他のペプチドのような異種ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。
一般に、シグナル配列はベクターの成分、又はベクターに挿入されるＰＲＯ１７９ -、Ｐ
ＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０ -、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ
３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０
９ -、又はＰＲＯ８６６ -をコードするＤＮＡの一部となれる。シグナル配列は、例えばア
ルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシン IIリ
ーダーの群から選択される原核生物シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、
シグナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、アルファ因子リーダー (酵母菌属 (
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Saccharomyces)及びクルイベロマイシス (Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は
米国特許第 5,010,182号に記載されている )、又は酸ホスフォターゼリーダー、白体 (C.alb
icans)グルコアミラーゼリーダー (1990年 4月 4日発行の EP 362,179)、又は 1990年 11月 15日
に公開された国際特許出願第 WO 90/13646号に記載されているシグナルであり得る。哺乳
動物細胞の発現においては、同一あるいは関連する種の分泌ポリペプチド由来のシグナル
配列、ウイルス分泌リーダーのような他の哺乳動物のシグナル配列をタンパク質の直接分
泌に使用してもよい。
【０１０５】
発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクター
の複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母菌及びウイルス
に対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母菌に適しており、様々なウイル
ス開始点 (ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ )は哺乳動物細胞に
おけるクローニングベクターに有用である。
発現及びクローニングベクターは、典型的には、選択マーカーとも称される選択遺伝子を
含む。典型的な選択遺伝子は、 (a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートある
いはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に対する耐性を与え、 (b)栄養
要求性欠陥を補い、又は (c)バチルスの遺伝子コードＤ -アラニンラセマーゼをコードする
遺伝子の例のように、複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質をコー
ドする。
【０１０６】
哺乳動物細胞のための適切な選択マーカーの他の例としては、ＤＨＦＲあるいはチミジン
キナーゼのように、ＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０ -、ＰＲＯ２１９ -、Ｐ
ＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ
３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -をコードした核酸を取り込
むことのできる細胞の能力を同定することのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた
場合の好適な宿主細胞は、 Urlaub 等により , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (19
80)に記載されているようにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性欠損のＣＨＯ細胞系で
ある。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母菌プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒ
ｐ１遺伝子である［ Stinchcomb等 , Nature, 282： 39(1979)； Kingman等 , Gene, 7： 141(1
979)； Tschemper等 , Gene, 10： 157(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ第 44
076号あるいはＰＥＰ４ -１のようなトリプトファン存在下で成長する能力を欠く酵母菌の
突然変異株に対する選択マーカーを提供する［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０
-、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、Ｐ
ＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -コー
ド化核酸配列に作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成を指示するプロモーターを含む。種々の
潜在的な宿主細胞により認識されるプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用
に好適なプロモーターはβ -ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［ Cahng等 , Natu
re, 275:615 (1978)；  Goeddel等 , Nature, 281:544 (1979)］、アルカリホスファターゼ
、トリプトファン (trp)プロモーター系［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980);
 EP 36,776］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［ deBoer 等 ,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータ
もまたＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２０ -、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -
、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -，ＰＲＯ３０１ -、ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、Ｐ
ＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -をコードするＤＮＡと作用可能に結合
したシャイン・ダルガーノ (S.D.)配列を有する。
【０１０７】
酵母菌宿主と共に用いる好適なプロモーター配列の例としては、３ -ホスホグリセラート
キナーゼ［ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［ Hess
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 等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1978)］
、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド -３ -リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ
、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース -６ -リン酸イソ
メラーゼ、３ -ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソ
メラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
他の酵母菌プロモーターで、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有する誘発
的プロモーターとしては、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホスフ
ァターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド -３ -
リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素のプロ
モーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモータは EP 73,
657に更に記載されている。
【０１０８】
哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の転写は、例えば
、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス (1989年 7月 5日公開の UK 2,211,504)、アデ
ノウィルス (例えばアデノウィルス２ )、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイト
メガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０ (SV40)のよう
なウィルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物から得られるプロモータ
ー、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモー
ターから得られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し
得る限り制御される。
より高等の真核生物によるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコードするＤＮＡの転写は、ベク
ター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常
は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス
作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている (グ
ロビン、エラスターゼ、アルブミン、α -フェトプロテイン及びインスリン )。しかしなが
ら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例として
は、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー (１００－２７０塩基対 )、サイトメガロウ
ィルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及び
アデノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７
、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３
０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６コ
ード化配列の５ '又は３ '位でベクター中にスプライシングされるが、好ましくはプロモー
ターから５ '位に位置している。
【０１０９】
また真核生物宿主細胞 (酵母菌、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞 )に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
'、時には３ 'の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
をコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチド
セグメントを含む。
組換え体細胞培養でのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の合成を適応化するのに適切なさらに他
の方法、ベクター及び宿主細胞は、 Gething等 , Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等 ,
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 Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及び EP 117,058に記載されている。
【０１１０】
４．遺伝子増幅／発現の検出
遺伝子の増幅又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプローブを
用い、例えば、従来からのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザンブロ
ット法［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドットブロット
法 (ＤＮＡ分析 )、又はインサイツハイブリッド形成法によって、直接的に試料中で測定す
ることができる。あるいは、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二重鎖及びＤＮＡ -ＲＮＡハイブリッ
ド二重鎖又はＤＮＡ -タンパク二重鎖を含む、特異的二重鎖を認識することができる抗体
を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで
二重鎖は表面に結合しており、その結果二重鎖の表面での形成の時点でその二重鎖に結合
した抗体の存在を検出することができる。
あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例え
ば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって、測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色又はアッセイに有用な抗体は、モノク
ローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。簡便に
は、抗体は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１
、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３
５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの天然配列に対して、又はここで提
供されるＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６ＤＮＡに融合し特異的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【０１１１】
５．ポリペプチドの精製
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６の形態は、培地又は宿主細胞の溶解液から回収することができ
る。膜結合性であるならば、適切な洗浄液 (例えばトリトン -X100)又は酵素的切断を用い
て膜から引き離すことができる。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の発現に用いられる細胞は、
凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物
理的手段によって破壊することができる。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６を組換え体細胞タンパク質又はポリペプチドから精製すること
が望ましい。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン交
換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例え
ばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ -ＰＡＧＥ；硫
酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ -７５を用いるゲル濾過 ;ＩｇＧのような汚
染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及びＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、Ｐ
ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６のエピトー
プタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、 Deut
cher, Methodes in Enzymology, 182 (1990)； Scopes, Protein Purification: Principl
es and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)に記載されている種々のタンパク
質精製方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる産生方法及
び特に産生されるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２
２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲ
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Ｏ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の性質に依存する。
【０１１２】
Ｅ．抗体
本発明の組成物及び方法で使用するための候補薬剤の幾つかは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６ポリペプチドの生物学的活性を模倣する抗体及び抗体断片である。
１．ポリクローナル抗体
ポリクローナル抗体の調製方法は当業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナ
ル抗体は、例えば免疫化剤、及び所望するのであればアジュバントを、一又は複数回注射
することで発生させることができる。典型的には、免疫化剤又はアジュバントを複数回皮
下又は腹腔内注射により、哺乳動物に注射する。免疫化剤は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０
７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ
３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６
ポリペプチド又はその融合タンパク質を含みうる。免疫化剤を免疫化された哺乳動物にお
いて免疫原性が知られているタンパク質に抱合させるのが有用である。このような免疫原
タンパク質の例は、これらに限られないが、キーホールリンペットヘモシアニン、血清ア
ルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆トリプシンインヒビターが含まれる。使用され
得るアジュバントの例には、フロイント完全アジュバント及びＭＰＬ -ＴＤＭアジュバン
ト (モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリノミコラート )が含まれる。免疫化プ
ロトコールは、過度の実験なく当業者により選択されるであろう。
【０１１３】
２．モノクローナル抗体
抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクローナル抗体は、 Kohler及び Milstein
, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハイブリドーマ法を使用することで調
製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハムスター又は他の適切な宿主動
物を典型的には免疫化剤により免疫化することで、免疫化剤に特異的に結合する抗体を生
成するかあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リンパ球をインビトロで免疫化
することもできる。
免疫化剤は、典型的にはＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド或いはその融合タンパク
質を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球 (「ＰＢＬ」 )が使用
されるか、あるいは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞
が使用される。次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不
死化細胞系と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［ Goding, Monoclonal Antibodie
s: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化細胞系は
、通常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞
である。通常、ラット又はマウスの骨髄腫細胞系が使用される。ハイブリドーマ細胞は、
好ましくは、未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する
適切な培地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボ
シルトランスフェラーゼ (HGPRT又は HPRT)を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典
型的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み (「ＨＡＴ培地」 )、この物
質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【０１１４】
好ましい不死化細胞系は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した高レ
ベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性のものである。より好
ましい不死化細胞系はマウス骨髄腫系であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエ
ゴの Salk Institute Cell Distribution Centerやメリーランド州ロックヴィルのアメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体
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を生成するためのヒト骨髄腫及びマウス -ヒト異種骨髄腫細胞系も開示されている［ Kozbo
r, J. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Techn
iques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。
次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲ
Ｏ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に対する
モノクローナル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって
生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ (ＲＩ
Ａ )や酵素結合免疫測定法 (ＥＬＩＳＡ )等のインビトロ結合検定法によって測定する。こ
のような技術及びアッセイは、当該分野において公知である。モノクローナル抗体の結合
親和性は、例えば Munson及び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッ
チャード分析法によって測定することができる。
【０１１５】
所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを制限希釈工程によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で成長させることができる［ Goding, 上掲］。この目的のための適
当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ -１６４０倍地が含
まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として成長さ
せることもできる。
サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファロ
ース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又はア
フィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地又
は腹水液から単離又は精製される。
【０１１６】
また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第 4,816,567号に記載さ
れた方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ
は、常套的な方法を用いて (例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特
異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して )、容易に単離し配列決定する
ことができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源となる
。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これが宿主細胞
、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣 (ＣＨＯ )細胞、あるいは免疫グロ
ブリンタンパク質を生成などしない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え体宿主細胞内で
モノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列
に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［ US. Patent
 No.4,816,567； Morrison等 , 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリ
ンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾することがで
きる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインの代わ
りに置換するか、本発明の抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインの代わりに置換し、
キメラ性二価抗体を産生することができる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは
、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき、あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位
の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価抗体を生成する。
抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られてる
。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は一般
的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意のポイントで切断される。あるいは、
関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その断片、特に
Ｆａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使用して達成できる。
【０１１７】
３．ヒト及びヒト化抗体
本発明の抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト (例えばマウス )抗体のヒ
ト化型とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいはその断片 (例えばＦｖ、
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Ｆａｂ、Ｆａｂ '、Ｆ (ａｂ ')２ あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列 )であって、非ヒト
免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレシピエントの相補
性決定領域 (ＣＤＲ )の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性
及び能力を有する非ヒト種 (ドナー抗体 )のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロ
ブリン (レシピエント抗体 )を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレーム
ワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、レシ
ピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基
を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤＲ領域が
非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫
グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメ
インの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域 (Ｆｃ )、典
型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる［ Jones等 , Nat
ure, 321:522-525 (1986); Riechmann等 , Nature, 332:323-329 (1988); 及び Presta, Cu
rr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
【０１１８】
非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体には
非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、し
ばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト化
は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換することに
よりウィンター (winter)及び共同研究者［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)； Riech
mann等 , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (1988)］
の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換すること
により実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより
実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体 (米国特許第 4,8
16,567号 )である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によ
っては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって置換されたヒト
抗体である。
【０１１９】
また、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリー［ Hoogenboom及び Winter, J. Mol
. Biol., 227:381 (1992)； Marks等 , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含むこの分野
で知られた種々の方法を用いて作成することもできる。また、 Cole等及び Boerner等の技
術も、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用することができる（ Cole等 , Monoclonal Ant
ibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985； Boerner等 , J. Immunol., 147
(1)： 86-95(1991)；米国特許第 5,750,373号）。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン
座位をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫グロブリン遺伝子が部分的又は完全に
不活性化されたマウスに導入することにより産生することができる。負荷試験の際に、遺
伝子再配列、組立、及び抗体レパートリーを含むあらゆる観点においてヒトに見られるも
のに非常に類似しているヒト抗体の生産が観察される。このアプローチは、例えば米国特
許第 5,545,807号；同第 5,545,806号；同第 5,569,825号；同第 5,625,126号；同第 5,633,42
5号；同第 5,661,016号、及び次の科学文献： Marks等 , Bio/Technology 10, 779-783 (199
2); Lonberg等 , Nature 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); F
ishwild等 , Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnolo
gy 14, 826 (1996); Lonberg及び Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に記
載されている。
【０１２０】
４．二重特異性抗体
二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロー
ナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合において、結合特異
性の一方はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
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６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましく
は細胞表面タンパク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重特
異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖／
軽鎖対の同時発現に基づく（ Milstein及び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)）。免疫
グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ (クアドロー
マ )は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内一種のみが正しい二重特
異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によっ
て通常達成される。同様の手順が 1993年 5月 13日公開の WO 93/08829、及び Traunecker等 , 
EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に開示されている。
【０１２１】
所望の結合特異性 (抗体 -抗原結合部位 )を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン定常
ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ３
領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。少なくとも一つの融
合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域 (ＣＨ１ )が存在することが望まし
い。免疫グロブリン重鎖融合体をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン
軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性
抗体を作成するための更なる詳細については、例えば Suresh等 , Methods in Enzymology,
 121:210(1986)を参照されたい。
ＷＯ９６／２７０１１に記載された他のアプローチによれば、一対の抗体分子間の界面を
操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすることが
できる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この
方法では、第１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖
(例えばチロシン又はトリプトファン )と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又はより小さ
いサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの (アラニン又はト
レオニン )と置き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモ
ダイマーのような不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニ
ズムが提供される。
【０１２２】
二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ (ａｂ ')２ 二重特異性抗体）とし
て調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている
。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。 Brennan等 , Sci
ence, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ (ａｂ ')２ 断片を産生
する手順を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存
在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生
されたＦａｂ '断片はついでチオニトロベンゾアート (ＴＮＢ )誘導体に転換される。Ｆａ
ｂ '-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ '-チオー
ルに再転換し、他のＦａｂ '-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成す
る。生成された二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができ
る。
大腸菌からＦａｂ '断片を直接回収し、化学的に結合して二重特異性抗体を形成してもよ
い。 Shalaby等 , J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は、完全にヒト化された二重特異性
抗体Ｆ (ａｂ ')２ 分子の製造を記述している。各Ｆａｂ '断片は大腸菌から別個に分泌され
、インビトロで定方向化学結合させて二重特異性抗体を形成する。このように形成された
二重特異性抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現している細胞及び正常なヒトＴ細胞
に結合でき、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の溶解活性をトリガーす
る。
【０１２３】
組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記述
されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産された。 Kostel
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ny等 , J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロイ
シンジッパーペプチドが遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ '部分に結合され
た。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化させて
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用す
ることができる。 Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に
より記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを
提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短いリ
ンカーにより軽鎖可変ドメイン (ＶＬ )に重鎖可変ドメイン (ＶＨ )を結合してなる。従って
、一つの断片のＶＨ 及びＶＬ ドメインは他の断片の相補的ＶＬ 及びＶＨ ドメインと強制的
に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。一本鎖Ｆｖ (ｓＦｖ )ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片製造方法もまた報告されている。 Gruber等 , J. Immunol., 1
52:5368 (1994)を参照されたい。
【０１２４】
二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。 Tutt
ら  J.Immunol. 147:60(1991)。
例示的二重特異性抗体は、ここで与えられるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０
、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５
２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド上の
２つの異なるエピトープに結合しうる。あるいは、抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、
抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３
２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -Ｐ
ＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６ポリペプチドアームは、Ｔ細胞レセプター分子（例え
ばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８又はＢ７）等の白血球上のトリガー分子、又はＦｃγＲＩ (
ＣＤ６４ )、ＦｃγＲＩＩ (ＣＤ３２ )及びＦｃγＲＩＩＩ (ＣＤ１６ )等のＩｇＧのＦｃレ
セプター（ＦｃγＲ）に結合するアームに結合し、細胞防御メカニズムを特定のＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
Ｏ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
又はＰＲＯ８６６ポリペプチド発現細胞に集中するようにしてもよい。二重特異性抗体は
、細胞毒性薬を特定のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを発現する細胞に局在化さ
せるのに使用してもよい。これらの抗体は、ＰＲＯ１７９ -、ＰＲＯ２０７ -、ＰＲＯ３２
０ -、ＰＲＯ２１９ -、ＰＲＯ２２１ -、ＰＲＯ２２４ -、ＰＲＯ３２８ -、ＰＲＯ３０１ -、
ＰＲＯ５２６ -、ＰＲＯ３６２ -、ＰＲＯ３５６ -、ＰＲＯ５０９ -、又はＰＲＯ８６６ -結
合アーム及び細胞毒性薬又はキレート化剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、
又はＴＥＴＡに結合するアームを有する。他の対象とする二重特異性抗体は、ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ
３２８，ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又
はＰＲＯ８６６ポリペプチドに結合し、さらに組織因子（ＴＦ）に結合する。
【０１２５】
５．ヘテロ抱合体抗体
ヘテロ抱合体抗体もまた本発明の範囲内である。ヘテロ抱合抗体は２つの共有結合した抗
体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティン
グさせるため［米国特許第 4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治療のために［ WO 91/00360; 
WO 92/200373; EP 03089］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合
成タンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考
えられる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成する
ことにより、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、
イミノチオレート及びメチル -４ -メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第 4,67
67,980号に開示されているものが含まれる。
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【０１２６】
６．エフェクター機能の設計
本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えばガンの治療における抗体の効能
を増強することが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入して、この領域に
おける鎖間ジスルイド結合を形成させる。このようにして産生されたホモダイマー抗体は
改善されたインターナリゼーション能力及び／又は増加した補体媒介細胞死滅及び抗体依
存性細胞障害活性 (ＡＤＣＣ )を有しうる。 Caron等 , J. Exp. Med. 176:1191-1195 (1992)
及び Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)を参照されたい。抗腫瘍活性が高め
られたホモダイマー抗体は、 Wolff等 , Cancer Research 53:2560-2565(1993)に記載され
ているようなヘテロ二官能性架橋剤を使用して調製することもできる。あるいは二重Ｆｃ
領域を有し、よって増強された補体溶解及びＡＤＣＣ能を有しうる抗体を設計することが
できる。 Stevensonら , Anti-cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を参照。
【０１２７】
７．免疫複合体
本発明はまた、化学治療薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性毒
素、又はその断片）などの細胞毒性薬、あるいは放射性同位体（即ち、放射性抱合）に抱
合された抗体を含む免疫複合体にも関する。
このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬は上記した。用いることのできる酵素活
性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、コレラ毒素
、ボツリヌス毒素、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシ
ン (modeccin)Ａ鎖、アルファ -サルシン、アレウリテス・フォーディ (Aleurites fordii)
タンパク質、ジアンチン (dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ (Phytolaca a
mericana)タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ -Ｓ）、モモルディカ・チャラ
ンチア (momordica charantia)インヒビター、クルシン (curcin)、クロチン (crotin)、サ
パオナリア・オフィシナリス (sapaonaria oficinalis)インヒビター、ゲロニン (gelonin)
、ミトゲリン (mitogellin)、レストリクトシン (restrictocin)、フェノマイシン (phenomy
cin)、エノマイシン (enomycin)及びトリコテセン (tricothecene)を含む。様々な放射性ヌ
クレオチドが放射性抱合抗体の生成に利用可能である。例として２ １ ２ Ｂｉ、１ ３ １ Ｉ、
１ ３ １ Ｉｎ、９ ０ Ｙ及び　１ ８ ６ Ｒｅを含む。
【０１２８】
抗体及び細胞毒性薬の複合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ
-スクシンイミジル -３ -(２ -ピリジルジチオール )プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチ
オラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬ等）
、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等）、アルデヒド（グルタルアルデヒド
等）、ビス -アジド化合物（ビス (ｐ -アジドベンゾイル )ヘキサンジアミン等）、ビス -ジ
アゾニウム誘導体（ビス -(ｐ -ジアゾニウムベンゾイル )-エチレンジアミン等）、ジイソ
シアネート（トリエン２，６ -ジイソシアネート等）、及びビス -活性フッ素化合物（１，
５ -ジフルオロ -２，４ -ジニトロベンゼン等）を用いて作成できる。例えば、リシン免疫
毒素は、 Vitetta等 , Science 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することができ
る。カーボン -１４ -標識１ -イソチオシアナトベンジル -３ -メチルジエチレントリアミン
五酢酸（ＭＸ -ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート剤の
例である。 WO 94/11026参照。
他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター」（ストレ
プトアビジン等）に抱合されてもよく、抗体 -レセプター複合体は患者に投与され、次い
で清澄化剤を用いて未結合複合体を循環から除去し、次に細胞毒性薬（例えば、放射性ヌ
クレオチド等）に抱合された「リガンド」（例えばアビジン）を投与する。
【０１２９】
８．免疫リポソーム
また、ここに開示するタンパク質、抗体などは免疫リポソームとして調製してもよい。抗
体を含むリポソームは、 Epstein等 , Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hw
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ang等 , Proc. natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及び米国特許第 4,485,045号及
び第 4,544,545号に記載されたような、この分野で知られた方法で調製される。向上した
循環時間を持つリポソームは、米国特許第 5,013,556号に開示されている。
特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ -誘導ホス
ファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ -ＰＥ）を含む脂質組成物での逆相蒸発法によって
生成される。リポソームは、所定サイズのフィルターを通して押し出され、所望の径を有
するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ '断片は、 Martin等 , J. Biol. Chem
. 257: 286-288 (1982)に記載されているように、ジスルフィド交換反応を介してリポソ
ームに抱合され得る。化学治療薬（ドキソルビシン等）は、場合によってはリポソーム内
に包含される。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。
【０１３０】
Ｆ．腫瘍性細胞成長又は増殖を阻害できるタンパク質の同定
本出願で開示したタンパク質を、国立癌学会（ＮＣＩ）の実験的、疾患指向性、インビト
ロ薬剤スクリーニングで現在使用されている６０腫瘍系のパネルで検定した。このスクリ
ーニングの目的は、異なる型の腫瘍に対する細胞毒性及び／又は細胞増殖抑制活性を有す
る分子を同定することである。ＮＣＩは毎年 10,000を越える新たな分子をスクリーニング
している（ Monks等 , J. Natl. Cancer Inst., 83: 757-766 (1991); Boyd, Cancer: Prin
c. Pract. Oncol. Update, 3(10): 1-12 [1989]）。この実験に使用された腫瘍細胞系は
、上掲の Monks等に記載されている。本出願のタンパク質によって成長が有意に阻害され
た細胞系を実施例で特定した。
【０１３１】
結果は、試験したタンパク質が種々の癌細胞系において細胞増殖抑制性、そして或る場合
及び濃度では細胞毒性活性を示すことを明らかにした。
腫瘍（例えば癌）についての他の細胞ベースのアッセイ及び動物モデルも、ＮＣＩ癌スク
リーニングの発見を裏付け、ここで同定したタンパク質と腫瘍精細胞成長の進行及び病因
当量の関係をさらに理解するのに使用できる。例えば、（以下に記載するような）トラン
スジェニック動物における腫瘍から一次培地は、ここの細胞ベースのアッセイで使用でき
るが、安定な細胞系が好ましい。トランスジェニック動物から連続細胞系を誘導する技術
はこの分野で公知である（例えば、 Small等 , Mol. Cell. Biol., 5: 642-648 [1985]参照
）。
【０１３２】
Ｇ．動物モデル
腫瘍の進行及び原因におけるここに同定される遺伝子の役割を更に理解するために、そし
て抗体、及び小分子アゴニストを含む天然ポリペプチドの他のアゴニストを含む候補治療
薬の有効性を試験するために、種々の良く知られた動物モデルが使用できる。これらのモ
デルのインビボの性質により、特にヒト患者における反応を予測できる。腫瘍及び癌（例
えば、乳癌、大腸癌、前立腺癌、肺癌など）の動物モデルは、非組換え及び組換え（トラ
ンスジェニック）動物の両方を含む。非組換え動物モデルは、例えば、齧歯類、例えばマ
ウスモデルを含む。このようなモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部静脈注
射、脾臓移植、腹膜内移植、腎被膜下移植、又はオルトピン (orthopin)移植、例えば大腸
組織に移植された大腸癌細胞により、腫瘍細胞を同系マウスに導入することにより作成さ
れる。（ 1997年 9月 18日に発行されたＰＣＴ公報 WO 97/33551参照。）
【０１３３】
癌遺伝子の研究におそらく最もしばしば用いられる動物種は、免疫不全マウス、特にヌー
ドマウスである。ハイポ／形成不全を持つヌードマウスがヒト腫瘍異種移植の宿主として
行動するという観察は、この目的のための広い用途を導いた。常染色体劣性ｎｕ遺伝子が
、例えば、ＡＳＷ、Ａ／Ｈｅ、ＡＫＲ、ＢＡＬＢ／ｃ、Ｂ１０．ＬＰ、Ｃ１７、Ｃ３Ｈ、
Ｃ５７ＢＬ、Ｃ５７、ＣＢＡ、ＤＢＡ、ＤＤＤ、Ｉ／ｓｔ、ＮＣ、ＮＦＲ、ＮＦＳ、ＮＦ
Ｓ／Ｎ、ＮＺＢ、ＮＺＣ、ＮＺＷ、Ｐ、ＲＩＩＩ及びＳＪＬを含むヌードマウスの極めて
多数の異なる共通遺伝子系統に導入された。さらに、遺伝的な免疫不全を持つヌードマウ

10

20

30

40

50

(80) JP 3993746 B2 2007.10.17



ス以外の広範な他の動物が生育され、腫瘍異種移植のレシピエントとして用いられた。さ
らなる詳細については、 The Nude Mouse in Oncology Research, E. Boven 及び  B. Wino
grad 編 , CRC Press, Inc., 1991を参照。
これらの動物に導入される細胞は、周知の腫瘍／癌細胞系、例えば上記列挙した腫瘍細胞
系、及び、例えばＢ１０４ -１ -１細胞系（ｎｅｕプロトオンコジーンで形質移入された安
定ＮＩＨ -３Ｔ３細胞系）；ｒａｓ -形質移入ＮＩＨ -３Ｔ３細胞：Ｃａｃｏ -２（ ATCC HTB
-37）、中程度に良く分化したグレードＩＩヒト大腸腺癌細胞系、ＨＴ -２９（ ATCC HTB-3
8）から、あるいは腫瘍及び癌から誘導することができる。腫瘍又は癌細胞の試料は、手
術を受けている患者から、液体窒素中での凍結及び保存を含む標準的な条件を用いて得る
ことができる（ Karmali等 , Br. J. Cancer 48, 689-696 [1983]）。
【０１３４】
腫瘍細胞は、ヌードマウスなどの動物に、種々の手法によって導入できる。マウスの皮下
（ｓ．ｃ．）空間は、腫瘍移植に非常に好ましい。腫瘍は、固体ブロックとして、トロチ
ャー (trochar)を用いてニードル生検として、細胞懸濁物としてｓ．ｃ．移植できる。固
体ブロック又はトロチャー移植のために、適切な大きさの腫瘍組織断片がｓ．ｃ．空間に
導入される。細胞懸濁物は、原発腫瘍又は安定な腫瘍細胞系から新たに調製され、皮下注
射される。また腫瘍細胞は、皮下植え込みとして注射することもできる。この位置におい
て、種菌が皮膚結合組織の下層とｓ．ｃ．組織との間に析出される。 Boven及び Winograd 
(1991), 上掲。乳癌の動物モデルは、例えば、神経芽腫細胞（それからｎｅｕ癌遺伝子が
最初に単離される）、又はｎｅｕ形質移入ＮＩＨ -３Ｔ３細胞をヌードマウスに移植する
ことにより、基本的には Drebin等 , PNAS USA 83, 9129-9133 (1986)に記載されているよ
うに生成される。
【０１３５】
同様に、大腸癌の動物モデルは、大腸癌細胞を動物、例えばヌードマウスに継代し、これ
らの動物における腫瘍の発現を導くことにより生成される。ヌードマウスにおけるヒト大
腸癌の同所性移植モデルは、例えば、 Wang等 , Cancer Research 54, 4726-4728 (1994)及
び Too等 , Cancer Research 55, 681-684 (1995)に記載されている。このモデルは、いわ
ゆる AntiCancer, Inc. (SanDiego, California)から市販の「 METAMOUSE」に基づく。
動物に生じた腫瘍は、取り出してインビトロで培養することができる。インビトロ培地か
らの細胞は、次いで動物に継代することができる。これらの腫瘍は、さらなる試験及び薬
物スクリーニングの標的として提供され得る。あるいは、継代から得られる腫瘍は単離で
き、継代前細胞及び１又はそれ以上の継代後に単離した細胞のＲＮＡを、対象とする遺伝
子の識別可能な発現について分析する。このような継代技術は、周知の腫瘍又は癌細胞系
で実施することができる。
【０１３６】
例えば、Ｍｅｔｈ  Ａ、ＣＭＳ４、ＣＭＳ５、ＣＭＳ２１、及びＷＥＨＩ -１６４がＢＡＬ
Ｂ／ｃ雌マウスの線維肉腫に導入され（ DeLeo等 , J. Exp. Med. 146, 720 [1977]）、そ
れは、種々の抗原の抗 -腫瘍活性の研究のための高度に制御可能なモデル系を提供する（ P
alladino等 , J. Immunol. 138, 4023-4032 [1987]）。簡便には、腫瘍細胞は細胞培地中
でインビトロで成長させる。動物に注射する前に、細胞系は洗浄してバッファー中に約１
０ｘ１０６ から１０ｘ１０７ 細胞／ｍｌの細胞密度で懸濁する。次いで動物を１０から１
００μｌの細胞懸濁物で皮下感染し、腫瘍が現れるまで１から３週間放置する。
【０１３７】
さらに、最も完全に研究された実験的腫瘍の一つであるマウスのルイス肺（３ＬＬ）癌腫
は、研究用腫瘍モデルとして用いることができる。この腫瘍モデルにおける有効性は、肺
の小細胞癌腫（ＳＣＣＬ）と診断されたヒト患者の治療における有利な効果と相関してい
た。この腫瘍は、影響を受けたマウスからの腫瘍断片又は培地に残った細胞の注射に際し
て正常マウスに導入でき（ Zupi等 , Br. J. Cancer 41, suppl. 4, 309 [1980]）、証拠は
、腫瘍がたった一つの細胞の注射から開始され、感染した腫瘍細胞の極めて高い集団が生
存することを示している。この腫瘍モデルに関する更なる情報については、 Zacharski, H
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aemostasis 16, 300-320 [1986]を参照のこと。
【０１３８】
移植された腫瘍の動物モデルにおける試験化合物の有効性を評価する一つの方法は、治療
前後での腫瘍の大きさを測定することである。伝統的に、移植した腫瘍の大きさは、二又
は三次元のスライドキャリパーで測定される。二次元に制限された測定は、腫瘍の大きさ
を正確に反映せず、従って、通常は数式を用いて対応する容積に換算される。しかしなが
ら、腫瘍の大きさの測定は極めて不正確である。候補薬の治療効果は、治療 -誘発性の成
長遅延及び特異的な成長遅延としてより良く記述できる。腫瘍成長の記述における他の重
要な変数は、腫瘍容積倍加時間である。 Rygaard及び Spang-Thomsen, Proc. 6th Int. Wor
kshop on Immune-Deficient Animals, Wu及び Sheng編 , Basel, 1989, 301によって報告さ
れたプログラムなどの、腫瘍成長の計算及び記述のためのコンピュータプログラムも利用
可能である。しかし、腫瘍に続く壊死及び炎症反応が実際には少なくとも初期に腫瘍の大
きさを増大させ得ることを注記しておく。従って、これらの変化は、形態学的方法及びフ
ローサイトメトリー分析を組み合わせて、注意深く監視する必要がある。
【０１３９】
組換え（トランスジェニック）動物モデルは、ここに同定された遺伝子のコード部分を、
トランスジェニック動物作成のための標準的技術を用いて、対象とする動物のゲノムに導
入することにより加工できる。トランスジェニック操作の標的として提供できる動物は、
限定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及び非 -
ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及びサルを含む。これらの動物に導入遺伝子を導
入するのにこの分野で知られた技術は、前核マイクロインジェクション（ Hoppe及び Wange
r, 米国特許第 4,873,191号）；胚系列へのレトロウイルス媒介遺伝子転移（例えば、 Van 
der Putten等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]）；胚性肝細胞での遺
伝子標的化（ Thompson等 , Cell 56, 313-321 [1989]）；胚のエレクトロポレーション（ L
o, Mol. Cel. Biol. 3, 1803-1814 [1983]）；精子媒介遺伝子転移（ Lavitrano等 , Cell 
57, 717-73 [1989]）を含む。概説のためには、例えば、米国特許第 4,736,866号を参照の
こと。
【０１４０】
本発明の目的のために、トランスジェニック動物は、その一部にのみ導入遺伝子を有する
もの（「モザイク動物」）を含む。導入遺伝子は、単一の導入遺伝子として、又はコンカ
テマー、例えば頭部と頭部又は頭部と尾部の直列型として組み込まれる。特定の細胞型へ
の導入遺伝子の選択的導入も、例えば、 Lasko等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6232
-636 (1992)の技術に従って可能である。
【０１４１】
トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によってモニターでき
る。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザンブロット分析又はＰＣＲ増幅が用いら
れる。次いで、ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブリッド形成、ノーザンブロッ
ト分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学などの技術を用いて分析できる。動物は、腫瘍又は癌
発生の徴候についてさらに試験される。
【０１４２】
自然発生性動物腫瘍の治療におけるここに同定されるポリペプチドに特異的に結合する抗
体、及び他の候補薬の有効性も試験できる。このような研究のための適切な標的は、ネコ
口腔扁平上皮癌（ＳＣＣ）である。ネコ口腔ＳＣＣは高度に侵襲的な悪性腫瘍で、ネコに
最も通常の口腔悪性腫瘍であり、この種に報告される口腔腫瘍の６０％以上を占める。そ
れは、離れた部位には殆ど転移しないが、この転移の低い発生率は単にこの腫瘍を持つネ
コの短い生存期間を反映しているにすぎない。これらの腫瘍は通常手術できないが、主に
ネコの口腔の解剖学的形状による。現在では、この腫瘍の有効な治療法は存在しない。研
究に入る前に、各々のネコに完全な臨床検査、生体組織検査を施し、コンピュータ断層撮
影（ＣＴ）によりスキャンした。舌下口腔扁平上皮細胞腫瘍を持つと診断されたネコは研
究から排除した。舌はこの腫瘍のために麻痺し始め、治療がこの腫瘍を殺した後でも、動
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物は自分で餌を取ることができないであろう。各々のネコを長期に渡って繰り返し治療す
る。腫瘍の写真を治療期間中の毎日及び引き続く再チェックの時点で撮影した。治療の後
、各ねこに再度ＣＴスキャンを施した。ＣＴスキャン及びラジオグラフは、その後８週間
ごとに評価した。データは、対照群と比較した生存数、反応性及び毒性における相違につ
いて評価した。ポジティブ反応は、腫瘍の縮小、好ましくは生存の質の向上又は生存期間
の延長を必要とする。
【０１４３】
さらに、他の自然発生性動物腫瘍、例えばイヌ、ネコ、及びヒヒの線維肉腫、腺癌、リン
パ腫、クロンドローマ (chrondroma)、平滑筋肉腫も試験できる。これらのイヌ及びネコで
の乳腺癌は、その発現及び挙動がヒトのものに極めて類似しているので、好ましいモデル
である。しかし、このモデルの使用は動物におけるこの型の腫瘍の発生比率によって制限
される。
【０１４４】
Ｈ．候補薬についてのスクリーニングアッセイ
候補薬のスクリーニングアッセイは、個々に同定されたポリペプチドのレセプターと競合
的に結合又は複合体形成する化合物、及びそのようなレセプターを通したシグナルを同定
するために設計される。このようなスクリーニングアッセイは、特に小分子候補薬の同定
に適したものにする、化学的ライブラリの高スループットスクリーニングに従うアッセイ
を含む。小分子とは、抗体合成有機又は無機化合物を含むと考え、それらは、ペプチド、
好ましくは可溶性ペプチド、（ポリ）ペプチド -免疫グロブリン融合体、特に、限定され
ないが、ポリ -及びモノクローナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗 -イディオタイプ抗
体、及びそれらの抗体又は断片のキメラ又はヒト化形、並びにヒト抗体及び抗体断片を含
む抗体を含んでいる。アッセイは、種々の形式で実施でき、この分野で良く特徴付けられ
たタンパク質 -タンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニングアッセイ、イムノアッ
セイ及び細胞ベースのアッセイを含む。
【０１４５】
結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又は
反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードされ
るポリペプチドのレセプター即ち候補薬が、共有又は非共有結合により固相、例えばミク
ロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をポリペプチドの
溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化すべきポリペプチドに
特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を、それを固体表面に固着させるために
用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出
可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反応
が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複合体を検
出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面に固定化された標
識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持たない場合
は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体によって検
出できる。
【０１４６】
候補化合物が相互作用するが特定のレセプターに結合しない場合、そのレセプターとの相
互作用は、タンパク質－タンパク質相互作用を検出するために良く知られた方法によって
アッセイすることができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又は
クロマトグラフィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク質
－タンパク質相互作用は、 Fields及び共同研究者等［ Fiels及び Song, Nature(London) 34
0, 245-246 (1989); Chien等 , Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記
載された酵母菌ベースの遺伝子系を用いることにより、 Chevray及び Nathans［ Proc.Natl.
 Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示されているようにモニターすることがで
きる。酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラード
メインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインと
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して機能する。以前の文献に記載された酵母菌発現系（一般に「２ -ハイブリッド系」と
呼ばれる）は、この特性の長所を利用して、２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方
では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では、候補となる活
性化タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１ -ｌａｃＺリポーター遺伝子
のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現は、タンパク質 -タンパク質相互作用を
介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、
β -ガラクトシダーゼに対する色素生産性物質で検出される。２ -ハイブリッド技術を用い
た２つの特定なタンパク質間のタンパク質 -タンパク質相互作用を同定するための完全な
キット（ MATCHMAKER(商品名 )）は、 Clontechから商業的に入手可能である。この系は、特
定のタンパク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作
用にとって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することができる。
【０１４７】
Ｉ．製薬組成物
本発明のポリペプチド、ここに同定したタンパク質に特異的に結合するアゴニスト抗体、
並びに上記に開示したスクリーニングアッセイで同定された他の分子は、癌を含む腫瘍の
治療のために、製薬組成物の形態で投与することができる。　抗体断片が用いられる場合
、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断片が通常は好ましい。例
えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持したペ
プチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化学的に合成でき及び／又は組換えＤ
ＮＡ技術によって生成できる（例えば、 Marasco等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 78
89-7893 [1993]）。
【０１４８】
また、ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１以上の活性化合物、好ま
しくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそ
れに加えて、組成物は、例えば細胞毒性薬、サイトカイン、化学治療薬、又は成長阻害剤
といったその機能を向上させる薬剤を含んでもよい。これらの分子は、適切には、意図す
る目的に有効な量の組み合わせで存在する。
【０１４９】
ここで同定されるポリペプチド、又はそれらのアゴニストの治療用製剤は、所望される程
度の純度を持つ活性成分を、親油性製剤又は水性溶液の形態で、任意の製薬上許容される
担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより調製され保存される（ Remington's Phar
maceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [1980]）。許容される担体、賦形剤、
又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン酸、クエン酸、
及び他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防
腐剤（オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロラ
イド；ベンズアルコニウムクロライド；ベンズエトニウムクロライド；フェノール；ブチ
ル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコ
ール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３ -ペンタノール；及びｍ -クレゾールなど
）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グ
ロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタ
ミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グルコース、
マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物、ＥＤＴＡ等の
キレート剤、スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；ナト
リウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ -タンパク質錯体）及び／又はト
ゥイーン (TWEEN)（商品名）、プルロニクス (PLURONICS)（商品名）、及びポリエチレング
リコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１５０】
ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１以上の活性化合物、好ましくは
互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれに加
えて、組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン又は成長阻害剤を含んでもよい。これらの分
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子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。
また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製された
マイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン -マイクロカ
プセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（例
えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセル
）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、 Remingto
n's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されている。
【０１５１】
インビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。これは、滅菌濾過膜を通した
濾過により容易に達成される。
治療的抗体組成物は、一般的に無菌のアクセスポートを具備する容器、例えば、静脈内溶
液バッグ又は皮下注射針で貫通可能なストッパーを備えたバッグ又はバイアルに入れられ
る。
【０１５２】
徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポリ
マーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、又
はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は、ポリエステルヒドロゲル（
例えば、ポリ (２ -ヒドロキシエチル -メタクリレート )又はポリ (ビニルアルコール））、
ポリアクチド（米国特許第 3,773,919号）、Ｌ -グルタミン酸及びγ -エチル -Ｌ -グルタメ
ート、非分解性エチレン -酢酸ビニル、 LUPRON DEPOT(商品名 )（乳酸 -グリコール酸コポリ
マーと酢酸リュープロリドの注射可能な小球）などの分解性乳酸 -グリコール酸コポリマ
ー、ポリ -(Ｄ )-３ -ヒドロキシブチル酸を含む。エチレン -酢酸ビニル及び乳酸 -グリコー
ル酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出することができるが、ある種のヒドロ
ゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセル化された抗体が身体内に長時
間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることにより変性又は凝集し、その結果、生
物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化をもたらす。合理的な方法は、含まれる
機構に依存する安定化について工夫することができる。例えば、凝集機構がチオ－ジスル
フィド交換を通した分子間Ｓ -Ｓ結合形成であると発見された場合、安定化はスルフヒド
リル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及
び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成されうる。
【０１５３】
Ｊ．治療方法
本発明のポリペプチド及び抗体、ペプチド及び小分子アゴニストを含むそれらのアゴニス
トは、種々の腫瘍、例えば癌の治療に用いてもよい。治療される状態又は疾患の例として
は、良性又は悪性腫瘍（例えば、腎臓 (renal)、肝臓、腎臓 (kidney)、膀胱、乳房、胃、
卵巣、結腸直腸、前立腺、膵臓、肺、外陰部、胸腺、肝癌 (hepatic carcinoma)；肉腫；
膠芽細胞腫；及び種々の頭部及び頸部の腫瘍）；白血病及びリンパ悪性疾患；ニューロン
、グリア、星状、視床下部及び腺、マクロファージ、上皮、間質及び胞胚腔疾患などの疾
患；及び炎症、脈管形成及び免疫学的疾患が含まれる。本発明の抗腫瘍剤（ここに開示し
たポリペプチド及びそれらの活性に類似したアゴニスト、例えば抗体、ペプチド及び有機
小分子を含む）は、哺乳動物、好ましくはヒトに、周知の方法、例えば、ボーラスとして
又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投与、又は筋肉内、腹膜内、脳脊髄内、眼内、
動脈内、病巣内、皮下、関節間、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入経路などにより投
与される。
【０１５４】
他の治療的養生法を本発明の抗癌剤の投与に組み合わせてもよい。例えば、このような抗
癌剤で治療される患者は放射線治療を受けてもよい。あるいは、又はそれに加えて、患者
に化学治療薬を投与してもよい。このような化学治療薬の調製法及び用量スケジュールは
、製造者の指示に従って使用されるか、熟練した実務者により経験的に決定される。その
ような化学治療に対する調製法及び用量スケジュールはまた Chemotherapy Service M.C. 
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Perry編 , Williams &amp; Wilkins, Baltimore, MD (1992)にも記載されている。化学治
療薬は、本発明の抗腫瘍剤の投与に先立って、又は続いて投与してもよく、あるいはそれ
らと同時に投与してもよい。本発明の抗癌剤は、タモキシフェンなどの抗エストロゲン化
合物又はオナプリストンなどの抗プロゲステロン（ EP 616812参照）の、これらの分子に
ついて知られた用量と組み合わせてもよい。
【０１５５】
また、腫瘍関連抗原に対する抗体、例えばＥｒＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒＢ３、ＥｒＢ４、又
は血管内皮因子（ＶＥＧＦ）に結合する抗体を投与することも好ましい。ときどきは、患
者にサイトカインを投与することも有利である。好ましい実施態様では、ここの抗癌剤は
、成長阻害剤と同時投与される。例えば、まず成長阻害剤を投与し、続いて本発明の抗癌
剤を投与する。しかしながら、同時投与、又は本発明の抗癌剤を最初に投与することも考
えられる。成長阻害剤についての適切な用量は現在用いられている量であるが、成長阻害
剤とこの抗体との組み合わせ（相乗）効果により減少させ得る。
【０１５６】
疾患の防止又は治療のための、ここでの抗腫瘍剤の適切な用量は、上記で定義したような
治療される疾患の型、疾患の重篤さ及び経過、防止又は治療目的で薬剤が投与されるか否
か、従前の治療、患者の臨床履歴及び薬剤に対する反応、及び主治医の裁量に依存する。
薬剤は、患者に、一回又は一連の治療に渡って適切に投与される。動物実験は、ヒトの治
療に有効な用量を決定するための信頼性のある指針を提供する。有効な用量の種間スケー
リングは、例えば、 Mordenti J.及び Chappell. W.「 The Use of Interspecies Scaling i
n Toxicokinetics」 ,Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobiら編 , Pergamon
 Press, New York 1989, 42-46に開示されているような原理に従い実施することができる
。
【０１５７】
例えば、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０
．１－２０ｍｇ／ｋｇ）の抗腫瘍剤が、例えば、１又はそれ以上の別々の投与あるいは連
続注入により患者に投与するための最初の候補用量である。典型的な１日の用量は、上記
の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ以上であろう。数日以上に渡る繰
り返し投与のためには、状態に応じて、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続け
られる。しかしながら、他の用量計画が有用であることもある。この治療の進行は、従来
の技術及びアッセイによって容易にモニターされる。特に用量及び送達方法に対する指針
は文献にて提供されており；例えば米国特許第 4,657,760号、同 5,206,344号又は同 5,255,
212号を参照のこと。異なる調製物が異なる治療用化合物及び異なる疾患に有効であるこ
と、例えば一つの器官又な組織を標的とする投与には他の器官又は組織とは異なる方式で
輸送することが必要であることが予想される。
【０１５８】
Ｋ．製造品
本発明の他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質を含む製造品が提供
される。この製造品は容器とラベルとを具備する。好適な容器は、例えば、ビン、バイア
ル、シリンジ、及び試験管を含む。容器は、ガラス又はプラスチックなどの材料から形成
されてよい。容器は、状態を診断し治療するのに有効な組成物を収容し、無菌のアクセス
ポートを有し得る（例えば、容器は皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶
液バッグ又はバイアルであってよい）。組成物中の活性剤は本発明の抗腫瘍剤である。容
器上又は添付されるラベルは、組成物が選択した状態の診断又は治療のために使用される
ことを示す。製造品はさらに、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロース溶液など
の製薬的に許容されるバッファーを含む第２の容器を具備してもよい。さらに、他のバッ
ファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用上の指示を付けたパッケージ挿入
物を含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１５９】
以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限定
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することを意図するものではない。
本明細書で引用した全ての特許及び文献の全体を、出典明示によりここに取り込む。
【０１６０】
（実施例）
実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用し
た。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されている細胞の
供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、ＶＡである。
【０１６１】
実施例１：新規なポリペプチド及びそれをコードするｃＤＮＡを同定するための細胞外ド
メイン相同性スクリーニング
Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の公知の分泌タンパク質の細胞外ドメイン（
ＥＣＤ）配列（必要ならば、分泌シグナル配列を含む）を、ＥＳＴデータベースの検索に
使用した。ＥＳＴデータベースは、公的データベース（例えば、 Dayhoff、 GenBank）及び
独自に開発したデータベース（例えば、 LIFESEQ（商品名）、 Incyte Pharmaceuticals、 P
alo Alto, CA）を含む。検索は、コンピュータプログラム BLAST又は BLAST2（ Altschul et
.al., Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を用いて、ＥＣＤタンパク質配列
のＥＳＴ配列の６フレーム翻訳との比較として実施した。公知のタンパク質をコードせず
、Ｂｌａｓｔスコア７０（９０の場合もある）又はそれ以上を持つ比較は、プログラム「
phrap」（ Phil Green, University of Washington, Seattle, WA;　 http://bozeman.mbt.
washington.edu/phrap.docs/phrap.html）でクラスター形成してコンセンサスＤＮＡ配列
に構築した。
この細胞外ドメイン相同性スクリーニングを用いて、 phrapを用いて他の同定されたＥＳ
Ｔ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。さらに、得られたコンセンサスＤＮ
Ａ配列を、しばしば（全てではない）ＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ２及び phrapの繰り返し
サイクルを用いて伸長し、コンセンサス配列を上で議論したＥＳＴ配列の供給源を用いて
可能な限り伸長させた。
上記のように得られたコンセンサス配列に基づいて、次いでオリゴヌクレオチドを合成し
、ＰＣＲにより対象とする配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及びＰＲＯポ
リペプチドの全長コード化配列のクローンを単離スルプローブとして用いるために使用し
た。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に２０から３０ヌクレオチドの範囲であ
り、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるために設計される。プロー
ブ配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長である。或る場合には、コンセンサス配列が約１－
１．５ｋｂｐより大きいときに付加的なオリゴヌクレオチドが合成される。全長クローン
について幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブラリからのＤＮＡを、
Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, のように、ＰＣＲプライマー対
でのＰＣＲによりスクリーニングした。ポジティブライブラリーを、次いで、プローブオ
リゴヌクレオチド及びプライマー対の一方を用いて対象とする遺伝子をコードするクロー
ンの単離するのに使用した。
ｃＤＮＡクローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、 Invitrogen, San Diego, CAか
らのもの等の市販試薬を用いて標準的な方法によって作成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部
位を含むオリゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプターに結合さ
せ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニン
グベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄ
の前駆体である； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独特のＸｈｏＩ
及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向でクローニングした。
【０１６２】
実施例２：ヒトＰＲＯ１７９をコードするｃＤＮＡの単離
天然ヒトＰＲＯ１７９ポリペプチドをコードするｃＤＮＡクローン（ＤＮＡ１６４５１－
１０７８）は，酵母スクリーニングを用いて，ｃＤＮＡクローンの５’末端を優先的に表
すヒト胎児腎臓ｃＤＮＡライブラリから同定された。
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ＤＮＡ１６４５１－１０７８の同定に使用されたプライマーは，次の通りである：
　
　
　
　
　
　
　
ＤＮＡ１６４５１－１０７８全長クローンは、単一のオープンリーディングフレームを含
み、ヌクレオチド位置３７－３９に見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位
置１４１７－１４１９に停止シグナルを持っていた（Ｆｉｇ１；配列番号：１）。予測さ
れるポリペプチド前駆体は４６０アミノ酸長である。全長ＰＲＯ１７９タンパク質は、Ｆ
ｉｇ２（配列番号：２）に示されている。
Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示された全長ＰＲＯ１７９配列の分析により様々な重要なポ
リペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメインに対し
て与えられる位置は上記のように概略である。全長ＰＲＯ１７９配列の分析により次のこ
とが証明された：シグナルペプチドはおよそアミノ酸１－１６にある。Ｎ－グリコシル化
部位はおよそアミノ酸２３－２７、およそ１１５－１１９、およそ２９６－３００、及び
およそ３５７－３６１にある。ｃＡＭＰ -及びｃＧＭＰ -依存性プロテインキナーゼリン酸
化部位はおよそアミノ酸１００－１０４、及びおよそ２０４－２０８にある。チロシンキ
ナーゼリン酸化部位はおよそアミノ酸３４２－３５１にある。Ｎ -ミリストイル化部位は
およそアミノ酸２７９－２８５、およそアミノ酸３５２－３５８、およそアミノ酸３６７
－３７３にあり、ロイシンジッパーパターンはおおよそアミノ酸１２０－１４２、及び１
２７－１４９にある。
クローンＤＮＡ１６４５１－１０７８は１９９７年９月１８日にＡＴＣＣに寄託され、Ａ
ＴＣＣ寄託番号２０９２８１が付与された。Ｆｉｇ２に示されている全長ＰＲＯ１７９タ
ンパク質は、見積もり分子量がおおよそ５３，６３７ダルトン、ｐＩが６．６１を有する
。
Ｆｉｇ２（配列番号：２）に示した全長配列のＤａｙｈｏｆｆデータベース（バージョン
35.45 SwissProt 35）の分析により、ＴＩＥ－２レセプター（ｈ－ＴＩＥ－２Ｌ１とｈ－
ＴＩＥ－２Ｌ２）の二つ既知のヒトリガンドと有意な配列同一性を示すフィブリノーゲン
様ドメインの存在が証明された。「ＴＩＥ」という略語は頭文字であり、「チロシンキナ
ーゼ含有Ｉｇ及びＥＧＦ相同ドメイン」を意味し、チロシンキナーゼレセプターの新しい
ファミリーを称するために作られた。従って，ＰＲＯ１７９は、ＴＩＥリガンドファミリ
ーの新規メンバーと同定された。
【０１６３】
実施例３：ヒトＰＲＯ２０７をコードするｃＤＮＡの単離
発現配列タグ（ＥＳＴ）ＤＮＡデータベース（ LIFESEQ(商品名 )、 Incyte Pharmaceutical
s、 Palo Alto, CA）を検索し、Ａｐｏ－２リガンドと相同性を持つＥＳＴを同定した。そ
して、ヒト胎児腎臓ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニングがおこなわれた。ヒト胎児腎
臓組織（クローンテック）から単離されたｍＲＮＡがｃＤＮＡライブラリーの調製のため
に使用された。このＲＮＡは、 Life Technologies, Gaithersburg, MD (Super Script Pl
asmid System)からの試薬及びプロトコールを用いるベクターｐＲＫ５Ｄにおけるオリゴ
ｄＴプライムしたｃＤＮＡのライブラリーの作製に使用した。この方法において、二本鎖
ｃＤＮＡは１０００ｂｐを越えるサイズに分類され、ＳａｌＩ／ＮｏｔＩ結合ｃＤＮＡを
ＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ切断ベクターにクローニングした。ｐＲＫ５Ｄは、ｓｐ６転写開始部
位、それに続くＳｆｉＩ制限酵素部位、さらにＸｈｏＩ／ＮｏｔＩｃＤＮＡクローニング
部位を持クローニングベクターである。ライブラリーは合成オリゴヌクレオチドプローブ
とのハイブリダイゼーションによってスクリーニングされた：
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ＥＳＴに基づく。
ｃＤＮＡクローンの配列は、すべておこなわれた。ＤＮＡ３０８７９－１１５２全長クロ
ーンは、Ｆｉｇ３（配列番号：６）に示されている。クローンＤＮＡ３０８７９－１１５
２は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置５８－６０（Ｆｉ
ｇ３；配列番号：６）に見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位置８０５－
８０７に見かけの停止シグナルを持っていた。予測されるポリペプチド前駆体は２４９ア
ミノ酸長である。
Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示された全長ＰＲＯ２０７配列の分析により様々な重要なポ
リペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメインに対し
て与えられる位置は上記のように概略である。全長ＰＲＯ２０７配列（Ｆｉｇ４；配列番
号：７）の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおよそアミノ酸１－４
０にある。Ｎ－グリコシル化部位はおよそアミノ酸１３９－１４３、Ｎ -ミリストイル化
部位はおよそアミノ酸２７－３３、およそアミノ酸２９－３５、およそアミノ酸３６－４
２、およそアミノ酸４５－５１、およそアミノ酸１１８－１２４、およそアミノ酸１２１
－１２７、およそアミノ酸１２５－１３１、及びおよそアミノ酸１２８－１３４にあり、
アミド化部位はおおよそアミノ酸１０－１４、及び９７－１０１、原核生物膜のリポタン
パク質付着部位はおおよそアミノ酸２４－３５にある。クローンＤＮＡ３０８７９－１１
５２は１９９７年１０月１０日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９３５８が
付与された。Ｆｉｇ４に示されている全長ＰＲＯ２０７タンパク質は、見積もり分子量が
おおよそ２７，２１６ダルトン、ｐＩが９．６１を有する。
Ｆｉｇ４（配列番号：７）に示したＰＲＯ２０７の全長配列の（ ALIGN-2コンピュータプ
ログラムを用いた） BLAST及び FastA配列アラインメント分析に基づくと、ＰＲＯ２０７は
ＴＮＦサイトカインファミリーの幾つかのメンバーとアミノ酸配列同一性を示し、特にヒ
トリンホトキシン -β（２３．４％）及びヒトＣＤ４０ -リガンド（１９．８％）を示す。
【０１６４】
実施例４：ヒトＰＲＯ３２０をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、コンセンサスＤＮＡ配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ２８７３９と命名される
。ＤＮＡ２８７３９コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ３２０の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した：
正方向ＰＣＲプライマー
一対のＰＣＲプライマー（正及び逆方向）が合成された：
　
逆方向ＰＣＲプライマー
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブは、以下の核酸配列を持つＤ
ＮＡ２８７３９配列から作成した。
ハイブリダイゼーションプローブ
　
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブラ
リーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別した
。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライマ
ー対の一方を用いてＰＲＯ３２０遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した。
ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児肺組織（ LIB025）から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列は、ＤＮＡ３２２８４－１３０７の全長配列
［Ｆｉｇ５、配列番号：９］とＰＲＯ３２０の誘導タンパク質配列を与えた。
ＤＮＡ３２２８４－１３０７の全核酸配列をＦｉｇ５（配列番号：９）に示す。クローン
ＤＮＡ３２２８４－１３０７は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレオ

10

20

30

40

50

(89) JP 3993746 B2 2007.10.17



チド位置１３５－１３７に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１１４９－１
１５１に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は３３８アミノ酸長
である。Ｆｉｇ６（配列番号：１０）に示された全長ＰＲＯ３２０配列の分析により様々
な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメ
インに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ６に示された全長ＰＲＯ
３２０配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ酸１
－２１にある。アミド化部位はおおよそアミノ酸３３０－３３４、アスパラギン酸とアス
パラギンの水酸化部位はおおよそアミノ酸１０９－１２１、おおよそアミノ酸１９１－２
０３、及びおおよそアミノ酸部位２３６－２４８、ＥＧＦ様ドメインのシステインパター
ンシグネチャーはおおよそアミノ酸８０－９１、カルシュウム結合ＥＧＦ様ドメインはお
およそアミノ酸１０３－１２５、おおよそアミノ酸２３０－２５２、及びおおよそアミノ
酸１８５－２０７にある。クローンＤＮＡ３２２８４－１３０７は１９９８年３月１１日
にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９６７０が付与された。Ｆｉｇ６に示され
ている全長ＰＲＯ３２０タンパク質は、見積もり分子量がおおよそ３７，１４３ダルトン
、ｐＩが８．９２を有する。
【０１６５】
実施例５：ヒトＰＲＯ２１９をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、コンセンサスＤＮＡ配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ２８７２９と命名される
。ＤＮＡ２８７２９コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ２１９の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した：
一組のＰＣＲプライマー（正方向と逆方向）が合成された：
正方向ＰＣＲプライマー
　
逆方向ＰＣＲプライマー
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブは、以下の核酸配列を持つＤ
ＮＡ２８７２９配列から作成した。
ハイブリダイゼーションプローブ
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリーをスクリーニングするために、ライブ
ラリーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別し
た。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライ
マー対の一方を用いてＰＲＯ２１９遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した
。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児腎臓組織から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列は、ＤＮＡ３２２９０－１１６４の全長配列
［Ｆｉｇ７、配列番号：１４］とＰＲＯ２１９の誘導タンパク質配列を与えた。
ＤＮＡ３２２９０－１１６４の全核酸配列をＦｉｇ７（配列番号：１４）に示す。クロー
ンＤＮＡ３２２９０－１１６４は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレ
オチド位置２０４－２０６に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置２９４９－
２９５１に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は１００５アミノ
酸長である。Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示された全長ＰＲＯ２１９配列の分析により
様々な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチド
ドメインに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ８に示された全長Ｐ
ＲＯ２１９配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ
酸１－２３にある。Ｎ－グリコシル化部位はおおよそアミノ酸２２１－２２５。ｃＡＭＰ
及びｃＧＭＰ依存性プロテインキナーゼリン酸化部位はおおよそアミノ酸１１５－１１９
、おおよそアミノ酸６０６－６１０、及びおおよそアミノ酸８９２－８９６である。Ｎ－
ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸１３３－１３９、おおよそ２５８－２６４、おお
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よそ２９９－３０５、おおよそ３４０－３４６、おおよそ４５３－４５９、おおよそ４９
４－５００、おおよそ６３９－６４５、おおよそ６９０－６９４、おおよそ７５２－７５
８、おおよそ７９２－７９８である。アミド化部位はおおよそアミノ酸３１４－３１８、
おおよそ５６０－５６４、及びおおよそ６０１－６０５である。アスパラギン酸とアスパ
ラギンの水酸化部位はおおよそアミノ酸２５３－２６５、おおよそ２９４－３０６、おお
よそ３３５－３４７、おおよそ３７６－３８８、おおよそ４１７－４２９、おおよそ４５
８－４７０、おおよそ５４０－５５２、及びおおよそ５８１－５９３である。クローンＤ
ＮＡ３２２９０－１１６４は１９９７年１０月１７日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄
託番号２０９３８４が付与された。Ｆｉｇ８に示されている全長ＰＲＯ２１９タンパク質
は、見積もり分子量がおおよそ１０２，２３３ダルトン、ｐＩが６．０２を有する。
Ｆｉｇ８（配列番号：１５）に示されている全長ＰＲＯ２１９の分析は、ある部分がマウ
ス及びヒトマトリン -２前駆体ポリペプチドと高い相同性を有することを示唆する。
【０１６６】
実施例６：ヒトＰＲＯ２２１をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、コンセンサスＤＮＡ配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ２８７５６と命名される
。ＤＮＡ２８７５６コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ２２１の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した：
一組のＰＣＲプライマー（正方向と逆方向）が合成された：
正方向ＰＣＲプライマー
　
逆方向ＰＣＲプライマー
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブは、以下の核酸配列を持つＤ
ＮＡ２８７５６配列から作成した。
ハイブリダイゼーションプローブ
　
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリーをスクリーニングするために、ライブ
ラリーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別し
た。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライ
マー対の一方を用いてＰＲＯ２２ 1遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した
。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児肺組織から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列は、ＤＮＡ３３０８９－１１３２の全長配列
［Ｆｉｇ９、配列番号：１９］とＰＲＯ２２１の誘導タンパク質配列を与えた。
ＤＮＡ３３０８９－１１３２の全核酸配列をＦｉｇ９（配列番号：１９）に示す。クロー
ンＤＮＡ３３０８９－１１３２は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレ
オチド位置１７９－１８１に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置９５６－９
５８に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は２５９アミノ酸長で
ある。Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示された全長ＰＲＯ２２１配列の分析により様々
な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメ
インに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ１０に示された全長ＰＲ
Ｏ２２１配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ酸
１－３３にある。膜貫通ドメインはおおよそアミノ酸２０４－２１９；Ｎ－グリコシル化
部位はおおよそアミノ酸４７－５１、おおよそアミノ酸９４－９８；ｃＡＭＰ及びｃＧＭ
Ｐ依存性プロテインキナーゼリン酸化部位がおおよそアミノ酸１９９－２０３；Ｎ－ミリ
ストイル化部位はおおよそアミノ酸３７－４３、おおよそアミノ酸４５－５１、おおよそ
アミノ酸１１０－１１６にある。クローンＤＮＡ３３０８９－１１３２は１９９７年９月
１６日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９２６２が付与された。Ｆｉｇ１０
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に示されている全長ＰＲＯ２２１タンパク質は、見積もり分子量がおおよそ２９，２７５
ダルトン、ｐＩが６．９２を有する。
Ｆｉｇ１０（配列番号：２０）に示されている全長ＰＲＯ２２１の分析は、全長ＰＲＯ２
２１が、 SLITタンパク質を含むロイシンリッチリピートプロテインスパーファミリーと有
意な相同性を有することを示す。
【０１６７】
実施例７：ヒトＰＲＯ２２４をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように pharpを使用して、コンセンサスＤＮＡ配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ３０８４５と命名される
。ＤＮＡ３０８４５コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ２２４の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した：
一組のＰＣＲプライマー（正方向と逆方向）が合成された：
正方向ＰＣＲプライマー
　
逆方向ＰＣＲプライマー
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブは、以下の核酸配列を持つＤ
ＮＡ３０８４５配列から作成した。
ハイブリダイゼーションプローブ
　
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリーをスクリーニングするために、ライブ
ラリーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別し
た。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライ
マー対の一方を用いてＰＲＯ２２ 4遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用した
。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児肝組織から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列の決定により、ＤＮＡ３３２２１－１１３３
の全長配列［Ｆｉｇ１１、配列番号：２４］とＰＲＯ２２４の誘導タンパク質配列が得ら
れた。
ＤＮＡ３３２２１－１１３３の全核酸配列をＦｉｇ１１（配列番号：２４）に示す。クロ
ーンＤＮＡ３３２２１－１１３３は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌク
レオチド位置３３－３５に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置８７９－８８
１に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は２８２アミノ酸長であ
る。Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示された全長ＰＲＯ２２４配列の分析により様々な
重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメイ
ンに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ１２に示された全長ＰＲＯ
２２４配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ酸１
－３０にある。膜貫通ドメインはおおよそアミノ酸２３１－２４８にある。Ｎ－グリコシ
ル化部位はおおよそアミノ酸１２６－１３０、おおよそ１９５－１９９、おおよそ２１３
－２１７にある。Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸３－９、おおよそ１０－１
６、おおよそ２６－３２、おおよそ３０－３６、おおよそ１１２－１１８、おおよそ１６
６－１７２、おおよそ２１２－２１８、おおよそ２２４－２３０、おおよそ２３０－２３
６、及びおおよそ２６３－２６９にある。原核生物膜リポタンパク脂質付着部はおおよそ
アミノ酸４４－５５にある。ロイシンジッパーパターンはおおよそアミノ酸１７－３９に
ある。クローンＤＮＡ３３２２１－１１３３は、１９９７年９月１６日にＡＴＣＣに寄託
され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９２６３が付与された。Ｆｉｇ１２に示されている全長ＰＲ
Ｏ２２４タンパク質は、見積もり分子量がおおよそ２８，９９１ダルトン、ｐＩが４．６
２を有する。
Ｆｉｇ１２（配列番号：２５）に示されている全長ＰＲＯ２２４の分析は、全長ＰＲＯ２
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２４が低密度リポタンパク質受容体、アポリポタンパク質Ｅ受容体、及びニワトリ卵母細
胞受容体Ｐ９５と相同性を有することが示唆する。全長配列の BLAST及び FastA配列アライ
ンメント分析に基づくと、ＰＲＯ２２４は２８％から４５％の範囲でこれらのタンパク質
の部分とアミノ酸同一性を有し、３３％から３９％の範囲でこれらのタンパク質と全体的
同一性を有している。
【０１６８】
実施例８：ヒトＰＲＯ３２８をコードするｃＤＮＡクローンの単離
上記実施例１に記載したように phrapを用いて，ＤＮＡコンセンサス配列を他のＥＳＴ配
列に対して構築した。このコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ３５６１５と命名した。こ
のＤＮＡ３５６１５コンセンサス配列に基づいて、１）対象とする配列を含むｃＤＮＡラ
イブラリをＰＣＲにより同定するため、及び２）ＰＲＯ３２８の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。
一対のＰＣＲプライマー（正及び逆）を合成した：
正方向ＰＣＲプライマー
　
逆方向ＰＣＲプライマー
　
また、次のヌクレオチド配列を持つ合成オリゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブを
コンセンサスＤＮＡ３５６１５配列から作成した。
ハイブリダイゼーションプローブ
　
全長クローンの供給源について幾つかのライブラリーをスクリーニングするために、ライ
ブラリーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によりスクリー
ニングした。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣ
Ｒプライマーの一方を用いてＰＲＯ３２８遺伝子をコードするクローンを単離するのに使
用した。ｃＤＮＡライブラリーの作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児腎臓組織から単離した
。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列決定により、ＤＮＡ４０５８７－１２３１の
全長ＤＮＡ配列［Ｆｉｇ１３、（配列番号：２９）］及びＰＲＯ３２８の誘導タンパク質
配列が得られた。
ＤＮＡ４０５８７－１２３１の全ヌクレオチド配列をＦｉｇ１３（配列番号：２９）に示
す。クローンＤＮＡ４０５８７－１２３１は、単一のオープンリーディングフレームを含
み、ヌクレオチド位置１５－１７に見かけの翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位
置１４０４－１４０６に見かけの停止コドンを持つ。予測されるポリペプチド前駆体は４
６３アミノ酸長である。Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示された全長ＰＲＯ３２８配列
の分析により様々な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要な
ポリペプチドドメインに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ１４に
示された全長ＰＲＯ３２８配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドは
おおよそアミノ酸１－２２にある。Ｎ－グリコシル化部位はおおよそアミノ酸１１４－１
１８、おおよそ４０３－４０７、おおよそ４０９－４１３にある。グリコサミノグリカン
付着部位はおおよそアミノ酸４３９－４４３である。Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそ
アミノ酸１２３－１２９、おおよそ１４３－１４９、、およそ１５２－１５８、おおよそ
１６９－１７５、おおよそ１８０－１８６、おおよそ２３１－２３７、及びおおよそ２５
０－２５６にある。アミド化部位はおおよそアミノ酸８２－８８、及び１７２－１７６で
ある。パーオキシダーゼ近位のヘムリガンドシグネチャーはおおよそアミノ酸２８７－２
９８にある。細胞外タンパク質ＳＣＰ／Ｔｐｘ－１／Ａｇ５／ＰＲ－１／Ｓｃ７シグネチ
ャー１ドメインはおおよそアミノ酸１２７－１３８、細胞外タンパク質ＳＣＰ／Ｔｐｘ－
１／Ａｇ５／ＰＲ－１／Ｓｃ７シグネチャー２ドメインはおおよそ１６０－１７２にある
。クローンＤＮＡ４０５８７－１２３１は、１９９７年１１月７日にＡＴＣＣに寄託され
、ＡＴＣＣ寄託番号２０９４３８が付与された。Ｆｉｇ１４に示されている全長ＰＲＯ３
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２８タンパク質は、見積もり分子量がおおよそ４９，４７１ダルトン、ｐＩが５．３６を
有する。
Ｆｉｇ１４（配列番号：３０）に示されている全長ＰＲＯ３２８の分析は、全長ＰＲＯ３
２８配列の一部がヒトグリア芽腫、及びシステインリッチ分泌タンパク質と有意な相同性
を有することを示唆し、それによりＰＲＯ３２８が新規なグリア芽腫、又はシステインリ
ッチ分泌タンパク質であることを示す。
【０１６９】
実施例９：ヒトＰＲＯ３０１をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、ＤＮＡコンセンサス配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ３５９３６と命名される
。ＤＮＡ３５９３６コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ３０１の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。
上記の手段に用いられたオリゴヌクレオチドは、次に示す。
正方向ＰＣＲプライマー１：
　
正方向ＰＣＲプライマー２：
　
正方向ＰＣＲプライマー３：
　
逆方向ＰＣＲプライマー１：
　
逆方向ＰＣＲプライマー２：
　
ハイブリダイゼーション　プローブ１：
　
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブラ
リーからのＤＮＡを、上記で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別
した。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプラ
イマー対の一方を用いてＰＲＯ３０１遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用し
た。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児腎臓組織から単離した。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列の決定により、ＤＮＡ４０６２８－１２１６
の全長配列［Ｆｉｇ１５、配列番号：３４］とＰＲＯ３０１の誘導タンパク質配列が得ら
れた。
ＤＮＡ４０６２８－１２１６の全核酸配列をＦｉｇ１５（配列番号：３４）に示す。クロ
ーンＤＮＡ４０６２８－１２１６は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌク
レオチド位置５２－５４に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置９４９－９５
１に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は２９９アミノ酸長であ
る。Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示された全長ＰＲＯ３０１配列の分析により様々な
重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメイ
ンに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ１６に示された全長ＰＲＯ
３０１配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ酸１
－２７にある。膜貫通ドメインはおおよそアミノ酸２３５－２５６にある。Ｎ－グリコシ
ル化部位はおおよそアミノ酸１８５－１８９、ｃＡＭＰ -とｃＧＭＰ -依存性プロテインキ
ナーゼリン酸化部位はおおよそアミノ酸２７０－２７４にある。Ｎ－ミリストイル化部位
はおおよそアミノ酸１０５－１１１、おおよそ１１６－１２２、おおよそ１５８－１６４
、おおよそ２１９－２２５、おおよそ２３７－２４３、おおよそ２５６－２６２にある。
クローンＤＮＡ４０６２８－１２１６は、１９９７年１１月７日にＡＴＣＣに寄託され、
ＡＴＣＣ寄託番号２０９４３２が付与された。Ｆｉｇ１６に示されている全長ＰＲＯ３０
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１タンパク質は、見積もり分子量がおおよそ３２，５８３ダルトン、ｐＩが８．２９を有
する。
Ｆｉｇ１６（配列番号：３５）に示されている全長ＰＲＯ３０１配列の BLAST及び FastA配
列アラインメント分析に基づくと、ＰＲＯ３０１はＡ３３抗原前駆体（３０％）、コクサ
ッキー及びアデノウイルス（２９％）とアミノ酸配列同一性を示す。
【０１７０】
実施例１０：ヒトＰＲＯ５２６をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、ＤＮＡコンセンサス配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ３９６２６ .initと命名
される。さらに、上記で論じたように EST配列の供給源を使用し、初期コンセンサス配列
を可能な限り伸張するために BLAST及びプログラム「 phrap」の繰り返しサイクルを用いて
初期のコンセンサス配列は伸張させられた。構築したコンセンサス配列は、ここで　 <con
sen01>と命名された。 <consen01>コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象と
する配列を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ５２６の全長コード
化配列のクローンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成
した。
一対の PCRプライマー（正と逆方向）が合成された。
正方向ＰＣＲプライマー：
　
逆方向ＰＣＲプライマー：
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションプローブが、以下に示すヌクレ
オチド配列をもつ <consen01>コンセンサス配列が構築された：
ハイブリダイゼーション　プローブ：
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブラ
リーからのＤＮＡを、上記で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別
した。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプラ
イマー対の一方を用いてＰＲＯ５２６遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用し
た。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児肝組織 (LIB228)から単離した
。
上記のように単離したクローンのＤＮＡ配列の決定により、ＤＮＡ４４１８４－１３１９
の全長配列［Ｆｉｇ１７、配列番号：４２］とＰＲＯ５２６の誘導タンパク質配列が得ら
れた。
ＤＮＡ４４１８４－１３１９の全核酸配列をＦｉｇ１７（配列番号：４２）に示す。クロ
ーンＤＮＡ４４１８４－１３１９は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌク
レオチド位置５１４－５１６に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１９３３
－１９３５に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は４７３アミノ
酸長である。Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示された全長ＰＲＯ５２６配列の分析によ
り様々な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチ
ドドメインに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ１８に示された全
長ＰＲＯ５２６配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそア
ミノ酸１－２６にある。ロイシンジッパーパターンはおおよそアミノ酸１３５－１５７で
ある。グリコサミノグリカン付着部位はおおよそアミノ酸４３６－４４０である。 N-グリ
コシル化部位はおおよそアミノ酸８２－８６、おおよそ１７９－１８３、おおよそ２３７
－２４１、おおよそ３７２－３７６、おおよそ４２３－４２７である。フォンウィルブラ
ンド因子（ＶＷＦ）型Ｃドメインは、およそアミノ酸４１１－４２７に見られる。クロー
ンＤＮＡ４４１８４－１３１９は、１９９８年３月２６日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣ
Ｃ寄託番号２０９７０４が付与された。Ｆｉｇ１８に示されている全長ＰＲＯ５２６タン
パク質は、見積もり分子量がおおよそ５０，７０８ダルトン、ｐＩが９．２８を有する。
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Ｆｉｇ１８（配列番号：４３）に示されている全長ＰＲＯ５２６配列の分析は、その一部
分が、 ALS、 SLIT、カルボキシペプチダーゼ、及び血小板グリコプロテイン Vを含むロイシ
ンリピートプロテインと有意な相同性を有することを示唆し、それによりＰＲＯ５２６が
タンパク質－タンパク質相互作用に関与する新規なタンパク質であることを示す。
【０１７１】
実施例１１：ヒトＰＲＯ３６２をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、ＤＮＡコンセンサス配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ４２２５７と命名される
。ＤＮＡ４２２５７コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ３６２の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。
一組のＰＣＲプライマー（正及び逆方向）が合成された：
　
5'-TATCCCTCCAATTGAGCACCCTGG-3'（配列番号：４９）
正方向ＰＣＲプライマー２：
　
逆方向ＰＣＲプライマー１：
　
逆方向ＰＣＲプライマー２：
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションプローブを、以下に示すヌクレ
オチド配列を有するＤＮＡ４２２５７コンセンサス配列から構築した。
ハイブリダイゼーション　プローブ：
　
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ライブラ
リーからのＤＮＡを、上記で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選別
した。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプラ
イマー対の一方を用いてＰＲＯ３６２遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用し
た。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児脳組織 (LIB153)から単離した
。
上記に示したようにして単離したクローンのＤＮＡ配列の決定により、ＤＮＡ４５４１６
－１２５１の全長配列［Ｆｉｇ１９、配列番号：４７］とＰＲＯ３６２の誘導タンパク質
配列が得られた。
ＤＮＡ４５４１６－１２５１の全核酸配列をＦｉｇ１９（配列番号：４７）に示す。クロ
ーンＤＮＡ４５４１６－１２５１は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌク
レオチド位置１１９－１２１に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１０８２
－１０８４に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は３２１アミノ
酸長である。Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に示された全長ＰＲＯ３６２配列の分析によ
り様々な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチ
ドドメインに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ２０に示された全
長ＰＲＯ３６２配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそア
ミノ酸１－１９にある。膜貫通ドメインはおおよそアミノ酸２８１－３００にある。グリ
コサミノグリカンの付着部位はおおよそアミノ酸１４９－１５３にある。ｃＡＭＰ -とｃ
ＧＭＰ -依存性プロテインキナーゼリン酸化部位はおおよそアミノ酸３０８－３１２にあ
る。Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸２－８、おおよそ１４８－１５４、おお
よそ１５８－１６４、おおよそ２０７－２１３、おおよそ２１５－２２１にある。クロー
ンＤＮＡ４５４１６－１２５１は、１９９８年２月５日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ
寄託番号２０９６０が付与された。Ｆｉｇ２０に示されている全長ＰＲＯ３６２タンパク
質は、見積もり分子量がおおよそ３５，５４４ダルトン、ｐＩが８．５１を有する。
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Ｆｉｇ２０（配列番号：４８）に示されている全長ＰＲＯ３６２配列の分析は、全長ＰＲ
Ｏ３６２配列がＡ３３抗原タンパク質とＨＣＡＲタンパク質と有意な類似性を有すること
を示唆する。より明確には、 Dayhoffデータベース（ version 33.45 SwissProt 35）の分
析は、ＰＲＯ３６２アミノ酸配列と以下の Dayhoff配列； AB002341_1、 HSU55258_１、 HSC7
NRCAM_1、 RNU81037_1、 A33_HUMAN、 P_W14158、 NMNCAMRI_1、 HSTITINN2_1、 S71824_1、及
び HSU63041_1との間の有意な配列類似性を実証した。
【０１７２】
実施例１２：ヒトＰＲＯ３５６をコードするｃＤＮＡの単離
発現された配列タグ (ＥＳＴ )ＤＮＡデータベース (LIFESEQ（商品名） , Incyte Pharmaceu
ticals, Palo Alto, CA)を検索し、ＥＳＴ（＃２９３９３４０）はＰＲＯ１７９［実施例
２で同定され、ＤＮＡ１６４５１－１０７８と命名された（Ｆｉｇ１；配列番号：１）］
と相同性を有すると同定された。ＰＲＯ３５６をクローニングするために Clontech Inc.(
Palo Alto, CA), カタログ＃６５２８－１  から購入したｍＲＮＡで調製したヒト胎児肺
離ライブラリーが製造者の指示に従って使用された。
ヒトＰＲＯ３５６をコードするｃＤＮＡクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブ
ラリーは、例えば Invitrogen、 San Diego, CA から商業的に入手可能な試薬を使用した標
準的な方法よって作製された。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし
、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプターに結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気
泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニングベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫ
Ｄ；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体である； Holmes等 , Scienc
e, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独特のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の
方向でクローニングした。
上記に示したＥＳＴ基づいて、１ )ＰＣＲにより興味ある配列を含むｃＤＮＡライブラリ
を同定するため、及び２ )ＰＲＯ３５６の全長コード化配列のクローンを単離するプロー
ブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプラ
イマーは一般に２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、約１００ -１０００ｂｐ長のＰ
ＣＲ産物を与えるように設計されることが多い。プローブ配列は典型的には４０ -５５ｂ
ｐ長である。全長クローンについて幾つかのライブラリをスクリーニングするために、ラ
イブラリからのＤＮＡを Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology,のように
、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によりスクリーニングした。ポジティブライブラリ
を、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー対の一方を用いた興味ある遺伝子をコー
ドするクローンの単離に使用した。
使用されたオリゴヌクレオチドは，次の通りである：
　
　
　
ｃＤＮＡクローンは、同定され、配列が完全に決定した。ＤＮＡ４７４７０－１１３０－
Ｐ１の全ヌクレオチド配列は、Ｆｉｇ２１（配列番号：５４）に示されている。クローン
ＤＮＡ４７４７０－１１３０－Ｐ１は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌ
クレオチド位置２１５－２１７に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１２５
３－１２５５に見かけの停止コドンを含む（Ｆｉｇ２１、配列番号：５４）。予測される
ポリペプチド前駆体は３４６アミノ酸長で、およそ４０，０１８ダルトンの計算上の分子
量，及び見積もりｐＩ８．１９を有する。全長ＰＲＯ３５６タンパク質は、Ｆｉｇ２２（
配列番号：５５）に示されている。
Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示された全長ＰＲＯ３５６配列の分析により様々な重要
なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメインに
対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ２２に示された全長ＰＲＯ３５
６配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそアミノ酸１－２
６にある。Ｎ－グリコシル化部位はおおよそアミノ酸５８－６２、おおよそ２５３－２５
７、及びおおよそ２６７－２７１にある。グルコサミノグリカン接着部位はおおよそ１６
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７－１７１、ｃＡＭＰ -とｃＧＭＰ -依存性プロテインキナーゼリン酸化部位はおおよそア
ミノ酸１７６－１８０にある。Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸１６８－１７
４、おおよそ１９６－２０２、おおよそ２４１－２４７、おおよそ２５２－２５８、おお
よそ２５６－２６２、おおよそ３２７－３３３にある。細胞接着部位はおおよそアミノ酸
配列１９９－２０２にある。
クローンＤＮＡ４７４７０－１１３０－Ｐ１は、１９９７年１０月２８日にＡＴＣＣに寄
託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９４２２が付与された。寄託されたクローンは、ここに示
されたものよりも、実際に正確な配列を有している。
Ｆｉｇ２２（配列番号：５５）に示した全長配列の ALIGN-2配列アラインメント分析法を
用いた Dayhoffデータベース（バージョン 35.45 SwissProt 35）の分析は、ＰＲＯ３５６
アミノ酸配列とＴＩＥ -２Ｌ１（３２％）及びＴＩＥ -２Ｌ２（３４％）の両方との間のア
ミノ酸配列同一性が示す。「ＴＩＥ」という略語は、「チロシンキナーゼ含有Ｉｇ及びＥ
ＧＦ相同ドメイン（ tyrosine kinase containing Ig and EGF homology domains)」の頭
文字を表し、レセプターチロシンキナーゼ類の新たなファミリーを指すのに作られた。
【０１７３】
実施例１３：ヒトＰＲＯ５０９をコードするｃＤＮＡの単離
ＤＮＡ５０１４８－１０６８のｃＤＮＡを単離するために、ヒト網膜ｃＤＮＡのバクテリ
オファージライブラリー（ Clontechから市販）を、ＴＮＦＲファミリーに幾分の相同性を
示すＥＳＴ配列（ GenBank locus AA021617）に基づく合成オリゴヌクレオチドプローブで
ハイブリッド形成することによりスクリーニングした。このスクリーニングで使用された
オリゴヌクレオチドプローブは、６０ｂｐの長さであった。五つの陽性クローン（１．８
－１．９ＫｂのｃＤＮＡ挿入部を含む）がｃＤＮＡライブラリーから得られ、この五つの
陽性クローンは、上記に示したハイブリダイゼーションプローブをＰＣＲプライマーとし
て使用したＰＣＲによって対象とするものであると確認された。各々の陽性クローンを含
む単一ファージプラークは、限界希釈法によって単離され、ＤＮＡは Wizard Lambda Prep
 DNA精製キット（ Promegaから市販）を使用して精製された。
五つのバクテリオファージクローンのうちの三つからのｃＤＮＡは、ＥｃｏＲＩ消化、ゲ
ル精製によってベクターアームから切り出され、さらにｐＲＫ５へサブクローニングされ
て両鎖において配列が決定された。この三つのクローンは、同一のオープンリーデイング
フレームを有していた（例外として、一つのクローンにイントロンが発見された）。
ＤＮＡ５０１４８－１０６８の全ヌクレオチド配列は、Ｆｉｇ２３（配列番号：５９）に
示されている。ｃＤＮＡは１つのオープンリーディングフレームを含み、それはヌクレオ
チド位置８２－８４のＡＴＧコドンに割り当てられた開始部位を持つ。このオープンリー
デングフレームは、ヌクレオチド位置９３１－９３３の停止コドンＴＧＡで終端する。
予測されるＰＲＯ５０９の全長アミノ酸配列は２８３アミノ酸長である。全長ＰＲＯ５０
９タンパク質はＦｉｇ２４（配列番号：６０）に示され、見積もり分子量がおよそ３０，
４２０ダルトン，及びおよそｐＩ７．３４を有する。
Ｆｉｇ２４（配列番号：６０）に示された全長ＰＲＯ５０９配列の分析により様々な重要
なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチドドメインに
対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ２４に示された全長ＰＲＯ５０
９配列（Ｆｉｇ２４（配列番号：６０））の分析により次のことが証明された：シグナル
ペプチドはおおよそアミノ酸１－３６にある。膜貫通タンパク質はおおよそアミノ酸２０
５－２２１にある。Ｎ－グリコシル化部位はおおよそアミノ酸１１０－１１４、及びおお
よそ１７３－１７７にある。、Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸８１－８７、
おおよそ８９－９５、おおよそ１０４－１１０、おおよそ１２０－１２６、おおよそ１５
３－１５９、おおよそ１９３－１９９、おおよそ１９５－２０１、及びおおよそ２２０－
２２６にある。細胞接着部位はおおよそアミノ酸配列２３１－２３４にある。
ＰＲＯ５０９の５８アミノ酸長の細胞質領域と既知のヒトＴＮＦ受容体ファミリーのメン
バーとのアライメント（ＡＬＩＧＮ T Mコンピュータープログラムを使用する）は、いくつ
かの配列の類似性、特にＣＤ４０（１２の同一性）とＬＴ－ベーター受容体（１１の同一
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性）を示した。
【０１７４】
実施例１４：ＰＲＯ８６６をコードするｃＤＮＡの単離
上記実施例１に記載したように phrapを使用して、ＤＮＡコンセンサス配列を他のＥＳＴ
配列に対して構築した。このコンセンサス配列は、ここにＤＮＡ と命名される
。ＤＮＡ４４７０８コンセンサス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ８６６の全長コード化配列のクロ
ーンを単離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。
ＰＣＲプライマー（正及び逆）は合成された：
正方向ＰＣＲプライマー１：
　
正方向ＰＣＲプライマー２：
　
正方向ＰＣＲプライマー３：
　
逆方向ＰＣＲプライマー１：
　
逆方向ＰＣＲプライマー２：
　
逆方向ＰＣＲプライマー３：
　
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼージョンプローブは、次のヌクレオチド
配列を有するＤＮＡ４４７０８から構築された：
ハイブリダイゼーション　プローブ：
　
全長クローンの供給源として幾つかのライブラリーをスクリーニングするために、ライブ
ラリーからのＤＮＡを、上記で同定したＰＣＲプライマー対によるＰＣＲ増幅によって選
別した。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプ
ライマー対の一方を用いてＰＲＯ８６６遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用
した。ｃＤＮＡライブラリー作成のためのＲＮＡは、ヒト胎児腎臓組織 (LIB228)から単離
した。
上記に示したようにして単離したクローンのＤＮＡ配列の決定により、ＤＮＡ５３９７１
－１３５９の全長配列［Ｆｉｇ２５、配列番号：６１］とＰＲＯ８６６の誘導タンパク質
配列が得られた。
ＤＮＡ５３９７１－１３５９の全核酸配列をＦｉｇ２５（配列番号：６１）に示す。クロ
ーンＤＮＡ５３９７１－１３５９は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌク
レオチド位置２７５－２７７に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１２６８
－１２７０に見かけの停止コドンを含む。予測されるポリペプチド前駆体は３３１アミノ
酸長である。Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示された全長ＰＲＯ８６６配列の分析によ
り様々な重要なポリペプチドドメインの存在が証明されたが、それらの重要なポリペプチ
ドドメインに対して与えられる位置は上記のように概略である。Ｆｉｇ２６に示された全
長ＰＲＯ８６６配列の分析により次のことが証明された：シグナルペプチドはおおよそア
ミノ酸１－２６にある。グリコサミノグリカン接着部位はおおよそアミノ酸１３１－１３
５にある。ｃＡＭＰ -とｃＧＭＰ -依存性プロテインキナーゼリン酸化部位はおおよそアミ
ノ酸１４４－１４８にある。Ｎ－ミリストイル化部位はおおよそアミノ酸２６－３２、お
およそ７４－８０、おおよそ１３２－１３８、おおよそ１３４－１４０、おおよそ１９０
－１９６、おおよそ２８７－２９３、及びおおよそ２９０－２９６にある。クローンＤＮ
Ａ５３９７１－１３５９は、１９９８年４月 日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番
号２０９７５が付与された。Ｆｉｇ２６に示されている全長ＰＲＯ８６６タンパク質は、
見積もり分子量がおおよそ３５，８４４ダルトン、ｐＩが５．４５を有する。
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Ｆｉｇ２６（配列番号：６２）に示されている全長ＰＲＯ８６６ポリペプチドのアミノ酸
配列の分析は、それがミンジン (mindin)／スポンジン (spondin)ファミリーと有意な配列
類似性を有することを示唆し、それによりＰＲＯ８６６が新規なミンジン相同体となりう
ることが示されている。より詳細には、 Dayhoffデータベース（ version 35.45 SwissProt
 35）は、ＰＲＯ８６６アミノ酸配列と以下の Dayhoff配列、 AB006085_1, AB006084_1, AB
006086_1, AF017267_1, CWU42213_1, AC004160_1, CPMICRP_1, S49108, A48569及び I4668
7との間の有意な相同性を実証した。
【０１７５】
実施例１５：インサイツハイブリダイゼーション
インサイツハイブリッド形成は、細胞又は組織調製物内での核酸配列の検出及び局在化の
ための強力で多用途の技術である。それは、例えば、遺伝子発現部位の同定、転写物の組
織分布の分析、ウイルス感染の同定及び局在化、特定ｍＲＮＡ合成及び染色体マッピング
における追跡に有用である。
インサイツハイブリッド形成は、 Lu及び Gillett, Cell Vision 1: 169-176 (1994)のプロ
トコールの最適な変形に従って、ＰＣＲ生成３ ３ Ｐ -標識リボプローブを用いて実施され
る。簡単には、ホルマリン固定、パラフィン包埋ヒト組織を切片化し、脱パラフィンし、
プロテイナーゼＫ（ 20g/ml）で１５分間３７℃で脱タンパクし、さらに上掲の Lu及び Gill
ettに記載されたようにインサイツハイブリッド形成する。［３ ３ Ｐ］ＵＴＰ -標識アンチ
センスリボプローブをＰＣＲ産物から生成し、５５℃で終夜ハイブリッド形成する。スラ
イドを Kodak NTB2T M核トラックエマルションに浸漬して４週間露出する。
【０１７６】
３ ３ Ｐ -リボプローブ合成
6.0μ l（ 125mCi）の３ ３ Ｐ -ＵＴＰ（ Amersham BF 1002, SA＜ 2000 Ci/mmol）をスピード
真空乾燥させた。乾燥３ ３ Ｐ -ＵＴＰを含む管に以下の成分を添加した：
2.0μ lの 5ｘ転写バッファー
1.0μ lのＤＴＴ（ 100mM）
2.0μ lのＮＴＰ混合物（ 2.5mM: 10μ ; 10mMの GTP, CTP;ATP+10μ lの H2 O）
1.0μ lのＵＴＰ（ 50μ M）
1.0μ lのＲＮＡｓｉｎ
1.0μ lのＤＮＡテンプレート（ 1μ g）
1.0μ lのＨ２ Ｏ
1.0μ lのＲＮＡポリメラーゼ（ＰＣＲ産物について T3＝ AS, T7=S,通常）
管を３７℃で１時間インキュベートし、 1.0μ lの RQ1 ＤＮａｓｅを添加し、次いで３７℃
で１５分間インキュベートした。 90μ lのＴＥ（ 10mMトリス pH7.6／ 1mMのＥＤＴＡ pH8.0）
を添加し、混合物を DE81紙にピペットした。残りの溶液を Microcon-50Ｔ Ｍ 限外濾過ユニ
ットに負荷し、プログラム１０を用いてスピンさせた（ 6分間）。濾過ユニットを第２の
管に変換し、プログラム２を用いてスピンさせた（ 3分間）。最終回収スピンの後、 100μ
lのＴＥを添加した。 1μ lの最終生成物を DE81紙にピペットし 6mlの Biofluor IIT Mで数え
た。
プローブをＴＢＥ／尿素ゲル上で走らせた。 1-3μ lのプローブ又は 5μ lのＲＮＡ  Ｍｒｋ
ＩＩＩを 3μ lの負荷バッファーに添加した。加熱ブロック上で９５℃に３分間加熱した後
、ゲルを即座に氷上に置いた。ゲルのウェルをフラッシングし、試料を負荷し、 180-250
ボルトで 45分間走らせた。ゲルをプラスチックラップ（ＳＡＲＡＮ T Mブランド）でラップ
し、－ 70℃冷凍機内で補強スクリーンを持つＸＡＲフィルムに１時間から終夜露出した。
【０１７７】
３ ３ Ｐ -ハイブリッド形成
Ａ．凍結切片の前処理
スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに配置して室温で５分間解凍した。
トレイを 55℃のインキュベータに 5分間配置して凝結を減らした。スライドを蒸気フード
内において 4%パラホルムアルデヒド中で 5分間固定し、 0.5ｘＳＳＣで 5分間室温で洗浄し

10

20

30

40

50

(100) JP 3993746 B2 2007.10.17



た（ 25ml 20xSSC + 975ml SQ H2 O）。 0.5μ g/mlのプロテイナーゼＫ中、３７℃で１０分
間の脱タンパクの後（ 250mlの予備加熱ＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の 10mg/ml
ストック 12.5μ l）、切片を 0.5ｘＳＳＣで 10分間室温で洗浄した。切片を、 70%、 95%、 10
0%エタノール中、各 2分間脱水した。
Ｂ．パラフィン包埋切片の前処理
スライドを脱パラフィンし、ＳＱ  Ｈ２ Ｏ中に配置し、 2ｘＳＳＣで室温において各々５分
間２回リンスした。切片を 20μ g/mlのプロテイナーゼＫ（ 250ｍｌのＲＮａｓｅ無しＲＮ
ａｓｅバッファー中 10mg/mlを 500μｌ；３７℃、１５分間）－ヒト胚又は８ｘプロテイナ
ーゼＫ（ 250mlのＲＮａｓｅバッファー中 100μ l、３７℃、３０分間）－ホルマリン組織
で脱タンパクした。続く 0.5ｘＳＳＣでのリンス及び脱水は上記のように実施した。
Ｃ．プレハイブリッド化
スライドをＢｏｘバッファー（ 4ｘＳＳＣ、 50%ホルムアミド）－飽和濾紙で列を作ったプ
ラスチックボックスに並べた。組織を 50μ lのハイブリッド形成バッファー（ 3.75gデキス
トラン硫酸＋ 6mlＳＱ  Ｈ２ Ｏ）で被覆し、ボルテックスし、キャップを外して２分間マイ
クロ波で加熱した。氷上で冷却した後、 18.75mlのホルムアミド、 3.75ｍｌの 20ｘＳＳＣ
及び 9mlのＳＱ  Ｈ２ Ｏを添加し、組織を良くボルテックスし、 42℃で 1-4時間インキュベ
ートした。
【０１７８】
Ｄ．ハイブリッド形成
スライド当たり 1.0ｘ 10６ cpmのプローブ及び 1.0μ lのｔＲＮＡ（ 50mg/mlストック）を 95
℃で 3分間加熱した。スライドを氷上で冷却し、スライド当たり 48μ lのハイブリッド形成
バッファーを添加した。ボルテックスの後、 50μ lの３ ３ Ｐ混合物をスライド上のプレハ
イブリッド 50μ lに添加した。スライドを 55℃で終夜インキュベートした。
Ｅ．洗浄：
洗浄は、 2xＳＳＣ、ＥＤＴＡで 2x10分間、室温で実施し（ 400mlの 20ｘ SSC＋ 16mlの 0.25M 
EDTA、Ｖｆ ＝ 4L）、次いでＲＮａｓｅＡ処理を 37℃で 30分間行った（ 250mlＲＮａｓｅバ
ッファー中 10mg/mlを 500μｌ＝ 20μ g/ml）。スライドを 2x10分間、ＥＤＴＡで室温におい
て洗浄した。緊縮性洗浄条件は次の通り： 55℃で 2時間、 0.1xＳＳＣ、ＥＤＴＡ（ 20mlの 2
0ｘ SSC＋ 16mlの EDTA、Ｖｆ ＝ 4L）。
【０１７９】
Ｆ．オリゴヌクレオチド
ここに開示したＤＮＡ配列の二つについてインサイツ分析を実施した。これらの分析に対
して用いたオリゴヌクレオチドは次の通りである：
（１）ＤＮＡ３０８７９－１１５２（ＰＲＯ２０７）
ｐ１：
　
ｐ２：
　
　

）ＤＮＡ３３０８９－１１３２（ＰＲＯ２２１）
ｐ１：
　
　
ｐ２：
　
　
（ ）ＤＮＡ３３２２１－１１３３（ＰＲＯ２２４）
ｐ１：
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ｐ２：
　
（ ）ＤＮＡ４０６２８－１２１６（ＰＲＯ３０１）
ｐ１：
　
ｐ２：
　
（ ）ＤＮＡ４５４１６－１２５１（ＰＲＯ３６２）
ｐ１：
　
ｐ２：
　
【０１８０】
Ｇ．結果
ここに開示した上記の５のＤＮＡ配列についてインサイツ分析を実施した。これらの分析
からの結果は次の通りである：
　
　軟骨芽細胞腫、及び他の一つの軟部組織の肉腫では、低レベルの発現が観察された。そ
の他のすべての組織では、ネガテイブであった。
試験したヒト胎児組織（ E12-E16）は以下を含む：胎盤、臍帯、肝臓、腎臓、副腎、甲状
腺、肺、心臓、大血管、食道、胃、小腸、脾臓、胸腺、膵臓、脳、眼、脊髄、体壁、骨盤
及び下肢。
試験したヒト成体組織は以下を含む：腎臓（正常及び末期）、副腎、心筋、大動脈、脾臓
、リンパ節、胆嚢、膵臓、肺、皮膚、眼（網膜を含む）、胎盤、膀胱、及び肝臓（正常、
慢性、急性障害）。
試験した非ヒト霊長類は以下を含む：
チンパンジー組織：唾液腺、胃、甲状腺、副甲状腺、皮膚、胸腺、卵巣、リンパ節　  ア
カゲザル組織：大脳皮質、海馬、小脳、陰茎。
（２）ＤＮＡ３３０８９－１１３２（ＰＲＯ２２１） (1 TM receotor)
胎児脳白質及び灰白質、並びに脊髄のニューロンにわたって、特異的発現が観察された。
プローブはラットと交差反応するように思われる。成体アカゲザルの脳の小脳ニューロン
に低レベルの発現。全ての他の組織は陰性。
調べたヒト胎児組織（Ｅ１２－Ｅ１６週）は次のものを含む：胎盤、臍帯、肝臓、腎臓、
副腎、甲状腺、肺、心臓、大血管、食堂、胃、小腸、脾臓、胸腺、膵臓、脳、眼、脊髄、
体壁、骨盤及び下肢。
調べた成体組織：肝臓、腎臓、副腎、心筋層、大動脈、脾臓、リンパ節、膵臓、肺、皮膚
、大脳皮質（アカゲザル）、海馬（アカゲザル）、小脳（アカゲザル）、ペニス、眼、膀
胱、胃、胃ガン、大腸、大腸ガン及び軟骨肉腫。アセトミノフェン誘導肝臓傷害及び肝硬
変。
【０１８１】
　
発現は、胎児の脾臓、成体の脾臓、胎児の肝臓、成体の甲状腺及び成体のリンパ節（チン
パンジー）の血管内皮に限られていた。発現の付加的部位は発育中の脊髄神経節に見られ
た。他の全ての組織はネガティブであった。
試験したヒト胎児組織（ E12-E16）は以下を含む：胎盤、臍帯、肝臓、腎臓、副腎、甲状
腺、肺、心臓、大血管、食道、胃、小腸、脾臓、胸腺、膵臓、脳、眼、脊髄、体壁、骨盤
及び下肢。
試験したヒト成体組織は以下を含む：腎臓（正常及び末期）、副腎、心筋、大動脈、脾臓
、リンパ節、胆嚢、膵臓、肺、皮膚、眼（網膜を含む）、膀胱、肝臓（正常、慢性、急性
障害）。

10

20

30

40

50

(102) JP 3993746 B2 2007.10.17

４

５



試験した非ヒト霊長類は以下を含む：
チンパンジー組織：唾液腺、胃、甲状腺、副甲状腺、皮膚、胸腺、卵巣、リンパ節
アカゲザル組織：大脳皮質、海馬、小脳、陰茎。
　
　
炎症性ヒト組織（乾癬、ＩＢＤ、炎症性腎臓、炎症性肺、肝炎、正常扁桃腺、成人及びチ
ンパンジー多ブロック）での発現：
発現は、主に炎症性ヒト組織で、少数の正常ヒト及び非ヒト霊長類組織で評価した。発現
は、結腸の粘膜上皮、気管大気道上皮、口腔粘膜（舌）、扁桃陰窩粘膜、胎盤粘膜、前立
腺粘膜、腺性胃粘膜、上皮細胞、胸腺ハッサル小体、肝細胞、胆管上皮、及び胎盤上皮を
含む評価した各上皮構造で見られた。上皮構造の外側での発現の唯一の証拠は、反応性肥
厚を持つ扁桃での濾胞の胚中心における弱くて低い、不整合発現であった。
非ヒト霊長類組織において：
チンパンジー組織：扁桃上皮の表皮に弱い拡散性発現が見られた；ハッサル小体の胸腺上
皮に弱い発現が見られた；胃においては、腺性粘膜の上皮において温和な拡散性発現が観
察された。
ヒト組織において：肝臓（慢性胆管炎、小葉過形成、アセトアミノフェン毒性を含む多ブ
ロック）において、拡散性で低から中程度の発現が肝細胞及び胆管上皮に存在した。発現
は小葉周辺／門脈周辺肝細胞において最も優勢であった。慢性硬化性胆管炎を持つ肝臓断
片における胆管上皮で最も優勢であった。
表皮の乾癬試料において弱い発現が観察された。
慢性間質性肺炎又は慢性気管支炎を持つ肺において、大気道の粘膜上皮に低い拡散性発現
が見られた；肺胞上皮にも弱い拡散性発現が見られた。気管支／細気管支の粘膜下腺の上
皮には発現は無かった。
胎盤上皮及び胆嚢の粘膜上皮ともに中程度の拡散性発現が観察された。
前立腺上皮では、低い拡散性発現が見られた。
扁桃粘膜及び陰窩の上皮に高い拡散性発現が観察された；シグナルは扁桃陰窩に並ぶ粘膜
細胞で最も高かった。皮質濾胞の胚中心（Ｂリンパ球領域）において弱い不整合な拡散性
発現があった；しかしながら、リンパ構造又はリンパ球性炎症を持つ評価した他の組織で
は、Ｂリンパ球での発現のあるものは無かった。
炎症性腸疾患及びポリープ／腺腫性変化を持つ結腸では、粘膜上皮における低い発現が見
られ、発現は絨毛先端で最も高かった。ポリープを持つ一検体では、隣接する粘膜に比較
した場合、ポリープの形成異常上皮における発現の増加の証拠は無かった。多くの断片に
存在する反応性粘膜リンパ組織における明らかな発現は無かった。発現の無い組織は以下
を含む：心臓、末梢神経、及び筋肉（心臓、平滑）。
【０１８２】
　
炎症性ヒト組織（乾癬、ＩＢＤ、炎症性腎臓、炎症性肺、肝炎、正常扁桃腺、成人及びチ
ンパンジー多ブロック）での発現：
この新規なタンパク質の発現は、種々のヒト及び非ヒト霊長類組織で評価し、高度に制限
されていることが見出された。発現は、肺の肺胞マクロファージ及び肝臓洞様毛細血管の
クップファー細胞にのみ存在した。これらの細胞での発現は、これら識別可能な細胞集団
が活性化されたときに有意に増加した。組織マクロファージのこれら２つの亜集団は異な
る器官に局在化し、それらは類似の生物学的機能を有する。これら両方の型の食細胞は、
病原、老化細胞及びタンパク質を含む血流又は気道からの物質を除去するフィルターとし
て作用し、ともに広範で重要なプロ炎症サイトカインを分泌することができる。
炎症性肺（７患者サンプル）では、発現は反応性肺胞マクロファージ細胞集団において顕
著であり、肺胞内に１個又は凝集体で存在する大きくて青白く、しばしば空胞を持つ細胞
によって定まり、正常で非反応性マクロファージ（正常サイズの単一の散乱細胞）におい
ては弱からネガティブであった。肺胞マクロファージでの発現は、これらの細胞が数及び
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サイズともに増大（活性化）したとき、炎症の間に増加した。これらの組織の間質炎症及
び気管支周辺リンパ細胞過形成の領域に組織球が存在するにも関わらず、発現は肺胞マク
ロファージに制限されていた。多くの炎症性肺も幾分の炎症抑制を有し；発現は神経向性
の顆粒球に存在しなかった。
肝臓においては、急性中心小葉性壊死（アセトアミノフェン毒性）又はかなり顕著な門脈
周囲の炎症を持つ肝臓において反応性／活性化クップファー細胞に強い発現があった。し
かしながら、正常肝臓又は穏和から中程度の小葉過形成／肥大のみを持つ肝臓におけるク
ップファー細胞では発現が無かった。即ち、肺と同様に、活性化／反応性細胞において発
現の増加があった。
炎症性腸疾患、過形成／反応性扁桃又は正常リンパ節に存在する組織球／マクロファージ
において、この分子の発現は無かった。全てが組織球炎症又は常在性マクロファージ集団
を含むこれらの組織で発現が無いことは、肺胞マクロファージ及び肝臓クップファー細胞
として定義される独特のマクロファージサブセット集団に制限された発現を強く支持する
。脾臓又は骨髄は、評価できなかった。
検出可能な発現を示さなかった評価したヒト組織は以下を含む：炎症性腸疾患（中程度か
ら重症の７患者サンプル）、反応性過形成を持つ扁桃、末梢リンパ節、乾癬皮膚（穏和か
ら中程度の疾患を持つ２患者サンプル）、心臓、末梢神経。
検出可能な発現を示さなかった評価したチンパンジー組織は以下を含む：舌、胃、胸腺。
【０１８３】
実施例１６：ハイブリダイゼーションプローブとしてのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、Ｐ
ＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の使用
以下の方法は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコードする核酸配列のハイブリダイゼーショ
ンプローブとしての使用を記載する。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６のコード配列（各々Ｆｉｇ１、３、５、７、９、１１、１３、
１５、１７、１９、２１、２３、及び２５、各々配列番号：１、６，９，１４，１９，２
４，２９，３４，４２，４７，５４，５９、及び６１に示す）を含むＤＮＡ，又はその断
片は、ヒト組織ｃＤＮＡライブラリー又はヒト組織ゲノムライブラリーにおける同種ＤＮ
Ａ（ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の自然発生変異体など）のスクリーニングのためのプロー
ブとして用いられる。
いずれかのライブラリーＤＮＡを含むフィルターのハイブリダイゼーション及び洗浄は、
以下の高い緊縮条件で実施した。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドをコードする遺
伝子由来の放射標識プローブのフィルターへのハイブリダイゼーションは、５０％ホルム
アルデヒド、５ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリ
ン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘデンハード溶液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液
中で、４２℃において２０時間行った。フィルターの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ及び０．１
％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で行った。
次いで、全長天然配列をコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡは、この分
野で知られた標準的な方法を用いて同定できる。
【０１８４】
実施例１７：大腸菌におけるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
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６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ＰＲＯの発現
この実施例は、大腸菌における組み換え発現による所望のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の非
グリコシル化形態の調製を例示する。
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６をコードするＤＮＡ配列は、選択されたＰＣＲプライマーを用
いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する
制限酵素部位を持たなければならない。種々の発現ベクターが用いられる。好適なベクタ
ーの例は、ｐＢＲ３２２（大腸菌由来のもの； Bolivar等 , Gene, 2:95 (1977)参照）であ
り、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性についての遺伝子を含む。ベクターは、制限
酵素で消化され、脱リン酸される。ＰＣＲ増幅した配列は、次いで、ベクターに結合させ
る。ベクターは、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ｐｏｌｙ－Ｈｉ
ｓリーダー（最初の６つのＳＴＩＩコドン、 poly-His配列、及びエンテロキナーゼ切断部
位を含む）、特定のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６コードする領域、ラムダ転写ターミネータ
ー、及びａｒｇＵ遺伝子を含む。
ライゲーション混合物は、次いで、 Sambrook等 , 上掲に記載された方法を用いた選択した
大腸菌の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬＢプレートで成長する能力に
より同定され、次いで抗生物質耐性クローンが選択される。プラスミドＤＮＡが単離され
、制限分析及びＤＮＡ配列分析で確認される。
選択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスなどの液体培地で終夜成長させる
ことができる。終夜培地は、続いて大規模培地の播種に用いられる。次に細胞を最適光学
密度まで成長させ、その間に発現プロモーターが作動する。
更に数時間の培養の後、遠心分離による集菌が可能である。遠心分離で得られた細胞ペレ
ットは、この分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、次いで可溶化ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６タンパク質を、タンパク質が堅く結合する条件下で金属キレート化カラムを
用いて精製した。
【０１８５】
以下の手法を用いて、 poly-His（ポリ -ヒスチジン）タグ形態でＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６を大腸菌で発現させてもよい。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコードするＤＮＡを選択し
たＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発現ベクターの
制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレー
トカラムでの迅速な精製、及びエンテロキナーゼでのタンパク質分解的除去を与える他の
有用な配列を含む。次いでＰＣＲ増幅された、 poly-Hisタグ配列を発現ベクターに結合さ
せ、それを株５２（ W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)）に基づく
大腸菌宿主の形質転換に使用した。形質転換体は、最初に 50mg/mlのカルベニシリンを含
有するＬＢ中、 30℃で振盪しながら 3-5のＯ．Ｄ．６ ０ ０ に達するまで成長させた。つい
で培地をＣＲＡＰ培地（ 3.57gの（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４ 、 0.71gのクエン酸ナトリウム・ 2H2O
、 1.07gのＫＣｌ、 5.36gの Difco酵母抽出物、 500mL水中の 5.36gの Sheffield hycase SF、
並びに 110mMのＭＰＯＳ、 pH7.3、 0.55%（ w/v）のグルコース及び７ｍ MのＭｇＳＯ４ の混
合で調製）中に 50-100倍希釈し、 30℃で振盪させながら約 20-30時間成長させた。試料を
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取り出してＳＤＳ -ＰＡＧＥにより発現を確認し、バルク培地を遠心分離して細胞のペレ
ットとした。細胞ペレットを精製及び再折りたたみまで凍結させた。
0.5から 1Lの発酵（ 6-10gペレット）からの大腸菌ペーストを、 7Mのグアニジン、 20mMのト
リス、 pH8バッファー中で 10容量（ w/v）で再懸濁させた。固体硫酸ナトリウム及びテトラ
チオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々 0.1M及び 0.02Mとし、溶液を 4℃で終夜撹拌
した。この工程により、すべてのシステイン残基が亜硫酸によりブロックされた変性タン
パク質がもたらされた。溶液を Beckman Ultracentrifuge中で 40,000rpmで 30分間濃縮した
。上清を金属キレートカラムバッファー（ 6Mのグアニジン、 20mMのトリス、 pH7.4）の 3-5
容量で希釈し、 0.22ミクロンフィルターを通して濾過して透明化した。透明化抽出物を、
金属キレートカラムバッファーで平衡化させた 5mlの Qiagen Ni＋ ２ -NTA金属キレートカラ
ムに負荷した。カラムを 50mMのイミダゾール（ Calbiochem, Utrol grade）を含む添加バ
ッファー、 pH7.4で洗浄した。タンパク質を 250mMのイミダゾールを含有するバッファーで
溶離した。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、 4℃で保存した。タンパク質濃
度は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用いて 280nmにおけるその吸収に
より見積もった。
試料を、 20mMのトリス、 pH8.6、 0.3MのＮａＣｌ、 2.5Mの尿素、５ｍＭのシステイン、 20m
Mのグリシン及び 1mMのＥＤＴＡからなる新たに調製した再生バッファー中に徐々に希釈す
ることによりタンパク質を再生させた。リフォールディング容量は、最終的なタンパク質
濃度が 50～ 100マイクログラム /mlとなるように選択した。リフォールディング溶液を 4℃
で 12-36時間ゆっくり撹拌した。リフォールディング反応はＴＦＡを採取濃度 0.4%（約３
のｐＨ）で添加することにより停止させた。タンパク質をさらに精製する前に、溶液を 0.
22ミクロンフィルターを通して濾過し、アセトニトリルを最終濃度 2-10%で添加した。再
生したタンパク質を、 Poros R1/H逆相カラムで、 0.1%ＴＦＡの移動バッファーと 10～ 80%
のアセトニトリル勾配での溶離を用いてクロマトグラフにかけた。Ａ２ ８ ０ 吸収を持つ画
分のアリコートをＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し、相同な再生タンパク質を含有
する画分をプールした。一般的に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、これらの種が
最もコンパクトであり、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので
、アセトニトリルの最低濃度で溶離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル
濃度で溶離される。誤って再生したタンパク質を所望の形態から除くのに加えて、逆相工
程は試料からエンドトキシンも除去する。
所望の再生したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを含有する画分をプールし、溶液
に向けた窒素の弱い気流を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質を、透析又は調
製バッファーで平衡化した G25 Superfine（ Pharmacia）樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過に
より、 0.14Mの塩化ナトリウム及び 4%のマンニトールを含む 20mMのＨｅｐｅｓ、 pH6.8に調
製した。
ＰＲＯ２０７，ＰＲＯ２２４、及びＰＲＯ３０１ポリペプチドが、上記の方法によって po
ly-Hisタグ型で大腸菌で成功裏に発現された。
【０１８６】
実施例１８：哺乳動物細胞におけるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの発現
この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現によるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドのグリコシル化形態の調製を例示する。
発現ベクターとしてｐＲＫ５（ 1989年 3月 15日発行の EP 307,247参照）を用いた。場合に
よっては、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
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６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ＤＮＡを、これらのＤＮＡをｐＲＫ５へ挿入させる
ことのできる選択した制限酵素と Sambrook等 , 上掲に記載されたようなライゲーション方
法を用いて、ｐＲＫ５へ挿入させる。得られたベクターは、各々ｐＲＫ５－ＰＲＯ１７９
、ｐＫＲ５－ＰＲＯ２０７、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３２０、ｐＫＲ５－ＰＲＯ２１９、ｐＫＲ
５－ＰＲＯ２２１、ｐＫＲ５－ＰＲＯ２２４、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３２８、ｐＫＲ５－ＰＲ
Ｏ３０１、ｐＫＲ５－ＰＲＯ５２６、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３６２、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３５６
、ｐＫＲ５－ＰＲＯ５０９、又はｐＫＲ５－ＰＲＯ８６６ポリペプチドと呼ばれる。
一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト２９３細胞
（ ATCC CCL 1573）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及び／又は抗生物質を
添加したＤＭＥＭなどの媒質中で組織培養プレートにおいて成長させて集密化した。約 10
μｇのｐＲＫ５－ＰＲＯ１７９、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２０７、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３２０、ｐ
ＲＫ５－ＰＲＯ２１９、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２２１、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２２４、ｐＲＫ５－
ＰＲＯ３２８、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３０１、ｐＲＫ５－ＰＲＯ５２６、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３
６２、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３５６、ｐＲＫ５－ＰＲＯ５０９、又はｐＲＫ５－ＰＲＯ８６６
ＤＮＡを約 1μ gのＶＡ  ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［ Thimmappaya等 , Cell, 31:543 (19
82)］と混合し、 500μ lの 1mMトリス -ＨＣｌ、 0.1mMＥＤＴＡ、 0.227MＣａＣｌ２ に溶解さ
せた。この混合物に、滴状の、 500μ lの 50mMＨＥＰＥＳ（ pH7.35）、 280mMのＮａＣｌ、 1
.5mMのＮａＰＯ４ を添加し、 25℃で 10分間析出物を形成させた。析出物を懸濁し、２９３
細胞に加えて 37℃で約 4時間定着させた。培養培地を吸引し、 2mlのＰＢＳ中 20%グリセロ
ールを 30秒間添加した。２９３細胞は、次いで無血清培地で洗浄し、新鮮な培地を添加し
、細胞を約 5日間インキュベートした。
形質移入の約 24時間後、培養培地を除去し、培養培地（のみ）又は 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ－シ
ステイン及び 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ－メチオニンを含む培養培地で置換した。 12時間のインキ
ュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで濃縮し、 15%ＳＤＳゲルに添
加した。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ
２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、Ｐ
ＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの存在を現す
として選択された時間にわたってフィルムにさらした。形質転換した細胞を含む培地は、
更なるインキュベーションを施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオアッセイで
試験した。
これに換わる技術において、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６は、 Somparyrac等 , Proc. Natl. 
Acad. Sci., 12:7575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過
的に導入される。２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで成長させ、 700μｇ
のｐＲＫ５－ＰＲＯ１７９、ｐＫＲ５－ＰＲＯ２０７、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３２０、ｐＫＲ
５－ＰＲＯ２１９、ｐＫＲ５－２２１、ｐＫＲ５－ＰＲＯ２２４、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３２
８、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３０１、ｐＫＲ５－ＰＲＯ５２６、ｐＫＲ５－ＰＲＯ３６２、ｐＫ
Ｒ５－ＰＲＯ３５６、ｐＫＲ５－ＰＲＯ５０９、又はｐＫＲ５－ＰＲＯ８６６を添加する
。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心分離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。ＤＮ
Ａ－デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で 4時間インキュベートした。細胞を 20%グリセ
ロールで 90秒間処理し、組織培養培地で洗浄し、組織培養培地、 5μ g/mlウシインシュリ
ン及び 0.1μ g/mlウシトランスフェリンを含むスピナーフラスコに再度導入した。約 4日後
に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び細胞片を除去した。次いで発現されたＰＲ
Ｏ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、
ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０
９、又はＰＲＯ８６６を含む試料を濃縮し、透析及び／又はカラムクロマトグラフィー等
の選択した方法によって精製した。
他の実施態様では、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
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ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をＣＨＯ細胞で発現させることができる。
ｐＲＫ５－ＰＲＯ１７９、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２０７、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３２０、ｐＲＫ５
－ＰＲＯ２１９、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２２１、ｐＲＫ５－ＰＲＯ２２４、ｐＲＫ５－ＰＲＯ
３２８、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３０１、ｐＲＫ５－ＰＲＯ５２６、ｐＲＫ５－ＰＲＯ３６２、
ｐＲＫ５－ＰＲＯ３５６、ｐＲＫ５－ＰＲＯ５０９、又はｐＲＫ５－ＰＲＯ８６６は、Ｃ
ａＰＯ４ 又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用いてＣＨＯ細胞に形質移入す
ることができる。上記したように、細胞培地をインキュベートし、培地を培養培地（のみ
）又は３ ５ Ｓ -メチオニン等の放射性標識を含む培地に置換することができる。ＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲ
Ｏ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、
又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの存在を同定した後、培養培地を無血清培地に置換しても
よい。好ましくは、培地を約 6日間インキュベートし、次いで条件培地を収集する。次い
で、発現されたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ペプチドを含む培地を濃縮して、選択した方法
にとって精製することができる。
また、エピトープタグＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６は、宿主ＣＨＯ細胞において発現させて
もよい。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６は、ｐＲＫ５ベクターからサブクローニングした。サ
ブクローン挿入物は、次いで、ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベクター中の poly-H
isタグ等の選択されたエピトープタグを持つ枠に融合できる。 poly-HisタグＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６挿入物は、次いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカ
ーを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブクローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４
０誘導ベクターで（上記のように）形質移入した。発現を確認するために、上記のように
標識化を行ってもよい。発現された poly-HisタグＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６を含む培養培
地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２ ＋ －キレートアフィニティクロマトグラフィー等の選択され
た方法により精製できる。
またＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ
２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、Ｐ
ＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６は、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、
他の安定な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。
【０１８７】
ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質は、それは
対応するタンパク質の可溶化形態及び／又は poly-Hisタグ形態のコード化配列（例えば、
細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配列に
融合したＩｇＧ作成物（イムノアドヘシン）、又は poly-Hisタグ形態として発現された。
ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、 Ausubel等 , Current Protocols of Molecular 
Biology, Unit 3.1, John Wiley and Sons (1997)に記載されたような標準的技術を用い
てＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現ベクターは、対象とするＤＮ
Ａの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるよう
に作成される。ベクターは、 Lucas等 , Nucl. Acids Res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記
載されたようにＣＨＯ細胞での発現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロフォレート
レダクターゼ（ＤＨＦＲ）の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用
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いる。ＤＨＦＲ発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な維持のための選択を可能にす
る。
所望のプラスミドＤＮＡの 12マイクログラムを、市販の形質移入試薬 Superfect(登録商標
)(Quiagen), Dosper(登録商標 )及び Fugene(登録商標 )（ Boehringer Mannheim）約一千万
のＣＨＯ細胞に導入した。細胞は、上掲の Lucas等に記載されているように成長させた。
約 3x10－ ７ 細胞を、下記のような更なる成長及び生産のためにアンプル中で凍結させた。
プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合した。
内容物を 10mlの媒質を含む遠心管にピペットして、 1000rpmで５分間遠心分離した。上清
を吸引して細胞を 10mlの選択培地（ 0.2μ m濾過ＰＳ２０、 5%の 0.2μ m透析濾過ウシ胎児血
清を添加）中に懸濁させた。次いで細胞を 90mlの選択培地を含む 100mlスピナーに分けた 1
-2日後、細胞を 150mlの選択培地を満たした 250mlスピナーに移し、 37℃でインキュベート
した。さらに 2-3日後、 250ml、 500ml及び 2000mlのスピナーを 3x10５ 細胞 /mLで播種した。
細胞培地を遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた。任意の適切なＣ
ＨＯ培地を用いてもよいが、実際には 1992年 6月 16日に発行された米国特許第 5,122,469号
に記載された生産培地を使用した。 3Lの生産スピナーを 1.2ｘ 10６ 細胞 /mlで播種した。 0
日目に、細胞数とｐＨを測定した。 1日目に、スピナーをサンプルし、濾過空気での散布
を実施した。 2日目に、スピナーをサンプルし、温度を 33℃に変え、 500g/lのグルコース
及び 0.6mlの 10%消泡剤（例えば 35%ポリジメチルシロキサンエマルション、 Dow Corning 3
65 Medical Grade Emulsion）の 30mlとした。生産を通して、ｐＨは 7.2近傍に調節し維持
した。 10日後、又は生存率が 70%を下回るまで、細胞培地を遠心分離で回収して 0.22μ mフ
ィルターを通して濾過した。濾過物は、 4℃で貯蔵するか、即座に精製用カラムに負荷し
た。
【０１８８】
poly-Hisタグ作成物について、タンパク質は Ni２ ＋ -NTAカラム (Qiagen)を用いて精製した
。精製の前に、イミダゾールを条件培地に 5mMの濃度まで添加した。条件培地を、 0.3Mの N
aCl及び 5mMイミダゾールを含む 20mMの Hepes, pH7.4バッファーで平衡化した 6mlの Ni２ ＋ -
NTAカラムに 4-5ml/分の流速で 4℃においてポンプ供給した。負荷後、カラムをさらに平衡
バッファーで洗浄し、タンパク質を 0.25Mイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した
。高度に精製されたタンパク質は、続いて 10mMの Hepes、 0.14Mの NaCl及び 4%のマンニトー
ルを含む貯蔵バッファー中で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia）を用いて脱塩し、 -80℃
で貯蔵した。
イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のようにして条件培地から精製した。条件培
地を、 20mMのリン酸ナトリウムバッファー , pH6.8で平衡化した 5mlのプロテインＡカラム
（ Pharmacia）に負荷した。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄した後、 100mMの
クエン酸 , pH3.5で溶離した。溶離したタンパク質は、 1mlの画分を 275μ lの 1Mトリスバッ
ファー , pH9を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製されたタンパ
ク質は、続いて poly-Hisタグタンパク質について上記した貯蔵バッファー中で脱塩した。
均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルで試験し、エドマン (Edman)分解によりＮ -末端ア
ミノ酸配列決定した。
ここに開示したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６ポリ
ペプチドは、上記の方法によってＣＨＯ細胞で安定して発現された。さらには、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、そしてＰＲＯ３５６は、ＣＨＯ細胞で一時的な発現
方法によって発現された。
【０１８９】
実施例１９：酵母菌でのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の発現
以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９
、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３
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６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の組換え発現を記載する。
第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ
３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、Ｐ
ＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の細胞内生
産又は分泌のための酵母菌発現ベクターを作成する。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲ
Ｏ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、
ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６をコード
するＤＮＡ及びプロモーターを選択したプラスミドの適当な制限酵素部位に挿入してＰＲ
Ｏ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、
ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０
９、又はＰＲＯ８６６の細胞内発現を指示する。分泌のために、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２
０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲ
Ｏ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６
６をコードするＤＮＡを選択したプラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコ
ードするＤＮＡ、天然ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６シグナルペプチド又は他の哺乳動物シグ
ナルペプチド、又は、例えば酵母菌アルファ因子分泌シグナル／リーダー配列、及び（必
要ならば）ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の発現のためのリンカー配列とともにクローニング
することができる。
酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択され
た発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、 10%トリクロロ酢酸での沈降及
びＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染色をする
ことができる。
組み換えＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、Ｐ
ＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６
、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドは、実質上、遠心分離による酵母細胞の
発酵液からの分離、そして選択されたカートリッジフィルターによる培養液の濃縮によっ
て単離及び精製される。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６を含む濃縮物は、選択されたカラムク
ロマトグラフィー樹脂を使用することによってさらに精製される。
【０１９０】
実施例２０：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６発現
以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯの組換え発現を示す。　
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６コードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれる
エピトープタグの上流に融合させた。このようなエピトープタグは、 poly-Hisタグ及び免
疫グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（ Navogen）などの
市販されているプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いるこ
とができる。簡単には、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６コード化配列の所定部分、例えば膜貫
通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質が細胞外である場合の成
熟タンパク質をコードする配列などが、５’及び３’領域に相補的なプライマーでのＰＣ
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Ｒにより増幅される。５’プライマーは、隣接する（選択された）制限酵素部位を包含し
ていてもよい。生産物は、次いで、選択された制限酵素で消化され、発現ベクターにサブ
クローニングされる。
【０１９１】
組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及び BaculoGold(商品名 )ウイルスＤＮＡ（
Pharmingen）を、 Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ ATCC CRL 1711）中にリポ
フェクチン（ GIBCO-BRLから市販）を用いて同時形質移入することにより作成される。 28
℃で 4-5日インキュベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に用いた。
ウイルス感染及びタンパク質発現は、 O'Reilley等 , Baculovirus expression vectors: A
 laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されているように
実施した。
次に、発現された poly-His タグＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６は、例えばＮｉ２ ＋ －キレー
トアフィニティクロマトグラフィーにより次のように精製される。抽出は、 Rupert等 , Na
ture, 362:175-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細
胞から調製した。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（ 25mlのＨｅ
ｐｅｓ、 pH7.9； 12.5mMのＭｇＣｌ２ ； 0.1mM　ＥＤＴＡ； 10%グリセロール； 0.1%のＮＰ
－４０； 0.4MのＫＣｌ）中に再懸濁し、氷上で 2回 20秒間超音波処理した。超音波処理物
を遠心分離で透明化し、上清を負荷バッファー（ 50mMリン酸塩、 300mMのＮａＣｌ、 10%グ
リセロール、 pH7.8）で 50倍希釈し、 0.45μ mフィルターで濾過した。Ｎｉ２ ＋ －ＮＴＡア
ガロースカラム（ Qiagenから市販）を 5mlの総容積で調製し、 25mlの水で洗浄し、 25mlの
負荷バッファーで平衡させた。濾過した細胞抽出物は、毎分 0.5mlでカラムに負荷した。
カラムを、分画回収が始まる点であるＡ２ ８ ０ のベースラインまで負荷バッファーで洗浄
した。次に、カラムを、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（ 50mM
リン酸塩； 300mMのＮａＣｌ、 10%グリセロール、 pH6.0）で洗浄した。Ａ２ ８ ０ のベース
ラインに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で 0から 500mlイミダゾール勾配
で展開した。 1mlの分画を回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファタ
ーゼ（ Qiagen）に複合したＮｉ２ ＋ －ＮＴＡでのウェスタンブロットで分析した。溶離し
たＨｉｓ１ ０ －タグＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ
２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、Ｐ
ＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６を含む画分をプールして負荷バッファーで
透析した。
あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６の精製は、例えば、プ
ロテインＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー
技術を用いて実施できる。
【０１９２】
ＰＣＲ増幅に続いて、各コード化配列をバキュロウィルス発現ベクター（ IgG融合のため
の pb.PH.IgG及び poly-Hisタグタンパク質のための pb.PH.His.c）中にサブクローニングし
、ベクターと Baculogold（商品名）バキュロウィルスＤＮＡ（ Pharmingen）を１０５の Sp
odoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ ATCC CRL 1711）中にリポフェクチン（ Gibco-
BRL）を用いて同時形質移入した。 pb.PH.IgG及び pb.PH.Hisは商業的に利用できるバキュ
ロウィルス発現ベクター pVL1393（ Pharmingen）の改変物で、Ｈｉｓ又はＦｃタグ配列を
含む修飾ポリリンカー領域を持つ。 10%FBSを補填した Hinkの TNM-FH培地（ Hyclone）で細
胞を増殖させた。細胞を 28℃で 5日間インキュベートした。上清を収集し、続いて 10%FBS
を補填した Hinkの TNM-FH培地中のＳｆ９細胞を 10のおよその感染効率（ MOI）で感染させ
ることにより最初のウィルス増幅に使用した。細胞を 28℃で 3日間インキュベートした。
上清を収集し、バキュロウィルス発現ベクター中における作成物の発現を、ヒスチジンタ
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グタンパク質に対して 25mlの Ni２ ＋ -NTAビード（ QIAGEN）へ、又は IgGタグタンパク質に
対してプロテイン -Ａセファロース CL-4Bビード（ Pharmacia）へ 1mlの上清をバッチ結合さ
せ、続いて SDS-PAGE分析を行って、クーマシーブルー染色により既知の濃度のタンパク質
標準と比較することにより決定した。
最初のウィルス増幅上清は、 0.1のおよその MOIで ESF-921培地（ Expression Systems LLC
）中で増殖したＳｆ９細胞の撹拌培養（ 500ml）を感染させるために使用した。細胞を 28
℃で 3日間インキュベートした。上清を収集し、濾過した。撹拌培養の発現が確認される
までバッチ結合と SDS-PAGE分析を必要に応じて繰り返した。
【０１９３】
形質移入細胞からの条件培地（ 0.5から 3L）を遠心分離により収集して細胞を除去し、 0.2
2ミクロンフィルターで濾過した。 poly-Hisタグ作成物に対しては、 Ni２ ＋ -NTAカラム（ Q
iagen）を使用してタンパク質作成物を精製した。精製前に、 5mMの濃度まで条件培地にイ
ミダゾールを添加した。条件培地を、 4℃で 4-5ml/minの流量で 20mM Hepes、 pH7.4、 0.3M
の NaClと 5mMのイミダゾールを含むバッファーで平衡化した 6mlの Ni２ ＋ -NTAカラムに汲み
上げた。充填後、カラムを更なる平衡化バッファーで洗浄し、タンパク質を 0.25Mのイミ
ダゾールを含む平衡化バッファーで溶出させた。高度に精製されたタンパク質は続いて 25
mlの G25 Superfine（ Pharmacia）カラムで 10mM Hepes、 0.14Mの NaCl及び 4％のマンニトー
ル、 pH6.8を含む貯蔵バッファー中で脱塩し、 -80℃で貯蔵した。
タンパク質のイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を次のようにして条件培地から精製し
た。 20mMのリン酸ナトリウムバッファー、 pH6.8で平衡化された 5mlのプロテインＡカラム
（ Pharmacia）に条件培地を汲み上げた。充填後、 100mMのクエン酸、 pH3.5での溶出前に
カラムを平衡化バッファーで十分に平衡化した。溶出したタンパク質を、 275mLの 1M Tris
バッファー , pH9を含むチューブ中に 1mlのフラクションを収集することにより即座に中和
させた。高度に精製したタンパク質を上述のように poly-Hisタグタンパク質の貯蔵バッフ
ァー中に脱塩した。タンパク質の一様性は SDSポリアクリルアミドゲル（ PEG）電気泳動法
とエドマン分解によるＮ末端アミノ酸配列決定により証明した。
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、及びＰＲＯ８６６がバキュ
ウロウイルス感染Ｓｆ９昆虫細胞で発現した。
【０１９４】
あるいは、修飾バキュロウイルス法を High５細胞取り込みに使用してもよい。この方法で
は、所望の配列をコードするＤＮＡは、Ｐｆｕ（ Stratagene）等の適当な系で増幅されて
も、又はバキュロウイルス発現ベクターの含まれるエピトープタグの上流（ 5'-）に融合
させてもよい。このようなエピトープタグは、 poly-Hisタグ及び免疫グロブリンタグ（Ｉ
ｇＧのＦｃ領域等）を含む。種々のプラスミドを用いることができ、ｐＩＥ１ -１（ Novag
en）等の市販のプラスミドから誘導されたプラスミドを含む。ｐＩＥ１ -１及びｐＩＥ１ -
２ベクターは、安定に形質転換された昆虫細胞（１）におけるバキュロウイルス ie１プロ
モーターからの組換えタンパク質の構成的発現のために設計される。このプラスミドは複
数のクローニング部位の方向においてのみ相違し、未感染昆虫細胞における ie１媒介遺伝
子発現に重要であることが知られた全てのプロモーター配列並びにｈｒ５エンハンサー成
分を含む。ｐＩＥ１ -１及びｐＩＥ１ -２は翻訳開始部位を含み、融合タンパク質の製造に
使用できる。簡単には、ＰＲＯポリペプチドの所望の部分（膜貫通タンパク質の細胞外ド
メインをコードする配列など）を、５’及び３’領域に相補的なプライマーでのＰＣＲに
より増幅する。５’プライマーは隣接する（選択された）制限酵素部位を導入してもよい
。生成物は、次いで、選択された制限酵素で消化して発現ベクターにサブクローニングさ
れる。例えば、ｐＩＥ１－１の誘導体はヒトＩｇＧ（ｐｂ．ＰＨ．ＩｇＧ）のＦｃ領域又
はの８ヒスチジン（ｐｂ．ＰＨ．Ｈｉｓ）タグ下流（ 3'-）を含むことができる。好まし
くは、確認のために、構築ベクターの配列の確認する。
【０１９５】
High-５細胞は、２７℃、ＣＯ２ 無し、ペン／ストレプト無しの条件下で 50%の集密度まで
成長させた。 150mmプレート各々について、 30μ gのＰＲＯポリペプチドを含むｐＩＥベー
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スベクターを 1mlのＥｘ -細胞培地（媒質： Ex-細胞 401＋ 1/100の L-Ｇｌｕ  JRH Bioscience
s #14401-78P（注：この媒質は軽感受性））と混合し、別の管において、 100μ lのセルフ
ェクチン（ CellFECTIN(Gibco BRL #10362-010)(ボルテックスで混合 )）を 1mlのＥｘ -細胞
培地と混合した。２つの溶液を混合し、室温で１５分間インキュベーションした。 8mlの
Ｅｘ -細胞培地を 2mlのＤＮＡ／セルフェクチン混合物に添加し、Ｅｘ -細胞培地で１回洗
浄したｈｉｇｈ－５細胞上に層形成させた。次いでプレートを暗中室温でインキュベート
した。次いでＤＮＡ／セルフェクチン混合物を吸引し、細胞をＥｘ -細胞で１回戦乗して
過剰のセルフェクチンを除去した。 30mlの新鮮なＥｘ -細胞培地を添加し、細胞を２８℃
で３日間インキュベートした。上清を回収して、バキュロウイルス感染ベクターでのＰＲ
Ｏポリペプチドの発現を、 1mlの上清の 25mLのヒスチジンタグタンパク質用のＮｉ２ ＋ -Ｎ
ＴＡビーズ（ QIAGEN）又はＩｇＧタグタンパク質用のプロテインＡセファロース CL-4Bビ
ーズ（ Pharmacia）へのバッチ結合、次いでクマシーブルー染色により周知の濃度のタン
パク質標準と比較するＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により測定した。
形質移入細胞からの条件培地（ 0.5～ 3L）を、遠心分離により細胞を除去し 0.22ミクロン
フィルターを通して濾過することにより回収した。ポリ -Ｈｉｓタグ作成物については、
タンパク質作成物をＮｉ２ ＋ -ＮＴＡカラム（ Qiagen）を用いて精製した。精製前に、イ
ミダゾールを条件培地に 5mMの濃度まで添加した。条件培地を、 0.3MのＮａＣｌ及び 5mMイ
ミダゾールを含む 20mMのＨｅｐｅｓ , pH7.4バッファーで平衡化した 6mlの Ni２ ＋ -NTAカラ
ムに 4-5ml/分の流速で４８℃においてポンプ供給した。負荷後、カラムをさらに平衡バッ
ファーで洗浄し、タンパク質を 0.25Mイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した。高
度に精製されたタンパク質は、続いて 10mMのＨｅｐｅｓ、 0.14MのＮａＣｌ及び 4%のマン
ニトールを含む貯蔵バッファー , pH6.8中で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia）を用いて
脱塩し、－８０℃で貯蔵した。
タンパク質のイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のようにして条件培地から精製
した。条件培地を、 20mMのリン酸ナトリウムバッファー , pH6.8で平衡化した 5mlのプロテ
インＡカラム（ Pharmacia）に負荷した。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄し
た後、 100mMのクエン酸 , pH3.5で溶離した。溶離したタンパク質は、 1mlの画分を 275mlの
1Mトリスバッファー , pH9を含む管に回収することにより即座に中性化した。高度に精製
されたタンパク質は、続いて poly-Hisタグタンパク質について上記した貯蔵バッファー中
で脱塩した。ＰＲＯポリペプチドの均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲル及びエドマン
(Edman)分解によるＮ -末端アミノ酸配列決定及び所望又は必要に応じて他の分析手法によ
り評価できる。　ＰＲＯ１７９，ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３
０１、ＰＲＯ５２６，ＰＲＯ３６２、及びＰＲＯ３５６は、上記の high-５細胞を用いた
バキュウロウイルスの方法によって発現された。
【０１９６】
実施例２１：ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１
、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３
５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に結合する抗体の調製
この実施例は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に特異的に結合できるモノクローナル抗体の調
製を例示する。
モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば、上掲の Go
dingに記載されている。用いられ得る免疫原は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３
２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲ
Ｏ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６を含有する精
製ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６融合タンパク質、及び細胞表面に組換えＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
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ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６を発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当業者が過度の実験をすることなく成す
ことが可能である。
【０１９７】
Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に 1-
100マイクログラムで注入したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１
９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ
３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６免疫原で免疫化する。あるいは
、免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（ Ribi Immunochemical Researh, Hamilton, MT
）に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化したマウスは、次いで 10から 12日後
に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後、数週間、
マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -
ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８
、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ
５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６抗体の検出のためのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために
、レトロオービタル出血からの血清試料をマウスから周期的に採取してもよい。
適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物はＰＲＯ１７９、
ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２
８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰ
ＲＯ８６６の最終静脈内注射の注入をすることができる。 3から 4日後、マウスを屠殺し、
脾臓細胞を取り出した。次いで脾臓細胞を（ 35%ポリエチレングリコールを用いて）、Ａ
ＴＣＣから番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス
骨髄腫株化細胞に融合させた。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡ
Ｔ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む 96ウェル組織培養プレ
ートに蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害
した。
ハイブリドーマ細胞は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、Ｐ
ＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２
、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に対する反応性についてのＥＬＩＳＡ
でスクリーニングされる。ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６に対する所望のモノクローナル抗体
を分泌する「ポジティブ（陽性）」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内であ
る。
陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗 -ＰＲＯ１７９
、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ
２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -
ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６モノクローナル抗体を含む腹水を
生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組織培養フラスコ又はローラーボトルで
成長させることもできる。腹水中に生成されたモノクローナル抗体の精製は、硫酸アンモ
ニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフィ－を用いて行うことができる。あるい
は、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親和性に基づくアフィニティクロマトグラ
フィーを用いることもできる。
【０１９８】
実施例２２：特異的抗体を用いたＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６のポリペプチドの精製
天然又は組換えＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタ
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ンパク質精製方法によって精製できる。例えば、ｐｒｏ－ＰＲＯ１７９、ｐｒｏ－ＰＲＯ
２０７、ｐｒｏ－ＰＲＯ３２０、ｐｒｏ－ＰＲＯ２１９、ｐｒｏ－ＰＲＯ２２１、ｐｒｏ
－ＰＲＯ２２４、ｐｒｏ－ＰＲＯ３２８、ｐｒｏ－ＰＲＯ３０１、ｐｒｏ－ＰＲＯ５２６
、ｐｒｏ－ＰＲＯ３６２、ｐｒｏ－ＰＲＯ３５６、ｐｒｏ－ＰＲＯ５０９、又はｐｒｏ－
ＰＲＯ８６６ポリペプチド、成熟ＰＲＯ１７９、成熟ＰＲＯ２０７、成熟ＰＲＯ３２０、
成熟ＰＲＯ２１９、成熟ＰＲＯ２２１、成熟ＰＲＯ２２４、成熟ＰＲＯ３２８、成熟ＰＲ
Ｏ３０１、成熟ＰＲＯ５２６、成熟ＰＲＯ３６２、成熟ＰＲＯ３５６、成熟ＰＲＯ５０９
、又は成熟ＰＲＯ８６６ポリペプチド、或いはｐｒｅ－ＰＲＯ１７９、ｐｒｅ－ＰＲＯ２
０７、ｐｒｅ－ＰＲＯ３２０、ｐｒｅ－ＰＲＯ２１９、ｐｒｅ－ＰＲＯ２２１、ｐｒｅ－
ＰＲＯ２２４、ｐｒｅ－ＰＲＯ３２８、ｐｒｅ－ＰＲＯ３０１、ｐｒｅ－ＰＲＯ５２６、
ｐｒｅ－ＰＲＯ３６２、ｐｒｅ－ＰＲＯ３５６、ｐｒｅ－ＰＲＯ５０９、又はｐｒｅ－Ｐ
ＲＯ８６６ポリペプチドは、対象とするＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、Ｐ
ＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６
、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに特異的
な抗体を用いた免疫親和性クロマトグラフィーによって精製される。一般に、免疫親和性
カラムは抗 -ＰＲＯ１７９、抗 -ＰＲＯ２０７、抗 -ＰＲＯ３２０、抗 -ＰＲＯ２１９、抗 -
ＰＲＯ２２１、抗 -ＰＲＯ２２４、抗 -ＰＲＯ３２８、抗 -ＰＲＯ３０１、抗 -ＰＲＯ５２６
、抗 -ＰＲＯ３６２、抗 -ＰＲＯ３５６、抗 -ＰＲＯ５０９、又は抗 -ＰＲＯ８６６ポリペプ
チド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂に共有結合させて作成される。
【０１９９】
ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ（
Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のいずれかにより免疫血清
から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プロ
テインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精製され
た免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ -活性化セファロースＴ Ｍ （ Pharmacia LKB Biotechnology
）等のクロマトグラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロッ
クされ、誘導体樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。
このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドを
含有する細胞からの画分を調製することによるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの
精製において利用される。この調製物は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により
微分遠心分離を介して得られる全細胞又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。ある
いは、シグナル配列を含む可溶性ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドは、細胞が成長
する培地中に有効な量で分泌される。
【０２００】
可溶化ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲ
Ｏ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、
ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され
、カラムはＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下（例え
ば、洗浄剤存在下の高イオン強度バッファー）で洗浄される。次いで、カラムは、抗体／
ＰＲＯ１７９、抗体／ＰＲＯ２０７、抗体／ＰＲＯ３２０、抗体／ＰＲＯ２１９、抗体／
ＰＲＯ２２１、抗体／ＰＲＯ２２４、抗体／ＰＲＯ３２８、抗体／ＰＲＯ３０１、抗体／
ＰＲＯ５２６、抗体／ＰＲＯ３６２、抗体／ＰＲＯ３５６、抗体／ＰＲＯ５０９、又は抗
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体／ＰＲＯ８６６ポリペプチド結合を分解する条件下（例えば、約 2-3といった低ｐＨ、
高濃度の尿素又はチオシアン酸イオン等のカオトロープ）で溶離され、ＰＲＯ１７９、Ｐ
ＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８
、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲ
Ｏ８６６ポリペプチドが回収される。
【０２０１】
実施例２３：薬剤スクリーニング
本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、
ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６又はその結合断片を種々の薬剤スクリーニング技術
において使用することによる化合物のスクリーニングに特に有用である。そのような刺権
威用いられるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１
、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３
５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片は、溶液中の自由状態でも
、固体支持体に固定されても、細胞表面に位置しても、細胞内に局在化していてもよい。
薬剤スクリーニングの１つの方法は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲ
Ｏ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、
ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片を
発現する組換え核酸で安定に形質移入される真核生物又は原核生物宿主細胞を利用する。
薬剤は、そのような形質移入細胞に対して、競合的結合アッセイにおいてスクリーニング
される。そのような細胞は、生存可能又は固定化形態のいずれかにおいて、標準的な結合
アッセイに使用できる。例えば、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２
１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲ
Ｏ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片と試験
される試薬の間での複合体形成を測定してよい。あるいは、試験する試薬によって生ずる
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドとその標的細胞との間の複合体形成における減少
を試験する事もできる。
即ち本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２
１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ
３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与えう
る薬剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その試薬
をＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２
２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片に接触させ、 (i)試薬とＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片との間の複合体の存在について、又は (ii)ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ
３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又
はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体の存在について検定すること
を含む。これらの競合結合アッセイでは、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、
ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２
６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又は断
片が典型的には標識される。適切なインキュベーションの後、フリーのＰＲＯポリペプチ
ド又は断片を結合形態のものから分離し、フリー又は未複合の標識の量が、特定の試薬が
ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２
４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ
５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに結合する、又はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、
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ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０
１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリ
ペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。
【０２０２】
薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持つ
化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、 1984年 9月 13日に発行された W
O 84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試験化
合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。ＰＲＯ
１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、Ｐ
ＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９
、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＰＲＯ１７９、Ｐ
ＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８
、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲ
Ｏ８６６ポリペプチドと反応して洗浄される。結合したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、Ｐ
ＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１
、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペ
プチドはこの分野で良く知られた方法により検出される。精製したＰＲＯ１７９、ＰＲＯ
２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、Ｐ
ＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８
６６ポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技術に使用するためにプレート上に直接
被覆することもできる。さらに、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、それを固体支持体上
に固定化するのに使用できる。
また、本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２
２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲ
Ｏ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドに結合可能な中和抗体が、ＰＲ
Ｏ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、
ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０
９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する
競合薬剤スクリーニングアッセイも考慮する。この方法において、抗体は、ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチドで、一又は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検
出するのに使用できる。
【０２０３】
実施例２４：合理的薬剤設計
合理的薬剤設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（例えば、ＰＲＯ１７９
、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３
２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又は
ＰＲＯ８６６ポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アン
タゴニスト、又はインヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの例は、Ｐ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４
、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５
０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドのより活性で安定な形態又はインビボでＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ
３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又
はＰＲＯ８６６ポリペプチドに機能を促進又は阻害する薬剤の創作に使用できる（参考、
Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991)）。
１つの方法において、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲ
Ｏ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、
ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチド、又はＰＲＯ１７９、ＰＲ
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Ｏ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、
ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ
８６６ -インヒビター複合体の三次元構造が、 X線結晶学により、コンピュータモデル化に
より、最も典型的には２つの方法の組み合わせにより決定する。分子の構造を解明し活性
部位を決定するためには、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの形状及び電荷の両方
が確認されなければならない。数は少ないが、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２
０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ
５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの
構造に関する有用な情報が相同タンパク質の構造に基づいたモデル化によって得られるこ
ともある。両方の場合において、関連する構造情報は、類似ＰＲＯポリペプチド様分子の
設計又は行こうなインヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用な例は、 Br
axton及び Wells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されているような向上した活
性又は安定性を持つ分子、又は Athauda等 , J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に示され
ているような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、又はアンタゴニストとして作用
する分子を含む。
【０２０４】
また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離しその決せ
よう構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎
をおくことのできるファーマコア (pharmacore)を生成する。機能的な薬理学的に活性な抗
体に対する抗 -イディオタイプ抗体（抗 -ids）を生成することにより、タンパク質結晶学
をバイパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗 -idsの結合部位は最初のレセプター
の類似物であると予測できる。抗 -idsは、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチ
ドのバンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、フ
ァーマコアとして機能するであろう。
本発明により、十分な量のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、
ＰＲＯ２２１、ＰＲＯ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６
２、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドがＸ線結晶学などの分
析実験を実施するために入手可能である。さらに、ここに提供したＰＲＯポリペプチドア
ミノ酸配列の知識は、 X線結晶学に換える、又はそれに加えるコンピュータモデル化技術
で用いられる知識を提供する。
【０２０５】
実施例２５：インビトロ抗増殖アッセイ
種々のＰＲＯ１７９、ＰＲＯ２０７、ＰＲＯ３２０、ＰＲＯ２１９、ＰＲＯ２２１、ＰＲ
Ｏ２２４、ＰＲＯ３２８、ＰＲＯ３０１、ＰＲＯ５２６、ＰＲＯ３６２、ＰＲＯ３５６、
ＰＲＯ５０９、又はＰＲＯ８６６ポリペプチドの抗増殖活性を、本質的に Skehan等 , J. N
atl. Cancer Inst. 82: 1107-1112 (1990)に記載されたスルホローダミンＢ（ＳＲＢ）線
量結合アッセイを用いる国立癌研究所（ＮＣＩ）の実験的、疾患指向的インビトロ抗癌薬
発見アッセイにおいて測定した。このアッセイで用いた６０の腫瘍細胞系（「ＮＣＩパネ
ル」）、並びにそれらの維持およびインビトロ培養の条件は、 Monks等 , J. Natl. Cancer
 Inst. 83: 757-766 (1991)に記載されている。このスクリーニングの目的は、異なる型
の腫瘍に対する試験化合物の細胞毒性及び／又は細胞分裂停止活性を最初に評価すること
である（ Monks等 , 上掲 ; Boyd, Cancer: Princ. Pract. Oncol. Update 3(10): 1-12[198
9]）。
約６０のヒト腫瘍細胞系からの細胞をトリプシン／ＥＤＴＡ（ Gibco）で回収し、１回洗
浄し、ＩＭＥＭ中に再懸濁し、それらの生存を測定した。細胞懸濁物をピペット（ 100μ L
容量）で別の９６ -ウェルプレートに添加した。６日インキュベーションの細胞密度は２
日インキュベーションより小さく過剰発現は防止された。播種後、安定化のために３７℃
で２４時間プレインキュベーションした。目的とする濃度の２倍希釈をゼロ時に 100μ lの
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アリコートにミクロタイタープレートウェルに添加した（ 1:2希釈）。試験化合物を２分
の５ log希釈（ 1000～ 100,000倍）で評価した。インキュベーションは 5%ＣＯ２ ガスおよび
100%加湿で２日および６日実施した。
インキュベーション後、培地を除去し、細胞を 10%トリクロロ酢酸の 0.1mlで４０℃におい
て固定した。プレートを脱塩水で５回洗浄し、乾燥させ、 1%酢酸に溶解した 0.4%スルホロ
ーダミンＢ（ Sigma）の 0.1mlで３０分間染色し、 1%酢酸で４回洗浄して非結合染料を除去
し、乾燥させ、染色物を 10mMトリス塩基［トリス (ヒドロキシメチル )アミノメタン］ , pH
10.5の 0.1mlで５分間抽出した。スルホローダミンＢの 492nmにおける吸収（ＯＤ）を、コ
ンピュータ接続 96-ウェルプレートリーダーで測定した。
試験試料は一回又は複数の濃度で少なくとも４０％の成長阻害効果を示すとポジティブと
考えられる。結果を次の表４に示すが、そこでは腫瘍細胞型の省略記号は次の通りである
：
ＮＳＣＬ＝非小細胞肺ガン；ＣＮＳ＝中枢神経系
【０２０６】
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【０２０７】
材料の寄託
次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション , １０８０１  ユニバーシテ
ィ・ブルバード、マナッサス、バージニア２０１１０－２２０９米国 (ＡＴＣＣ )に寄託し
た：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０２０８】
これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及び
その規則 (ブダペスト条約 )の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から３０年間、
寄託の生存培養物が維持されることを保証するものである。寄託物はブダペスト条約の条
項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣＣから入手するこ
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とができ、これは、何れが最初に来ようとも、関連した米国特許の発行時又は任意の米国
又は外国特許出願の公開時に、寄託培養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とするこ
とを保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則 (特に参照番号８８６
ＯＧ６３８の３７ＣＦＲ第１．１４条を含む )に従って権利を有すると米国特許庁長官が
決定した者に子孫を入手可能とすることを保証するものである。
本出願の譲受人は、寄託した材料の培養物が、適切な条件下で培養されていた場合に死亡
もしくは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のものと速やかに取り替え
ることに同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認め
られた権利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない。
上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分であると
考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として意図されており、機
能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため、寄託された作成物により、
本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの材料の寄託は、ここに含まれる文書に
よる説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側面の実施を可能にするために不
十分であることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して請求の範囲を制
限するものと解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明
を様々に変形することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の
請求の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【Ｆｉｇ１】　天然配列ＰＲＯ１７９をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌ
クレオチド配列（配列番号：１）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：１）は
、ここでＤＮＡ１６４５１ -１０７８と命名されるクローンである。さらに、太字及び下
線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ２】  Ｆｉｇ１に示した配列番号：１のコード化配列から誘導された天然配列Ｐ
ＲＯ１７９ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：２）を示す図である。
【Ｆｉｇ３】　  天然配列ＰＲＯ２０７をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：６）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：６）
は、ここでＤＮＡ３０８７９ -１１５２と命名されるクローンである。さらに、太字及び
下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ４】　Ｆｉｇ３に示した配列番号：６のコード化配列から誘導された天然配列Ｐ
ＲＯ２０７ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：７）を示す図である。
【Ｆｉｇ５】　天然配列ＰＲＯ３２０をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌ
クレオチド配列（配列番号：９）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：９）は
、ここでＤＮＡ３２２８４ -１３４０７と命名されるクローンである。さらに、太字及び
下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ６】　Ｆｉｇ５に示した配列番号：９のコード化配列から誘導された天然配列Ｐ
ＲＯ３２０ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：１０）を示す図である。
【Ｆｉｇ７】　天然配列ＰＲＯ２１９をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌ
クレオチド配列（配列番号：１４）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：１４
）は、ここでＤＮＡ３２２９０ -１１６４と命名されるクローンである。さらに、太字及
び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ８】　Ｆｉｇ７に示した配列番号：１４のコード化配列から誘導された天然配列
ＰＲＯ２１９ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：１５）を示す図である。
【Ｆｉｇ９】　天然配列ＰＲＯ２２１をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌ
クレオチド配列（配列番号：１９）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：１９
）は、ここでＤＮＡ３３０８９２ -１１３２と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ１０】　Ｆｉｇ９に示した配列番号：１９のコード化配列から誘導された天然配
列ＰＲＯ２２１ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：２０）を示す図である。
【Ｆｉｇ１１】　天然配列ＰＲＯ２２４をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
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ヌクレオチド配列（配列番号：２４）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：２
４）は、ここでＤＮＡ３３２２１ -１１３３と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ１２】　Ｆｉｇ１１に示した配列番号：２４のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ２２４ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：２５）を示す図である。
【Ｆｉｇ１３】　天然配列ＰＲＯ３２８をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：２９）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：２
９）は、ここでＤＮＡ４０５８７ -１２３１と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ１４】　Ｆｉｇ１３に示した配列番号：２９のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３２８ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：３０）を示す図である。
【Ｆｉｇ１５】　天然配列ＰＲＯ３０１をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：３４）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：３
４）は、ここでＤＮＡ４０６２８ -１２１６と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ１６】　Ｆｉｇ１５に示した配列番号：３４のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３０１ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：３５）を示す図である。
【Ｆｉｇ１７】　天然配列ＰＲＯ５２６をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：４２）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：４
２）は、ここでＤＮＡ４４１８４ -１３１９と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ１８】　Ｆｉｇ１７に示した配列番号：４２のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ５２６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：４３）を示す図である。
【Ｆｉｇ１９】　天然配列ＰＲＯ３６２をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：４７）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：４
７９は、ここでＤＮＡ４５４１６ -１２５１と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ２０】　Ｆｉｇ１９に示した配列番号：４７のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３６２ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：４８）を示す図である。
【Ｆｉｇ２１】　天然配列ＰＲＯ３５６をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：５４）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：５
４）は、ここでＤＮＡ４７４７０ -１１３０ -Ｐ１と命名されるクローンである。さらに、
太字及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ２２】　Ｆｉｇ２１に示した配列番号：５４のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３５６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：５５）を示す図である
【Ｆｉｇ２３】　天然配列ＰＲＯ５０９をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：５９）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：５
９）は、ここでＤＮＡ５０１４８ -１０６８と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ２４】　Ｆｉｇ２３に示した配列番号：５９のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ５０９ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：６０）を示す図である。
【Ｆｉｇ２５】　天然配列ＰＲＯ８６６をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡの
ヌクレオチド配列（配列番号：６１）を示す図であり、ヌクレオチド配列（配列番号：６
１）は、ここでＤＮＡ５３９７１ -１３５９と命名されるクローンである。さらに、太字
及び下線部は、各々の開始及び終止コドンの位置である。
【Ｆｉｇ２６】　Ｆｉｇ２５に示した配列番号：６１のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ８６６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：６２）を示す図である。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】
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