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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１のアミノ酸配列において、１位のメチオニンが欠失し、１６２位のアミノ酸
がグリシンである変異を有している、オリゴアデニレートシンセターゼ１タンパク質。
【請求項２】
　哺乳動物におけるウイルス感染を治療または哺乳動物における癌を治療するための治療
組成物であって、薬学的に許容される担体と、請求項１に記載のオリゴアデニレートシン
セターゼ１タンパク質とを含む、組成物。
【請求項３】
　前記ウイルスがフラビウイルスである、請求項２に記載の治療組成物。
【請求項４】
　前記ウイルスがＣ型肝炎ウイルスである、請求項２に記載の治療組成物。
【請求項５】
　哺乳動物における癌を治療するための治療組成物であって、請求項１に記載のポリペプ
チドを、薬学的に許容される担体と共に含む、組成物。
【請求項６】
　前記癌が前立腺癌である、請求項５に記載の治療組成物。
【請求項７】
　治療化合物がキットの一部として提供される、請求項２に記載の治療組成物。
【請求項８】
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　キットが、治療組成物の使用に関する１以上の指示書または治療組成物の使用に関する
規制当局の認可を示す標識もしくは挿入物を含む、請求項７に記載の治療組成物。
【請求項９】
　請求項１に記載のタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　Ｉ．技術分野
　本発明は、ヒト又は非ヒト霊長類のオリゴアデニレートシンセターゼ遺伝子内の突然変
異を検出する方法、及び少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１タンパク質に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　今日までに、感染に対する自然抵抗性がヒト集団に存在する幾つかの疾患が同定されて
いる。Ａｌｔｅｒ　ａｎｄ　Ｍｏｙｅｒ，　Ｊ．　Ａｃｑｕｉｒ．　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｄｅ
ｆｉｃ．　Ｓｙｎｄｒ．　Ｈｕｍ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｏｌ．　１８　Ｓｕｐｐｌ．　１：
　Ｓ６－１０　（１９９８）では、注射薬物使用者等の高リスク群において、９０％もの
Ｃ型肝炎ウイルス感染（ＨＣＶ）率が報告されている。しかしながら、残りの１０％が明
らかに感染に対して抵抗性を有する機序は、文献で明らかにされていない。ＨＣＶ感染に
おいて役割を果たすタンパク質には、２－プライム、５－プライムオリゴアデニレートシ
ンセターゼが含まれる。ＯＡＳは、そのアデノシンの２－プライム、５－プライムオリゴ
マー（２－５Ａ）の合成を触媒する能力により特徴付けられる、インターフェロン誘導に
タンパク質である。Ｈｏｖａｎｅｓｓｉａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　ＥＭＢＯ　６：　１２
７３－１２８０　（１９８７）では、インターフェロン処理ヒト細胞が、４０（ＯＡＳ１
）、４６（ＯＡＳ１）、６９、及び１００ｋＤのタンパク質に相当する幾つかのＯＡＳを
含むことが見出されている。Ｍａｒｉｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．　Ｒｅｓ．　Ｃｏｍｍｕｎ．　１６０：５８０－５８７　（１９８９）では、
ｐ６９に対して高い特異性を有するポリクローナル抗体、６９－ｋＤＯＡＳが生成されて
いる。Ｍａｒｉｅ　ａｎｄ　Ｈｏｖａｎｅｓｓｉａｎ，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．
　２６７：　９９３３－９９３９　（１９９２）では、抗ｐ６９抗体を使用したインター
フェロン処理ヒト細胞発現ライブラリーのスクリーニングにより、部分ＯＡＳ２　ｃＤＮ
Ａが単離されている。又、部分ｃＤＮＡを伴う更なるライブラリーがスクリーニングされ
、２つのＯＡＳ２アイソフォームをコードするｃＤＮＡが回収されている。より小さいア
イソフォームは、３－プライム未翻訳領域の長さが異なる２つのｍＲＮＡによりコードさ
れている。
【０００３】
　ノーザンブロット分析により、ＯＡＳ２がヒト細胞内で４つのインターフェロン誘導ｍ
ＲＮＡとして発現することが明らかにされている。予想されるＯＡＳ２タンパク質は、共
通する６８３－アミノ酸配列と、異なる３－プライム末端を有する。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで
の転写／翻訳産物のＳＤＳ－ＰＡＧＥによれば、２つのアイソフォームは、６９及び７１
ｋＤの分子量を有する。何れのアイソフォームもｉｎ　ｖｉｔｒｏでＯＡＳ活性を示した
。配列解析では、ＯＡＳ２が、プロリンリッチな推定リンカー領域により分離される２つ
のＯＡＳ１相同ドメインを含むことが示されている。Ｎ及びＣ末端ドメインは、ＯＡＳ１
とそれぞれ４１％及び５３％同一である。
【０００４】
　非特許文献１では、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション及びマッピングされた
クローンの包含により、ＯＡＳ１、ＯＡＳ２及びＯＡＳ３遺伝子が、１２ｑ２４．２上の
１３０－ｋｂ領域に密集していることが判明している。２－５Ａは、ＲＮアーゼＩに結合
してこれを活性化し、このＲＮアーゼＩがウイルス及び細胞ＲＮＡを分解して、細胞タン
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パク質合成の阻害やウイルス複製の障害を招く。
【０００５】
　ＯＡＳＬと呼ばれる第四のヒトＯＡＳ遺伝子は、酵素活性を有さない点で、ＯＡＳ１、
ＯＡＳ２及びＯＡＳ３とは異なる。ＯＡＳＬ遺伝子は、ユビキチンのタンデム反復と相同
の１６４アミノ酸Ｃ末端ドメインに縮合したＯＡＳ単位から構成される２ドメインタンパ
ク質をコードする（非特許文献２；非特許文献３）。
【０００６】
　このようなウイルス複製及びウイルス感染を阻害する役割から、当該技術分野ではＯＡ
Ｓ１活性に関連するウイルス複製を抑制する方法及び組成物が必要とされており、特に、
ＨＣＶ複製を抑制する阻害剤ベースの治療法が必要とされている。
【非特許文献１】Ｈｏｖａｎｉａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　５２：　２
６７－２７７　（１９９８）
【非特許文献２】Ｅｓｋｉｌｄｓｅｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．　３１　：３１６６－３１７３，　２００３
【非特許文献３】Ｋａｋｕｔａ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　＆　
Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ．　２２：９８１－９９３，　２００２
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、オリゴアデニレートシンセターゼ１遺伝子内の突然変異として特徴付けられ
る場合がある、Ｃ型肝炎抵抗性に関連する突然変異の検出に関する。
【０００８】
　一実施形態においては、遺伝的スクリーニング方法が想定される。この方法は、全オリ
ゴアデニレートシンセターゼ１（ＯＡＳ１）形態（配列番号１を含むがこれに限定されな
い）の１位、２４位、２５位、２８位、３１位、３６位、４７位、５３位、５４位、６４
位、６９位、７４位、１０４位、１０８位、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、
１１６位、１１７位、１１８位、１１９位、１２７位、１３０位、１３９位、１４２位、
１６０位、１６１位、１６２位、１６６位、１７５位、１７９位、２２６位、２４２位、
２４６位、２４８位、２５０位、２５４位、２７４位、２７９位、２８２位、２８４位、
２８８位、２８９位、２９２位、２９５位、３１４位、３１５位、及び３３５位の１つ以
上におけるアミノ酸改変の原因となるオリゴアデニレートシンセターゼ１遺伝子突然変異
の存在に関して、ヒト又は非ヒト霊長類から単離した核酸試料を試験することからなる。
【０００９】
　更なる実施形態においては、遺伝的スクリーニング方法が想定される。この方法は、Ｇ
ｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００２５２５．１と相同のカルボキシル末端であ
る全オリゴアデニレートシンセターゼ１形態（配列番号３を含むがこれに限定されない）
の３６３位におけるアミノ酸改変の原因となるオリゴアデニレートシンセターゼ１遺伝子
突然変異の存在に関して、ヒト又は非ヒト霊長類から単離した核酸試料を試験することか
らなる。
【００１０】
　尚更なる実施形態においては、遺伝的スクリーニング方法が想定される。この方法は、
Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０５８１３２．１と相同のカルボキシル末端で
ある全オリゴアデニレートシンセターゼ１形態（配列番号２を含むがこれに限定されない
）のアミノ酸３４７位、３５０位、３５２位、３５３位、３５４位、３５６位、３５７位
、３６１位、３６３位、３６４位、３６５位、３６９位、３７１位、３７３位、３７４位
、３７５位、３７８位、３７９位、３８２位、３８８位、３８９位、又は３９４位の１つ
以上におけるアミノ酸改変の原因となるオリゴアデニレートシンセターゼ１遺伝子突然変
異の存在に関して、ヒト又は非ヒト霊長類から単離した核酸試料を試験することからなる
。
【００１１】



(4) JP 5303728 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

　尚更なる実施形態においては、遺伝的スクリーニング方法が想定される。この方法は、
Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００１０２７５８１．１と相同のカルボキシル
末端である全オリゴアデニレートシンセターゼ１形態（配列番号４を含むがこれに限定さ
れない）のアミノ酸３４７位、３６１位、３６４位、３７２位、３８４位、３８５位、又
は３９９位の１つ以上におけるアミノ酸改変の原因となるオリゴアデニレートシンセター
ゼ１遺伝子突然変異の存在に関して、ヒト又は非ヒト霊長類から単離した核酸試料を試験
することからなる。
【００１２】
　更なる実施形態において、本発明は、全オリゴアデニレートシンセターゼ１（ＯＡＳ１
）形態（配列番号１を含むがこれに限定されない）の１位、２４位、２５位、２８位、３
１位、３６位、４７位、５３位、５４位、６４位、６９位、７４位、１０４位、１０８位
、１１２位、１１３位、１１４位、１１５位、１１６位、１１７位、１１８位、１１９位
、１２７位、１３０位、１３９位、１４２位、１６０位、１６１位、１６２位、１６６位
、１７５位、１７９位、２２６位、２４２位、２４６位、２４８位、２５０位、２５４位
、２７４位、２７９位、２８２位、２８４位、２８８位、２８９位、２９２位、２９５位
、３１４位、３１５位、及び３３５位に少なくとも１つのアミノ酸改変を有するタンパク
質、並びにウイルス感染、好ましくはフラビウイルス感染、最も好ましくはＣ型肝炎感染
に対する抵抗性の診断物を調製するための該タンパク質の使用を提供する。特定の実施形
態において、診断物は抗体である。
【００１３】
　更なる実施形態において、本発明は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００２
５２５．１と相同のカルボキシル末端である全オリゴアデニレートシンセターゼ１形態（
配列番号３を含むがこれに限定されない）の３６３位にアミノ酸改変を有するＯＡＳ１タ
ンパク質、並びにウイルス感染、好ましくはフラビウイルス感染、最も好ましくはＣ型肝
炎感染に対する抵抗性の診断物を調製するための該タンパク質の使用を提供する。特定の
実施形態において、診断物は抗体である。
【００１４】
　更なる実施形態において、本発明は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０５８
１３２．１と相同のカルボキシル末端である全オリゴアデニレートシンセターゼ１形態（
配列番号２を含むがこれに限定されない）の３４７位、３５０位、３５２位、３５３位、
３５４位、３５６位、３５７位、３６１位、３６３位、３６４位、３６５位、３６９位、
３７１位、３７３位、３７４位、３７５位、３７８位、３７９位、３８２位、３８８位、
３８９位、及び３９４位に少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１タンパク質、
並びにウイルス感染、好ましくはフラビウイルス感染、最も好ましくはＣ型肝炎感染に対
する抵抗性の診断物を調製するための該タンパク質の使用を提供する。特定の実施形態に
おいて、診断物は抗体である。
【００１５】
　尚更なる実施形態において、本発明は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００
１０２７５８１．１と相同のカルボキシル末端である全オリゴアデニレートシンセターゼ
１形態（配列番号４を含むがこれに限定されない）の３４７位、３６１位、３６４位、３
７２位、３８４位、３８５位、又は３９９位に少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯ
ＡＳ１タンパク質、並びにウイルス感染、好ましくはフラビウイルス感染、最も好ましく
はＣ型肝炎感染に対する抵抗性の診断物を調製するための該タンパク質の使用を提供する
。特定の実施形態において、診断物は抗体である。
【００１６】
　尚更なる実施形態において、本発明は、ウイルス、好ましくはフラビウイルス、最も好
ましくはＣ型肝炎ウイルスによる感染を予防又は阻止するための治療化合物であって、本
発明に基づき少なくとも１つのアミノ酸改変を有するタンパク質である、治療化合物を提
供する。他の実施形態において、治療化合物は、該タンパク質をコードするポリヌクレオ
チド（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
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【００１７】
　尚更なる実施形態において、本発明は、ウイルス、好ましくはフラビウイルス、最も好
ましくはＣ型肝炎ウイルスによる感染を予防又は阻止するための治療化合物であって、開
示される１つ以上のアミノ酸改変を有する、本発明のＯＡＳ１によりコードされるタンパ
ク質である、治療化合物を提供する。
【００１８】
　尚更なる実施形態において、本発明は、ウイルス、好ましくはフラビウイルス、最も好
ましくはＣ型肝炎ウイルスによる感染を予防又は阻止するための治療化合物であって、本
発明の少なくとも１つの突然変異の有益な効果を模倣する、治療化合物を提供する。治療
化合物は、小分子、タンパク質、ペプチド、ＤＮＡ若しくはＲＮＡ分子、又は抗体であっ
てもよい。
【００１９】
　尚更なる実施形態において、本発明は、癌、好ましくは前立腺癌を予防又は処置する治
療化合物であって、本発明の少なくとも１つの突然変異を有するＯＡＳ１遺伝子でコード
されるタンパク質である、治療化合物を提供する。他の実施形態において、治療化合物は
、該タンパク質をコードするポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
【００２０】
　尚更なる実施形態において、本発明は、癌、好ましくは前立腺癌を予防又は処置する治
療化合物であって、本発明の少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１タンパク質
である、治療化合物を提供する。
【００２１】
　尚更なる実施形態において、本発明は、癌、好ましくは前立腺癌を予防又は処置する治
療化合物であって、本発明の少なくとも１つの突然変異の有益な効果を模倣する、治療化
合物を提供する。治療化合物は、小分子、タンパク質、ペプチド、ＤＮＡ若しくはＲＮＡ
、又は抗体であってもよい。
【００２２】
　更なる実施形態において、治療化合物は、ＯＡＳ１又はタンパク質全体の少なくとも１
つのサブ領域若しくはサブ機能の活性を阻害することができ、このような化合物は、ＯＡ
Ｓ１ポリヌクレオチドに特異的に結合可能なアンチセンス分子、リボザイム、及びＲＮＡ
ｉ分子により、並びにＯＡＳ１タンパク質及びポリペプチドに特異的に結合可能な抗体及
びフラグメントにより表される。
【００２３】
　別の実施形態において、本発明は、ＯＡＳ１の阻害剤を提供する。本発明の阻害剤には
、アンチセンス分子、リボザイム、ＲＮＡｉ、抗体又は抗体フラグメント、タンパク質又
はポリペプチド、及び小分子が含まれるが、これらに限定されない。代表的なアンチセン
ス分子は、本発明の少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１をコードするポリヌ
クレオチドの少なくとも１０、１５又は２０個の連続したヌクレオチドを含むか、或いは
本発明の少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１をコードするポリヌクレオチド
にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする少なくとも１０、１５又は２０個の連
続したヌクレオチドを含む。
【００２４】
　尚更なる実施形態において、本発明のアミノ酸改変を有するＯＡＳ１ポリペプチドによ
り画定されたタンパク質領域に特異的に結合するＯＡＳ１の阻害剤が想定される。本発明
の阻害剤には、抗体、抗体フラグメント、小分子、タンパク質、又はポリペプチドが含ま
れるが、これらに限定されない。
【００２５】
　尚更なる実施形態において、本発明の少なくとも１つのアミノ酸改変を有するＯＡＳ１
タンパク質をコードするポリヌクレオチドに特異的に結合又はハイブリダイズする、アン
チセンス又はＲＮＡｉ分子を含むＯＡＳ１阻害剤が想定される。
【００２６】
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　更なる実施形態においては、薬学的に許容される担体中に１種以上のＯＡＳ１阻害剤を
含む組成物が提供される。
【００２７】
　更なる実施形態は、ＯＡＳ１遺伝子発現又は生物学的活性を低下させる方法を提供する
。
【００２８】
　更なる実施形態は、本発明により開示される少なくとも１つの突然変異を有するＯＡＳ
１遺伝子の所定の形態の発現を特異的に増大又は低下させる方法を提供する。
【００２９】
　本発明は、少なくとも１つの改変ヌクレオシド間結合を含むアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを提供する。
【００３０】
　本発明は更に、ホスホロチオエート結合を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドを提
供する。
【００３１】
　尚更に、本発明は、少なくとも１つの改変糖部分を含むアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドを提供する。
【００３２】
　本発明は、２’－Ｏ－メチル糖部分である少なくとも１つの改変糖部分を含むアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドも提供する。
【００３３】
　本発明は更に、少なくとも１つの改変核酸塩基を含むアンチセンスオリゴヌクレオチド
を提供する。
【００３４】
　尚更に、本発明は、５－メチルシトシンである改変核酸塩基を有するアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドを提供する。
【００３５】
　本発明は又、キメラオリゴヌクレオチドであるアンチセンス化合物も提供する。
【００３６】
　本発明は、ヒト細胞又は組織におけるヒトＯＡＳ１の発現を阻害する方法であって、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏにて細胞又は組織を、ヒトＯＡＳ１をコードする核酸分子を標的とする８～
３５ヌクレオチド長のアンチセンス化合物又はリボザイムと接触させて、ＯＡＳ１の発現
が阻害されるようにすることを含む、方法を提供する。
【００３７】
　本発明は更に、本発明に基づき少なくとも１つの突然変異を有することにより画定され
るＯＡＳ１の特定の形態のｉｎ　ｖｉｖｏにおける発現を、アンチセンス若しくはＲＮＡ
ｉ化合物又はリボザイムを使用して低下又は増大させる方法も提供する。
【００３８】
　本発明は更に、癌細胞の増殖を調節する方法であって、ｉｎ　ｖｉｖｏにて癌細胞を、
ヒトＯＡＳ１をコードする核酸分子を標的とする８～３５ヌクレオチド長のアンチセンス
化合物又はリボザイムと接触させて、ヒトＯＡＳ１の発現が阻害されるようにすることを
含む、方法も提供する。
【００３９】
　尚更に、本発明は、ＯＡＳ１ポリヌクレオチドの標的領域の同定も提供する。本発明は
又、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによりＯＡＳ１ポリヌクレオチドを同定する
ための標識プローブも提供する。
【００４０】
　本発明は、ＨＣＶ感染を予防又は阻止する医薬品を調製するための、本発明に基づくＯ
ＡＳ１阻害剤の使用を提供する。
【００４１】
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　本発明は更に、ＯＡＳ１阻害剤を、ＯＡＳ１タンパク質の特定の領域、又はタンパク質
の特定の機能に指向させることも提供する。
【００４２】
　本発明は又、生理学的に許容される担体又は希釈剤と混合して本発明に基づくアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドを含む、ＯＡＳ１の発現を阻害する薬学的組成物を提供する。
【００４３】
　本発明は更に、ＯＡＳ１　ＲＮＡを特異的に開裂可能なリボザイム、及び該リボザイム
を含有する薬学的組成物も提供する。
【００４４】
　本発明は又、ＯＡＳ１の活性を低下させるか、又はＯＡＳ１　ｍＲＮＡの発現を低下さ
せる若しくは防止することができる、ＯＡＳ１の小分子阻害剤も提供する。
【００４５】
　本発明は更に、２’－５’オリゴアデニレートの合成を除いたタンパク質の特定の機能
、例えばＣ型肝炎ウイルスＮＳ５Ａタンパク質のようなその他のタンパク質との相互作用
を変更するＯＡＳ１の阻害剤も提供する。
【００４６】
　本発明は更に、グリコシル化及びリン酸化を含むがこれらに限定されない、ＯＡＳ１の
翻訳後改変を変更する化合物も提供する。
【００４７】
　本発明は更に、オリゴアデニレートシンセターゼ遺伝子突然変異を同定するヒト遺伝的
スクリーニング方法であって、（ａ）増幅条件下で、ヒトのゲノムＤＮＡの試料をポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー対により処理して、本発明に基づくＯＡＳ１遺伝子
の少なくとも１つの突然変異を含むヒトゲノムＤＮＡの領域を増幅し、前記処理によって
前記領域を含む増幅産物が生成される；及び（ｂ）手順（ａ）の増幅産物中で、本発明の
ヌクレオチド位置におけるヌクレオチド突然変異の存在を検出することにより、前記突然
変異を同定することを含む、方法も提供する。
【００４８】
　本発明は又、ヒトＣ型肝炎感染抵抗性疾患において、オリゴアデニレートシンセターゼ
遺伝子（ＯＡＳ１）の遺伝子によりコードされるＯＡＳ１タンパク質内の本発明のアミノ
酸改変に対応するヌクレオチド位置における、野生型ヌクレオチドの非野生型ヌクレオチ
ドによる置換を含む突然変異を含有する対立遺伝子を検出する方法であって、（ａ）ＰＣ
Ｒ緩衝液中で、前記ヒトのゲノムＤＮＡの試料をオリゴアデニレートシンセターゼ遺伝子
に特異的なＰＣＲプライマー対と混合することによって、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）混合物を形成し；（ｂ）ＰＣＲ混合物を複数回のＰＣＲサーモサイクルに供してオリゴ
アデニレートシンセターゼ遺伝子増幅産物を生成し；（ｃ）手順（ｂ）で生成した産物を
、前記突然変異を検出可能なプローブによりハイブリダイゼーション条件下で処理するこ
とを含む、方法にも関する。
【００４９】
　又、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、阻害的低分子ＲＮＡ（ＲＮＡｉ）
、タンパク質、ポリペプチド、抗体、及び小分子からなる群から選択される単離されたＯ
ＡＳ１阻害剤も提供される。この単離された阻害剤は、本発明のアミノ酸置換に関連する
ＯＡＳ１遺伝子突然変異に対応するポリヌクレオチド配列の少なくとも１５個の連続した
核酸を含む、アンチセンス分子又はその相補体である場合がある。
【００５０】
　この単離されたＯＡＳ１阻害剤は、抗体及び抗体フラグメントからなる群から選択され
る場合がある。又、薬学的に許容される担体中に少なくとも一種のＯＡＳ１阻害剤の治療
有効量を含有する組成物も提供される。
【００５１】
　本発明は又、哺乳動物細胞におけるＯＡＳ１の発現を阻害する方法であって、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、タンパク質、ＲＮＡｉ、ポリペプチド、抗体、及
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び小分子からなる群から選択されるＯＡＳ１阻害剤を該細胞に投与することを含む、方法
も提供する。
【００５２】
　本発明は更に、対象におけるＯＡＳ１遺伝子の発現を阻害する方法であって、前記ＯＡ
Ｓ１遺伝子由来の選択された標的核酸配列の全て又は一部に特異的にハイブリダイズする
のに有効な量のアンチセンスオリゴヌクレオチドを、薬学的に有効なビヒクル中で、該対
象に投与することを含む、方法にも関する。
【００５３】
　尚更に、本発明は、感染を受けやすいヒト対象においてフラビウイルスによる感染を予
防する方法であって、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、ＲＮＡｉ、タンパ
ク質、ポリペプチド、抗体、及び小分子からなる群から選択されるＯＡＳ１阻害剤を該ヒ
ト対象に投与することを含み、、前記ＯＡＳ１阻害剤が前記フラビウイルスによる感染を
防止する、方法にも関する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５４】
　発明の詳細な説明
　本発明は、オリゴアデニレートシンセターゼ１遺伝子内の新規の突然変異、ウイルス感
染に対する感受性又は抵抗性の診断のためのこれらの突然変異の使用、本発明に基づく突
然変異を有する遺伝子によりコードされるタンパク質、並びにタンパク質、抗体、及び関
連する核酸を使用したウイルス感染の予防又は阻止に関する。これらの突然変異は、フラ
ビウイルス、特にＣ型肝炎ウイルスによる感染に対する担体の抵抗性と相関する。
【００５５】
　現在の医学研究の多くは、疾患の原因となる、又は疾患に寄与する突然変異及び欠損を
同定することに焦点を当てている。このような研究は、疾患状態を目標とする化合物及び
処置方法を誘導するように設計されている。人が感染病原体及びその他の危険因子に暴露
されても健康なままでいられる遺伝子の影響を研究することは、これまであまり関心が持
たれていなかった。本発明は、特定のヒト対象集団を確認及び分析して、疾患に対する抵
抗性を付与する遺伝子異形又は突然変異を発見する、本発明者等が開発したプロセスの成
功例を示している。特定の疾患又は生物学的病態に対して自然抵抗性を有する亜集団部分
を同定することで、薬剤介入、診断的評価、又は予防接種等の予防に好適な標的である遺
伝子及びタンパク質の同定が更に可能となる。
【００５６】
　亜集団部分は以前に同時係属出願第１０／９７２，１３５号にて同定及び開示されてお
り、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）に対する反復する暴露にもかかわらず血清陰性のままで
あった個人を含んでいた一方、コホートは感染されていた（血清陽性）。試験した集団は
、反復輸血を受けた血友病患者と、共有の針及び他の危険因子を介して暴露された静脈内
薬物使用者とを含んでいた。
【００５７】
　本開示は、実施例１に記載の通り、非ヒト霊長類のＯＡＳ１遺伝子内で同定された突然
変異を提供する。
【００５８】
　出願第１０／９７２，１３５号には、ＨＣＶ感染；定義；発明の実施様式；ポリヌクレ
オチド分析；ポリヌクレオチドプライマーの調製；ポリメラーゼ連鎖反応；核酸配列解析
；膜固定化標的配列の検出；塩基置換検出のための走査技法；ＯＡＳ１機能を回復及び／
又は向上させる治療薬；ＯＡＳ１機能を阻害するための治療薬；リボザイム；ＲＮＡｉ；
タンパク質及びポリペプチド；小分子；ＯＡＳ１阻害剤の効力を評価する方法；並びに薬
学的組成物に関する開示が提供されている。出願第１０／９７２，１３５号は、全体が参
考として本明細書に組み入れられている。
【００５９】
　本発明のポリペプチドは、それらの天然の機能の一部として、送達ベクター又は発現ビ
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ヒクルの不在下で、細胞膜を通して形質導入して、それらの抗ウイルス効果を仲介するこ
とができる。塩基性の、正電荷を帯びたタンパク質の細胞形質導入の特性は以前に記載さ
れており、当業者に周知である（Ｒｙｓｅｒ　ａｎｄ　Ｈａｎｃｏｃｋ，　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ．　１９６５　Ｏｃｔ　２２；１５０（６９５）：５０１－３）。
【００６０】
　ポリペプチドが溶液製剤として調製され、注入により投与される場合、溶液は、１４０
ミリモルの塩化ナトリウム及び１０ミリモルのカルシウムをｐＨ７．４で含有する等張の
塩溶液が好ましい。注入は、例えば治療有効量で、好ましくは投与経路、患者の健康等を
考慮の上、一日約１μｇ／ｋｇ体重～約５ｍｇ／ｋｇ体重の用量で投与される場合がある
。
【００６１】
　本発明のポリペプチド（一種以上）は、好適な薬学的担体と組み合わせて使用される場
合がある。このような組成物は、治療有効量のタンパク質、及び薬学的に許容される担体
又は賦形剤を含有する。それらの担体には、生理食塩水、緩衝生理食塩水、デキストロー
ズ、水、グリセリン、エタノール、及びそれらの組み合わせが含まれるが、これらに限定
されない。製剤は、投与様式に適切である必要がある。
【００６２】
　本発明のポリペプチド（一種以上）は、ポリペプチド（一種以上）の活性、細胞分布、
又は細胞取り込みを高めるように、ポリペプチドを１つ以上の部分に化学的に結合させる
か、又はコンジュゲートすることにより改変することもできる。このような部分又はコン
ジュゲートには、例えば、米国特許第５，５１４，７５８号、米国特許第５，５６５，５
５２号、米国特許第５，５６７，８１０号、米国特許第５，５７４，１４２号、米国特許
第５，５８５，４８１号、米国特許第５，５８７，３７１号、米国特許第５，５９７，６
９６号及び米国特許第５，９５８，７７３号に開示される通り、脂質（例えばコレステロ
ール）、コール酸、チオエーテル、脂肪鎖、リン脂質及びその誘導体、ポリアミン、ポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）、パルミチル部分等が含まれる。
【００６３】
　本発明のポリペプチドは、Ｃ型肝炎感染の場合は肝細胞を含むが、これらに限定されな
い、特定の疾患に関して特定の細胞型を標的とするように改変される場合がある。当業者
が理解できる通り、標的目標を達成する好適な方法が記載されており、これらにはリポソ
ーム標的指向化、受容体仲介のエンドサイトーシス、及び抗体－抗原結合が含まれるが、
これらに限定されない。一実施形態において、アシアロ糖タンパク質受容体は、ポリペプ
チド（一種以上）にガラクトース部分を付加することにより、肝細胞を標的とするのに使
用される場合がある。別の一実施形態において、マンノース部分はポリペプチド（一種以
上）にコンジュゲートされて、マクロファージ及び幹細胞上に見出されるマンノース受容
体を標的とする場合がある。当業者が理解する通り、複数の送達及び標的方法が組み合わ
せられる場合がある。例えば、本発明のポリペプチド（一種以上）は、リポソーム内に封
入されることにより肝細胞を標的とする場合があり、これらのリポソームは、ガラクトー
スにコンジュゲートしてアシアロ糖タンパク質受容体を標的とする。
【００６４】
　本発明は、本発明の薬学的組成物の１種以上の成分で満たした１つ以上の容器を含む医
薬パック又はキットも提供する。このような容器（１つ又は複数）と関連して、製造業者
、医薬又は生物学的製品の使用又は販売を規制する政府機関により規定された形態の警告
を備えてもよく、これはヒト投与に関する製造業者、使用又は販売の政府機関による認可
を示している。更に、本発明のポリペプチドは、他の治療化合物と共に使用してもよい。
【００６５】
　本発明ポリペプチド（一種以上）が医薬として使用される場合、それらは好適なビヒク
ル中で哺乳動物に付与されてもよい。本発明のポリペプチドが、上述したように医薬とし
て使用される場合、これらは例えば、投与経路、患者の健康等を考慮して、一日約１０μ
ｇ／ｋｇ体重～約１０ｍｇ／ｋｇ体重の治療的有効用量で付与される。付与される量は、
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ウイルス、好ましくはフラビウイルス、最も好ましくはＲＳＶ及びＨＣＶによる感染を防
止又は阻止し、癌、炎症、糖尿病、又は他の疾患を予防又は処置するのに十分であること
が好ましい。
【００６６】
　タンパク質、それらのフラグメント若しくは他の誘導体、又はそれらの類似体、又はそ
れらを発現する細胞は、免疫原として使用され、それの抗体を生成してもよい。これらの
抗体は、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、一本鎖、Ｆａｂフラグメン
ト、又はＦａｂ発現ライブラリーの生成物であってもよい。当該技術分野で周知の種々の
手順を使用して、ポリクローナル抗体を生成してもよい。
【００６７】
　本発明のポリペプチド（一種以上）に対して生成された抗体遺伝子は、ポリペプチドを
直接動物に注入するか、又はポリペプチドを動物、好ましくは非ヒト動物に投与すること
により獲得してもよい。このように獲得した抗体を、次にポリペプチド自体に結合させる
。この方法で、ポリペプチドのフラグメントのみをコードする配列でも、天然ポリペプチ
ドの全てに結合する抗体の生成に使用してもよい。更に、このような多数のポリペプチド
に特異的な抗体のパネルが使用されてもよい。
【００６８】
　モノクローナル抗体の調製には、連続的細胞株培養により生成される抗体を提供する任
意の技法が使用されてもよい。例としては、ヒトモノクローナル抗体を生成するハイブリ
ドーマ技法（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，　１９７５，　Ｎａｔｕｒｅ，
　２５６：４９５－５９７）、トリオーマ技法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法（Ｋｏｚ
ｂｏｒ，　ｅｔ　ａｌ．，　１９８３，　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　４：７２
）、及びＥＢＶ－ハイブリドーマ技法　（Ｃｏｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　１９８５，　Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　
Ａｌａｎ　Ｒ．　Ｌｉｓｓ，　Ｉｎｃ．　ｐｐ．　７７－９６）が含まれる。
【００６９】
　一本鎖抗体の生成に関して記載される記述は（米国特許第４，９４６，７７８号）、本
発明の免疫原性ポリペプチドに対する一本鎖抗体の生成に適用してもよい。
【００７０】
　本発明のタンパク質配列の位置特定及び活性に関する方法、例えばタンパク質のイメー
ジング、適切な生理学的試料中のタンパク質レベルの測定、及び同様物に、抗体を使用し
てもよい。
【００７１】
　本発明は、図１～５のポリペプチドとは１～３４個のアミノ酸が異なるポリペプチドを
提供し、このような相違には、置換、挿入、削除、改変アミノ酸又はアミノ酸誘導体の組
み込み、及びポリペプチドのＣ末端又はＮ末端に対するアミノ酸の追加又は削除が含まれ
てもよい。本発明は、ウイルス感染、新生物、癌、糖尿病の処置、並びに細胞の増殖及び
分化、並びに組織再生の促進を含むが、これらに限定されない、これらのポリペプチドの
治療及び予防的使用を提供する。本発明は、本発明のポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド、及び該ポリヌクレオチドのポリペプチド製造における使用、遺伝子療法として
の使用、診断ツールとしての使用等を含むが、これらに限定されない使用を提供する。
【００７２】
　薬学的組成物
　本発明は、活性成分としてのポリペプチドを含む、治療用途のための薬学的組成物を提
供する。これらの組成物は、本発明の方法で使用されてもよい。一般的に、哺乳動物又は
対象において、ウイルス感染、癌、新生物、炎症又は他の疾患を阻害する薬学的組成物は
、本発明の実施に必要な、上述した有効量の少なくとも一種のポリペプチド、又は同一の
効果を有することが示された該ポリペプチドのフラグメントと、薬学的、生理学的に許容
される担体若しくは希釈剤とを含有する。本発明によれば、薬学的組成物は、複数の図１
～５のポリペプチドの組み合わせから構成されてもよい。薬学的組成物は更に、連続する
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分子内に１つ以上の図１～５の改変を含む単一のポリペプチドから構成される場合もある
。
【００７３】
　組成物は、経口、皮下、又は静脈内、動脈内、筋内、腹腔内、及び鼻腔内投与を含む非
経口、並びに必要に応じてくも膜下腔内及び注入技法にて投与されてもよい。薬学的に許
容される担体、希釈剤、アジュバント及びビヒクル、並びにインプラント担体は一般的に
、本発明の活性成分と反応しない、不活性な、無毒の固体又は液体充填剤、希釈剤又は封
入材を指す。ポリペプチド取り込みを促進するために、組成物中にカチオン性脂質を含ん
でもよい。化合物のインプラントも有用である。一般的に、薬学的組成物は無菌である。
【００７４】
　本発明は、例えば蛍光、化学発光又は放射性分子等の、検出可能な標識が結合したポリ
ペプチドの組成物に関する。
【００７５】
　他の例は、公知の材料を使用して、公知の技法により調製される場合がある薬学的組成
物であり、参考として本明細書に組み入れられているＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１８ｔｈ　Ｅｄ．　（１９９０，　Ｍａｃ
ｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　Ｐａ．　１８０４２）　ｐｐ．
　１４３５－１７１２を参照されたい。一般的に、製剤は、種々の要因、例えば投与、安
定性、産生上の問題、及びその他の要因に依存するであろう。図１～５のポリペプチドは
、注入もより、又は吸入を介して経肺投与により投与されてもよい。腸溶性剤形も利用可
能な場合があり、従って経口投与が有効な場合がある。本発明のポリペプチドは、送達の
ためにリポソーム又は他のマイクロ担体内に挿入されてもよいし、徐放用にゲル又は他の
組成物中に調製されてもよい。好ましい組成物は、該組成物が属する用途に応じて変動す
るが、一般的に本発明のポリペプチドに関しては、好ましい薬学的組成物は、皮下注入又
は吸入を介した経肺投与用に調製される。しかし、各投与タイプのための特定の製剤は、
特定のポリペプチドの特徴に依存するであろう。
【００７６】
　本発明のポリペプチド又はポリペプチドコンジュゲートの治療的製剤は、通常、１種以
上の薬学的に許容される担体又は賦形剤を含有する組成物で投与される。それらの薬学的
組成物は、それ自体公知の、保管上十分に安定した、又ヒト又は動物に対する投与に好適
なポリペプチド医薬を形成する方法で調製される場合がある。
【００７７】
　本発明のポリペプチド又はポリペプチドコンジュゲートは、「それ自体」で、及び／又
はその塩形態で使用されてもよい。好適な塩には、アルカリ金属又はアルカリ土類金属、
例えばナトリウム、カリウム、カルシウム及びマグネシウムとの塩、並びに例えば亜鉛塩
が含まれるが、これらに限定されない。これらの塩又は複合体は、結晶及び／又は非晶質
構造として存在する場合がある。
【００７８】
　「薬学的に許容される」とは、使用する用量及び濃度が、それを投与される患者に任意
の有害な作用を起こさない担体又は賦形剤を意味する。このような薬学的に許容される担
体及び賦形剤は、当該技術分野で周知である（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１８ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ａ．　Ｒ．　Ｇｅ
ｎｎａｒｏ，　Ｅｄ．，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ　（１９９
０）；Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｓ．　Ｆｒｏｋｊａｅｒ　
ａｎｄ　Ｌ．　Ｈｏｖｇａａｒｄ，　Ｅｄｓ．，　Ｔａｙｌｏｒ　＆　Ｆｒａｎｃｉｓ　
（２０００）；　ａｎｄ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅ
ｘｃｉｐｉｅｎｔｓ，　３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ａ．　Ｋｉｂｂｅ，　Ｅｄ．，　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ　（２０００）を参照）。
【００７９】
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　本発明の組成物は、単独で、又は他の治療薬と共に投与される場合がある。例えば、リ
バビリン及びインターフェロンαは、組み合わせで使用された場合、ＨＣＶ感染の処置に
有効であることが示されている。それらの組み合わせにおける効力は、何れかの薬物製品
が単独で使用された場合の効果を上回る。本発明の組成物は、単独で、又はインターフェ
ロン、リバビリン、並びに／若しくはウイルス標的（ウイルスプロテアーゼ、ウイルスポ
リメラーゼ、ウイルス複製複合体アセンブリー）及び宿主標的（ウイルス処理に必要な宿
主プロテアーゼ、ウイルス標的のリン酸化に必要な宿主キナーゼ、例えばＮＳ５Ａ、及び
ウイルスＩＲＥＳの効率的な利用に必要な宿主因子の阻害剤）の両方に対して開発された
種々の小分子との組み合わせで投与される場合がある。例えばＩＬ－２、ＩＬ－１２、Ｉ
Ｌ－２３、ＩＬ－２７、又はＩＦＮ－γ等のサイトカインが共投与される場合がある。こ
れらの薬剤は、同一の薬学的組成物の一部として組み込んでも、又は本発明のポリペプチ
ド若しくはコンジュゲートとは別に、同時に若しくは他の処置計画に従って投与されても
よい。更に、本発明のポリペプチド、ポリペプチドコンジュゲート又は組成物は、その他
の治療法のアジュバントとして使用される場合がある。
【００８０】
　本発明において「患者」には、ヒト及びその他の哺乳動物の両方が含まれる。従って、
これらの方法は、ヒトの治療及び獣医学的用途の両方に適用される。
【００８１】
　本発明のポリペプチド又はコンジュゲートを含有する薬学的組成物は、種々の剤形に、
例えば液剤、ゲル、凍結乾燥、又は圧縮固体として調製される場合がある。好ましい剤形
は、処置される特定の適応症に依存し、当業者には明白であろう。
【００８２】
　本発明の製剤は、経口で、皮下に、静脈内に、脳内に、鼻腔内に、経皮で、腹腔内に、
筋内に、肺内に、くも膜下腔内に、経膣で、経直腸で、眼内に、又はその他何れかの許容
される方法を含むが、これらに限定されない種々の方法にて投与されてもよい。製剤は、
注入により連続的に投与されてもよいが、例えばポンプ（例えば、皮下浸透圧ポンプ）又
はインプラント等の当該技術分野で周知の技法を使用したボーラス注入も許容される。場
合により、製剤は、液剤又はスプレーとして直接適用される場合がある。
【００８３】
　薬学的組成物の例は、非経口投与のために構成された液剤である。多くの場合、医薬液
剤製剤は、迅速使用に適した液体形態で提供されるが、これらの非経口製剤は、凍結又は
凍結乾燥形態で提供されてもよい。前者の場合、組成物は、使用前に解凍する必要がある
。後者の形態は、凍結乾燥製剤が一般的にその液体の対応物と比較してより安定であるた
め、多くの場合、当業者が認識するように、より幅広い保管状態下で組成物中に含まれる
活性化合物の安定性を高めるために使用される。このような凍結乾燥製剤は、使用前に、
例えば無菌注射用蒸留水、又は無菌生理食塩水溶液等の、薬学的に許容される１種以上の
好適な希釈剤の添加により再構成される。
【００８４】
　非経口製剤は、適宜、所望の純度を有するポリペプチドを、当該技術分野で一般的に使
用されている１種以上の薬学的に許容される担体、賦形剤又は安定剤（その全ては「賦形
剤」と称される）、例えば緩衝剤、安定化剤、保存剤、等張剤、非イオン性洗浄剤、酸化
防止剤及び／又は他の種々の添加剤と混合することにより、凍結乾燥剤又は水溶液として
保管されるよう調製される場合がある。
【００８５】
　緩衝剤は、生理学的状態に近い範囲のｐＨの維持を補助する。緩衝剤は一般的に、約２
ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の濃度にて存在する。本発明と共に使用するのに好適な緩衝剤に
は、有機酸及び無機酸の両方、並びにそれらの塩、例えばクエン酸緩衝液（例えば、クエ
ン酸一ナトリウム－クエン酸二ナトリウム混合物、クエン酸－クエン酸三ナトリウム混合
物、クエン酸－クエン酸一ナトリウム混合物等）、コハク酸緩衝液（例えば、コハク酸－
コハク酸一ナトリウム混合物、コハク酸－水酸化ナトリウム混合物、コハク酸－コハク酸
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二ナトリウム混合物等）、酒石酸緩衝液（例えば、酒石酸－酒石酸ナトリウム混合物、酒
石酸－酒石酸カリウム混合物、酒石酸－水酸化ナトリウム混合物等）、フマル酸緩衝液（
例えば、フマル酸－フマル酸一ナトリウム混合物、フマル酸－フマル酸二ナトリウム混合
物、フマル酸一ナトリウム－フマル酸二ナトリウム混合物等）、グルコン酸緩衝液（例え
ば、グルコン酸－グルコン酸ナトリウム混合物、グルコン酸－水酸化ナトリウム混合物、
グルコン酸－グルコン酸カリウム混合物等）、シュウ酸緩衝液（例えば、シュウ酸－シュ
ウ酸ナトリウム混合物、シュウ酸－水酸化ナトリウム混合物、シュウ酸－シュウ酸カリウ
ム混合物等）、乳酸緩衝液（例えば、乳酸－乳酸ナトリウム混合物、乳酸－水酸化ナトリ
ウム混合物、乳酸－乳酸カリウム混合物等）、及び酢酸緩衝液（例えば、酢酸－酢酸ナト
リウム混合物、酢酸－水酸化ナトリウム混合物等）が含まれる。更なる可能性としては、
リン酸緩衝液、ヒスチジン緩衝液、及びトリス等のトリメチルアミン塩がある。
【００８６】
　保存剤は、微生物増殖を遅延させるために添加され、一般的に約０．２％～ｌ％（ｗ／
ｖ）の量で添加される。本発明と共に使用するのに好適な保存剤には、フェノール、ベン
ジルアルコール、メタクレゾール、メチルパラベン、プロピルパラベン、オクタデシルジ
メチルベンジルアンモニウムクロリド、ハロゲン化ベンズアルコニウム（例えば、塩化、
臭化又はヨウ化ベンズアルコニウム）、塩化ヘキサメトニウム、アルキルパラベン、例え
ばメチル又はプロピルパラベン、カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール及び
３－ペンタノールが含まれる。
【００８７】
　等張剤（ｉｓｏｔｏｎｉｃｉｆｉｅｒｓ）は、液体組成物の等張性を確保するために添
加され、これには、多価糖アルコール、好ましくは三価又はそれ以上の糖アルコール、例
えばグリセリン、エリトリトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール及びマン
ニトールが含まれる。多価アルコールは、他の成分の相対量を考慮の上、０．１重量％～
２５重量％、一般的に１％～５％の量で存在してもよい。
【００８８】
　安定剤は、その機能において、増量剤から、治療薬を可溶化する、又は変性若しくは容
器壁に対する付着を防止する補助をする添加剤までの範囲にわたる賦形剤の広いカテゴリ
ーを指す。代表的な安定剤は、多価糖アルコール（上記に列挙した）；例えばアルギニン
、リシン、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アラニン、オルニチン、
Ｌ－ロイシン、２－フェニルアラニン、グルタミン酸、スレオニン等のアミノ酸、例えば
イノシトール等のシクリトールを含む、例えば乳糖、トレハロース、スタキオース、マン
ニトール、ソルビトール、キシリトール、リビトール、ミオイニシトール（ｍｙｏｉｎｉ
ｓｉｔｏｌ）、ガラクチトール、グリセロール及び同様物等の有機糖又は糖アルコール；
ポリエチレングリコール；アミノ酸ポリマー；例えば尿素、グルタチオン、チオクト酸、
チオグリコール酸ナトリウム、チオグリセロール、α－モノチオグリセロール及びチオ硫
酸ナトリウム等の含硫黄還元剤；低分子量ポリペプチド（即ち、＜１０残基）；例えばヒ
ト血清アルブミン、ウシ血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン等のタンパク質；
例えばポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；例えばキシロース、マンノース、果糖
及びブドウ糖等の単糖類；例えば乳糖、麦芽糖及びショ糖等の二糖類；例えばラフィノー
ス等の三糖類、並びに例えばデキストラン等の多糖類であってもよい。安定剤は、通常、
活性タンパク質の重量に基づき０．１～１０、０００重量部の範囲内で存在する。
【００８９】
　（「湿潤剤」としても既知の）非イオン性界面活性剤又は洗浄剤は、治療薬の可溶化を
補助し、治療ポリペプチドを撹拌により誘導される凝集から保護するために、並びにポリ
ペプチドを変性させずに製剤をせん断表面応力に暴露することを可能にするために存在す
る場合がある。好適な非イオン性界面活性剤には、ポリソルベート（２０、８０等）、ポ
リオキシマー（ｐｏｌｙｏｘａｍｅｒ）（１８４、１８８等）、プルロニック（登録商標
）ポリオール、ポリオキシエチレンソルビタンモノエーテル（Ｔｗｅｅｎ（登録商標）－
２０、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）－８０等）が含まれる。
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【００９０】
　更なる種々の賦形剤には、増量剤又は充填剤等（例えば、澱粉）、キレート化剤（例え
ば、ＥＤＴＡ）、酸化防止剤（例えば、アスコルビン酸、メチオニン、ビタミンＥ）及び
共溶媒が含まれる。
【００９１】
　活性成分は、例えばコアセルベーッション技法又は界面重合により調製された、例えば
ヒドロキシメチルセルロース、ゼラチン又はポリ（メチルメタクリレート）マイクロカプ
セル等のマイクロカプセル内に、コロイド状薬物送達系（例えばリポソーム、アルブミン
マイクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）内に、又はマク
ロエマルジョン内に封入されてもよい。このような技法については、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（前掲）に開示される。
【００９２】
　本発明の一態様において、組成物は、例えば水性組成物等の液体組成物であり、スルホ
アルキルエーテルシクロデキストリン誘導体を含む。
【００９３】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの投与用に使用される非経口製剤は、無菌でなければならない。これ
は、例えば無菌濾過膜を介した濾過により容易に達成することができる。
【００９４】
　徐放製剤の好適な例には、ポリペプチド又はコンジュゲートを含有する固体疎水性ポリ
マーの半透過性マトリックスが含まれ、該マトリックスは、フィルム又はマイクロカプセ
ル等の好適な形態を有する。徐放マトリックスの例には、ポリエステル、ハイドロゲル（
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）
）、ポリ乳酸、Ｌ－グルタミン酸とＬ－グルタミン酸エチルのコポリマー、非分解性エチ
レン－酢酸ビニル、分解性乳酸－グリコール酸コポリマー、例えばＰｒｏＬｅａｓｅ（登
録商標）テクノロジー又はＬｕｐｒｏｎ　Ｄｅｐｏｔ（登録商標）（乳酸－グリコール酸
コポリマー及び酢酸ロイプロリドからなる注射用マイクロスフェア）、並びにポリ－Ｄ－
（－）－３－ヒドロキシ酪酸が含まれる。例えばエチレン－酢酸ビニル及び乳酸－グリコ
ール酸等のポリマーが、分子を１００日間まで又はそれ以上の長期間放出できる一方、あ
るハイドロゲルは、タンパク質をより短期間放出する。封入したポリペプチドが体内に長
時間残留する場合、ポリペプチドは、３７℃で水分に暴露される結果、変性又は凝集し、
その結果生物学的活性を損失し、又免疫原性に変化が起こる場合がある。関与する機序に
応じて合理的な戦略を考案してもよい。例えば、凝集機序がチオ－ジスルフィド交換を介
した分子内Ｓ－Ｓ結合形成であると見出された場合、スルフヒドリル残基の改変、酸性溶
液からの凍結乾燥、含水率の制御、適切な添加剤の使用、及び特定のポリマーマトリック
ス組成物の開発により、安定化が達成されてもよい。
【００９５】
　本発明の実施に、ペプチド及びペプチドコンジュゲートの経口投与が意図される。経口
投与に関して、薬学的組成物は固体又は液体形態、例えばカプセル剤、錠剤、縣濁剤、乳
剤又は液剤の剤形であってもよい。薬学的組成物は、好ましくは、所定量の活性成分を含
有する用量単位の形態で形成される。ヒト又はその他の哺乳動物のための好適な一日用量
は、患者の状態及びその他の要素に応じて大きく異なる場合があるが、当業者が日常的な
方法を使用して決定することができる。
【００９６】
　経口投与用の固体剤形は、カプセル剤、錠剤、坐剤、散剤及び顆粒を含む場合がある。
これらの固体剤形において、活性化合物は、少なくとも一種の不活性希釈剤、例えばショ
糖、乳糖、又は澱粉と混合される場合がある。このような剤形は、通常実施されている通
り、更なる物質、例えば滑沢剤、例えばステアリン酸マグネシウムを含む場合もある。カ
プセル剤、錠剤及び丸剤の場合、剤形は、緩衝剤を含む場合もある。錠剤及び丸剤は、更
に腸溶コーティングと共に調製されてもよい。
【００９７】
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　ポリペプチド又はコンジュゲートは、例えば乳糖、ショ糖、澱粉粉末、アルカン酸のセ
ルロースエステル、ステアリン酸、タルク、ステアリン酸マグネシウム、酸化マグネシウ
ム、リン酸及び硫酸のナトリウム塩及びカルシウム塩、アカシア、ゼラチン、アルギン酸
ナトリウム、ポリビニル－ピロリジン、及び／又はポリビニルアルコール等のアジュバン
トと共に混合され、従来の投与のために錠剤化又はカプセル化される場合がある。或いは
、これらは、生理食塩水、水、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、エタノ
ール、油（例えばトウモロコシ油、ラッカセイ油、綿実油若しくはゴマ油）、トラガカン
トゴム、及び／又は種々の緩衝液中に溶解される場合もある。その他のアジュバント及び
投与様式は、医薬技術分野で周知である。担体又は希釈剤は、例えばモノステアリン酸グ
リセリル又はジステアリン酸グリセリル等の時間遅延材料を、単独で若しくはロウと共に
、又は当該技術分野で周知の他の材料と共に含む場合がある。
【００９８】
　薬学的組成物は、例えば滅菌等の従来の医薬手術を受ける、及び／又は従来のアジュバ
ント、例えば本発明者等の他の箇所で開示される保存剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、緩衝
剤、充填剤等を含有する場合がある。
【００９９】
　経口投与用の液体剤形には、当該技術分野で通常使用されている不活性希釈剤、例えば
水を含有する、薬学的に許容される乳剤、液剤、縣濁剤、シロップ剤及びエリキシル剤が
含まれる場合がある。このような組成物は、例えば湿潤剤、甘味剤、矯味矯臭剤、及び香
料等のアジュバントを含む場合もある。
【０１００】
　本発明の一部として、経肺投与に好適な製剤が意図される。ジェット又は超音波の何れ
かの噴霧器と共に使用するのに適した製剤は、通常、溶液１ｍＬ当たり約０．０１～２５
ｍｇ、好ましくは約０．１～１０ｍｇの濃度で水に溶解したポリペプチド又はコンジュゲ
ートを含有するであろう。製剤は緩衝液及び単糖（例えば、タンパク質安定化及び浸透圧
の調整のため）、並びに／又はヒト血清アルブミンを、濃度０．１～１０ｍｇ／ｍｌの範
囲で含む場合もある。使用される場合がある緩衝液の例には、酢酸ナトリウム、クエン酸
塩及びグリシンがある。緩衝液は、溶液のｐＨを３～９の範囲内に調整するのに好適な組
成及びモル濃度を有することが好ましいであろう。一般的に、本目的には、１ｍＭ～５０
ｍＭの緩衝液モル濃度が適切である。使用される場合がある糖の例には、通常製剤の１重
量％～１０重量％の範囲の量の乳糖、麦芽糖、マンニトール、ソルビトール、トレハロー
ス、及びキシロースがある。
【０１０１】
　噴霧器製剤は又、エアゾル形成の際の溶液の噴霧により生じるタンパク質の表面誘導凝
集を低減又は防止するために、界面活性剤を含有する場合がある。例えばポリオキシエチ
レン脂肪酸エステル及びアルコール、並びにポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステ
ル等の、従来の種々の界面活性剤を使用することができる。量は一般的に、製剤の０．０
０１重量％～４重量％の範囲にわたるであろう。本発明の目的において、特に好ましい界
面活性剤は、ポリオキシエチレンモノオレイン酸ソルビタンである。
【０１０２】
　本発明の液体粒子の好適な分散を生成する特定の製剤及び方法は、参考として本明細書
に組み入れられているＷＯ９４／２００６９、米国特許第５，９１５，３７８号、米国特
許第５，９６０，７９２号、米国特許第５，９５７，１２４号、米国特許第５，９３４，
２７２号、米国特許第５，９１５，３７８号、米国特許第５，８５５，５６４号、米国特
許第５，８２６，５７０号及び米国特許第５，５２２，３８５号に記載される。
【０１０３】
　定量吸入器と共に使用される製剤は、一般的に微粉を含むであろう。この粉末は、液体
コンジュゲート製剤を凍結乾燥した後、摩砕することによって産生される場合があり、又
、例えばヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）等の安定剤も含有する場合がある。通常、０．５
％（ｗ／ｗ）を超えるＨＡＳが添加される。更に、必要に応じて、製剤に１種以上の糖又
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は糖アルコールが添加される場合がある。その例には、乳糖、麦芽糖、マンニトール、ソ
ルビトール、ソルビトース、トレハロース、キシリトール、及びキシロースが含まれる。
製剤に添加される量は、存在するコンジュゲートの約０．０１～２００％（ｗ／ｗ）、好
ましくは約１～５０％の範囲にわたってもよい。この製剤は、次に凍結乾燥され、所望の
粒径に摩砕される。
【０１０４】
　適切な粒径にされた粒子を、次に、界面活性剤の補助により噴射剤中に浮遊させる。噴
射剤は、この目的のために使用される任意の従来の材料、例えばクロロフルオロカーボン
、ヒドロクロロフルオロカーボン、ヒドロフルオロカーボン、又はトリクロロフルオロメ
タン、ジクロロジフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロメタノール、及び１、１、１
、２－テトラフルオロエタンを含むハイドロカーボン、又はそれらの組み合わせであって
もよい。適切な界面活性剤には、トリオレイン酸ソルビタン及び大豆レシチンが含まれる
。オレイン酸も又界面活性剤として有用な場合がある。次に、この混合物を送達デバイス
に投入する。本発明における使用に適した市販の定量吸入器の例は、Ｇｌａｘｏ　Ｉｎｃ
．（米国ノースカロライナ州リサーチトライアングルパーク）製のＶｅｎｔｏｌｉｎ定量
吸入器である。
【０１０５】
　粉末吸入器用の製剤は、ポリペプチド又はポリペプチドコンジュゲートを含有する乾燥
微粉を含み、例えば乳糖、ソルビトール、ショ糖、又はマンニトール等の増量剤も、吸入
器からの粉末の分散を促進する量で、例えば製剤の５０重量％～９０重量％含む場合もあ
る。粉末の粒子は、密度約１ｇ／ｃｍ２の粒子に対応する肺内での空気力学的特性を有し
、１０μｍ未満、好ましくは０．５～５μｍ、最も好ましくは１．５～３．５μｍの平均
粒径を有する必要がある。本明細書の教示に従った使用に適した粉末吸入器の例は、Ｆｉ
ｓｏｎｓ　Ｃｏｒｐ．（米国マサチューセッツ州ベッドフォード）製のＳｐｉｎｈａｌｅ
ｒ粉末吸入器である。これらの吸入器用の粉末は、米国特許第５，９９７，８４８号、米
国特許第５，９９３，７８３号、米国特許第５，９８５，２４８号、米国特許第５，９７
６，５７４号、米国特許第５，９２２，３５４号、米国特許第５，７８５，０４９号及び
米国特許第５，６５４，００７号に開示される方法により生成及び／又は送達される場合
がある。
【０１０６】
　治療製品の経肺送達用に設計された機械装置には、噴霧器、定量吸入器、及び粉末吸入
器が含まれるが、これらに限定されず、これらは全て当業者に周知である。本発明の実施
に好適な市販の装置の特定の例には、Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ，　Ｉｎｃ．（米国ミズ
ーリ州セントルイス）製のＵｌｔｒａｖｅｎｔ噴霧器；Ｍａｒｑｕｅｓｔ　Ｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ（米国コロラド州イングルウッド）製のＡｃｏｒｎ　ＩＩ噴霧器；
Ｇｌａｘｏ　Ｉｎｃ．（米国ノースカロライナ州リサーチトライアングルパーク）製のＶ
ｅｎｔｏｌｉｎ定量吸入器；Ｆｉｓｏｎｓ　Ｃｏｒｐ．（米国マサチューセッツ州ベッド
フォード）製のＳｐｉｎｈａｌｅｒ粉末吸入器、Ｎｅｋｔａｒ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓ，　Ｉｎｃ．（米国カリフォルニア州サンカルロス）の“ｓｔａｎｄｉｎｇ　ｃｌｏｕ
ｄ”装置；Ａｌｋｅｒｍｅｓ（米国マサチューセッツ州ケンブリッジ）製のＡＩＲ吸入器
；及びＡｒａｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（米国カリフォルニア州ヘイワード）製
のＡＥＲｘ経肺薬物送達系がある。
【０１０７】
　本発明は又、本発明のポリペプチド、コンジュゲート、ポリヌクレオチド、発現ベクタ
ー、細胞、方法、組成物、及び系、並びに装置を含むキットも提供する。本発明のキット
は、場合により、本発明の以下の少なくとも１つを含む：（１）本明細書に記載の器具、
システム、システム構成部品、又は器具の構成部品；（２）本発明のポリペプチド若しく
はコンジュゲート又はポリヌクレオチド；本発明のポリペプチドをコードするプラスミド
発現ベクター；本発明のポリペプチドを発現する細胞を含む少なくとも１つのキット構成
部品；又はそれらの任意の構成部品の少なくとも１つを含有する組成物；（３）治療又は
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予防方法を含む、本明細書に記載の任意の方法を実施するための指示書、（２）に同定さ
れた任意の構成部品若しくはそれらの任意の構成部品の任意の組成物の使用指示書；及び
／又は本明細書に記載の任意の装置、システム若しくは構成部品を操作するための指示書
；（４）前記それらの構成部品又は組成物の少なくとも１つを保持する容器、並びに（５
）包装材料。
【０１０８】
　更なる態様において、本発明は、本明細書に記載の任意の方法若しくは試験の実施のた
めの、上記及び本明細書に記載の任意の装置、構成部品、組成物、若しくはキットの使用
、及び／又は本発明に記載する任意の試験若しくは方法を実施するための任意の装置、構
成部品、組成物、若しくはキットの使用を提供する。
【０１０９】
　化学的改変、コンジュゲート、及び融合
　本発明の任意のポリペプチドは、例えば、ポリペプチドの安定化又は検出若しくは精製
のために、１つ以上のドメイン又はサブ配列の付加により生じる、より大きいポリペプチ
ド配列、例えば融合タンパク質の一部として存在する場合がある。ポリペプチド精製サブ
配列には、例えばエピトープタグ、ＦＬＡＧタグ、ポリヒスチジン配列、ＧＳＴ融合物、
又はその他何れかの検出／精製サブ配列、又は当該技術分野で周知の「タグ」が含まれる
場合がある。これらの追加のドメイン又はサブ配列は、本発明のポリペプチドの活性上に
殆ど又は全く影響せず、又は合成後プロセシング手順、例えばプロテアーゼによる処理、
インテリンの包含、又は同様物により除去されてもよい。
【０１１０】
　本発明は、Ｉｇ分子、例えばヒトＩｇＧ　Ｆｃ（「フラグメント結晶可能」又はフラグ
メント補体結合）ヒンジ、ＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインに縮合した、例えば本明細
書に記載した本発明のポリペプチドを含有する融合タンパク質、並びにこのような融合タ
ンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む。Ｆｃは、細胞の抗体受容体及び補体のＣ
１ｑ成分に対する結合に関与する抗体の部分である。これらの融合タンパク質及びそれら
のコード核酸は、予防及び／若しくは治療薬又は診断ツールとして有用である（例えばＣ
ｈａｌｌｉｔａ－Ｅｉｄ，　Ｐ．，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ　１６０：３４１９－３４２６；　Ｓｔｕｒｍｈｏｅｆｅｌ，　Ｋ．，　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９９）　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５９：４９６４－４９７２も参照）。本発明は
、例えば米国特許第５，８７６，９６９号に記載の通り、アルブミン分子、例えばヒト血
清アルブミン（ＨＳＡ）に縮合した本発明ポリペプチドを含む融合タンパク質、及び融合
タンパク質をコードするヌクレオチド配列も含む。Ｉｇ及びアルブミン融合タンパク質は
、ポリペプチド血清半減期及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期の延長、ポリペプ
チド抗原性の低下、ポリペプチド保管安定性の増大、又はバイオアベイラビリティ、例え
ばＡＵＣＳＣの上昇を示し、従って予防及び／又は治療薬として有用な場合がある。
【０１１１】
　本発明の全ポリペプチドは、細胞膜を通して形質導入し、細胞内で治療的機能を達成す
る固有の能力を有する。従って、本発明は、その他何れかの分子の細胞透過性又は形質導
入性を向上させるための、本発明のポリペプチドの使用を提供する。本発明は更に、その
他何れかの分子の細胞透過性を向上させるための、本発明のポリペプチドの任意のフラグ
メント又はサブフラグメントの使用を提供し、このようなフラグメント又はサブフラグメ
ントは、約５アミノ酸長、約１０アミノ酸長、例えば１５アミノ酸長、例えば約２０アミ
ノ酸長、約２５アミノ酸長、約３０アミノ酸長、例えば３５アミノ酸長、約３５～５０ア
ミノ酸長、約５０～１００アミノ酸長、例えば７５アミノ酸長、例えば１００～１２５ア
ミノ酸長である。
【０１１２】
　本発明の任意のポリペプチドは、１つ以上の改変アミノ酸を含んでもよい。改変アミノ
酸は、例えばグリコシル化アミノ酸、ＰＥＧ化アミノ酸、ファルネシル化アミノ酸、アセ
チル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分にコンジュゲートしたアミノ酸、又は有
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機誘導体化剤にコンジュゲートしたアミノ酸であってもよい。改変アミノ酸の存在は、例
えば、（ａ）ポリペプチド血清半減期及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期の延長
、（ｂ）ポリペプチド抗原性の低下、（ｃ）ポリペプチド保管安定性の増大、又は（ｄ）
バイオアベイラビリティ、例えばＡＵＣＳＣの上昇に有利であってもよい。アミノ酸（１
つ又は複数）は、例えば、組み換え体生成中（例えば、哺乳動物細胞における発現中、Ｎ
－Ｘ－Ｓ／ＴモチーフにおけるＮ－結合グリコシル化）に同時翻訳的に、若しくは翻訳後
に改変され、又は合成手段により改変される。
【０１１３】
　「コンジュゲート」（又は交換可能に「ポリペプチドコンジュゲート）若しくは「コン
ジュゲートしたポリペプチド」）という用語は、１つ以上の本発明のポリペプチドが、１
つ以上の非ポリペプチド部分に共有結合して形成された、異種起源（複合体の意味におい
て）の分子を示すことを意図する。「共有結合」という用語は、ポリペプチド及び非ポリ
ペプチド部分が、互いに直接共有結合的に連結され、又はさもなくば例えばブリッジ、ス
ペーサー若しくは結合部分（１つ以上）等の介在部分（１つ以上）を介して、互いに間接
的に共有結合的に連結されることを意味する。コンジュゲートしたポリペプチドは、関連
する濃度及び条件で可溶な、即ち、例えば血液のような生理的流体中に可溶であることが
好ましい。本発明のコンジュゲートしたポリペプチドの例には、グリコシル化及び／又は
ＰＥＧ化ポリペプチドが含まれる。「コンジュゲートしていないポリペプチド」という用
語は、コンジュゲートしたポリペプチドのポリペプチド部分を指す際に使用される場合が
ある。
【０１１４】
　「非ポリペプチド部分」という用語は、ポリペプチドの結合基にコンジュゲートできる
分子を意味するものとして意図とされる。非ポリペプチド部分の好ましい例には、ポリマ
ー分子、糖部分、脂溶性化合物、又は有機誘導体化剤、特にポリマー分子又は糖部分が含
まれる。非ポリペプチド部分は、ポリペプチドの結合基を介してポリペプチドに結合する
ことを理解するであろう。ポリペプチドに結合した非ポリペプチド部分、例えばポリマー
分子（１つ又は複数）の数が明白に指定される以外は、ポリペプチドに結合した「非ポリ
ペプチド部分」の全引用、又は本発明に別様に使用される「非ポリペプチド部分」は、ポ
リペプチドに結合した１つ以上の非ポリペプチド部分を指すものとする。
【０１１５】
　「ポリマー分子」という用語は、複数のモノマーの共有結合により形成された分子とし
て定義され、ここでモノマーの何れもアミノ酸残基ではない。「ポリマー」という用語は
、「ポリマー分子」という用語と交換可能に使用される場合がある。
【０１１６】
　「糖部分」という用語は、ｉｎ　ｖｉｖｏで又はｉｎ　ｖｉｔｒｏでのグリコシル化、
例えばＮ－又はＯ－グリコシル化により結合された糖分子を示すことを意図する。「Ｎ－
グリコシル化部位」は、配列Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ／Ｃを有し、ここでＸは、プロリンを除く任
意のアミノ酸残基であり、Ｎは、アスパラギンであり、Ｓ／Ｔ／Ｃは、セリン、スレオニ
ン又はシステインの何れか、好ましくはセリン又はスレオニン、最も好ましくはスレオニ
ンである。「Ｏ－グリコシル化部位」は、セリン又はスレオニン残基のＯＨ基を含む。
【０１１７】
　「結合基」という用語は、関連する非ポリペプチド部分、例えばポリマー分子又は糖部
分に結合できるアミノ酸残基の基を示すことを意図する。
【０１１８】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでのＮ－グリコシル化に関して、「結合基」という用語は、Ｎ－グリコ
シル化部位を構成するアミノ酸残基を指すために、従来とは異なるように使用される（配
列Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ／Ｃを伴う、ここでＸは、プロリンを除く任意のアミノ酸残基であり、
Ｎはアスパラギンであり、Ｓ／Ｔ／Ｃは、セリン、スレオニン又はシステインの何れか、
好ましくはセリン又はスレオニン、最も好ましくはスレオニンである）。Ｎ－グリコシル
化部位のアスパラギン残基は、グリコシル化中に糖部分が結合する残基であるが、このよ
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うな結合は、他方のアミノ酸残基にＮ－グリコシル化部位が存在しない限り達成すること
ができない。従って、非ポリペプチド部分が糖部分で、コンジュゲーションがＮ－グリコ
シル化により達成される場合、本発明のポリペプチドのアミノ酸配列の変更に関連して使
用される「非ポリペプチド部分のための結合基を含むアミノ酸残基」という用語は、Ｎ－
グリコシル化部位を構成する１つ、二つ又は全てのアミノ酸残基が、機能的Ｎ－グリコシ
ル化部位のアミノ酸配列への導入、該配列からの除去、又は機能的Ｎ－グリコシル化部位
のアミノ酸配列内での保持（例えば、既にＮ－グリコシル化部位の一部を構成するセリン
残基の、スレオニン残基との置換により、又はその逆）の何れかにより変更されると理解
される。
【０１１９】
　「導入する」（即ち、「導入した」アミノ酸残基、アミノ酸残基の「導入」）」という
用語は主に、存在するアミノ酸残基を他のアミノ酸残基と置換することを意味するものと
して意図されるが、更なるアミノ酸残基を挿入することを意味する場合もある。
【０１２０】
　「除去する」（即ち、「除去した」アミノ酸残基、アミノ酸残基の「除去」）」という
用語は、主に、除去するアミノ酸残基を他のアミノ酸残基で置換する意味を意図するもの
として意図されるが、除去するアミノ酸残基の削除（置換することなく）を意味する場合
もある。
【０１２１】
　「非ポリペプチド部分のための結合基を含むアミノ酸残基」は、それに対して非ポリペ
プチド部分が結合する（導入したアミノ酸残基の場合）又は結合したであろう（除去した
アミノ酸残基の場合）アミノ酸残基を示すことを意図する。
【０１２２】
　「ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期」という用語は、その通常の意味にて使用され、即
ちポリペプチドの生物学的活性の５０％が、身体／標的器官内に尚存在する時間、又はポ
リペプチドの活性が、最初の値の５０％となった時間である。ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的
半減期は、実験動物、例えばラット、マウス、ウサギ、イヌ又はサルにて測定される場合
がある。ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期は、非ヒト霊長類、例えばサルで測定すること
が好ましい。更に、ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期は、静脈内又は皮下投与された試料
に関して測定される場合がある。
【０１２３】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期を測定する代わりに、「血清半減期」、即ちポリペプ
チドの５０％が、排除される前に血漿又は血流内で循環する時間を測定される場合がある
。血清半減期の測定は、多くの場合、ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期の測定と比較して
より単純であり、血清半減期の大きさは、通常、ｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期の大き
さの良好な指標となる。或いは、「血清半減期」という用語には、「血漿半減期」、「循
環半減期」、「血清クリアランス」、「血漿クリアランス」及び「クリアランス半減期」
が含まれる。
【０１２４】
　ポリヌクレオチド及び変異誘発の方法
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする核酸及びポリヌクレオチドを含む。本発
明は、１つ以上の本発明の任意のポリヌクレオチドを、制限エンドヌクレアーゼ、ＲＮア
ーゼ、又はＤＮアーゼで消化することにより（例えば、本明細書の他の箇所で所定の組み
換え形式にて実施されるように）生成される組成物；及び機械的手段（例えば、超音波、
ボルテックス、及び同様物）を使用して、本発明のポリヌクレオチドの１つ以上をフラグ
メントにする又はせん断することにより生成される組成物を含み、これは本明細書に記載
の方法にて組み換え用の基質の提供に使用してもよい。本発明は、少なくとも１つの任意
の本発明のポリヌクレオチドを開裂することにより生成される組成物も提供する。開裂は
、機械的、化学的、又は酵素的開裂を含む場合があり；酵素的開裂は、制限エンドヌクレ
アーゼ、ＲＮアーゼ、又はＤＮアーゼを使用した開裂を含む場合がある。
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【０１２５】
　本発明は、リボヌクレオチド又はデオキシリボヌクレオチド三リン酸及び核酸ポリメラ
ーゼの存在下、１つ以上のフラグメント化された本発明のポリヌクレオチドをインキュベ
ートすることからなる方法により生成した組成物も含む。これは、上記した多数の組み換
え形式のための組み換え混合物の組成物形態を生じさせる。核酸ポリメラーゼは、ＲＮＡ
ポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、又はＲＮＡ－指向ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、「
逆転写酵素」）であってもよい；ポリメラーゼは、例えば熱安定性のＤＮＡポリメラーゼ
（例えば、ＶＥＮＴ、ＴＡＱ、又は同様物）であってもよい。
【０１２６】
　同様に、複数の本発明の核酸に対応するオリゴヌクレオチドのセットを含む組成物は、
組み換え基質として有用であり、本発明の特徴である。利便性のため、これらのフラグメ
ント化、せん断、又はオリゴヌクレオチド合成混合物を、フラグメント化核酸セットと称
する。
【０１２７】
　本発明は、少なくとも１つの本発明のポリヌクレオチドに変異導入し又は該ポリヌクレ
オチドを組み換えて生成したポリペプチドをコードする、単離された又は組み換え核酸も
提供する。
【０１２８】
　本発明のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、及び核酸フラグメントは、公知の合
成方法に従った標準的な固相方法により調製されてもよい。一般的に、約１００塩基まで
のフラグメントを個別に合成した後、（例えば、酵素的若しくは化学的連結方法、又はポ
リメラーゼ仲介による組み換え方法により）連結して、基本的に任意の所望の連続配列を
形成する。例えば、本発明のポリヌクレオチド及びオリゴヌクレオチドは、例えば一般的
に自動化合成法で実施されているように、例えばＢｅａｕｃａｇｅ，　ｅｔ　ａｌ．　（
１９８１）　Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　２２：１８５９－　６９に記載
される古典的なホスホロアミダイト方法、又はＭａｔｔｈｅｓ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９
８４）　ＥＭＢＯ　Ｊ　３：８０１－０５に記載される方法を使用して、化学合成により
調製してもよい。ホスホロアミダイト方法によれば、オリゴヌクレオチドは、例えば自動
化ＤＮＡ合成機内で合成され、精製され、アニールされ、適切なベクター内に連結及びク
ローン化される。
【０１２９】
　更に、基本的に任意のポリヌクレオチドは、多数の任意の種々の商業源、例えばＯｐｅ
ｒｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．（米国カリフォルニア州アラメダ）及びそ
の他多数から特注してもよい。同様に、ペプチド及び抗体は、任意の種々の供給源、例え
ばＣｅｌｔｅｋ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ（米国テネシー州ナッシュビル）；Ｗａｓｈｉｎｇｔ
ｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ｉｎｃ．（米国メリーランドボルチモア）；Ｇｌ
ｏｂａｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ（米国コロラド州フォートコリンズ）及び
その他多数から特注してもよい。
【０１３０】
　本発明の所定のポリヌクレオチドは、ハイブリダイズ可能なオリゴヌクレオチドプロー
ブを使用してｃＤＮＡライブラリー（例えば、相同核酸を、一般的な反復的配列組み換え
（ｒｅｃｕｒｓｉｖｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）方法のように
組み換えて生成したライブラリー）をスクリーニングし、又はＯＡＳポリペプチド及びそ
れらポリペプチドのフラグメントをコードするポリヌクレオチドのＰＣＲ増幅によっても
得られる場合がある。ｃＤＮＡクローンのスクリーニング及び単離の手順は、当業者に周
知である。このような技法は、Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ，　Ｇｕｉｄｅ　ｔ
ｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　Ｖｏｌ．　１５２，　Ａｃａｄ．　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．，
　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　Ｃａｌｉｆ．　（“Ｂｅｒｇｅｒ”）；Ｊ．　Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ　ａｎｄ　Ｄ．Ｗ．　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ
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　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｔｈｉｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ．　Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，
　ＮＹ，　（“Ｓａｍｂｒｏｏｋ”）；及びＥＭ．　Ａｕｓｕｂｅｌ，　ｅｔ　ａｌ．　
（１９８７－２００５）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，　ＮＹ　（“Ａｕｓｕｂｅｌ”）に記載されている。本発明の数個のポリヌクレオチド
は、天然に存在する配列を、例えば変異誘発、反復的配列組み換え（例えば、シャッフリ
ング（ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ））、又はオリゴヌクレオチド組み換えにより改変することに
よって得られる。その他の場合、このようなポリヌクレオチドは、インシリコで、又は本
明細書に引用する参考文献に記載されるオリゴヌクレオチド組み換え法により形成されて
もよい。
【０１３１】
　本明細書に詳述する通り、本発明のポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチド、それらのポリヌクレオチド配列に相補的なポリヌクレオチド配
列、及び少なくともストリンジェントな条件下で、本明細書に定義する配列にハイブリダ
イズするポリヌクレオチドを含む。コード配列は、特定のポリペプチド若しくはドメイン
、領域、又は前記ポリペプチドのフラグメントをコードするポリヌクレオチド配列を指す
。本発明のポリヌクレオチドは、ＲＮＡ又はＤＮＡ形態である場合があり、ｍＲＮＡ、ｃ
ＲＮＡ、合成ＲＮＡ及びＤＮＡ、並びにｃＤＮＡを含む場合がある。ポリヌクレオチドは
、二本鎖又は一本鎖である場合があり、一本鎖の場合、コード鎖又は非コード（アンチセ
ンス、相補）鎖であってもよい。本発明のポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドの
コード配列を（ｉ）単離で、（ｉｉ）例えば融合タンパク質、プレタンパク質、プレプロ
タンパク質、若しくは同様物をコードするように、１つ以上の更なるコード配列との組み
合わせで、（ｉｉｉ）非コード配列、例えばイントロン、制御要素、例えばプロモーター
（例えば、天然に存在する又は組み換え若しくはシャッフルされたプロモーター）、終結
要素、若しくは好適な宿主内でのコード配列の発現に有効な５’及び／若しくは３’未翻
訳領域との組み合わせで、及び／又は（ｉｖ）コード配列が外来遺伝子であるベクター、
細胞、若しくは宿主環境内にて含む。
【０１３２】
　本発明のポリヌクレオチドは、当業者に周知の通り、担体、緩衝液、アジュバント、賦
形剤、及び同様物の存在下を含む、通常の核酸の組成物製剤との組み合わせでも見出すこ
とができる。ポリヌクレオチドフラグメントは、一般的に少なくとも約２００ヌクレオチ
ド塩基、例えば少なくとも約２５０、３００、３５０、４００、４５０、４６０、４７０
、又はそれ以上の塩基を含む。本発明のポリヌクレオチドのヌクレオチドフラグメントは
、ストリンジェントな条件下で、本明細書に記載のポリヌクレオチド配列にハイブリダイ
ズする、及び／又は本明細書に記載の本発明のポリペプチドの少なくとも１つの特性を有
するアミノ酸配列をコードする場合がある。
【０１３３】
　本発明のポリヌクレオチドは、例えば、一般的に本発明のポリペプチド若しくはそのフ
ラグメントをコードする配列を含むプラスミド発現ベクターの発現を介した該ポリペプチ
ドの組み換え産生（即ち、発現）において；治療薬として；予防薬として；診断ツールと
して；免疫原として；アジュバントとして；相補的な若しくは一部相補的な核酸の存在の
対する診断プローブ（野生型オリゴアデニレートシンセターゼ核酸の検出を含む）として
、更なる反応、例えば新たな及び／若しくは改良された変異体、及び同様物を産生するた
めの反復的配列組み換え反応、又は突然変異反応の基質として等、種々の用途を有する。
【０１３４】
　発現ベクター、製造方法、遺伝子治療
　本明細書に、本発明のポリペプチドを産生及び単離するための組み換え方法を記載する
。ポリペプチドは、組み換え産生に加えて、固相技法を使用した直接ペプチド合成によっ
ても産生される場合がある（例えばＳｔｅｗａｒｔ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９６９）　Ｓ



(22) JP 5303728 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

ｏｌｉｄ－Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　ＷＨ　Ｆｒｅｅｍａｎ
　Ｃｏ，　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ；　Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ　Ｊ．　（１９６３）
　ＪＡｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　８５：２１４９－２１５４を参照）。ペプチド合成は、手
動技法又は自動化により実施される場合がある。自動化合成は、例えばＡｐｐｌｉｅｄ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３　ＩＡ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ　（Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，　Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，　Ｃａｌｉｆ．）を使用して、製造
業者から供給された指示に従って達成される場合がある。例えば、サブ配列を個別に化学
合成し、化学的方法を使用して組み合わせて、完全長ポリペプチド又はそのフラグメント
を形成する場合がある。或いは、このような配列は、ポリペプチドの産生を専門とする任
意数の会社から注文する場合がある。最も一般的には、本発明のポリペプチドは、例えば
以下に記載する通り、コード核酸を発現してポリペプチドを回収するにより産生される場
合がある。
【０１３５】
　又、本発明のポリペプチドを産生する方法も含まれる。その方法の１つは、コードポリ
ペプチドの生成に有効な調節配列に操作可能に結合した本発明の任意の核酸を細胞集団内
に導入し、細胞を培地中で培養してポリペプチドを発現させ、細胞又は培地からポリペプ
チドを単離することからなる。細胞による取り込み（トランスフェクション）及び／又は
ポリペプチドの発現を促進するのに十分な量の核酸を使用する。例えば注入、遺伝子ガン
、受動的取り込み（ｐａｓｓｉｖｅ　ｕｐｔａｋｅ）を含む当該技術分野で周知の任意の
送達方法により、核酸をそれらの細胞に導入する。当業者が理解するように、核酸は、例
えばＤＮＡプラスミドベクター、又は当該技術分野で周知の任意のベクターを含む組み換
え発現ベクターの一部であってもよい。本発明の核酸又は該核酸を含むベクターは、当該
技術分野で周知の標準的な組み換えＤＮＡ技術及び単離方法により調製及び処方される場
合がある。このような核酸又は発現ベクターは、ｉｎ　ｖｉｖｏで哺乳動物の細胞集団内
に導入されるか、又は選択された哺乳動物細胞（例えば、腫瘍細胞）を哺乳動物から取り
出して、核酸発現ベクターを、コードされたポリペプチドが十分に取り込まれ且つ発現さ
れる量で、それらの細胞集団内にｅｘ　ｖｉｖｏで導入される場合がある。或いは、核酸
若しくは本発明の核酸を含むベクターは、培養した細胞を使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで
生成される。一態様において、本発明のポリペプチドを生成する方法は、本明細書に記載
の本発明の任意の核酸を含む組み換え発現ベクターを、ベクターの取り込み、及びコード
されたポリペプチドの発現が起こる量及び処方にて細胞集団に導入し；本明細書に記載の
任意の導入／送達形式により、発現ベクターを哺乳動物内に投与し；そして哺乳動物から
、又は哺乳動物の副生物からポリペプチドを単離することからなる。
【０１３６】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする、「本発明の核酸（又はポリヌクレオチ
ド）」と総称される単離又は組み換え核酸（本明細書でポリヌクレオチドとも称する）を
提供する。本発明のポリヌクレオチドは、種々の用途にて有用である。上述の通り、ポリ
ヌクレオチドは、本発明のポリペプチドの産生に有用である。更に、本発明のポリヌクレ
オチドは、本願の他の箇所に記載したように、遺伝子治療、ＤＮＡワクチン接種、及び免
疫療法に有用な発現ベクター内に組み込んでもよい。
【０１３７】
　本発明の任意のポリヌクレオチド（上述のものを含む）は、少なくとも１つの更なるア
ミノ酸配列、例えば分泌／局在化配列、ポリペプチドの可溶化又は固定化（例えば、細胞
表面提示のため）に有用な配列、ポリペプチドの検出及び／又は精製に有用な配列（例え
ば、例えばエピトープタグ、ポリヒスチジン配列、及び同様物等のポリペプチド精製サブ
配列）を含む融合タンパク質をコードする場合がある。別の態様において、本発明は、１
つ以上の本発明のポリヌクレオチドを含む細胞を提供する。このような細胞は、本発明の
ポリヌクレオチドによりコードされる１種以上のポリペプチドを発現する場合がある。
【０１３８】
　本発明は又、本発明の任意のポリヌクレオチドを含むベクターも提供する。このような
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ベクターは、プラスミド、コスミド、ファージ、ウイルス、又はウイルスのフラグメント
を含む場合がある。このようなベクターは発現ベクターを含む場合があり、所望であれば
、核酸は、本明細書及び以下で考察するものを含めたプロモーターに操作可能に結合する
。更に、別の態様において、本発明は、賦形剤又は担体と、少なくとも一種の本発明の任
意のポリヌクレオチド、又はこのような核酸を含むベクター、細胞、若しくは宿主とを含
有する組成物を提供する。このような組成物は、薬学的組成物であってもよく、又賦形剤
又は担体は、薬学的に許容される賦形剤又は担体であってもよい。
【０１３９】
　本発明は又、本発明の核酸又はそのフラグメント（例えば、組み換え用の基質としての
）の複数を含有する組成物も含む。組成物は、組み換え核酸のライブラリーを含んでもよ
く、このライブラリーは、上述した核酸の少なくとも２種、少なくとも３種、少なくとも
５種、少なくとも１０種、少なくとも２０種、少なくとも５０種、又は少なくとも１００
種又はそれ以上を含む。核酸は、場合により発現ベクターにクローン化されて、発現ライ
ブラリーを提供する。
【０１４０】
　本発明のポリヌクレオチド及びそのフラグメント、並びにそれらのポリヌクレオチドを
含むベクターは、好適な担体、例えば薬学的担体と組み合わせて、治療又は予防用途に使
用される場合がある。このような組成物は、治療的及び／又は予防的有効量の化合物、及
び薬学的に許容される担体若しくは賦形剤を含有する。それらの担体又は賦形剤には、生
理食塩水、緩衝生理食塩水、デキストローズ、水、グリセリン、エタノール、及びこれら
の組み合わせが含まれるが、これらに限定されない製剤は、投与様式に適合する必要があ
る。核酸、ポリペプチド及びタンパク質を投与する方法は、当該技術分野で周知である。
【０１４１】
　ベクター、プロモーター及びその他多くの関連する項目を含む、本発明に有用な分子生
物学的技法を記載する一般的な文献には、Ｂｅｒｇｅｒ（前掲）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　（
１９８９）（前掲）；及びＡｕｓｕｂｅｌ（前掲）が含まれる。例えば本発明の相同核酸
を産生するための、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｑ
β－レプリカーゼ増幅及びその他のＲＮＡポリメラーゼ媒介技法（例えば、ＮＡＳＢＡ）
を含めた、当業者をｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅に誘導するのに十分な技法の例については、Ｂ
ｅｒｇｅｒ（前掲）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ（前掲）；及びＡｕｓｕｂｅｌ（前掲）；並びに
Ｍｕｌｌｉｓ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８７）米国特許第４，６８３，２０２号；ＰＣＲ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　（Ｉｎｎｉｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ．）　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　Ｃａｌｉｆ．　（１９９０）　（“Ｉｎｎ
ｉｓ”）；Ａｒｎｈｅｉｍ　＆　Ｌｅｖｉｎｓｏｎ　（Ｏｃｔ．　１，　１９９０）　Ｃ
＆ＥＮ　３６－４７；Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ＯｆＮＩＨ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　（１９
９１）　３：８１－９４；（Ｋｗｏｈ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）　Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：１１７３－１１７７；Ｇｕａｔｅｌｌｉ，　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９０）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８７：１
８７４－１８７８；Ｌｏｍｅｌｉ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｃｈ
ｅｍ　３５：１８２６－１８３１；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８８）
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１：１０７７－　１０８０；Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ　（１９９０）
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８：２９１－２９４；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ　
（１９８９）　Ｇｅｎｅ　４：５６０－５６９；Ｂａｒｒｉｎｇｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　
（１９９０）　Ｇｅｎｅ　８９：１１７－１２２；及びＳｏｏｋｎａｎａｎ　ａｎｄ　Ｍ
ａｌｅｋ　（１９９５）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３：５６３－５６４に記載さ
れている。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増幅された核酸をクローニングする改良された方法につい
ては、Ｗａｌｌａｃｅ，　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，４２６，０３９号に記載されて
いる。大きい核酸をＰＣＲで増幅する改良された方法については、Ｃｈｅｎｇ，　ｅｔ　
ａｌ．　（１９９４）　Ｎａｔｕｒｅ　３６９：６８４－６８５及びその中の参考文献に
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概説されており、そこでは４０キロ塩基（ｋｂ）までのＰＣＲ単位複製配列が生成されて
いる。当業者であれば、基本的に任意のＲＮＡが、逆転写酵素及びポリメラーゼを使用し
たＰＣＲ伸長及び配列決定を使用して、制限消化に好適な二本鎖に変換されてもよいこと
を理解するであろう。例えばＡｕｓｕｂｅｌ（前掲）、Ｓａｍｂｒｏｏｋ（前掲）、及び
Ｂｅｒｇｅｒ（前掲）を参照されたい。
【０１４２】
　哺乳動物宿主細胞において、例えばウイルスベースの系等の幾つかの発現系が使用され
る場合がある。アデノウイルスを発現ベクターとして使用する場合、コード配列は、場合
により後期プロモーターと三分割リーダー配列とからなるアデノウイルス転写／翻訳複合
体内に連結される。ウイルスゲノムの非必須なＥ１又はＥ３領域内への挿入は、感染した
宿主細胞内で本発明のポリペプチドを発現可能な生存ウイルスを形成する（Ｌｏｇａｎ　
ａｎｄ　Ｓｈｅｎｋ　（１９８４）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　
８１：３６５５－３６５９）。更に、転写エンハンサー、例えばラウス肉腫ウイルス（Ｒ
ＳＶ）エンハンサーを使用して、哺乳動物宿主細胞内での発現を増大させる。宿主細胞、
媒体、発現系、及び生成方法には、種々の哺乳動物タンパク質のクローニング及び発現に
関して公知の方法が含まれる。発現の効率は、使用する細胞系に適切なエンハンサーを含
めることにより高めることができる（例えばＳｃｈａｒｆ　Ｄ．，　ｅｔ　ａｌ．　（１
９９４）　Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐｒｏｂｌ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ　２０：１２５－６２
；及びＢｉｔｔｎｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８７）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ　１５３：５１６－５４４を参照）。
【０１４３】
　特定の開始シグナルは、本発明のポリヌクレオチドコード配列及び／又はそのフラグメ
ントの効率的な翻訳を補助してもよい。それらのシグナルは、例えばＡＴＧ開始コドン及
び隣接する配列を含んでもよい。コード配列、その開始コドン及び上流配列が適切な発現
ベクター内に挿入される場合、更なる翻訳制御シグナルは必要ないと思われる。しかしな
がら、コード配列（例えば、成熟タンパク質コード配列）、又はその一部のみが挿入され
る場合、ＡＴＧ開始コドンを含む外来核酸転写制御シグナルを提供する必要がある。更に
、開始コドンは正確なリーディングフレーム内に存在して、完全なインサートの転写を確
保する必要がある。外来転写要素及び開始コドンは、天然及び合成の種々の起源のもので
あってよい。
【０１４４】
　コンストラクトの宿主細胞内への導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、Ｄ
ＥＡＥ－デキストラン仲介によるトランスフェクション、電気穿孔法、遺伝子又はワクチ
ン接種、注入、又はｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの方法
に関するその他の通常の技法（例えばＤａｖｉｓ，　Ｌ．，　Ｄｉｂｎｅｒ，　Ｍ．，　
ａｎｄ　Ｂａｔｔｅｙ，　Ｉ．　（１９８６）　Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙを参照）により実施されてもよい。
【０１４５】
　上述の通り、細菌、植物、動物（特に哺乳動物）の細胞、及び古細菌起源の細胞含む多
くの細胞の培養及び産生に関する参考文献が数多く入手可能である。例えばＳａｍｂｒｏ
ｏｋ（前掲）、Ａｕｓｕｂｅｌ（前掲）、及びＢｅｒｇｅｒ（前掲）、並びにＦｒｅｓｈ
ｎｅｙ　（１９９４）　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ，　ａ　Ｍａ
ｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，　ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　
Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ及びその引用文献；Ｄｏｙｌｅ　ａｎｄ　Ｇ
ｒｉｆｆｉｔｈｓ　（１９９７）　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：　
Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ
，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｈｕｍａｓｏｎ　（１９７９）　Ａｎｉｍａｌ　Ｔｉｓｓｕｅ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　ｆｏｕｒｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　
ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ；並びにＲｉｃｃｉａｒｄｅｌｌｉ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８
９）　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　２５：　１０１６－１０２４を
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参照されたい。植物細胞の培養及び再生に関しては、例えばＰａｙｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９２）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎ
　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．；　Ｇａｍｂｏｒｇ　ａｎｄ　Ｐｈｉｌｌｉｐｓ　（ｅｄ
ｓ．）　（１９９５）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，　Ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　Ｏｒｇａｎ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ；Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｌａｂ
　Ｍａｎｕａｌ，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ　（Ｂｅｒｌｉｎ　Ｈｅｉｄｅｌｂ
ｅｒｇ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；及びＰｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
（１９９３）　Ｒ．　Ｒ．　Ｄ．　Ｃｒｏｙ　（ｅｄ．）　Ｂｉｏｓ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｕ．Ｋ．　ＩＳＢＮ　０　１２　１９
８３７０　６を参照されたい。一般的な細胞培地については、Ａｔｌａｓ　ａｎｄ　Ｐａ
ｒｋｓ　（ｅｄｓ．）　Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｍｅｄｉａ　（１９９３）　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，　Ｆ
ｉａに記載されている。細胞培養の詳細については、例えばＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
，　Ｉｎｃ．（米国ミズーリ州セントルイス）のＬｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ（“Ｓｉｇｍａ－ＬＳＲＣＣＣ
”）、及び例えば同様にＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，　Ｉｎｃ．（米国ミズーリ州セン
トルイス）のＰｌａｎｔ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ（“Ｓｉｇｍａ－ＰＣＣ
Ｓ”）及び付録等の市販の文献に記載されている。
【０１４６】
　本発明のポリペプチドは、組み換え細胞培養物から、硫酸アンモニウム又はエタノール
沈殿、酸抽出、陰イオン又は陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマ
トグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー（例えば
、本明細書に記載の任意のタギング系を使用して）、ヒドロキシアパタイトクロマトグラ
フィー、及びレクチンクロマトグラフィーを含む、方法当該技術分野で周知の多数の任意
の方法により回収及び精製されてもよい。所望により、成熟タンパク質又はそのフラグメ
ントの構造の完成において、タンパク質再折り畳み手順を使用してもよい。最後に、最終
精製手順において高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を使用してもよい。前掲の言
及に加えて、種々の精製方法が当該技術分野で周知であり、例えば、Ｓａｎｄａｎａ　（
１９９７）　Ｂｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．；Ｂｏｌｌａｇ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，　２．ｓｕρ．ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ
，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｗａｌｋｅｒ　（１９９６）　Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ
；Ｈａｒｒｉｓ　ａｎｄ　Ａｎｇａｌ　（１９９０）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｅｎｇｌａｎｄ；Ｈａ
ｒｒｉｓ　ａｎｄ　Ａｎｇａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏ
ｘｆｏｒｄ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｅｎｇｌａｎｄ；Ｓｃｏｐｅｓ　（１９９３）　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃｅ　３．ｓｕｐ．ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，　Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ；　Ｊａｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｒｙｄｅｎ　（１９９８）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，　Ｈｉｇｈ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；及びＷａｌｋｅｒ　（１９９８）　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｏｎ　ＣＤ－ＲＯＭ　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　
Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙに記載されるものが含まれる。
【０１４７】
　生物のｉｎ　ｖｉｖｏでの形質導入及び発現に好適な多数のウイルスベクターが公知で
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ある。このようなベクターには、レトロウイルスベクター（例えば、Ｍｉｌｌｅｒ，　Ｃ
ｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　（１９９２）　１５８：１－２
４；Ｓａｌｍｏｎｓ　ａｎｄ　Ｇｕｎｚｂｕｒｇ　（１９９３）　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒａｐｙ　４：１２９－１４１；Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４）　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２１７：５８１－５９９を参照）及びア
デノ関連ベクター（Ｃａｒｔｅｒ　（１９９２）　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ　３：５３３－５３９；Ｍｕｚｃｙｚｋａ　（１９９２）　Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１５８：９７－１２９に概説）が含まれる。使用
される他のウイルスベクターには、例えばＪｏｌｌｙ　（１９９４）　Ｃａｎｃｅｒ　Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：５１－６４；Ｌａｔｃｈｍａｎ　（１９９４）　Ｍｏｌｅ
ｃ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　２：１７９－１９５；及びＪｏｈａｎｎｉｎｇ，　ｅｔ　ａ
ｌ．　（１９９５）　Ｎｕｃｌ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２３：　１４９５－１５０１に概
説されるようなアデノウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター及びシンドビスウイ
ルスベクターが含まれる。
【０１４８】
　一態様においては、ポックスウイルスベクターが使用されてもよい。ポックスウイルス
ベクターは、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列をトランスフェク
トされ、免疫応答の増大、例えば増大した又は改善されたＴ細胞増殖が所望される予防、
治療及び診断用途に有用である。例えばＢｅｒｅｎｃｓｉ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｉｎ
ｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　（２００１）１８３（８）：　１１７１－９；Ｒｏｓｅｎｗｉｒｔｈ
，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖａｃｃｉｎｅ　２００１　Ｆｅｂｒｕａｒｙ　８；１９（１３－
１４）：１６６１－７０；Ｋｉｔｔｌｅｓｅｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
　（２０００）　１６４（８）：４２０４－ｌｌ；Ｂｒｏｗｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｈｅｒ　２０００　７（１９）：　１６８０－９；Ｋａｎｅｓａ－ｔｈａｓａｎ
，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖａｃｃｉｎｅ　（２０００）　１９（４－５）：４８３－９１；
Ｓｔｅｎ　（２０００）　Ｄｒｕｇ　６０（２）：２４９－７１に考察されるウイルスベ
クターを参照されたい。それらのベクター及び許容される賦形剤を含有する組成物も、本
発明の特徴である。
【０１４９】
　遺伝子治療及び遺伝子ワクチンは、慢性感性症（例えば、ＨＩＶ感染、ウイルス肝炎）
、並びに癌及び数種の形態、例えば酵素欠損症等の先天性欠陥を含む非感染性疾患と戦う
方法を提供し、このような方法は、本発明のポリヌクレオチド、例えばそれらのポリヌク
レオチドを含むベクター及び細胞と共に使用されてもよい。ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉ
ｖｏ及びｉｎ　ｖｉｔｒｏで細胞内に核酸及びベクターを導入するための手法が幾つか使
用されており、これらは本発明のポリヌクレオチド、及びそのポリヌクレオチドを含むベ
クターと共に使用されてもよい。これらの手法には、リポソームベースの遺伝子送達（Ｄ
ｅｂｓ　ａｎｄ　Ｚｈｕ　（１９９３）　ＷＯ　９３／２４６４０及び米国特許第５，６
４１，６６２号；Ｍａｎｎｉｎｏ　ａｎｄ　Ｇｏｕｌｄ－Ｆｏｇｅｒｉｔｅ　（１９８８
）　ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６（７）：６８２－６９１；Ｒｏｓｅ，　米国特許第
５，２７９，８３３号；Ｂｒｉｇｈａｍ　（１９９１）　ＷＯ　９１／０６３０９；並び
にＦｅｉｇｎｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８７）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　８４：７４１３－　７４１４；Ｂｒｉｇｈａｍ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９
８９）　Ａｍ　Ｊ　Ｍｅｄ　Ｓｃｉ　２９８：２７８－２８１；Ｎａｂｅｌ，　ｅｔ　ａ
ｌ．　（１９９０）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１２８５－　１２８８；Ｈａｚｉｎｓｋ
ｉ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１）　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌｅｃ　Ｂｉ
ｏｌ　４：２０６－２０９；　並びにＷａｎｇ　ａｎｄ　Ｈｕａｎｇ　（１９８７）　Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８４：７８５１－７８５５）；例えば癌
を処置するためのアデノウイルスベクター仲介による遺伝子送達（例えばＣｈｅｎ，　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９４）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１：３
０５４－３０５７；　Ｔｏｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｇｙｎｅｃｏｌ　Ｏｎ
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ｃｏｌ　６１：１７５－１７９；　Ｃｌａｙｍａｎ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５：１－６；　Ｏ’Ｍａｌｌｅｙ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５
）　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５５：１０８０－１０８５；　Ｈｗａｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９５）　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　１３：７－１
６；　Ｈａｄｄａｄａ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１９９５　（Ｐｔ．　３）：　２９７－３０６；　Ａｄｄ
ｉｓｏｎ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ　９２：８５２２－８５２６；　Ｃｏｌａｋ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｂｒ
ａｉｎ　Ｒｅｓ　６９１：７６－８２；　Ｃｒｙｓｔａｌ　（１９９５）　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２７０：４０４－４１０；　Ｅｌｓｈａｍｉ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　７：１４１－１４８；　Ｖｉｎｃｅｎｔ，　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９６）　Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｖｒｇ　８５：６４８－６５４を参照）、並びにその
他多数が含まれる。レトロウイルスゲノムの一部として治療ポリヌクレオチド配列を内部
に有する複製欠損性レトロウイルスベクターも、特にシンプルＭｕＬＶベクターに関して
使用されている。例えばＭｉｌｌｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９０）　ＭｏＩ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｂｉｏｌ　１０：４２３９　（１９９０）；　Ｋｏｌｂｅｒｇ　（１９９２）　ＪＮ
ＩＨ　Ｒｅｓ　４：４３，　ａｎｄ　Ｃｏｒｎｅｔｔａ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１）
　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　２：２１５を参照されたい。リガンド特異的な、陽イオ
ンベースの輸送系に結合した核酸輸送系（Ｍｉｌｌｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９０）
　ＭｏＩ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０：４２３９　（１９９０）；　Ｋｏｌｂｅｒｇ　（
１９９２）　ＪＮＩＨ　Ｒｅｓ　４：４３，　ａｎｄ　Ｃｏｒｎｅｔｔａ，　ｅｔ　ａｌ
．　（１９９１）　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　２：２１５）も使用されている。裸Ｄ
ＮＡ発現ベクターも記載される（Ｎａｂｅｌ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９０）（前掲））
。一般的に、これらの手法は、本発明のポリペプチドをコードする核酸を適切なベクター
内に組み込むことにより、本発明に適応させてもよい。
【０１５０】
　本発明の核酸を患者内に導入することにより、本発明に適用可能な遺伝子治療プロトコ
ルを記載する一般的な文献には、例えば、Ｒｏｂｂｉｎｓ　（１９９６）　Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒａｐｙ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓ
ｅｙ；及びＪｏｙｎｅｒ　（１９９３）　Ｇｅｎｅ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：　Ａ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｅｎｇｌ
ａｎｄが含まれる。
【０１５１】
　抗ウイルス処置
　本発明のポリヌクレオチド及びポリペプチドは、ウイルス感染を処置又は予防するため
に、治療的又は予防的に使用される場合がある。代表的なウイルスには、例えば、Ｃ型肝
炎ウイルス、黄熱病ウイルス、西ナイルウイルス、日本脳炎ウイルス、デングウイルス、
及びウシウイルス性下痢症ウイルス等のフラビウイルス科ファミリーのウイルス；例えば
、Ｂ型肝炎ウイルス等のヘパドナウイルス科ファミリーのウイルス；例えば、脳心筋炎ウ
イルスィルス、ヒトライノウイルス、及びＡ型肝炎ウイルス等のピコルナウイルス科ファ
ミリーのウイルス；例えば、ヒト免疫不全ウイルス、サル免疫不全ウイルス、ヒトＴリン
パ球好性ウイルス、及びラウス肉腫ウイルス等のレトロウイルス科ファミリーのウイルス
；例えば、ＳＡＲＳコロナウイルス等のコロナウイルス科ファミリーのウイルス；例えば
、狂犬病ウイルス及び水疱性口内炎ウイルス等のラブドウイルス科ファミリーのウイルス
、例えば、呼吸器多核体ウイルス及びパラインフルエンザウイルス等のパラミクソウイル
スファミリーのウイルス、例えば、ヒトパピローマウイルス等のパピローマウイルス科フ
ァミリーのウイルス、並びに例えば、単純ヘルペスウイルス等のヘルペスウイルス科ファ
ミリーのウイルスが含まれるが、これらに限定されない。
【０１５２】
　本発明の別の目的は、本発明のポリペプチドに結合した１つ以上の非ポリペプチド部分
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を含むコンジュゲートを提供することにあり、該コンジュゲートは抗ウイルス特性を示し
、又場合により、例えば非コンジュゲートポリペプチドと比較して延長した血清半減期及
び／若しくはｉｎ　ｖｉｖｏでの機能的半減期、並びに／又は低下した抗原性等の他の所
望の特性を示す。このようなコンジュゲートの数個は、ウイルスに感染した細胞からのウ
イルスの排除において、参照オリゴアデニレートシンセターゼと比較して高い効力を示す
場合がある。このようなコンジュゲートの数個は更に、参照オリゴアデニレートシンセタ
ーゼと比較して低い毒性を有する場合がある。
【０１５３】
　本発明の別の目的は、ウイルス感染細胞内でのウイルス複製を阻害する方法を提供する
ことにある。該方法は、前記細胞内でウイルス複製を阻害するのに有効な量の本発明のポ
リペプチド又はコンジュゲートを、ウイルス感染細胞に投与することからなる。本発明は
、ウイルス感染細胞内でのウイルスのコピー数を低下させる方法も提供する。該方法は、
ウイルス感染細胞に、前記細胞内でウイルスのコピー数を低下させるのに有効な量の本発
明のポリペプチド又はコンジュゲートを投与することからなる。細胞は、培地中に存在す
るか、又はさもなくば哺乳動物から単離される場合もあれば（即ち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ若
しくはｅｘ　ｖｉｖｏで）、又はｉｎ　ｖｉｖｏで、例えば対象内、哺乳動物内、霊長類
内、若しくはヒト内で培養される場合もある。
【０１５４】
　抗癌及び炎症処置
　本発明のポリペプチドは、所定の細胞型及び細胞系にアポトーシスを起こす、又は前記
細胞系若しくは細胞型の増殖を遅延させることができることが示されている。代表的な実
施形態において、このような細胞系又は細胞型には、前立腺及び乳房由来のものが含まれ
る。
【０１５５】
　本発明は、細胞集団の増殖を阻害する方法であって、細胞集団を、細胞集団の増殖を低
下させるのに有効な量の本発明のポリペプチドと接触させることを含む、方法を提供する
。細胞集団は、培地中に存在するか、又はさもなくば哺乳動物から単離される場合もあれ
ば（即ち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｅｘ　ｖｉｖｏで）、又はｉｎ　ｖｉｖｏ、例えば
対象内、哺乳動物対象内、霊長類対象内、若しくはヒト対象内に存在する場合もある。
【０１５６】
　本発明は、本発明のポリペプチド及びポリヌクレオチドを使用した癌及び新生物疾患の
処置を提供する。代表的な癌及び新生物疾患には：副腎皮質癌、ＡＩＤＳ関連の癌、例え
ば、カポシ肉腫、ＡＥＤＳ関連のリンパ腫、肛門癌、星状細胞腫、基底細胞癌、胆管癌、
例えば肝外のもの、膀胱癌、骨癌、例えば骨肉腫及び悪性線維性組織球腫、脳幹グリア細
胞腫、脳腫瘍、例えばグリア細胞腫、星状細胞腫、悪性グリア細胞腫、上衣細胞腫、髄芽
腫、及び神経芽腫、テント上原始神経外胚葉性腫瘍、視覚路及び視床下部グリア細胞腫、
乳癌、気管支腺腫、バーキットリンパ腫、カルチノイド腫瘍、中枢神経系リンパ腫、子宮
頸癌、白血病、例えば有毛細胞白血病、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、慢性リ
ンパ性白血病及び慢性骨髄性白血病、慢性骨髄増殖性疾患、結腸直腸癌、皮膚Ｔ細胞リン
パ腫、子宮内膜癌、食道癌、ユーイング肉腫ファミリー、頭蓋外胚細胞腫瘍、性腺外胚細
胞腫瘍、眼癌、例えば、眼球内黒色腫及び網膜芽細胞種、胆嚢癌、胃癌、妊娠性トロホブ
ラスト腫瘍、頭頸部癌、肝細胞癌、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、原発性ＣＮ
Ｓリンパ腫、上咽頭癌、島細胞癌、腎（腎細胞）癌、喉頭癌、口唇及び口腔癌、肝臓癌、
肺癌、例えば非小細胞及び小細胞肺癌、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症、メ
ルケル細胞癌、中皮腫、転移性扁平上皮性頸部癌、多発性内分泌腫瘍、多発性骨髄腫、形
質細胞新生物、菌状息肉症、骨髄異形成症候群、骨髄増殖性疾患、鼻腔及び副鼻腔癌、例
えば胚細胞及び上皮等の卵巣癌、卵巣低悪性度腫瘍、膵臓癌、副甲状腺癌、陰茎癌、褐色
細胞腫、下垂体腫瘍、胸膜肺芽腫、前立腺癌、横紋筋肉腫、唾液腺癌、肉腫、セザリー症
候群、例えば黒色腫及び扁平上皮癌等の皮膚癌、睾丸癌、胸腺腫、胸腺癌、甲状腺癌、移
行細胞癌、絨毛性腫瘍、尿道癌、子宮癌、経膣癌、外陰癌、並びにウィルムス腫瘍が含ま
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れるが、これらに限定されない。
【０１５７】
　本発明は更に、本発明のポリペプチド及びポリヌクレオチドを使用した、自己免疫疾患
及び炎症の処置を提供する。前記自己免疫及び炎症性疾患には：対象の喘息、クローン病
、ギラン・バレー症候群、多発性硬化症、重症筋無力症、視神経炎、乾癬、関節リウマチ
、バセドウ病、橋本病（甲状腺炎）、Ｏｒｄ’ｓ甲状腺炎、糖尿病、真性糖尿病、ライタ
ー症候群、自己免疫性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、肝硬変、肝線維症、抗リン脂質抗体症
候群、眼球クローヌス・ミオクローヌス症候群、側頭動脈炎、急性散在性脳脊髄炎、グッ
ドパスチャー症候群、ウェゲナー肉芽腫症、セリアック病、天疱瘡、多発性関節炎、温式
自己免疫性溶血性貧血、高安動脈炎、冠動脈疾患、子宮内膜症、間質性膀胱炎、神経性筋
硬直症、強皮症、尋常性白斑、外陰部痛、シャーガス病、サルコイドーシス、慢性疲労症
候群、急性呼吸促迫症候群、腱炎、滑液包炎、リウマチ性多発筋痛症、炎症性腸疾患、慢
性閉塞性肺疾患、アレルギー性鼻炎、心血管系疾患、慢性胆嚢炎、気管支拡張症、例えば
、珪肺症等の塵肺症、変形性関節症、アテローム性動脈硬化症、自律神経障害、強直性脊
椎炎、急性前部ぶどう膜炎、全身性エリトマトーデス、インスリン依存性糖尿病、尋常性
天疱瘡、実験的アレルギー性脳脊髄炎、実験的自己免疫性ぶどう膜炎、混合性結合組織病
、シェーグレン症候群、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少性紫斑病、急性リ
ウマチ熱、混合型本態性クリオグロブリン血症、若年性関節リウマチ、変性関節疾患、強
直性脊椎炎、乾癬性関節炎、神経痛、滑膜炎、糸球体腎炎、血管炎、インフルエンザの続
発症として起こる炎症、通常の風邪及び他のウイルス感染、痛風、接触性皮膚炎、腰部及
び頸部疼痛、月経困難症、頭痛、歯痛、ねんざ、筋挫傷、筋炎、火傷、外傷、並びに外科
及び歯科手順後の疼痛及び炎症が含まれるが、これらに限定されない。
【０１５８】
　細胞増殖及び組織再生の処理
　本発明のポリペプチドは、特定の細胞型及び細胞系、例えばＨｕｈ７肝臓癌細胞及びＭ
ＲＣ５胎児肺線維芽細胞内の分裂促進、細胞増殖促進プログラムを刺激することが示され
ている。この分裂促進プログラムは、本発明のポリペプチドを使用して処理した細胞及び
細胞系の発現マイクロアレイ解析及び細胞生存率試験により同定される。本発明は、対象
又は哺乳動物由来の組織及び細胞を使用した、細胞増殖及び組織再生をｉｎ　ｖｉｔｒｏ
、ｉｎ　ｖｉｖｏ及びｅｘ　ｖｉｖｏで刺激するための、本発明のポリペプチドの使用を
提供する。
【０１５９】
　本発明のポリペプチドの誘導体
　本発明は、図１～５の任意のポリペプチドとは１～３４アミノ酸が異なるポリペプチド
を提供する。このような相違には、置換、挿入、削除、改変アミノ酸又はアミノ酸誘導体
の組み込み、及びポリペプチドのＣ末端又はＮ末端に対するアミノ酸の追加又は削除が含
まれる場合がある。１つ以上のアミノ酸置換は、例えば以下に記載する置換群（例えば保
存的置換群）に従って本発明のポリペプチドおいて行われる場合がある。或いは又は更に
、非ポリペプチド部分のための結合基を含むアミノ酸残基を導入又は削除する１つ以上の
アミノ酸置換が、ポリペプチドにおいて行われる場合がある。例としては、１つ以上のＮ
－グリコシル化部位（１つ以上）の導入、１つ以上のシステイン残基（１つ以上）若しく
はリシン残基（１つ以上）の導入、１つ以上のＮ－グリコシル化部位（１つ以上）の除去
、及び／又は１つ以上のリシン（１つ以上）若しくはヒスチジン（１つ以上）の除去が含
まれる。このようなポリペプチドの数個は、オリゴアデニレートシンセターゼ活性を示す
。保存的置換群には：第１群：アラニン（Ａ）グリシン（Ｇ）セリン（Ｓ）スレオニン（
Ｔ）、第２群：アスパラギン酸（Ｄ）グルタミン酸（Ｅ）、第３群：アスパラギン（Ｎ）
グルタミン（Ｑ）、第４群：アルギニン（Ｒ）リシン（Ｋ）ヒスチジン（Ｈ）、第５群：
イソロイシン（Ｉ）ロイシン（Ｌ）メチオニン（Ｍ）バリン（Ｖ）、及び第６群：フェニ
ルアラニン（Ｆ）チロシン（Ｙ）トリプトファン（Ｗ）が含まれる。アミノ酸のその他の
置換群が想定されてもよい。例えば、アミノ酸は、同様の機能又は化学的構造若しくは組
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成（例えば、酸性、塩基性、脂肪族、芳香族、含硫黄）によって分類されてもよい。例え
ば、脂肪族群は：グリシン（Ｇ）、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、イ
ソロイシン（Ｉ）を含む場合がある。保存的置換と考えられるアミノ酸を含むその他の群
には：芳香族：フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；含硫
黄：メチオニン（Ｍ）、システイン（Ｃ）；塩基性：アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）、
ヒスチジン（Ｈ）；酸性：アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）、アスパラギン（
Ｎ）、グルタミン（Ｑ）が含まれる。アミノ酸の更なる群分けについては、Ｃｒｅｉｇｈ
ｔｏｎ　（１９８４）　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙも参照されたい。本明細書のポリペプチド配列のリストは、上記の置換群と共
に、全ての保存的に置換されたポリペプチド配列の明白なリストを提供する。
【０１６０】
　一態様において、本発明は、図５に示すポリペプチドの任意の１つに対して各々少なく
とも９０％の配列同一性（例えば、少なくとも約９１％、少なくとも約９２％、少なくと
も約９３％、少なくとも約９４％、少なくとも約９５％、少なくとも約９６％、少なくと
も約９７％、少なくとも約９８％、又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性）を有
する配列を含む、単離された又は組み換えポリペプチドを提供する。場合により、ポリペ
プチドは、オリゴアデニレートシンセターゼ活性を示す。
【０１６１】
　配列（ポリペプチド又は核酸）が別の配列と類似する程度は、二つの配列に関する類似
する構造的及び機能的性質の指標を提供する。従って、本発明の文脈において、任意の所
定の典型配列に類似した配列を有する配列は、本発明の特徴である。詳細には、以下に定
義する配列同一性百分率は、本発明の特徴である。配列関係を決定する方法は種々のもの
が使用でき、これには、手動アラインメント並びにコンピュータ補助による配列アライン
メント及び解析が含まれる。配列アラインメントを実施するための種々のコンピュータプ
ログラムが入手可能であり、又はアラインメントは、当業者により手動で準備できる。
【０１６２】
　上述の通り、本発明に使用するポリペプチド及び核酸の配列は、同一である必要はない
が、本発明のポリペプチド又は核酸の対応する配列に実質的に同一であってもよい。例え
ば、本発明のポリペプチドは、種々の変化を受けてもよく、それには例えば保存的又は非
保存的な１つ以上のアミノ酸の挿入、削除、及び／又は置換が含まれ、この場合、例えば
このような変化によって、それらの使用、例えばそれらの治療若しくは予防的使用若しく
は投与、又は診断的用途における特定の利点がもたらされる可能性がある。本発明の核酸
は、例えば、特定のコドンが同一若しくは異なるアミノ酸をコードして、静的変更（本明
細書に定義する）若しくは非静的変更を起こす１つ以上のコドン内での１つ以上の核酸の
１つ以上の置換、又は配列内で１つ以上の核酸（若しくはコドン）の１つ以上の削除のよ
うな種々の変化も受けてもよい。核酸は、前記１つ以上のコドンが尚同一のアミノ酸（１
つ又は複数）をコードする一方で、発現系（例えば、細菌又は哺乳動物）において最適な
発現を提供するコドンの１つ以上を含むように変更することもできる。このような核酸変
化によって、それらの治療若しくは予防的使用若しくは投与、又は診断的用途において所
定の利点がもたらされる場合がある。核酸及びポリペプチドは、対応する本発明の核酸又
はポリペプチドの配列と実質的に同一の（以下に定義する）配列を含む限り、幾つかの方
法で変更してもよい。
【０１６３】
　複数の核酸又はポリペプチド配列の文脈において、「同一の」又は「同一性」という用
語は、配列比較アルゴリズムを使用して測定して、又は視覚検査により、最大類似性に関
して比較及びアラインした場合に、同一であるか、又は同一のアミノ酸残基若しくはヌク
レオチドに関して特定の百分率を有する複数の配列を意味する。
【０１６４】
　対象配列の参照（即ち、クエリー）配列に対する「配列同一性百分率」（「同一性％」
）は、対象配列が、比較する長さにわたり、クエリー配列に対して特定した百分率で同一
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（即ち、ポリペプチド配列に関してアミノ酸対アミノ酸で、又はポリヌクレオチド配列に
関してヌクレオチド対ヌクレオチドで）であることを意味する。
【０１６５】
　本発明のポリペプチドを形成するための部位指向性変異誘発
　本発明のポリペプチドは、部位指向性変異誘発の任意の標準的な方法を使用して操作し
てもよい。本発明のポリペプチドに対応する核酸配列は、特定のオリゴヌクレオチドプラ
イマー及びｈｉｇｈ　ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＤＮＡポリメラーゼを使用して合成される。標
的配列は、メチル化コンピテント大腸菌株から単離した二本鎖プラスミド上に含まれる。
所望の突然変異を含む相補的オリゴヌクレオチドを合成し、ポリアクリルアミドゲル電気
泳動を使用して精製する。サーマルサイクラーを使用して、二本鎖プラスミドテンプレー
トの変性（９４℃で３０秒間）、オリゴヌクレオチドプライマーのアニーリング（５５℃
で１分間）、及びｈｉｇｈ　ｆｉｄｅｌｉｔｙポリメラーゼ（６８℃で１分間／ｋｂプラ
スミド長）を使用したプライマーの伸長の交互のサイクルのための温度を制御する。約１
５サイクル後、新たに合成したＤＮＡと投入したＤＮＡの混合物をメチル化残基に特異的
な制限酵素（Ｄｐｎ　Ｉ）で処理して、親プラスミドを消化する。得られたＤＮＡを、化
学的又は電気的にコンピテントな細菌株内に導入して、所望の突然変異を含むプラスミド
をスクリーニング及び単離する。プラスミドＤＮＡを形質転換体から単離し、蛍光色素－
転写終結配列決定を介してスクリーニングして突然変異配列を確認する。
【０１６６】
　バルク薬物製品の発現、発酵、及び精製
　λＤＥ３の溶原菌を含み、従ってｌａｃＵＶ５プロモーターの制御下でＴ７　ＲＮＡポ
リメラーゼ遺伝子の染色体コピーを保有する大腸菌株を、１つ以上の本発明のポリペプチ
ドに対応する核酸配列をコードするＩＰＴＧ誘導性プロモーターを含む細菌発現ベクター
で形質転換する。培養物を、３４μｇ／ｍＬクロロアンフェニコール及び１５μｇ／ｍＬ
カナマイシンで補充したルリア培地中にて３７℃で増殖させる。ＯＤ６００が＞０．４に
到達したら、温度を１８℃に低下させ、細胞を０．５ｍＭ　ＩＰＴＧで１７時間誘導する
。次に、細菌細胞を５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、ｐＨ８、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍ
Ｍイミダゾール、１０％グリセリン、０．１％ＮＰ４０、２ｍＭ　ＤＴＴ及びプロテアー
ゼ阻害剤（ＶＷＲ）を含有する緩衝液中に再懸濁し、Ｇａｕｌｉｎホモジナイザーで溶解
し、タンパク質精製前に遠心分離して細胞残屑を除去する。
【０１６７】
　一実施形態において、本発明のポリペプチドは、アミノ末端にてポリヒスチジンタグを
使用して精製されてもよい。ポリヒスチジンタグの親和性精製にニッケルカラムを使用し
、例えば４Ｌの大腸菌により生成した溶解物に５ｍＬカラムを使用する。溶解物をカラム
に投入した後、緩衝液Ａ（５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、３０％グ
リセリン、２０ｍＭイミダゾール、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ７．５）で洗浄する。次に、７
％緩衝液Ｂ（５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、３０％グリセリン、２
Ｍイミダゾール、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ６．８）への３．２カラム容積の手順溶出を実施
する。次に、１００％緩衝液Ｂへの３カラム容積の勾配を実施する。次に、本発明のポリ
ペプチドを緩衝液Ｃ（５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、４０％グリセ
リン、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ６．８）中にゲル濾過してもよく、陽イ
オン交換カラムに投入して更に精製する。タンパク質を投入した後、カラムを緩衝液Ｃで
洗浄し、次に７５％の緩衝液Ｄ（５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、１Ｍ　ＮａＣｌ、４０％グ
リセリン、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ６．８）へ手順溶出し、次に５カラ
ム容積勾配の１００％緩衝液Ｄへ手順溶出する。次に、タンパク質を緩衝液Ｅ（５０ｍＭ
　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、４０％グリセリン、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２ｍ
Ｍ　ＤＴＴ、ｐＨ６．８）中にゲル濾過し、－２０℃で保管する。
【０１６８】
　ポリヒスチジンタグを欠いたポリペプチド、ポリアルギニンタグを有するポリペプチド
、システイン含有量が低下されたポリペプチド、薬物候補を熱的により安定化するよう設
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計されたアミノ酸配列変更を有するポリペプチド、薬物候補の特定の活性を増大又は低下
させる改変を有するポリペプチド：を含むが、これらに限定されない本発明のポリペプチ
ドの異なる実施形態は、代替の精製戦略を必要とし得る。ポリヒスチジンタグを欠くポリ
ペプチド薬物候補の実施形態は、例えば、陽イオン交換カラムに直接適用される場合があ
る。更なる手順、例えば疎水性相互作用クロマトグラフィーの使用が、タンパク質を緩衝
液Ｆ（５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、１Ｍ（ＮＨＯ２ＳＯ４、３０
％グリセリン、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ６．８）に入れ、１０カラム容
積を１００％緩衝液Ｅへ勾配させて溶出することにより利用される場合がある。他の親和
性カラム又はサイズカラムを使用して、ポリペプチド薬物候補の異なる実施形態を精製す
る場合がある。
【０１６９】
　緩衝液の交換、薬物候補の濃縮、及び薬物候補の精製に、代替の技法を使用することが
できる。これらには、薬物候補の濃縮、及び緩衝液の交換のための超濾過、タンジェンシ
ャルフロー濾過、及び透析が含まれるが、これらに限定されない。（ＮＨ４）２ＳＯ４又
は数種の他の化学薬品による薬物候補の沈殿等の技法を使用してもよい。尿素又は数種の
他の変性剤を使用した薬物候補の変性と、それらの再折り畳みも使用される場合がある。
【０１７０】
　本発明のポリペプチドは、塩を含有する賦形剤により安定化され；３００ｍＭ　ＮａＣ
ｌで安定な溶液は、１５０ｍＭ　ＮａＣｌで沈殿を開始する。このため、塩濃度を安定化
させる賦形剤混合物が好まれると思われ、それらはリン酸ナトリウム、塩化ナトリウム、
塩化カルシウム、及び塩化マグネシウムが含まれてもよいが、これらに限定されない。
【０１７１】
　例えばアルギニン等のアミノ酸ベースの賦形剤の添加は、本発明のポリペプチドを安定
化させることが証明されている。ショ糖の１０％溶液は、本発明のポリペプチドを１ｍｇ
／ｍＬにて安定化させ、２％ｗ／ｖアルギニンの添加は、ポリペプチドの数個の実施形態
を３ｍｇ／ｍＬにて安定化させる。この理由から、ヒスチジン、グルタミン、グリシン及
びヒトアルブミンを含むが、これらに限定されない他のアミノ酸ベースの化合物を賦形剤
として使用する場合がある。
【０１７２】
　例えばグリセリン等の賦形剤の添加は、本発明のポリペプチドを安定化させる。例えば
、一実施形態において、ポリペプチドは、最大濃度を有する。１０％グリセリン（ｖ／ｖ
）により１ｍｇ／ｍＬの最大濃度を有し；４０％グリセリンでは、薬物候補は１２ｍｇ／
ｍＬまで安定である。マンニトール、キシリトール及びソルビトール等のポリオール含む
が、これらに限定されない、同様の化学的性質を有する化合物を含有する賦形剤混合物が
想定される。例えばショ糖等の二糖類は、１０％ｗ／ｖにて安定化させることが見出され
ている；麦芽糖及びトレハロースを含むが、これらに限定されない他の二糖類を使用して
もよい。本発明においては、単糖類が使用されてもよい。本発を実施する際には、ポリソ
ルベート、ポリエチレングリコール及び同様の化合物も使用されてよい。
【０１７３】
　当業者が理解するように、保管中のポリペプチドの安定性を確保するために、酸化防止
剤及び保存剤も使用し得る。クエン酸ナトリウムを含むが、これに限定されない抗酸化剤
は、長期間保管中に本発明のポリペプチドを安定化し得る。ベンジルアルコールを含むが
これに限定されない保存剤も、保管時にポリペプチドを安定化させる場合があり、最終的
な賦形剤混合物に使用される場合がある。
【０１７４】
　ポリペプチドのオリゴアデニレートシンセターゼ活性の測定
　本発明のポリペプチドのオリゴアデニレートシンセターゼ活性は、以前に公開されてい
る方法に従って測定される（Ｊｕｓｔｅｓｅｎ，　Ｊ．，，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　８：３０７３－３０８５，１９８０）。即ち、タンパク質を、２
００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．８、５０ｍＭ　Ｍｇ（ＯＡｃ）２、１ｍＭ　ＤＴ
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Ｔ、０．２ｍＭ　ＥＤＴＡ、２．５ｍＭ　ＡＴＰ、α［３２Ｐ］ＡＴＰ、０．５ｍｇ／ｍ
ｌ　ＢＳＡ、及び１０％グリセリンを含有する緩衝液中の２００μｇ／ｍｌポリイノシン
酸：ポリシチジン酸で活性化する。反応を３７℃で３０分間～２４時間進行させ、９０℃
で３分間加熱して終了させる。２～４μｌの反応混合物を、ＰＥＩ－セルロース薄層プレ
ート上にスポットする。乾燥後、プレートを０．４Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、３０ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ２、ｐＨ８．７で展開する。プレートを乾燥し、ホスファイメジャー解析により視
覚化する。或いは、反応混合物を更に０．０５Ｕ／μｌウシ腸ホスファターゼと共にイン
キュベートして、末端リン酸を除去してもよい。０．７６Ｍ　ＫＨ２ＰＯ４、ｐＨ３．６
展開緩衝液系を使用して薄層クロマトグラフィー分離を実施する。次に、プレートを乾燥
し、ホスファイメジャー解析により可視化する。
【０１７５】
　ポリペプチドの抗ウイルス活性の測定
　本発明のポリペプチドの、細胞毒性ウイルスから培養細胞を保護する能力を、ハツカネ
ズミ脳心筋炎ウイルス（ＥＭＣＶ、ＡＴＣＣ株ＶＲ－１２９Ｂ）感染モデルを使用して証
明する。ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの他のウイルス感染モデルには、例えばウシウイルス性下痢
症ウイルス、西ナイルウイルス、及びＧＢＶ－Ｃウイルス等のフラビウイルス、例えば呼
吸器多核体ウイルス等の他のＲＮＡウイルス、並びにＨＣＶレプリコン系（例えば、Ｂｌ
ｉｇｈｔ，　ＫＪ．，，　ｅｔ　ａｌ．，　２００２．　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，　７
６：１３００１－１３０１４）が含まれるが、これらに限定されない。抗ウイルス試験に
は、ウイルス複製にコンピテントな任意の適切な培養細胞が使用されてもよい。
【０１７６】
　ヒトＨｕｈ７肝臓癌細胞を、９６ウェル培養プレート内に１×１０４細胞／ウェルの密
度で播種し、完全培地（１０％ウシ胎児血清を含有するＤＭＥＭ）中で一晩インキュベー
トする。翌朝、０～１０μＭタンパク質又は等量のタンパク質希釈緩衝液を含有する完全
培地で培地を交換する。所望であれば、α－インターフェロンを濃度１００ＩＵ／ｍｌに
て添加する。ウイルス感染の前に、細胞を２～８時間前処理する。前処理後、完全培地中
のＥＭＣウイルス希釈物を含む等容積の培地をウェルに添加する。本明細書に記載の実験
において、５０～５００の範囲のプラーク形成単位（ｐｆｕ）をウェル毎に添加する。
【０１７７】
　ウイルス感染を一晩（約１８時間）進行させ、任意の入手可能な細胞生存率又は細胞毒
性試薬を使用して、生存細胞の割合を計算する。本明細書に記載の結果は、生存細胞中の
テトラゾリウム化合物［３－（４、５－ジメチル－２－イル）－５－（３－カルボキシメ
トキシフェニル）－２－（４－スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウム、内塩；ＭＴＳ
］の、着色ホルマザン化合物への変換を測定する細胞生存率試験を使用して獲得される。
ＭＴＳのホルマザンへの変換は、９６－ウェルプレートリーダー内で４９２ｎｍの吸光度
にて検出する。得られた吸光度を直接プロットして細胞生存率を見積もるか、又は対照－
処理試料により正規化して処理後の生存細胞の百分率を計算する。
【０１７８】
 
ポリペプチドのペグ化（Ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）；スルフヒドリル
　ジチオスレイトール（ｄｉｏｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ）（ＤＴＴ）－フリー精製ポリ
ペプチドを活性化ｍＰＥＧ－ＭＡＬ（Ｎｅｋｔａｒ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ）と共に
０．５～１０：１モル比で混合することにより、本発明のポリペプチドに対するポリエチ
レングリコール（ＰＥＧ）のコンジュゲーションを実施した。反応は室温で５分間～２時
間進行し、２ｍＭ　ＤＴＴを加えてクエンチした。コンジュゲーションは、線状２０ｋＤ
ａ及び分岐状４０ｋＤａ　ＰＥＧ（図６Ａ及び図６Ｂ）を使用して、複数のシステイン部
位に生じた。非ペグ化形態と、１つ以上のＰＥＧを含む形態とは、当業者に周知の通り、
種々のクロマトグラフの方法体系を使用して互いに分離してもよい。本発明の代表的な実
施形態において、異なるＰＥＧ形態の単離に、イオン交換カラム、疎水性相互作用カラム
、ゲル濾過及びサイズ排除クロマトグラフィーを各々単独で又は互いに組み合わせて使用
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してもよい。
【０１７９】
　ポリペプチドのペグ化；Ｎ－末端
　本発明のポリペプチドは、Ｎ－末端アミンにてペグ化することができる。２０ｍＭナト
リウムシアノボロヒドリド（ｃｙａｎｏｂｏｒｏｒｏｈｙｄｒｉｄｅ）を含有するｐＨ５
の５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、３０％グリセリン、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ、２ｍＭ　ＤＴＴ中の、氷浴内で撹拌しているポリペプチドに、５倍過剰量のｍＰＥ
ＧブチルＡＬＤ－４０Ｋを加える。反応を１０時間まで進行させた後、５０倍過剰量のグ
リシンを加えてクエンチする。反応生成物をＳＤＳ－ＰＡＧＥで解析する。
【０１８０】
　以下の実施例は、説明のために提供し、本発明を限定するものではない。
【実施例】
【０１８１】
　実施例１
　非ヒト霊長類ＯＡＳ１タンパク質のアミノ酸改変
　非ヒト霊長類由来のＯＡＳ１遺伝子を配列決定して、ヒトＯＡＳ１遺伝子に見出される
突然変異と比較した。このような突然変異は、ＯＡＳ１遺伝子及びタンパク質の進化に関
する更なる洞察を提供する。進化的に保存されたアミノ酸は、ＯＡＳ１機能又は酵素活性
に重要な又は決定的な部位を暗示する。逆に、例えばヒトのみにて最近変異したＯＡＳ１
アミノ酸部位、又は霊長類全体で複数のアミノ酸置換を示すアミノ酸部位は、機能又は酵
素活性に比較的決定的ではない部位を示す。ＯＡＳ１タンパク質の特定のモチーフ内の豊
富な変位部位は、機能的ドメインの改変に対する耐性と相関する。このような部位及びモ
チーフは、タンパク質機能又は特定の活性を改善するよう最適化されている。同様に、Ｏ
ＡＳ１の様な免疫又はウイルス防御機能を伴う遺伝子及びタンパク質の突然変異は、ウイ
ルス感染による歴史的な挑戦から生じたものと仮定される。これに基づき、霊長類ＯＡＳ
１タンパク質の突然変異は、抗ウイルス効力を向上させ、ヒト治療ＯＡＳ１タンパク質を
最適化する機会であるとることが仮定される。
【０１８２】
　代表的な実施形態において、ＯＡＳ１内の特定の部位における祖先霊長類アミノ酸は、
タンパク質特定の活性又は抗ウイルス効力を最適化するために、ＯＡＳ１タンパク質のヒ
ト治療形態に回復させる場合がある。別の実施形態において、必ずしも先祖から保存され
た訳ではない非ヒト霊長類ＯＡＳ１にて同定された代替的アミノ酸を、ＯＡＳ１のヒト治
療形態と置換して、タンパク質特定の活性又は抗ウイルス効力を向上させる。天然霊長類
タンパク質、及び霊長類－ヒトハイブリッド形態の両方をコードするＤＮＡ及びｍＲＮＡ
配列は新規であり、実用性を有している。その実用性の数個の例は：それら各々のＤＮＡ
又はｍＲＮＡ対応物を検出する薬剤として；治療タンパク質の製造における発現ベクター
としての使用；及び各ｍＲＮＡに結合する新規化合物の検出である。
【０１８３】
　図１は、ＯＡＳ１（配列番号１）の治療形態を示す。この形態を改変して更なる治療形
態を提供する。図２に示す少なくとも１つのアミノ酸改変を使用して、実施する．図２に
示す通り、有用な改変は、配列番号１及びＯＡＳ１の他の形態からの開始メチオニンの除
去である。図３に示す通り、更なる改変を実施する。図２及び図３に示した先行する改変
は、図５に示す他の治療ＯＡＳ１アイソフォームにも適用される。図３は、Ｇｅｎｂａｎ
ｋアクセッション番号ＮＰ＿００２５２５．１と相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１
タンパク質の特定の改変（例えば、配列番号３）、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号Ｎ
Ｐ＿００５８１３２．１と相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１タンパク質の特定の改
変（例えば、配列番号２）及びＧｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００１０２７５
８１．１と相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１タンパク質の特定の改変（例えば、配
列番号４）も示す。図４に、ゴリラ、チンパンジー、オランウータン、及びマカクを含む
非ヒト霊長類内で同定された代表的な突然変異を列挙する。図５に、本発明の診断及び治
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療目的に有用な、更なるヒト及び非ヒト霊長類ＯＡＳ１アイソフォーム、又本発明に記載
した特定の霊長類の突然変異を列挙する。
【０１８４】
　実施例２
　ＣＤＮＡの調製及び配列決定
　Ｃ型肝炎抵抗性表現型を有する患者由来の、培養したリンパ芽球細胞又は繊維芽細胞か
ら、全細胞ＲＮＡを精製する。精製手順を、ＵｉｏｍｃｚｙｎｓＫｉ，　ｅｔ　ａｌ．，
　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　１６２：１５６－１５９　（１９８７）に記載の通
り実施する。細胞を、４．０Ｍチオシアン酸グアニジン、ｐＨ７．５の０．１Ｍ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ、及び０．１Ｍ　β－メルカプトエタノールを含有する１０ミリリットル（ｍ
ｌ）の変性緩衝液中でホモジナイズして、細胞溶解物を形成する。次に、サルコシン酸ラ
ウリルナトリウムを、０．５％の最終濃度まで、細胞溶解物に混合し、その後、混合物を
５０００Ｘｇにて室温で１０分間遠心分離する。得られた全ＲＮＡを含有する上清を５．
７Ｍ塩化セシウム及びｐＨ７．５の０．０１ＭＥＤＴＡのクッション上に積み重ね、遠心
分離によりペレット化する。得られたＲＮＡペレットを、０．１％ドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）を含有するｐＨ７．６の１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ及び１ｍＭ　ＥＤＴＡ
（ＴＥ）に溶解する。フェノールクロロホルム抽出及びエタノール沈殿後、２６０ｎｍで
吸光度を測定することにより、精製した全細胞ＲＮＡの濃度を概算する。
【０１８５】
　上記で調製した全ＲＮＡを第一鎖合成に関する逆転写酵素を使用して、ｃＤＮＡ合成の
テンプレートとして使用し、５’及び３’フラグメントと指定された二つの重複フラグメ
ント内のｃＤＮＡを増幅するよう設計されたオリゴヌクレオチドプライマーによるＰＣＲ
を行う。本発明の実施に使用するオリゴヌクレオチドは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ　３８１Ａ　ＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ上で、製造業者の指示に従って合
成される。ＰＣＲは、当該技術分野で周知の方法を使用して実施される。ＰＣＲ増幅方法
は、米国特許第４，６８３，１９２号、米国特許第４，６８３，２０２号、米国特許第４
，８００，１５９号、及び米国特許第４，９６５，１８８号、並びに少なくともＰＣＲ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　
ｆｏｒ　ＤＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　Ｈ．　Ｅｒｌｉｃｈ，　ｅｄ．，　Ｓ
ｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９８９）；ａｎｄ　ＰＣＲ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ，　Ｉｎｎｉｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　Ｃａｌｉｆ．　（１９９０）を含む数個の教科書に詳細
に記載されており、プライマーは、本明細書に開示されるアミノ酸改変領域をコードする
ヌクレオチド配列に基づく。
【０１８６】
　ＨＣＶ感染を有する患者と有さない患者のＰＣＲ増幅によるＤＮＡから直接決定される
配列を解析する。ＯＡＳ遺伝子のコード領域上流の突然変異の存在は、ウイルス暴露が繰
り返されるにもかかわらず、ＨＣＶに対して血清陰性である患者にて検出することができ
る。
【０１８７】
　前記の明細書は、具体的な実施形態及び実施例を含め、本発明を例示することを目的と
したものであり、本発明を限定することを目的としたものではない。本発明の真の趣旨及
び適用範囲から逸脱することなく、その他多くの変更及び改変を行うことができる。引用
した全ての特許、特許文献、及び非特許文献は、参考として本明細書に組み入れられてい
る。
【図面の簡単な説明】
【０１８８】
【図１】ＯＡＳ１タンパク質（配列番号１）の治療形態のアミノ酸配列。
【図２】ＯＡＳ１の全治療形態において有用なアミノ酸置換を列挙する表。
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【図３－１】ＯＡＳ１の治療形態において有用な霊長類ＯＡＳ１アミノ酸改変を列挙する
表。＊が付いている箇所は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００２５２５．１
に相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１の形態を指す。＋が付いている箇所は、Ｇｅｎ
ｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０５８１３２１に相同のカルボキシル末端であるＯＡ
Ｓ１の形態を指す。＾が付いている箇所は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０
０１０２７５８１．１に相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１の形態を指す。
【図３－２】ＯＡＳ１の治療形態において有用な霊長類ＯＡＳ１アミノ酸改変を列挙する
表。＊が付いている箇所は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００２５２５．１
に相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１の形態を指す。＋が付いている箇所は、Ｇｅｎ
ｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０５８１３２１に相同のカルボキシル末端であるＯＡ
Ｓ１の形態を指す。＾が付いている箇所は、Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０
０１０２７５８１．１に相同のカルボキシル末端であるＯＡＳ１の形態を指す。
【図４－１】霊長類ＯＡＳ１遺伝子の突然変異の位置、及び対応するアミノ酸改変を示す
表。
【図４－２】霊長類ＯＡＳ１遺伝子の突然変異の位置、及び対応するアミノ酸改変を示す
表。
【図５－１】ヒト及び非ヒト霊長類形態を含む、本発明の更なるＯＡＳ１アイソフォーム
のリスト。霊長類アイソフォームの突然変異も提供する。これらのアイソフォームは、単
独で、又は本発明にて同定された任意の突然変異と共に、診断、治療、及び本明細書に記
載のその他の目的に有用である。
【図５－２】ヒト及び非ヒト霊長類形態を含む、本発明の更なるＯＡＳ１アイソフォーム
のリスト。霊長類アイソフォームの突然変異も提供する。これらのアイソフォームは、単
独で、又は本発明にて同定された任意の突然変異と共に、診断、治療、及び本明細書に記
載のその他の目的に有用である。
【図５－３】ヒト及び非ヒト霊長類形態を含む、本発明の更なるＯＡＳ１アイソフォーム
のリスト。霊長類アイソフォームの突然変異も提供する。これらのアイソフォームは、単
独で、又は本発明にて同定された任意の突然変異と共に、診断、治療、及び本明細書に記
載のその他の目的に有用である。
【図５－４】ヒト及び非ヒト霊長類形態を含む、本発明の更なるＯＡＳ１アイソフォーム
のリスト。霊長類アイソフォームの突然変異も提供する。これらのアイソフォームは、単
独で、又は本発明にて同定された任意の突然変異と共に、診断、治療、及び本明細書に記
載のその他の目的に有用である。
【図５－５】ヒト及び非ヒト霊長類形態を含む、本発明の更なるＯＡＳ１アイソフォーム
のリスト。霊長類アイソフォームの突然変異も提供する。これらのアイソフォームは、単
独で、又は本発明にて同定された任意の突然変異と共に、診断、治療、及び本明細書に記
載のその他の目的に有用である。
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