
(57)【要約】
サイトカイン類及びそれらの受容体は、基本的研究、動物モデルにおいて、及び治療剤と
して有用であることがわかっている。本発明は、 IL－ TIFサイトカインを結合し、そして
拮抗する、“マウス Zcytor16”と称する新規サイトカイン受容体を供給する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230；
（ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配
列 の 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230；
（ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230；
（ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230；
（ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 対 照 ア ミ ノ
酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230；
（ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ４ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 又 は （ ｂ ）
配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 697、 も し く は 77～ 697、 も し く は 86～ 697
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 697、 も し く は 7
7～ 697、 も し く は 86～ 697の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 か ら 成 る 核 酸 分 子 に 対 し て 、 緊 縮
洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま 存 続 す る 核 酸 分 子 の い ず れ か で あ る 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の そ の 対 応
す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の い ず れ か の 差 異 が 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る 請 求 項 ６ 記 載 の
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 697、 も し く は 77～ 697、 も し く は 86～ 697
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
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請 求 項 ８ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ８ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で
成 る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 前 記 核 酸 分 子 に よ り 操 作 可 能 に 連 結 さ れ
、 そ し て 前 記 核 酸 分 子 が 前 記 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に よ り 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 発 現 ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 菌 、 酵 母 細 胞 、 菌 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 及 び 植 物 細 胞 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 請
求 項 10記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 10記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成
り 、 そ し て 前 記 マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含
ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 培 養 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含
ん で 成 る 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 抗 体 が 、 （ ａ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｂ ） ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｃ ） （ ｂ
） に 由 来 す る ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 、 及 び （ ｄ ） ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 請 求 項 14記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 14記 載 の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 成 分 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 17記 載 の 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸
配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ
イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
前 記 ア ミ ノ 酸 差 異 が 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 か ら 成 り ； そ し て
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が
IL－ TIFを 結 合 す る か 、 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ホ
モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 19記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可
溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ
ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 20記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可
溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配
列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成 る
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 20記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸
残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト
カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合
体 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可
溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 23記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可
溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配
列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成 る
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 23記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 、 細 胞 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る 請 求
項 23記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 、 親 和 性 標 識 を 含 ん で 成 る 請 求 項 23
記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
次 の 作 用 可 能 に 連 続 さ れ た 要 素 ：
（ ａ ） 転 写 プ ロ モ ー タ ー ； ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48
に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 第 １ DNAセ グ メ ン ト ； 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ； 及 び
（ ｂ ） 第 ２ 転 写 プ ロ モ ー タ ー ； 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 第 ２ DNAセ グ メ ン ト ； 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前
記 第 １ 及 び 第 ２ DNAセ グ メ ン ト が 単 一 の 発 現 の ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る か 、 又 は 独 立 し た 発
現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 第 １ 及 び 第 ２ DNAセ グ メ ン ト に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含 ん
で 成 る 請 求 項 28記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 第 ２ DNAセ グ メ ン ト が 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL
－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列
番 号 34） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 28記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 28記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 培 養 さ れ た 細 胞 で あ っ て 、 前 記 DNAセ グ メ ン ト
に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 培 養 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 28記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 培 養 さ れ た 細 胞 で あ っ て 、 前 記 第 １ 及 び 第 ２ DN
Aセ グ メ ン ト が 独 立 し た 発 現 ベ ク タ ー 上 に 位 置 し 、 そ し て 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ 、 そ し て 細 胞 が 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 培 養
さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 28記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 さ れ て い る 培 養 さ れ た 細 胞 で あ っ て 、 前 記 DNAセ グ メ
ン ト に よ り コ ー ド さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
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す る 培 養 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 細 胞 が 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 複 合
体 を 分 泌 す る 請 求 項 31記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 細 胞 が 、 IL－ TIFを 結 合 し 、 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 複 合 体 を 分 泌 す る 請 求 項 31記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
下 記 成 分 ：
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸
残 基 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ DNAセ グ メ ン ト ； 及 び
可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １
つ の 他 の DNAセ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA構 造 体 で あ っ て 、
前 記 第 １ 及 び 他 の DNAセ グ メ ン ト が 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 連 結 さ れ ； そ し て
前 記 第 １ 及 び 他 の DNAセ グ メ ン ト が 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る DNA
構 造 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
少 な く と も １ つ の 他 の DNAセ グ メ ン ト が 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35
） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド （ 配 列 番 号 34） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 36記 載 の DNA構 造 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ：
転 写 プ ロ モ ー タ ー ：
請 求 項 36記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA構 造 体 ： 及 び
転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、
前 記 プ ロ モ ー タ ー が 前 記 DNA構 造 体 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ し て 前 記 DNA構 造 体 が 前 記 転
写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 38記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 培 養 さ れ た 細 胞 で あ っ て 、 前 記 DNA構 造 体 に よ
り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 39記 載 の 細 胞 を 培 養 し ； そ し て
前 記 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸
配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 、 IL－ TIFを 結
合 す る か 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る 単 離 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ
ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 41記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ
ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求
項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配
列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体
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複 合 体 を 形 成 す る 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸
残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前
記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ
マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ
ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 請 求
項 45記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配
列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体
を 形 成 す る 請 求 項 45記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 親 和 性 標 識 、 化 学 的 成 分 、 毒 素 又 は ラ ベ
ル を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 45記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 少 な く
と も １ つ が 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ
う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成
る 単 離 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 4
9記 載 の 単 離 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】
可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （
配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytorII受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成
る 請 求 項 49記 載 の 単 離 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 複 合 体 を 形 成 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
の 生 成 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 31記 載 の 細 胞 を 培 養 し ； そ し て
前 記 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
下 記 群 ：
（ ａ ） ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ポ
リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る モ ノ マ ー 又 は ホ モ ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ
ド ；
（ ｂ ） 可 溶 性 ク ラ ス Ｉ 又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 可 溶 性
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ
） の ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｃ ） 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ
ン 受 容 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ ） の ポ リ ペ
プ チ ド ； 及 び
（ ｄ ） 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン
受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ ） の ポ リ ペ プ
チ ド か ら 選 択 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に よ り 動 物 を 接 種 し ； こ こ で
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前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 を 生 成 す る た め に 前 記 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 し ； そ し て
前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ
チ ド を 含 ん で 成 る ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 に 対 し て 特
異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 54記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
請 求 項 49記 載 の ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 に 対 し て 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
造 血 細 胞 及 び 造 血 細 胞 前 駆 体 の IL－ TIF－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め の 方 法
で あ っ て 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に 比 較
し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は 分 化 を 低 め る の に 十 分 な 量 の 、
ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な 可 溶 性 サ
イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 と 共 に 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す
る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 が 、 リ ン パ 球 で あ る 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 リ ン パ 球 が 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は T細 胞 で あ る 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
IL－ TIF－ 誘 発 さ れ た 又 は IL－ 9誘 発 さ れ た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 で あ っ て 、 炎 症 を 低 め
る た め に 十 分 な 量 の 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示
さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る
方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お い て 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定 し ；
（ ２ ） 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル 中 、 請 求 項 41記 載 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16サ イ ト カ イ
ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ；
（ ３ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の 後 － 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ；
（ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る
血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 血 清 ア ミ ロ イ
ド Aタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 上 昇 又 は 下 降 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 の 表 示 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 ；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 請 求 項 14記 載 の 抗 体 と 共 に 、 前 記 抗 体 が 前 記 組 織 又 は
生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 結 合 さ れ る 抗 体 を 可 視 化 し ； そ し て
正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お
け る 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル
に 対 す る 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 前 記 患
者 に お け る 癌 の 表 示 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 ；
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配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 又 は 配 列 番 号 37又 は
配 列 番 号 47の 補 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ リ ン グ し ；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 前 記 ラ ベ ル さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 可 視 化 し ；
そ し て
正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 し て 、 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ
ル に お け る ラ ベ ル さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ
こ で 前 記 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ
ン プ ル に 対 す る ラ ベ ル に さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 上 昇 が 前 記
患 者 に お け る 癌 の 表 示 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230も し く は 24～ 230も し く は 27～ 230を 過 剰 発 現 す
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
前 記 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230又 は 24～ 230又 は 27～ 230の 発 現 が 、 組 織 －
特 異 的 又 は 組 織 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 発 現 さ れ る 請 求 項 64記 載 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
前 記 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230も し く は 24～ 230も し く は 27～ 230の 発 現 が
、 上 皮 － 特 異 的 、 結 腸 － 特 異 的 又 は 卵 巣 － 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 発 現 さ れ る 請 求 項
64記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
前 記 マ ウ ス が 、 正 常 な マ ウ ス に 比 較 し て 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230も し
く は 24～ 230も し く は 27～ 230を 発 現 し な い 請 求 項 64記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 一 般 的 に 、 ヒ ト Zcytor16（ ア メ リ カ 特 許 出 願 番 号 第 09／ 728,911号 ） に 対 す る ネ
ズ ミ オ ル ト 体 で あ る 、 マ ウ ス 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 特 に 、 本 発
明 は 、 “ マ ウ ス Zcytor 16” と 称 す る 受 容 体 を コ ー ド す る 新 規 遺 伝 子 、 及 び マ ウ ス Zcytor 
16ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
サ イ ト カ イ ン は 、 多 く の 細 胞 型 の 増 殖 及 び 分 化 の 調 節 を 包 含 す る 種 々 の 生 物 学 的 効 果 を 仲
介 す る 可 溶 性 の 小 さ な タ ン パ ク 質 で あ る （ 例 え ば 、 Araiな ど ., Annu. Rev. Biochem. 56:
 783 (1990); Mosmann, Curr. Opin. Immunol. 3:311 (1991); Paul and Seder, Cell 76
: 241 (1994) を 参 照 の こ と ） 。 サ イ ト カ イ ン グ ル ー プ を 構 成 す る タ ン パ ク 質 は 、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 腫 瘍 壊 死 因 子 及 び 他 の 調 節 分 子 を 包
含 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － 17は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ 、 細 胞 内 付 着 分 子
１ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 の 発 現 、 及 び プ ロ ス
タ グ ラ ン ジ ン E2発 現 を 刺 激 し 、 そ し て CD34 + 造 血 前 駆 体 の 好 中 球 へ の 選 択 的 成 熟 に お い て
役 割 を 演 じ る サ イ ト カ イ ン で あ る 。 （ Yaoな ど ., J. Immunol. 155: 5483 (1995); Fossie
z な ど ., J. Exp. Med. 183: 2593 (1996)） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
サ イ ト カ イ ン を 結 合 す る 受 容 体 は 典 型 的 に は 、 高 い 親 和 性 で サ イ ト カ イ ン を 結 合 し 、 そ し
て こ の 結 合 現 象 を 、 一 定 の 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 質 部 分 を 通 し て 細 胞 に ト ラ ン ス ダ ク
シ ョ ン す る １ 又 は 複 数 の 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 か ら 構 成 さ れ る 。 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 は 、 そ
れ ら の 細 胞 外 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 、 い く つ か の ク ラ ス に 分 類
さ れ て い る 。 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 結 合 及 び /又 は そ の 効 果 の ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン
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を 担 当 す る 受 容 体 鎖 は 、 特 徴 的 な 200個 の 残 基 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 基 づ い て 、 タ イ プ IIサ
イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。
サ イ ト カ イ ン 及 び そ れ ら の 受 容 体 の 明 ら か に さ れ た イ ン ビ ボ 活 性 は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 サ イ ト カ イ ン ア ゴ ニ ス ト 及 び サ イ ト カ イ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 臨 床 学
的 可 能 性 及 び そ れ ら に つ い て の 必 要 性 を 示 す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 “ マ ウ ス Zcytor 16” と 称 す る 新 規 受 容 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Z
cytor16ポ リ ペ プ チ ド 及 び マ ウ ス Zcytor16融 合 タ ン パ ク 質 、 並 び に そ の よ う な ポ リ ペ プ チ
ド 及 び タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 及 び そ れ ら の 核 酸 分 子 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の 使 用
方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
１ ． 概 観 ：
マ ウ ス Zcytor 16を コ ー ド す る 実 例 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 37に よ り 提 供 さ れ る
。 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 ぎ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
前 記 230個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド は 、 新 規 ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 の サ イ ト カ イ ン
－ 結 合 ド メ イ ン と し て も 呼 ば れ る 細 胞 外 ド メ イ ン を 表 す 。 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 は
、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 23で の 推 定 上 の シ グ ナ ル 配 列 、 及 び 配 列 番 号 38の 残 基 24
～ 230か ら の 成 熟 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 前 記 受 容 体 は 、 配 列 番 号 38の ア
ミ ノ 酸 残 基 31～ 122（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 131～ 229（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ
ン IIIド メ イ ン II） 含 ん で 成 る ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 特 徴 を 示 す 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ Ig） ド メ イ ン と も 呼 ば れ る ２ 種 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン II
Iド メ イ ン 、 及 び Igド メ イ ン 間 に 存 在 す る リ ン カ ー （ す な わ ち 、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 残
基 127～ 130で の ） を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 31～ 229を
含 ん で 成 る サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
さ ら に 、 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 追 加 の 変 異 体 は 、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 122、 2
4～ 122、 31～ 126、 27～ 126又 は 24～ 126（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 131～ 22
9又 は 230（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン II） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び Igド メ イ
ン 間 に 存 在 す る リ ン カ ー （ す な わ ち 、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 残 基 123～ 130又 は 127～ 130で
の ） を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 38の ア ミ ノ 酸 24又 は 27～ 229又 は 230
を 含 ん で 成 る サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 Zcytor
16は 、 ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン の 特 徴 を 示 す 次 の 保 存 さ れ た モ チ ー フ 及 び 残 基 を 含 む ： 配 列
番 号 38の 残 基 219～ 222か ら の SXWS（ 配 列 番 号 46） － 様 モ チ ー フ ； 配 列 番 号 38の 残 基 46, 71
及 び 113で の 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 ； 及 び 配 列 番 号 38の 残 基 77, 85, 205及 び 226
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で の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 は 、 肺 、 膵 臓 、 胎 盤 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 皮 膚 、 小 腸 、 平 滑 筋 、 膵 臓
、 胃 及 び 精 巣 cDNAに お い て 特 に 発 現 さ れ 、 そ し て 特 定 の 単 核 細 胞 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た T
－ 細 胞 及 び B－ 細 胞 サ ブ セ ッ ト に お い て 発 現 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列
の 一 列 整 列 は 、 マ ウ ス Zcytor16（ 配 列 番 号 38） が 図 １ に 示 さ れ る よ う な ヒ ト Zytor16配 列
（ 配 列 番 号 ２ ） （ ア メ リ カ 特 許 出 願 第 09/728,911号 ） の オ ル ト 体 で あ る こ と を 示 す 。
マ ウ ス Zcytor 16を コ ー ド す る 実 例 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 47に よ り 提 供 さ れ る
。 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 ぎ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
前 記 230個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド は 、 新 規 ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 の サ イ ト カ イ ン
－ 結 合 ド メ イ ン と し て も 呼 ば れ る 細 胞 外 ド メ イ ン を 表 す 。 配 列 番 号 48の 配 列 は 、 次 の ２ 種
の ア ミ ノ 酸 に よ り 配 列 番 号 38と は 異 な る ： 配 列 番 号 38に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 30（ Leu） 及 び 2
28（ Gln） は 、 配 列 番 号 48に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 30（ Pro） 及 び 228（ His） で あ る 。 Zcytor16
ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 は 、 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 23で の 推 定 上 の シ グ ナ ル 配 列 、 及
び 配 列 番 号 48の 残 基 24～ 230か ら の 成 熟 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 前 記 受 容
体 は 、 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 31～ 122（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 131～
229（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン II） 含 ん で 成 る ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ
ー の 特 徴 を 示 す 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ Ig） ド メ イ ン と も 呼 ば れ る ２ 種 の
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン 、 及 び Igド メ イ ン 間 に 存 在 す る リ ン カ ー （ す な わ ち 、 配 列
番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 127～ 130で の ） を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 31～ 229を 含 ん で 成 る サ イ ト カ イ ン 結 合
ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 追 加 の 変 異 体
は 、 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 122、 24～ 122、 31～ 126、 27～ 126又 は 24～ 126（ フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 131～ 229又 は 230（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン II）
を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び Igド メ イ ン 間 に 存 在 す る リ ン カ ー （ す な わ ち 、 配 列 番 号
48の ア ミ ノ 酸 残 基 123～ 130又 は 127～ 130で の ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 24又 は 27～ 229又 は 230を 含 ん で 成 る サ イ
ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 Zcytor16は 、 ク ラ ス IIサ
イ ト カ イ ン の 特 徴 を 示 す 次 の 保 存 さ れ た モ チ ー フ 及 び 残 基 を 含 む ： 配 列 番 号 48の 残 基 219
～ 222か ら の SXWS（ 配 列 番 号 46） － 様 モ チ ー フ ； 配 列 番 号 48の 残 基 46, 71及 び 113で の 保 存
さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 ； 及 び 配 列 番 号 48の 残 基 77, 85, 205及 び 226で の 保 存 さ れ た シ
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ス テ イ ン 残 基 。
ヒ ト Zcytor 16を コ ー ド す る 実 例 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ に よ り 提 供 さ れ る 。
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 ぎ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
【 ０ ０ １ ４ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
前 記 231個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド は 、 新 規 ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 の サ イ ト カ イ ン
－ 結 合 ド メ イ ン と し て も 呼 ば れ る 細 胞 外 ド メ イ ン を 表 す 。 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 は
、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 21又 は １ ～ 22で の 推 定 上 の シ グ ナ ル 配 列 、 及 び 配 列 番 号
２ の 残 基 22～ 231又 は 23～ 231か ら の 成 熟 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 前 記 受 容
体 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 32～ 123（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 132～
230（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン II） 含 ん で 成 る ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ
ー の 特 徴 を 示 す 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ Ig） ド メ イ ン と も 呼 ば れ る ２ 種 の
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン 、 及 び Igド メ イ ン 間 に 存 在 す る リ ン カ ー （ す な わ ち 、 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 128～ 131で の ） を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 32～ 230を 含 ん で 成 る サ イ ト カ イ ン 結 合
ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 追 加 の 変 異 体
は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 28～ 123、 23～ 123、 22～ 123、 又 は 32～ 127、 28～ 127又 は 2
3～ 127、 22～ 127（ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン I） 、 及 び 132～ 230又 は 231（ フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン IIIド メ イ ン II） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び Igド メ イ ン 間 に 存 在 す る リ ン カ
ー （ す な わ ち 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 124～ 131又 は 128～ 131で の ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 22、 23又 は 28～ 132～ 230又 は 231を 含 ん
で 成 る サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 Zcytor16は 、
ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン の 特 徴 を 示 す 次 の 保 存 さ れ た モ チ ー フ 及 び 残 基 を 含 む ： 配 列 番 号 ２
の 残 基 220～ 223か ら の SXWS（ 配 列 番 号 46） － 様 モ チ ー フ ； 配 列 番 号 ２ の 残 基 47, 72及 び 11
4で の 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 ； 及 び 配 列 番 号 2の 残 基 78, 86, 206及 び 227で の 保 存
さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 。 Zcytor16遺 伝 子 は 、 単 球 、 リ ン パ 球 、 胎 盤 、 脾 臓 、 扁 桃 及 び 他 の
組 織 に お い て 発 現 さ れ 、 そ し て ヒ ト 染 色 体 6q23-q24に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
上 記 に 記 載 さ れ る Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 領 域 、 ド メ イ ン 、 モ チ ー フ 、 残 基 及 び 配 列 を コ ー
ド す る そ れ ら の 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ （ ヒ ト Zcytor16） 及 び 配 列 番 号
37、 及 び 配 列 番 号 47（ マ ウ ス Zcytor16） に 示 さ れ る 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
下 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230又 は 27～ 230、 （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基
27～ 126、 （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230、 及 び （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 230か ら 成 る 群 か ら
選 択 さ れ た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 対 照 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 少
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な く と も 80％ 、 又 は 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る
ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 単 離
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 示 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア
ミ ノ 酸 残 基 24～ 230又 は 27～ 230の い ず れ か を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る そ の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 IL－ TIF（ 例 え ば 、 配 列 番
号 15で 示 さ れ る よ う な ヒ ト IL－ TIFポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 又 は 配 列 番 号 41で 示 さ れ る よ う な
マ ウ ス IL－ TIFポ リ ペ プ チ ド 配 列 ） を 結 合 す る 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 ヒ ト IL－ TIFポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 14で 示 さ れ る 。 マ
ウ ス IL－ TIFポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 40で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230、 又 は 27～ 230、 （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126
、 （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230、 及 び （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 230か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 示 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 残
基 （ ａ ） ～ （ ｄ ） を 含 む か 、 又 は そ れ ら か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発
明 は ま た 、 IL－ TIFを 結 合 す る 、 上 記 に 例 示 さ れ る よ う な 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 は ま た 、 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 し 、 こ こ で 前
記 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 少 な く と も 70％ の 同 一 性 、 少 な く と も 80％ の 同
一 性 、 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 又 は 95％ 以 上 の 同 一 性 か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230、 又 は 27～ 230と の
同 一 性 を 共 有 し 、 そ し て 前 記 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 配 列 番 号 38又 は 配 列 番
号 48の そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の い ず れ か の 差 異 は １ 又 は 複 数 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸
置 換 に よ る も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 IL－ TIFを 結 合 す る 、 上 記 に 開 示 さ れ る
よ う な 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は さ ら に 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
を 提 供 す る 。 典 型 的 な 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ネ ズ ミ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 由 来 す る ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す
る 。 例 示 的 な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 F(ab’ ) 2 , F(ab) 2 , Fab’ , Fab ， Fv, scFv及 び 最 少
認 識 単 位 を 包 含 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 、 及 び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 体 を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分
子 、 （ ｂ ） 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230又 は 27～ 230の い ず れ か を 含
ん で 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 及 び （ ｃ ） 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ
ク レ オ チ ド 77又 は 86～ 697630の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク
レ オ チ ド 77又 は 86～ 697の 補 体 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に 対 し て 、 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ れ た ま ま 存 続 す る 核 酸 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
例 示 的 な 核 酸 分 子 は 、 核 酸 分 子 （ ｃ ） に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48の そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の い ず れ か の 差 異 が 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 の
た め で あ る そ れ ら の 核 酸 を 包 含 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク
レ オ チ ド ８ ～ 697を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に も 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 I
L－ TIFを 結 合 す る 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 包 含 す る 。
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そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 り 、 こ
こ で 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 前 記 核 酸 分 子 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ し て 前 記 核 酸 分 子 が 転 写
タ ー ミ ネ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 そ れ ら の ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ
ク タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿 主 細 胞 及 び 組 換 え ウ ィ ル ス を 包 含 す る 。 例 示 的 な 宿 主 細 胞 は
、 細 菌 、 酵 母 、 菌 類 、 昆 虫 、 哺 乳 類 、 及 び 植 物 細 胞 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー
を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 り 、 そ し て マ ウ ス Zcytor 16タ
ン パ ク 質 を 生 成 す る そ の よ う な 組 換 え 宿 主 を 培 養 し 、 そ し て 任 意 に は 、 そ の 培 養 さ れ た 宿
主 細 胞 か ら マ ウ ス Zcytor 16タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ
プ チ ド を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 、 及 び 少 な く と も １ つ の そ の よ う な 発
現 ベ ク タ ー 、 又 は そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え ウ ィ ル ス を 含 ん で 成 る 医 薬
組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 及 び 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ ウ ス Zcytor 16 RNAの 存 在 を 検 出 す る た め の
方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ ａ ） マ ウ ス Zcytor 16核 酸 プ ロ ー ブ と 、 （ i） 前 記 生
物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 試 験 RNA分 子 、 又 は （ ii） 前 記 単 離 さ れ た RNA分 子 か ら 合 成
さ れ た 核 酸 分 子 の い ず れ か と を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 接 触 せ し め 、 こ こ で 前
記 プ ロ ー ブ が 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 、 又 は そ の 相 補 体 か
ら 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 り ； そ し て （ ｂ ） 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 、 及 び 前 記 試 験 RN
A分 子 又 は 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 の い ず れ か の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を 検 出 し 、 こ こ で 前 記 ハ
イ ブ リ ッ ド の 存 在 が 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ ウ ス Zcytor 16 RNAの 存 在 を 示 す 。
例 え ば 、 適 切 な プ ロ ー ブ は 、 次 の 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る
： ヌ ク レ オ チ ド 77、 86、 又 は 100～ 373； ヌ ク レ オ チ ド 77、 86又 は 100～ 694； ヌ ク レ オ チ ド
401～ 694又 は 697； 及 び ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 694又 は 697。 他 の 適 切 な プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 補 体 、 又 は 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ れ ら の 補 体 の 一 部 か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ ウ ス Zcytor 16の 存 在 を 検 出 す る た め の 方
法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番
号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト と を 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 接 触 が 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル へ の 前 記 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 行 わ れ 、 そ し て （ ｂ ） 前 記 結 合 さ れ た 抗 体 又 は 結 合
さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の い ず れ か を 検 出 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 抗 体 又 は 抗
体 フ ラ グ メ ン ト は さ ら に 、 放 射 体 同 位 体 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ト ラ ベ ル 、 酵 素 ラ
ベ ル 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ト ラ ベ ル 及 び コ ロ イ ド 状 金 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 検 出 で き る ラ
ベ ル を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 そ れ ら の 検 出 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 例 え ば 、 Zcytor 16遺
伝 子 発 現 の 検 出 の た め の キ ッ ト は 、 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記
核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 77、 86、 又 は 100～ 694ま た
は 697、 ま た は ８ ～ 694ま た は 697の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 及 び （ ｂ ）
少 な く と も ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る （ ａ ） の フ ラ グ メ ン ト で あ る 核 酸 分 子 か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は ま た 、 核 酸 分 子 の 存 在 を 示 す こ と が で き る １ 又 は 複
数 の 試 薬 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん で 成 る 。 他 方 で は 、 マ ウ ス Zcytor 16タ ン パ ク 質 の
検 出 の た め の キ ッ ト は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド
と 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 又 は
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抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト も 企 画 す る 。 典 型 的 な 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、
配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230、 又 は 27～ 230か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 は さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor 16分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及
び 生 物 学 的 活 性 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 を 包 含 し 、 こ こ で 前 記 マ ウ ス Zcytor 16分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列
番 号 48の 残 基 １ ～ 23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。 生 物 学 的 活 性 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 VI
Ia因 子 、 プ ロ イ ン ス リ ン 、 イ ン ス リ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン 、 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性
化 因 子 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 エ リ
ト ロ ポ エ チ ン 、 及 び ト ロ ン ボ ポ エ チ ン を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 マ ウ ス Zcytor 16
分 泌 シ グ ナ ル 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 マ
ウ ス Zcytor 16分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 23の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 成 分 を 含 ん で 成 る 融 合
タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 成 分 は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 不 変 領 域 、 例 え ば ヒ ト Fcフ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 本 発 明 は さ ら に 、
そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 、 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 受 容 体 は 可 溶 性 で あ る か 、
又 は 膜 結 合 さ れ 、 そ し て Zcytor16 リ ガ ン ド 、 IL－ TIF（ 例 え ば 、 配 列 番 号 15に 示 さ れ る よ
う な ヒ ト IL－ TIF、 及 び 配 列 番 号 41に 示 さ れ る よ う な マ ウ ス IL－ TIF） の ア ン タ ゴ ニ ス ト と
し て 作 用 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 そ の よ う な 受 容 体 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号
48の ア ミ ノ 酸 24～ 230、 又 は 27～ 230を 含 ん で 成 る 少 な く と も １ つ の Zcytor16細 胞 外 ド メ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 可 溶 性 受 容 体 で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 そ の よ う な 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16細 胞 ド メ イ ン 、 例 え ば 上 記 に 記 載 さ れ る そ れ ら の ド メ イ ン
を 含 ん で 成 る 、 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 に 対 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 Zcytor16リ ガ ン ド 、 IL－ TI
F（ 配 列 番 号 15、 及 び 配 列 番 号 41） 、 す な わ ち Zcytor16受 容 体 経 の 結 合 を 拮 抗 す る そ の よ
う な 抗 体 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 患 者 か ら 組 織 又 は
生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 請 求 項 16記 載 の 抗 体 と 共 に 、
前 記 抗 体 が 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 条
件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 結 合 さ れ る 抗 体 を 可 視
化 し ； そ し て 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的
サ ン プ ル に お け る 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物
学 的 サ ン プ ル に 対 す る 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル の
上 昇 が 前 記 患 者 に お け る 癌 の 表 示 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 そ 、 こ こ で 患 者 か ら 組 織 又 は
生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ
ド 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の 補 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ リ ン グ し ；
前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル
に お け る 前 記 ラ ベ ル さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 可 視 化 し ； そ し て 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物
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学 的 サ ン プ ル に 対 し て 、 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ ル さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル を 比 較 し 、 こ こ で 前 記 正 常 な 対 照 組 織
又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 す る ラ ベ ル に
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 上 昇 が 前 記 患 者 に お け る 癌 の 表 示 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の そ れ ら の 及 び 他 の 観 点 が 、 次 の 特 定 の 記 載 に 基 づ い て 明 ら か に 成 る で あ ろ う 。 さ
ら に 、 種 々 の 文 献 が 下 記 に 同 定 さ れ 、 そ し て 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
２ ． 定 義 ：
次 の 記 載 に お い て は 、 多 く の 用 語 が 広 範 囲 に 使 用 さ れ る 。 次 の 定 義 は 、 本 発 明 の 理 解 を 促
進 す る た め に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 核 酸 ” 又 は “ 核 酸 分 子 ” と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
例 え ば デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） 又 は リ ボ 核 酸 （ RNA） 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 鎖 反 応 （ PCR） に よ り 生 成 さ れ る フ ラ グ メ ン ト 、 及 び 連 結 、 切 断 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
作 用 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 作 用 の い ず れ か に よ り 生 成 さ れ る フ ラ グ メ ン ト を 言 及 す る 。
核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば DNA及 び RNA） 、 又 は 天 然 に 存 在 す る ヌ
ク レ オ チ ド の 類 似 体 （ 例 え ば 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド の α － 鏡 像 異 性 体 形 ） 、 又 は 両
者 の 組 み 合 わ せ で あ る モ ノ マ ー か ら 構 成 さ れ 得 る 。 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 糖 成 分 に
お い て 、 及 び /又 は ピ リ ミ ジ ン 又 は プ リ ン 塩 基 成 分 に お い て 変 更 を 有 す る こ と が で き る 。
糖 修 飾 は 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ル キ ル 基 、 ア ミ ン 及 び ア ジ ド 基 に よ る １ 又 は 複 数 の ヒ ド ロ キ シ ル
基 の 置 換 を 包 含 し 、 又 は 糖 は エ ー テ ル 又 は エ ス テ ル と し て 機 能 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
さ ら に 、 全 糖 成 分 は 、 立 体 的 に 及 び 電 子 的 に 類 似 す る 構 造 体 、 例 え ば ア ザ － 糖 及 び カ ル ボ
ン 酸 糖 類 似 体 に よ り 置 換 さ え 得 る 。 塩 基 成 分 に お け る 修 飾 の 例 は 、 ア ル キ ル 化 さ れ た プ リ
ン 及 び ピ リ ミ ジ ン 、 ア シ ル 化 さ れ た プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン 、 又 は 他 の 良 く 知 ら れ て い る 複
素 環 式 置 換 基 を 包 含 す る 。 核 酸 モ ノ マ ー は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 又 は そ の よ う な 結 合 の
類 似 体 に よ り 結 合 さ え 得 る 。 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 類 似 体 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ
ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ロ
チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ニ リ デ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 用 語
“ 核 酸 分 子 ” と は ま た 、 い わ ゆ る 、 ポ リ ア ミ ド 主 鎖 に 結 合 さ れ る 天 然 に 存 在 す る か 又 は 修
飾 さ れ た 核 酸 塩 基 を 含 ん で 成 る “ ペ プ チ ド 核 酸 ” も 包 含 す る 。 核 酸 は 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の
い ず れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
用 語 “ 核 酸 分 子 の 補 体 ” と は 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 比
較 し て 逆 の 配 向 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 5’  ATGCACGGG 3’  は 、 5’  CCCG
TGCAT 3’ に 対 し て 相 補 的 で あ る 。
用 語 “ コ ン チ グ （ contig）  ” と は 、 他 の 核 酸 分 子 に 対 す る 一 連 の 連 続 し た 同 一 の 又 は 相
補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 を 示 す 。 連 続 し た 配 列 と は 、 核 酸 分 子 の 全 体 に お い て 、 又 は
そ の 一 部 に 沿 っ て 、 一 定 の 長 さ の 核 酸 分 子 を “ オ ー バ ー ラ ッ プ ” す る と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
用 語 “ 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” と は 、 １ 又 は 複 数 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド の 配 列
（ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 比 較 し て ） を 示 す 。 縮 重 コ ド ン は 、
ヌ ク レ オ チ ド の 異 な っ た ト リ プ レ ッ ト を 含 む が 、 し か し 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る （
す な わ ち 、 GAU及 び GACト リ プ レ ッ ト は そ れ ぞ れ Aspを コ ー ド す る ） 。
用 語 “ 構 造 遺 伝 子 ” と は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 に 翻 訳 さ れ る メ ッ
セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNC） に 転 写 さ れ る 核 酸 分 子 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
“ 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ” と は 、 生 物 の ゲ ノ ム DNAに 組 み 込 ま れ な い 核 酸 分 子 で あ る 。 例 え
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ば 、 細 胞 の ゲ ノ ム DNAか ら 分 離 さ れ た 成 長 因 子 を コ ー ド す る DNA分 子 が 、 単 離 さ れ た DNA分
子 で あ る 。 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の も う １ つ の 例 は 、 生 物 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ な い 、 化 学
的 に 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 特 定 の 種 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 そ の 種 か ら の 染 色
体 の 完 全 な DNA分 子 よ り も 小 さ い 。
“ 核 酸 分 子 構 造 体 ” と は 、 天 然 に お い て は 存 在 し な い 配 置 で 組 み 合 わ さ れ 、 そ し て 並 置 さ
れ た 核 酸 の セ グ メ ン ト を 含 む よ う ヒ ト 介 在 を 通 し て 修 飾 さ れ た － 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の 核 酸 分
子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
“ 線 状 DNA” と は 、 遊 離 5’ 及 び 3’ 及 び 末 端 を 有 す る 非 環 状 DNA分 子 を 示 す 。 線 状 DNAは 、
閉 環 DNA分 子 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド か ら 、 酵 素 消 化 又 は 物 理 的 な 破 壊 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
“ 相 補 的 DNA（ cDNA） ” と は 、 逆 転 写 酵 素 に よ り mRNA鋳 型 か ら 形 成 さ れ る 一 本 鎖 DNA分 子 で
あ る 。 典 型 的 に は 、 mRNAの 一 部 に 対 し て 相 補 的 な プ ラ イ マ ー は 、 逆 転 写 の 開 始 の た め に 使
用 さ れ る 。 当 業 者 は ま た 、 そ の よ う な 一 本 鎖 DNA分 子 及 び そ の 相 補 的 DNA鎖 か ら 成 る 二 本 鎖
DNA分 子 を 言 及 す る た め に 用 語 “ cDNA” を 用 い る 。 用 語 “ cDNA” は ま た 、 RNA鋳 型 か ら 生 成
さ れ た cDNA分 子 の ク ロ ー ン も 言 及 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
“ プ ロ ー ブ 及 び /又 は プ ラ イ マ ー ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 RNA又 は DNA
で あ り 得 る 。 DNAは cDNA又 は ゲ ノ ム DNAの い ず れ か で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
及 び プ レ イ マ ー は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 DNA又 は RNA、 一 般 的 に 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る が 、 し か し ク ロ ー ン 化 さ れ た cDNA又 は ゲ ノ ム 配 列 又 は そ の 補 体 か ら 生 成 さ れ 得 る 。 分 析
用 プ ロ ー ブ は 一 般 的 に 、 少 な く と も 20個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 、 但 し 幾 分 短 い プ
ロ ー ブ （ 14～ 17個 の ヌ ク レ オ チ ド ） が 使 用 さ れ 得 る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 少 な く と も ５ 個
の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 15又 は そ れ 以 上 の nt、 よ り も 好 ま し く は 20～ 30の ntで
あ る 。 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 の 小 さ な 領 域 が 分 析 の た め に 標 的 化 さ れ る 場 合 に
使 用 さ れ 得 る 。 遺 伝 子 の 全 体 的 な 分 析 の た め に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 全 エ キ ソ ン 又 は
そ れ 以 上 を 含 ん で 成 る 。 プ ロ ー ブ は 、 検 出 で き る シ グ ナ ル を 供 給 す る た め に 、 当 業 界 に お
い て 良 く 知 ら れ て い る 技 法 を 用 い て 多 く の 源 、 例 え ば Molecular Probe, Inc., Eugene, O
R及 び Amersham Corp., Arlington Heights, ILか ら 市 販 さ れ て い る 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 、
蛍 光 団 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 、 常 磁 性 粒 子 及 び 同 様 の も の に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
“ プ ロ モ ー タ ー ” と は 、 構 造 遺 伝 子 の 転 写 を 方 向 づ け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 典 型 的
に は 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 造 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 に 最 も 近 い 、 遺 伝 子 の 5’ 非 コ ー ド に
領 域 位 置 す る 。 転 写 の 開 始 に お い て 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー 内 の 配 列 要 素 は 、 し ば し ば 、 コ
ン セ ン サ ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー 要 素 は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部 位 、 TATA配 列 、 CAAT配 列 、 分 化 －
特 異 的 要 素 （ DSE： McGeheeな ど ., Mol. Endocrinol. 7: 511 (1993)） 、 サ イ ク リ ッ ク の A
MP応 答 要 素 （ CRE） 、 血 清 応 答 要 素 （ SRE： Treisman, Seminars in Cancer Biol. 1: 47 (
1990)） 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 要 素 （ GRE） 及 び 他 の 転 写 因 子 の た め の 結 合 部 位 、 例 え
ば CRE/ATF（ O’ Reillyな ど ., J. Biol. Chem. 267: 19938 (1992)） 、 AP2 (Yeな ど ., J. 
Biol. Chem. 269: 25728 (1994)), SP1, cAMP応 答 要 素 結 合 タ ン パ ク 質 （ CREB； Loeken, G
ene Expr. 3: 253 (1993)） 、 及 び オ ク タ マ ー 因 子 （ 一 般 的 に は 、 Watsonな ど ., eds., Mo
lecular Biology of the Gene, 4 t h  ed. (The Benjamin Kummings Publishing Company, 
Inc. 1987), and Lemaigre and Rousseau, Biochem. J. 303: 1 (1994)） を 包 含 す る 。 プ
ロ モ ー タ ー が 誘 発 プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 、 転 写 の 速 度 は 誘 発 剤 に 応 答 し て 上 昇 す る 。 対
照 的 に 、 転 写 の 速 度 は 、 プ ロ モ ー タ ー が 構 成 プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 、 誘 発 剤 に よ り 調 節
さ れ な い 。 抑 制 で き る プ ロ モ ー タ ー は ま た 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
“ コ ア プ ロ モ ー タ ー ” は 、 TATAボ ッ ク ス 及 び 転 写 の 開 始 を 包 含 す る プ ロ モ ー タ ー 機 能 の た
め の 必 須 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 こ の 定 義 に よ れ ば 、 コ ア プ ロ モ ー タ ー は 、 活 性 を 増 強
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し 又 は 組 織 特 異 的 活 性 を 付 与 す る こ と が で き る 特 定 の 配 列 の 不 在 下 で 検 出 で き る 活 性 を 有
し て も 又 は 有 さ な く て も 良 い 。
“ 調 節 要 素 ” は 、 コ ア プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 例 え ば 、
調 節 要 素 は 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 又 は オ ル ガ ネ ラ に お い て 独 占 的 に 又 は 選 択 的 に 転 写 を 可 能
に す る 細 胞 因 子 と 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 そ れ ら の タ イ プ の 調 節
要 素 は 通 常 、 “ 細 胞 － 特 異 的 ” 、 “ 組 織 － 特 異 的 ” 、 又 は “ オ ル ガ ネ ラ － 特 異 的 ” 態 様 で
発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
“ エ ン ハ ン サ ー ” は 、 転 写 の 開 始 部 位 に 対 し て エ ン ハ ン サ ー の 距 離 又 は 配 向 に 関 係 な く 、
転 写 の 効 率 を 高 め る こ と が で き る タ イ プ の 調 節 要 素 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
“ 異 種 DNA” と は 、 所 定 の 宿 主 細 胞 内 に 天 然 に お い て 存 在 し な い 、 DNA分 子 又 は DNA分 子 の
集 団 を 言 及 す る 。 特 定 宿 主 細 胞 に 対 し て 異 種 で あ る DNA分 子 は 、 宿 主 DNAが 非 宿 主 DNA（ す
な わ ち 、 外 来 性 DNA） と 組 み 合 わ さ れ る 限 り 、 宿 主 細 胞 種 （ す な わ ち 、 内 因 性 DNA） に 由 来
す る DNAを 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で 成 る 宿 主 DNAセ グ メ ン ト
に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 非 宿 主 DNAセ グ メ ン ト を 含 む DNA分 子 は
、 異 種 DNA分 子 で あ る と 思 わ れ る 。 逆 に 言 え ば 、 異 種 DNA分 子 は 、 外 来 プ ロ モ ー タ ー と 作 用
可 能 に 連 結 さ れ る 内 因 性 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。 も う １ つ の 例 と し て 、 野 生 型 細 胞 に
由 来 す る 遺 伝 子 を 含 ん で 成 る DNA分 子 は 、 そ の DNA分 子 が 野 生 型 遺 伝 子 を 欠 い て い る 突 然 変
異 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 場 合 、 異 種 DNAで あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
“ ポ リ ペ プ チ ド ” と は 、 天 然 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ て も 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ る
ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー で あ る 。 約 10個 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド は 通 常
、 “ ペ プ チ ド ” と し て 言 及 さ れ る 。
“ タ ン パ ク 質 ” は 、 1又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 ん で 成 る 高 分 子 で あ る 。 タ ン パ ク 質
は ま た 、 非 ペ プ チ ド 成 分 、 例 え ば 炭 水 化 物 基 を 含 む こ と が で き る 。 炭 水 化 物 及 び 他 の 非 ペ
プ チ ド 置 換 基 は 、 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 細 胞 に よ り 付 加 さ れ 、 そ し て 細 胞 型 に よ り 変 化
す る で あ ろ う 。 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 主 鎖 に よ り 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ ；
置 換 基 、 例 え ば 炭 水 化 物 基 は 一 般 的 に 、 特 定 さ れ な い が 、 し か し そ れ に も か か わ ら ず 、 存
在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
非 宿 主 DNA分 子 に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は “ 異 種 ” ペ プ チ ド 又 は ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 。
“ 組 み 込 ま れ た 遺 伝 子 要 素 ” と は 、 そ の 要 素 が ヒ ト 操 作 を 通 し て 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 、
宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 組 み 込 ま れ て い る DNAの セ グ メ ン ト で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 組
み 込 ま れ た 遺 伝 子 要 素 は 通 常 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 又 は 他 の 技 法 に よ り 細 胞 中 に 導 入
さ れ る 線 状 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る 。 組 み 込 ま れ た 遺 伝 子 要 素 は 、 元 の 宿 主 細 胞 か
ら そ の 子 孫 に 通 過 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
“ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ” は 、 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 的 に 複 製 す る 能 力 を 有 す る 、 核 酸 分
子 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー は 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー の 必 須 の 生 物 学 的 機 能 を 失 わ な い で 、 決 定 で き る 態 様 で 核 酸 分
子 の 挿 入 を 可 能 に す る １ 又 は 少 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ
ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 同 定 及 び 選 択 へ の 使 用 の た め に 適 切 で あ る マ ー カ ー
遺 伝 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 典 型 的 に は 、 テ ト ラ サ イ
ク リ ン 耐 性 又 は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
“ 発 現 ベ ク タ ー ” は 、 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ る 。
典 型 的 に は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 遺 伝 子 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む
。 遺 伝 子 発 現 は 通 常 、 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ 、 そ し て そ の よ う な 遺 伝 子 は プ ロ
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モ ー タ ー に “ 作 用 可 能 に 結 合 さ れ る ” と 言 わ れ る 。 同 様 に 、 調 節 要 素 及 び コ ア プ ロ モ ー タ
ー は 、 調 節 要 素 が コ ア プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 場 合 、 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
“ 組 換 え 宿 主 ” と は 、 異 種 核 酸 分 子 、 例 え ば ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 又 は 発 現 ベ ク タ ー を 含
む 細 胞 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 組 換 え 宿 主 の 例 は 、 発 現 ベ ク タ ー か ら Zcytor 16を
生 成 す る 細 胞 で あ る 。 対 照 的 に 、 Zcytor 16は 、 Zcytor 16の “ 天 然 源 ” で あ り 、 そ し て 発
現 ベ ク タ ー を 欠 い て い る 細 胞 に よ り 生 成 さ え 得 る 。
“ イ ン テ グ レ イ テ ィ ブ 組 換 え 体 ” は 、 異 種 DNAが 細 胞 ゲ ノ ム DNA中 に 組 み 込 ま れ る よ う に な
る 組 換 え 宿 主 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
“ 融 合 タ ン パ ク 質 ” は 、 少 な く と も ２ つ の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分
子 に よ り 発 現 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 親 和 性
マ ト リ ッ ク ス を 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド に よ り 融 合 さ れ る Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く
と も 一 部 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
を 用 い て 、 多 量 の Zcytor 16を 単 離 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
用 語 “ 受 容 体 ” と は 、 “ リ ガ ン ド ” と 称 す る 生 物 活 性 分 子 に 結 合 す る 、 細 胞 結 合 さ れ た タ
ン パ ク 質 を 示 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 細 胞 に 対 す る リ ガ ン ド の 効 果 を 介 在 す る 。 受 容 体 は 、
膜 結 合 さ れ た シ ト ソ ー ル 又 は 核 ； モ ノ マ ー （ 例 え ば 、 胸 腺 刺 激 性 ホ ル モ ン 受 容 体 、 β － ア
ド レ ナ リ ン 作 用 受 容 体 ） 又 は マ ル チ マ ー （ 例 え ば 、 PDGF受 容 体 、 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 IL－
３ 受 容 体 、 GM－ CSF受 容 体 、 G－ CSF受 容 体 、 エ リ ト ロ ポ エ チ ン 受 容 体 及 び IL－ ６ 受 容 体 ）
で あ り 得 る 。 膜 結 合 さ れ た 受 容 体 は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド － 結 合 ド メ イ ン 、 及 び 典 型 的 に は 、
シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に 関 与 す る 細 胞 内 エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 多 － ド
メ イ ン 構 造 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 一 定 の 膜 結 合 さ れ た 受 容 体 に お い て は 、 細 胞 外 リ ガ ン
ド － 結 合 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン は 、 完 全 な 機 能 的 受 容 体 を 含 ん で 成 る
別 々 の ポ リ ペ プ チ ド に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
一 般 的 に 、 受 容 体 へ の リ ガ ン ド の 結 合 は 、 細 胞 の 代 謝 に お け る 変 更 を 導 く 、 細 胞 に お け る
エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン と 他 の 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 を 引 き 起 こ す 受 容 体 の コ ン ホ メ ー シ ョ
ン 変 化 を も た ら す 。 受 容 体 － リ ガ ン ド 相 互 作 用 に し ば し ば 連 結 さ れ る 代 謝 現 象 は 、 遺 伝 子
転 写 、 リ ン 酸 化 、 脱 リ ン 酸 化 、 サ イ ク リ ッ ク AMPを 生 成 の 上 昇 、 細 胞 カ ル シ ウ ム の 代 謝 、
膜 脂 質 の 代 謝 、 細 胞 付 着 、 イ ノ シ ト ー ル 脂 質 の 加 水 分 解 及 び リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
“ 可 溶 性 受 容 体 ” と は 、 細 胞 膜 に 結 合 さ れ な い 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 可 溶 性 受 容 体
は 、 最 も 通 常 に は 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン 、 及 び 例 え ば 、 糖 ホ ス ホ イ ノ
シ ト ー ル （ gpi） を 通 し て の 細 胞 膜 へ の 他 の 連 鎖 を 欠 い て い る リ ガ ン ド － 結 合 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 可 溶 性 受 容 体 は 、 追 加 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 提
供 す る か 、 又 は 基 質 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 の た め の 部 位 を 提 供 す る 親 和 性 標 識 、 又 は 免
疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 多 く の 細 胞 － 表 面 受 容 体 は 、 タ ン パ ク 質
加 水 分 解 に よ り 生 成 さ れ る か 又 は 他 の ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た mRNAか ら 翻 訳 さ れ る 、 天 然 に
存 在 す る 可 溶 性 カ ウ ン タ ー パ ー ト を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
適 切 な 受 容 体 は 、 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー で あ り 得 、 そ
し て マ ル チ マ ー 受 容 体 は 一 般 的 に 、 ９ 個 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ま ず 、 好 ま し く は ６ 個 以
上 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ま ず 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 ３ 個 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ま な い
。 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら が そ れ ぞ れ 、 膜 固 定 化 又 は シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン
を 提 供 す る そ れ ら の セ グ メ ン ト の 十 分 な 部 分 を 欠 い て い る 場 合 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 及 び
細 胞 内 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 実 質 的 に 有 さ な い と 言 わ れ る 。 ク ラ ス I及 び ク ラ ス IIサ
イ ト カ イ ン 受 容 体 の 可 溶 性 受 容 体 は 一 般 的 に 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 ド
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メ イ ン を 有 さ な い 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
例 え ば 、 代 表 的 な 可 溶 性 受 容 体 は 、 配 列 番 号 35で 示 さ れ る よ う な CRF2－ 4（ Genbank受 託 番
号 第 Z17227号 ） に つ い て の 可 溶 性 受 容 体 ； 配 列 番 号 36で 示 さ れ る よ う な IL－ 10R（ Genbank
受 託 番 号 第 U00672号 及 び NM001558号 ） に つ い て の 可 溶 性 受 容 体 ； 及 び 配 列 番 号 34で 示 さ れ
る よ う な zcytor11（ ア メ リ カ 特 許 第 5,965,704号 ） に つ い て の 可 溶 性 受 容 体 を 包 含 す る 。
既 知 の ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 配 列 が ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 及 び 細 胞 内
ド メ イ ン を 有 さ な い 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る こ と を 明 確 に 記 載 す る
こ と は 、 当 業 者 の レ ベ ル の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 遺 伝 子 コ ー ド を 用 い て 、 そ
の よ う な 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
用 語 “ 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ” と は 、 そ れ が 合 成 さ れ る 細 胞 の 分 泌 路 を 通 し て よ り 大 き な ポ リ
ペ プ チ ド を 、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 成 分 と し て 方 向 づ け る ペ プ チ ド （ “ 分 泌 ペ プ チ ド
” ） を コ ー ド す る DNA配 列 を 示 す 。 前 記 の よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 泌 路 を 通 し て の
移 動 の 間 、 分 泌 ペ プ チ ド を 除 去 す る た め に 通 常 分 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
“ 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 汚 染 性 細 胞 成 分 、 例 え ば 炭 水 化 物 、 脂 質 又 は 天 然 に お い
て ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し て い る 他 の タ ン パ ク 質 性 不 純 物 を 実 質 的 に 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 典 型 的 に は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 物 は 、 高 く 精 製 さ れ た 形 で 、 す な わ
ち 少 な く と も 約 80％ の 純 度 、 少 な く と も 約 90％ の 純 度 、 少 な く と も 約 95％ の 純 度 、 95％ 以
上 の 純 度 、 又 は 99％ 以 上 の 純 度 で ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 特 定 の タ ン パ ク 質 調 製 物 が 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と を 示 す た め の 1つ の 手 段 は 、 タ ン パ ク 質 調 製 物 の ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 及 び ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染
色 に よ る シ ン グ ル バ ン ド の 出 現 に よ る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 用 語 “ 単 離 さ れ た ” と
は 、 他 の 物 理 形 、 例 え ば ダ イ マ ー 又 は 他 の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 又 は 誘 導 体 化 さ れ た 形 で の
同 じ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 排 除 し な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
用 語 “ ア ミ ノ － 末 端 ” 及 び “ カ ル ボ キ シ ル － 末 端 ” と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 位 置 を 示 す た
め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 そ の 情 況 が 可 能 で あ る 場 合 、 そ れ ら の 用 語 は 、 接 近 性
又 は 相 対 的 位 置 を 示 す た め に ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の 配 列 又 は 一 部 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 例
え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 対 象 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 に 位 置 す る 一 定 の 配 列 は 、 そ の 対
照 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 隣 接 し て 位 置 す る が 、 し か し 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ
シ ル 末 端 で は 必 ず し も 必 要 で は な い 。
用 語 “ 発 現 ” と は 、 遺 伝 子 生 成 物 の 生 合 成 を 言 及 す る 。 例 え ば 、 構 造 遺 伝 子 に お い て は 、
発 現 は mRNAへ の 構 造 遺 伝 子 の 転 写 及 び １ 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド へ の mRNAの 翻 訳 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
用 語 “ ス プ ラ イ ス 変 異 体 ” と は 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る RNAの 二 者 択 一 の 形 を 示 す た め に
、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 は 、 転 写 さ れ た RNA分 子 内 の 、 又 は 通 常
低 い が 、 別 々 に 転 写 さ れ た RNA分 子 間 の 二 者 択 一 の ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の 使 用 を 通 し て 天
然 に お い て 生 じ 、 そ し て 同 じ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る い く つ か の mRNAを も た ら す こ と が で き
る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ
と が で き る 。 用 語 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は ま た 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAの ス プ ラ イ ス 変 異
体 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ イ ム ノ モ ジ ュ レ ー タ － ” と は 、 サ イ ト カ イ ン 、
幹 細 胞 成 長 因 子 、 リ ン フ ォ ト キ シ ン 、 同 時 － 刺 激 分 子 、 造 血 因 子 及 び そ れ ら の 分 子 の 合 成
類 似 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
用 語 “ 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 ” と は 、 適 切 な 条 件 下 で 、 非 共 有 的 に 会 合 さ れ る 安 定 し た 対
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を 形 成 す る 非 同 一 性 成 分 を 示 す 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン (又 は ス ト レ プ タ ビ ジ ン )
は 、 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対 の 基 本 型 メ ン バ ー で あ る 。 他 の 典 型 的 な 相 補 体 ／ 抗 － 相 補 体 対
は 、 受 容 体 ／ リ ガ ン ド 対 、 抗 体 ／ 抗 原 (又 は ハ プ テ ン 又 は エ ピ ト ー プ )対 、 セ ン ス ／ ア ン チ
セ ン ス 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 対 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 補 体 ／ 抗 － 補 体 対 の 続 く 解 離
が 所 望 さ れ る 場 合 、 そ の 補 体 ／ 抗 － 補 体 対 は 好 ま し く は 、 ＜ １ ０ 9 Ｍ - 1 の 結 合 親 和 性 を 有
す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
“ 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ” と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 ド メ イ ン と 結 合 す る 抗 体 で
あ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ の 抗 体 は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 の
可 変 領 域 と 結 合 し 、 そ し て 従 っ て 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は マ ウ ス Zcytor 16の エ ピ ト
ー プ を 模 倣 す る 。
“ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ” は 、 抗 体 の 一 部 、 例 え ば F(ab’ ) 2 , F(ab) 2 , Fab’ , Aab及 び 同 様 の
も の で あ る 。 構 造 に 関 係 な く 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 損 な わ れ て い な い 抗 体 に よ り 認 識 さ
れ る 同 じ 抗 原 と 結 合 す る 。 例 え ば 、 抗 － マ ウ ス Zcytor 16モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト は 、 マ ウ ス Zcytor 16の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
用 語 “ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ” は ま た 、 特 定 の 抗 原 に 結 合 す る 、 合 成 の 又 は 遺 伝 的 に 構 築 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば L鎖 可 変 領 域 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 H及 び L鎖 の 可 変 領 域 か ら 成
る “ Fv” フ ラ グ メ ン ト 、 L及 び H鎖 可 変 領 域 が ペ プ チ ド リ ン ガ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 組 換
え 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 （ “ svFvタ ン パ ク 質 ” ） 、 及 び 超 可 変 領 域 を 模 倣 す る ア ミ ノ 酸
残 基 か ら 成 る 最 少 認 識 単 位 を 包 含 す る 。
“ キ メ ラ 抗 体 ” は 、 囓 歯 動 物 抗 体 に 由 来 す る 種 々 の ド メ イ ン 及 び 相 補 的 決 定 領 域 を 含 む 組
換 え タ ン パ ク 質 で あ る が 、 と こ ろ が 抗 体 分 子 の 残 り は ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
“ ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 ” は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ネ ズ ミ 相 補 的 決 定 領 域 が ネ ズ ミ 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の H及 び L可 変 鎖 か ら ヒ ト 可 変 ド メ イ ン に 移 行 さ れ て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る
。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 治 療 剤 ” は 、 治 療 の た め に 有 用 で あ る 接 合 体 を 生 成
す る た め に 抗 体 成 分 に 接 合 さ れ る 分 子 又 は 原 子 で あ る 。 治 療 剤 の 例 は 、 薬 剤 、 毒 素 、 イ ム
ノ モ ジ ュ レ ー タ ー 、 キ レ ー ト 化 剤 、 硼 素 化 合 物 、 光 活 性 剤 又 は 染 料 、 及 び 放 射 生 同 位 体 を
包 含 す る 。
“ 検 出 で き る ラ ベ ル ” は 、 診 断 の た め に 有 用 な 分 子 を 生 成 す る た め に 抗 体 成 分 に 接 合 さ れ
得 る 分 子 又 は 原 子 で あ る 。 検 出 で き る ラ ベ ル の 例 は 、 キ レ ー ト 化 剤 、 光 活 性 剤 、 放 射 性 同
位 体 、 蛍 光 剤 、 常 磁 性 イ オ ン 又 は 他 の マ ー カ ー 成 分 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
“ 親 和 性 標 識 ” と は 、 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 又 は 検 出 を 提 供 し 、 又 は 基 質 へ の 第 ２ ポ リ
ペ プ チ ド の 結 合 の た め の 部 位 を 供 給 す る た め に 、 第 2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ 得 る ポ リ ペ
プ チ ド セ グ メ ン ト を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 主 に 、 抗 体 又 は 、 他 の 特 異
的 結 合 剤 が 利 用 で き る い ず れ か の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 親 和 性 標 識 と し て 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
親 和 性 標 識 は 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン 系 、 す な わ ち プ ロ テ イ ン A (Nilsson な ど .,　 EMBO J. 4
: 1075, 1985; Nilsson な ど .,　 Methods　 Enzymol. 198: 3, 1991), グ ル タ チ オ ン Ｓ 　
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Smits and Johnson, Gene 67; 31, 1988） , Glu-Glu親 和 性 標 識  （
Grussenmeyerな ど .,　 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 7952-4, 1985） , 物 質 Ｐ 、 す な
わ ち Flag T M  ペ プ チ ド （ Hoppな ど .,　 Biotechnology 6: 1204-1210, 1988） 、 ス ト レ プ タ
ビ ジ ン 結 合 ペ プ チ ド 、 又 は 他 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 又 は 結 合 ド メ イ ン を 包 含 す る 。 一 般 的 に
、 Ford な ど ., Protein　 Expression　 and　 Purification 2:95-107, 1991を 参 照 の こ と
。 親 和 性 標 識 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 商 品 供 給 者 （ 例 え ば Pharmacia Biotech, Piscata
way, NJ; Eastman Kodak, New Heven, CT; New England Biolabs, Beverly, MA） か ら 入
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手 で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
“ 裸 の 抗 体 ” は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に 対 立 す る も の と し て 、 治 療 剤 に よ り 接 合 さ れ な い 完
全 な 抗 体 で あ る 。 裸 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に 一 定 の 組
換 え 抗 体 、 例 え ば キ メ ラ 性 及 び ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 抗 体 成 分 ” は 、 完 全 な 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト の 両 者 を 包 含 す る 。
“ 免 疫 接 合 体 ” は 、 治 療 剤 又 は 検 出 で き る ラ ベ ル と 抗 体 成 分 と の 接 合 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 ” と は 、 抗 体 成 分 及 び マ ウ ス
Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド 成 分 を 含 ん で 成 る 組 換 え 分 子 を 言 及 す る 。 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 の
例 は 、 マ ウ ス Zcytor 16細 胞 ド メ イ ン 、 及 び Fcド メ イ ン 又 は 抗 原 － 結 合 領 域 の い ず れ か を
含 ん で 成 る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
“ 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ” 又 は “ 標 的 ペ プ チ ド ” は 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 み 、 そ
し て 標 的 細 胞 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 、 又 は 感 染 剤 抗 原 を 担 持 す る 細 胞 上 で 発 現 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 T細 胞 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 標 的 ペ プ チ ド に 、 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 分
子 に よ り 提 供 さ れ る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 そ し て 典 型 的 に は 、 標 的 細 胞 を 溶 解 し
、 又 は 標 的 細 胞 の 例 に 他 の 免 疫 細 胞 を 補 充 し 、 そ れ に よ り 標 的 細 胞 を 殺 害 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
“ 抗 原 性 ペ プ チ ド ” は 、 T細 胞 に よ り 認 識 さ れ る MHC－ ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 す る た め に 、
主 要 組 織 適 合 複 合 体 分 子 を 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 T細 胞 へ の 提 供 に 基 づ い て 細 胞 毒 性 リ ン
パ 球 応 答 を 誘 発 す る ペ プ チ ド で あ る 。 従 っ て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 適 切 な 主 要 組 織 適 合 性
複 合 体 分 子 に 結 合 し 、 そ し て 細 胞 毒 性 T細 胞 応 答 、 例 え ば 抗 原 を 結 合 す る か 又 は 発 現 す る
標 的 細 胞 に 対 す る 細 胞 溶 解 又 は 特 異 的 サ イ ト カ イ ン 開 放 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 抗 原 性
ペ プ チ ド は 、 抗 原 提 供 細 胞 又 は 標 的 細 胞 上 に 、 ク ラ ス I又 は ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 性 複 合
体 分 子 に 関 し て 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
真 核 生 物 に お い て は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIは 、 mRNAを 生 成 す る た め に 構 造 遺 伝 子 の 転 写 を
触 媒 す る 。 核 酸 分 子 は RNAポ リ メ ラ ー ゼ II鋳 型 を 含 む よ り 企 画 さ れ 、 こ こ で RNA転 写 体 は 特
定 の mRNAの 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 配 列 を 有 す る 。 RNA転 写 体 は 、 “ ア ン チ セ ン ス RNA”
と 呼 ば れ 、 そ し て ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る 核 酸 分 子 は “ ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 ” と 呼
ば れ る 。 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 は 、 mRNA分 子 に 結 合 す る こ と が で き 、 mRNA翻 訳 の 阻 害 を も
た ら す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
“ マ ウ ス Zcytor 16に 対 し て 特 異 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” 又 は “ マ ウ ス Zcy
tor 16ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” は 、 （ ａ ） マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 一 部 と 共
に 安 定 し た 三 量 体 を 形 成 で き る か 、 又 は （ ｂ ） マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の mRNA転 写 体 の 一
部 と 共 に 安 定 し た 二 量 体 を 形 成 で き る 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
“ リ ボ ザ イ ム ” は 、 触 媒 中 心 を 含 む 核 酸 分 子 で あ る 。 こ の 用 語 は 、 RNA酵 素 、 自 己 ス プ ラ
イ シ ン グ RNA、 自 己 分 解 性 RNA及 び そ れ ら の 触 媒 機 能 を 行 う 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
“ 外 部 案 内 配 列 ” は 、 細 胞 内 mRNAの 特 定 種 に 内 因 性 リ ボ ザ イ ム 、 す な わ ち RNア ー ゼ Pを 方
向 づ け 、 RNア ー ゼ Pに よ る mRNAの 分 解 を も た ら す 核 酸 分 子 で あ る 。 外 部 案 内 配 列 を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 は 、 “ 外 部 案 内 配 列 遺 伝 子 ” と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
用 語 “ 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 ” は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 修 飾 で あ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 言 及 す る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、
天 然 に 存 在 す る 多 型 現 象 の マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 、 及 び 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 合 成 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子
の 追 加 の 変 異 体 形 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 挿 入 又 は 欠 失 を 含 む 核 酸
分 子 で あ る 。 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子 が 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47

10

20

30

40

50

(21) JP 2004-532624 A 2004.10.28



の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 又 は そ の 補 体 と 、 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
他 方 で は 、 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 は 、 配 列 － 比 較 に よ り 同 定 さ え 得 る 。 ２ つ の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ の ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 最 大 の 応 答 に よ り 整 列 さ れ る
場 合 、 同 じ で あ る 場 合 、 “ 100％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 ” を 有 す る 。 配 列 比 較 は 、 標 準 の
ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば DNASTAR（ Madison, Wisconsin） に よ り 製 造 さ れ る LASER
GENE生 物 情 報 コ ン ピ ュ ー タ ー サ イ ト に 包 含 さ れ る そ れ ら の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 わ れ 得 る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
最 適 な 整 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る た
め の 他 の 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Peruski and Peruski, The Inter
net and the New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research (ASM Press, In
c. 1997), Wu な ど . (eds.), “ Information Superhighway and Computer Databases of 
Nucleic Acids and Proteins.”  In Methods in Gene Biotechnology, Pages 123-151 (C
RC Press. Inc. 1997), 及 び Bishop (ed.), Guide to Human Genome Computing, 2 n d  Edi
tion (Academic Press, Inc. 1998) を 参 照 の こ と ） 。 配 列 同 一 性 を 決 定 す る た め の 特 定
の 方 法 は 下 記 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 又 は 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に
使 用 さ れ る 特 定 の 方 法 に も か か わ ら ず 、 変 異 体 遺 伝 子 又 は そ れ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド は 、 そ の 抗 － ウ ィ ル ス 又 は 抗 － 増 殖 活 性 に よ り 、 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 に
対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に よ り 機 能 的 に 特 徴 づ け ら れ る 。 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺
伝 子 又 は 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 生 物 学 的 又
は 生 化 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 、 そ の リ ガ ン ド 、 IL－ TIFに 結 合 す る 能 力 を 機 能 的 に 特 徴 づ
け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
用 語 “ 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ” と は 、 同 じ 染 色 体 遺 伝 子 座 を 占 め る 遺 伝 子 の 複 数 の 遺 伝 子 の 二
者 択 一 形 の い ず れ か を 示 す た め に 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 は 、 突
然 変 異 を 通 し て 天 然 で は 生 じ 、 そ し て 集 団 内 の 表 現 型 多 型 現 象 を も た ら す こ と が で き る 。
遺 伝 子 突 然 変 異 は 、 サ イ レ ン ト で あ り (コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お け る 変 化 が な い )、
又 は 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 用 語 、 対
立 遺 伝 子 変 異 体 は ま た 、 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 示 す
た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
用 語 “ オ ル ト 体 （ orthology） ” と は 、 異 な っ た 種 か ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の
機 能 的 相 対 物 で あ る 、 １ つ の 種 か ら 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 示 す 。 オ ル ト
体 間 の 配 列 の 差 異 は 、 特 定 化 の 結 果 で あ る 。
“ パ ラ 体 （ paralogs） ” と は 、 生 物 に よ っ て 製 造 さ れ る 、 異 な っ て い る が ， し か し 構 造 的
に 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 パ ラ 体 は 、 遺 伝 子 重 複 を 通 し て 生 じ る と 思 わ れ る 。 例 え ば
、 α － グ ロ ビ ン 、 β － グ ロ ビ ン 及 び ミ オ グ ロ ビ ン は 、 お 互 い パ ラ 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 は 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 本 発 明 に お い て は
、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の “ 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト ” は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ド メ イ ン
で あ る か 、 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 と 少 な く と も 特 異 的 に 結 合 す る 、 マ ウ ス Zcytor 
16ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 言 及 す る 。
標 準 分 析 法 の 不 正 確 さ の た め に 、 ポ リ マ ー の 分 子 量 及 び 長 さ は 、 お お よ そ の 値 で あ る こ と
が 理 解 さ れ る 。 そ の よ う な 値 が “ 約 ” X又 は “ お よ そ ” Xと し て 表 さ れ る 場 合 、 Xの 言 及 さ
れ た 値 は 、 ± 10％ で 正 確 で あ る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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３ ． マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 遺 伝 子 の 生 成 ：
マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47に 基 づ い て
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 、 マ ウ ス cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 そ れ ら の 技 法 は 、 標 準 で あ り 、 そ し て 十 分 に 確 立 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
例 示 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ
リ ー か ら 単 離 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 第 １ 段 階 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て
、 組 織 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor 16が 特 異 的 に 発 現 さ れ る 組 織 か ら RNAを 単 離 す る こ と に よ っ
て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と で あ る 。 一 般 的 に 、 RNA単 離 技 法 は 、 細 胞 を 分 解 す
る た め の 方 法 、 RNAの RNア ー ゼ 指 図 さ れ た 分 解 を 阻 害 す る た め の 手 段 、 及 び DNA、 タ ン パ ク
質 及 び 多 糖 類 汚 染 物 か ら RNAを 分 離 す る 方 法 を 提 供 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
例 え ば 、 全 RNAは 、 液 体 窒 素 に お い て 組 織 を 凍 結 し 、 そ の 凍 結 さ れ た 組 織 を 乳 針 及 び 乳 棒
に よ り 粉 砕 し 、 細 胞 を 溶 解 し 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム の 溶 液 に よ り 前 記 粉 砕 さ れ た 組
織 を 抽 出 し 、 タ ン パ ク 質 を 除 き 、 そ し て 塩 化 リ チ ウ ム に よ る 選 択 的 沈 殿 に よ り RNAを 残 る
不 純 物 か ら 分 離 す る こ と に よ っ て 単 離 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Ausubel な ど ., (eds.), Short
 Protocols in Molecular Biology, 3 r d  Edition pages4-1～ 4-6　 (John Wiley& Sons 19
95 )[“ Ausubel (1995)” ]; Wuな ど ., Methods in Gene Biotechnology, pages33-41 (CR
C Press, Inc. 1997 ) [“ Wu(1997)” ]を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
他 方 で は 、 全 RNAは 、 粉 砕 さ れ た 組 織 を グ ア ニ ジ ニ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト に よ り 抽 出 し
、 有 機 溶 媒 に よ り 抽 出 し 、 そ し て RNAを 汚 染 物 か ら 示 差 遠 心 分 離 に よ り 分 離 す る こ と に よ
っ て 単 離 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Chirgwinな ど ., Biochemistry 18: 52 (1979); Ausubel (19
95) P.4-1～ 4-6; Wu (1997) P.33-41 を 参 照 の こ と ） 。
cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る た め に 、 ポ リ (A) + RNAが 全 RNA調 製 物 か ら 単 離 さ れ る べ き で あ
る 。 ポ リ (A) + RNAは 、 オ リ ゴ （ dT） － セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 標 準 技 法 を 用 い て
、 全 RNAか ら 単 離 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Aviv and Leder, Proc. Natl. Acad.Sci. USA69: 14
08 (1972); Ausubel (1995) P. 4-11～ 4-12を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
二 本 鎖 cDNA分 子 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 技 法 を 用 い て 、 ポ リ (A) + RNAか ら 合 成 さ れ
る （ 例 え ば 、 Wu (1997) P.41-46を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 市 販 の キ ッ ト が 、 二 本 鎖 cDNA
分 子 を 合 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 そ の よ う な キ ッ ト は 、 Life Technologies,
 Inc. (Gaithersburg, MD), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA), Promega C
orporation (Madison, WI) 及 び STRATAGENE (La Jolla, CA) か ら 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
種 々 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 の た め に 適 切 で あ る 。 例 え ば 、
cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば λ gt10バ ク タ ー に
お い て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Huynhな ど ., “ Construction and Screening cDNA Librar
ies in λ gt10 and λ 11”  in DNA Cloning: A Practica Approach Vol. I, Glovar (ed.
), page 49 (IRL Press, 1985); Wu (1997) at pages 47-52 を 参 照 の こ と 。
他 方 で は 、 二 本 鎖 cDNA分 子 は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 例 え ば PBLUESCRIPTベ ク タ ー （ STRAT
AGENE； La Jolla, CA） , LAMDAGEM-4 (Promega Corp.) 又 は 他 の 市 販 の ベ ク タ ー 中 に 挿 入
さ れ 得 る 。 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は ま た 、 American Type Culture Collection (Ma
nassas. VA) か ら 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ク ロ ー ン 化 さ れ た cDNA分 子 を 増 幅 す る た め に 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 、 標 準 技 法 を 用 い て 、
原 核 宿 主 中 に 挿 入 さ れ る 。 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば Life Technologies, Inc
. (Gaithersburg, MD) か ら 得 ら れ る コ ン ピ テ ン ト E.コ リ DH5又 は DH10B細 胞 中 に 導 入 さ れ
得 る 。

10

20

30

40

50

(23) JP 2004-532624 A 2004.10.28



【 ０ ０ ９ １ 】
ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 手 段 に よ り 調 製 さ れ 得 る （
例 え ば Ausubel (1995) p. 5-1～ 5-6; Wu (1997) p. 307-327を 参 照 の こ と ） 。 ゲ ノ ム DNA
は 、 界 面 活 性 剤 Sarkosylに よ り 組 織 を 溶 解 し 、 そ の 溶 解 物 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kに よ り 消 化
し 、 不 溶 性 残 骸 を 溶 解 物 か ら 遠 心 分 離 に よ り 清 浄 し 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 用 い て 溶 解 物 か
ら 核 酸 を 沈 殿 し 、 そ し て 塩 化 セ シ ウ ム 密 度 グ ラ ジ エ ン ト 上 で 再 懸 濁 さ れ た DNAを 精 製 す る
こ と に よ っ て 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 の た め に 適 切 で あ る DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 ゲ ノ ム DNAの ラ ン ダ ム
剪 断 に よ り 、 又 は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る ゲ ノ ム DNAの 部 分 消 化 に よ り 得 ら れ る 。
ゲ ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 従 来 の 技 法 、 例 え ば 適 切 な 末 端 を 供 給 す る た め に 制 限 酵 素 消
化 の 使 用 、 DNA分 子 の 所 望 し な い 連 結 を 回 避 す る た め に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 の 使
用 、 及 び 適 切 が リ ガ ー ゼ に よ る 連 結 に 従 っ て 、 ベ ク タ ー 、 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 又 は
コ ス ミ ド ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 操 作 の た め の 技 法 は 当 業 界 に お い て 良 く
知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Ausubel (1995) p. 5-1～ 5－ 6; Wu (1997) p. 307-327 を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
他 方 で は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 市 販 源 、 例 え ば Research Genetic (Huntsville, AL) 
及 び ATCC (Marassas, VA) か ら 得 ら れ る 。
cDNA又 は ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 準 方 法 を 用 い て 、 配 列 番 号 37又 は 配 列
番 号 47に 基 づ か れ る １ 又 は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ り ス ク リ ー ン さ れ 得 る （
例 え ば 、 Ausubel (1995) p. 6-1～ 6-11を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 マ
ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ る ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） を 用 い て 得 ら れ る 。 PCRに よ る ラ イ
ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の 一 般 的 方 法 は 、 例 え ば 、 Yuな ど ., “ Use of The Polymerase
 Chain Reaction to Screen Phage Libraries” . In Methods in Molecular Biology, Vo
l. 15: PCR Protocols: Current Methods and Application, White (ed.), p.211-215 (H
umana Press, Inc. 1993)に よ り 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 関 連 す る 遺 伝 子 を 単 離 す る た め へ
の PCRの 使 用 の 技 法 は 、 例 え ば Preston, “ Use of Degenerate Oligonucleotide Primers 
and the Polymerase Chain Reaction to Clone Gene Family Members,”  in Methods in 
Molecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols; Current Metods and Applications. Whit
e (ed.), pages 317-337 (Humana Press, Inc. 1993) に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
下 記 の よ う に し て 生 成 さ れ た 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 は ま た 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の
マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を コ ー ド す る DNA配 列 を 単 離 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
抗 体 は λ gt11発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 、 又 は 抗 体 は ハ イ ブ リ ッ
ド 選 択 及 び 翻 訳 に 続 く イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Ausubel（ 1
995） p.6-12～ 6-16; Margolis な ど ., “ Screening λ  expression libraries with unti
body and Protein Probes”  in DNA Cloning 2: Expression Systems, 2 n d  Edition, Glo
ver な ど  (eds.) p. 1-14 (Oxford University Press 1995) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
他 に 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 は 、 お 互 い プ ラ イ ム す る 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 本
明 細 書 に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 核 酸 分 子 を 合 成 す る こ と に よ っ て 得 ら れ
る （ 例 え ば 、 Ausubel (1995) p.8-8～ 8-9を 参 照 の こ と ） 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て
の 確 立 さ れ た 技 法 は 、 少 な く と も ２ kbの 長 さ の DNA分 子 を 合 成 す る 能 力 を 提 供 す る （ Adang
 な ど ., Plant Molec. Biol. 21: 1131 (1993). Bambot な ど ., PCR Methods and Applic
ations 2:266 (1993), Dilfon な ど ., “ Use of the Polymerase Chain Reaction for th
e Rapid Constrauction of Synthetic Genes,”  in Methods in Molecular Biology, Vol
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. 15: PCR Protocols: Current Methods and Applications. White (ed.), Pages 263-26
8. (Humana Press. Inc. 1993), 及 び Holowachukな ど ., PCR Methods Appl. 4: 299 (199
5)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 、 ホ ス ホ ラ ミ ジ ッ ト 方 法 の よ う な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 “ 遺 伝
子 機 会 ” に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ る 二 本 鎖 DNAが 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 フ ラ グ
メ ン ト の 合 成 の よ う な 用 途 の た め に 必 要 と さ れ る 場 合 、 個 々 の 相 補 的 鎖 は 別 々 に 製 造 さ れ
る 。 短 い 遺 伝 子 （ 60～ 80の 塩 基 対 ） の 生 成 は 技 術 的 に 簡 単 で あ り 、 そ し て 相 補 的 鎖 を 合 成
し 、 そ し て 次 に そ れ ら を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 長
い 遺 伝 子 （ 300以 上 の 塩 基 対 ） の 生 成 に 関 し て は 、 化 学 的 DNA合 成 の 間 、 個 々 の サ イ ク ル の
カ ッ プ リ ン グ 効 率 は め っ た に 100％ で は な い の で 、 特 殊 な 手 段 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
こ の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 合 成 遺 伝 子 （ 二 本 鎖 ） が 、 20～ 100個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 一 本 鎖 フ ラ グ メ ン ト か ら モ ジ ュ ラ ー 形 で ア セ ン ブ ル さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成
の 再 考 の た め に は 、 例 え ば 、 Glick and Pasternak, Molecular Biotechnology, Principl
es and Applications of Recombinant DNA (ASM Press 1994), Itakura な ど ., Annu. Re
v. Biochem. 53: 323 (1984), な ど Climie な ど ., Proc. Nat’ l Acad. Sci. USA 87: 63
3 (1990) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
マ ウ ス Zcytor 16cDNA又 は マ ウ ス Zcytor 16ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト の 配 列 は 、 標 準 の 方 法 を 用
い て 決 定 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た
、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 5’ 側 の 非 － コ ー ド 領 域 を ク ロ ー ン 化 す る た め の プ ロ ー ブ 又 は
プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor 16は 限 定 さ れ た 数 の 特 定 の 組 織 に お い て
発 現 さ れ る の で 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 か ら の プ ロ モ ー タ ー 要 素 は 、 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 の 特 定 の 組 織 又 は 、 又 は 遺 伝 子 治 療 を 受 け て い る 患 者 に お い て 異 種 遺 伝 子 の 発
現 を 方 向 づ け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor 16プ ロ モ ー タ ー 又 は 調 節 要 素 を 含 む
ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト の 同 定 は 、 十 分 に 確 立 さ れ た 技 法 、 例 え ば 欠 失 分 析 を 用 い て 達 成 さ れ
得 る （ 一 般 的 に は 、 Ausubel (1995) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
5’ 側 フ ラ ン ギ ン グ 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ は ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,641,670号 に 開 示 さ れ る
方 法 に 従 っ て 、 “ 遺 伝 子 活 性 化 ” に よ る マ ウ ス Zcytor 16タ ン パ ク 質 の 生 成 を 促 進 す る 。
手 短 く に 言 及 す れ ば 、 細 胞 に お け る 内 因 性 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 発 現 は 、 少 な く と も
標 的 配 列 、 調 節 配 列 、 エ キ ソ ン 、 及 び 対 に な っ て い な い ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 を 含 ん で 成
る DNA構 造 体 を 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 座 中 に 導 入 す る こ と に よ っ て 変 更 さ れ る 。 標 的 配
列 は 、 内 因 性 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 座 を 有 す る 構 造 体 の 相 同 組 換 え を 可 能 に す る マ ウ ス Z
cytor 16 5’ 側 非 コ ー ド 配 列 で あ り 、 そ れ に よ り 、 前 記 構 造 体 内 の 配 列 は 内 因 性 マ ウ ス Zc
ytor 16コ ー ド 配 列 に よ り 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る よ う に な る 。 こ の 場 合 、 内 因 性 マ ウ ス Zcy
tor 16プ ロ モ ー タ ー が 、 他 の 調 節 は 列 に よ り 置 換 さ れ る か 又 は そ れ に よ り 補 充 さ れ 、 増 強
さ れ た 組 織 特 異 的 、 又 は 他 方 で は 、 調 節 さ れ た 発 現 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
４ ． マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 変 異 体 の 生 成 ：
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 種 々 の 核 酸
分 子 、 例 え ば DNA及 び RNA分 子 を 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の 観 点 か ら 、 相
当 の 配 列 変 動 が そ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 間 で 可 能 で あ る こ と を 容 易 に 認 識 す る で あ
ろ う 。 配 列 番 号 ３ は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ の ヒ ト Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る す
べ て の 核 酸 分 子 を 包 含 す る 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 同 様 に 、 配 列 番 号 39は 、 配 列 番
号 38の マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る す べ て の 核 酸 分 子 を 包 含 す る 縮 重 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ り ； そ し て 配 列 番 号 49は 、 配 列 番 号 48の マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る す べ て の 核 酸 分 子 を 包 含 す る 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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当 業 者 は 、 配 列 番 号 39及 び 配 列 番 号 49の 縮 重 配 列 が ま た 、 Tに 代 わ っ て Uを 置 換 す る こ と に
よ っ て 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 38及 び 配 列 番 号 48を コ ー ド す る す べ て の RNA配 列 を 提 供 す る こ
と を 認 識 す る で あ ろ う 。 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 38及 び 配 列 番 号 48の 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 実 質 的 に 相 同 で あ る 少 な く と も １ つ の マ ウ ス Zcytor 16受 容 体 サ ブ ユ ニ
ッ ト 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た 可 溶 性 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ
ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 39の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 69
3、 及 び 配 列 番 号 49の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 693を 含 ん で 成 る マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド －
コ ー ド 核 酸 分 子 及 び そ れ ら の RNA同 等 物 を 企 画 す る 。 さ ら に 、 配 列 番 号 39及 び 配 列 番 号 49
に 関 し て 、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 47及 び 配 列 番 号 48と し て 本 明 細 書 に お い て
記 載 さ れ る マ ウ ス Zcytor 16フ ラ グ メ ン ト が ま た 企 画 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
表 １ は 、 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 を 示 す た め に 、 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49内 に 使 用 さ れ る
1文 字 コ ー ド を 示 す 。 “ 解 ” は 、 コ ー ド 文 字 に よ り 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 “ 相 補
体 ” と は 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド の た め の コ ー ド を 示 す 。 例 え ば 、 コ ー ド Yは C又 は Tの い ず
れ か を 示 し 、 そ し て そ の 補 体 Rは A又 は Gを 示 し 、 Aは Tに 対 し て 相 補 的 で あ り 、 そ し て Gは C
に 対 し て 相 補 的 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
【 表 １ 】
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所 定 の ア ミ ノ 酸 に つ い て の す べ て の 可 能 な コ ド ン を 包 含 す る 、 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49
に 使 用 さ れ る 縮 重 コ ド ン が 表 ２ に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ １ ０ ６ 】
当 業 者 は 、 い く ら か の あ い ま い さ が 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る す べ て の 可 能 な コ ド ン
の 代 表 で あ る 縮 重 コ ド ン の 決 定 に お い て 導 入 さ れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 セ
リ ン （ WSN） の た め の 縮 重 コ ド ン は 、 あ る 環 境 下 で 、 ア ル ギ ニ ン （ AGR） を コ ー ド す る こ と
が で き 、 そ し て ア ル ギ ニ ン （ MGN） の た め の 縮 重 コ ド ン は 、 あ る 環 境 下 で 、 セ リ ン （ AGY）
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を コ ー ド す る こ と が で き る 。 類 似 す る 関 係 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 及 び ロ イ シ ン を コ ー ド す
る コ ド ン 間 に 存 在 す る 。 従 っ て 、 縮 重 配 列 に よ り 包 含 さ れ る い く つ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と が で き る が 、 し か し 当 業 者 は 、 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 参 照 に よ り そ の よ う な 変 異 体 配 列 を 容 易 に 同 定 す る こ と が
で き る 。 変 異 体 配 列 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て 官 能 性 に つ い て 容 易 に 試 験 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
異 な っ た 種 は “ 選 択 的 コ ド ン 使 用 法 ” を 示 す こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 Grantham,な ど .
, Nuc. Acids Res. 8: 1893－ 912, 1980; Haas, な ど ., Curr. Biol. 6: 315－ 24, 199６
;　 Wain－ Hobson、 な ど .,Gene　 13： 355－ 64， 1981； Grosjean　 and　 Fiera， Gene　 18：
199－ 209、 1982； Holm,Nuc． Acids　 Res． 14： 3075－ 87、 1986； Ikemura， Ｊ ． Mol． Biol
． 158： 573－ 97， 1982、 Sharyp and Matassi, Curr. Opin. Genet. Dev. 4: 851 (1994),
 Kane, Curr. Opin. Biotechnol. 6: 494(1995), 及 び Makrides, Microbiol. Rev. 60: 5
12(1996) を 参 照 の こ と 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 、 “ 選 択 的 コ ド ン 使 用
法 ” 又 は “ 選 択 的 コ ド ン ” と は 、 一 定 の 種 の 細 胞 に 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ 、 従 っ て 個 々 の ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 可 能 な コ ド ン の １ 又 は 少 数 の 代 表 を 好 む タ ン パ ク 質 翻 訳 コ ド ン を 言 及
す る 技 術 的 用 語 で あ る (表 ２ を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ０ ８ 】
例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 ト レ オ ニ ン （ Thr） は 、 ACA、 ACC、 ACG、 又 は ACTに よ り コ ー ド さ れ る が
、 し か し 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 ACCが 最 も 通 常 に 使 用 さ れ る コ ド ン で あ り ； 他 の 種 に お
い て は 、 例 え ば 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 に お い て は 、 異 な っ た Thrコ ド ン が 好
ま し い 。 特 定 の 種 の た め の 選 択 的 コ ド ン は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に よ
り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 組 換 え DNA中 へ の 選 択 的 コ ド
ン 配 列 の 導 入 は 、 特 定 の 細 胞 型 又 は 種 内 で タ ン パ ク 質 の 翻 訳 に よ り 効 果 的 に す る こ と に よ
っ て 、 そ の タ ン パ ク 質 の 生 成 を 増 強 す る 。 従 っ て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 縮 重 コ ド ン 配 列 は
、 当 業 界 に お い て 通 常 使 用 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る 種 々 の 細 胞 型 及 び 種
に お い て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 最 適 化 す る た め の 鋳 型 と し て 作 用 す る 。 選 択 コ ド ン を 含 む
配 列 は 、 種 々 の 種 に お け る 発 現 に つ い て 試 験 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 官 能 性 に
つ い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 他 の 種 （ オ ル ト 体 ） か ら の 相 対 物 を 表 す ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 を 供
給 す る 。 そ れ ら の 種 は 、 哺 乳 類 、 鳥 類 、 両 性 類 、 ハ 虫 類 、 魚 類 、 昆 虫 及 び 他 の 脊 椎 及 び 無
脊 椎 動 物 種 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 特 に 興 味 あ る も の は 、 他 の
哺 乳 類 種 、 例 え ば ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 、 羊 、 ウ シ 、 犬 、 ネ コ 、 馬 及 び 他 の 霊 長 類 リ ガ ン ド
か ら の Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の オ ル ト 体 は 、 従 来
の ク ロ ー ニ ン グ 技 法 と 組 合 し て 、 本 発 明 に よ り 供 給 さ れ る 情 報 及 び 組 成 物 を 用 い て ク ロ ー
ン 化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor 16 ｃ DNAは 、 マ ウ ス Zcytor 16を 発 現 す る 組 織 又 は
細 胞 型 か ら 得 ら れ る ｍ RNAを 用 い て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 mRNAの 適 切 な 源 は 、 本 明 細 書 に
開 示 さ れ る 配 列 か ら 企 画 さ れ た プ ロ ー ブ に よ り ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ
て 同 定 さ れ 得 る 。 次 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 陽 性 の 組 織 又 は 細 胞 系 の ｍ RNAか ら 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
Zcytor 16コ ー ド の ｃ DNAが 種 々 の 方 法 、 例 え ば 完 全 な 又 は 部 分 的 な Zcytor16ｃ DNAに よ り
、 又 は 前 記 開 示 さ れ る 配 列 に 基 づ く １ 又 は 複 数 の 変 性 プ ロ ー ブ に よ り 、 プ ロ ー ブ す る こ と
に よ っ て 単 離 さ れ 得 る 。 ｃ DNAは ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 代 表 的 な マ ウ ス Zcytor 16配
列 か ら 企 画 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て も ク ロ ー ン 化 さ れ 得
る 。 さ ら に 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た
め に 使 用 さ れ 、 そ し て 興 味 あ る cDNAの 発 現 が マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
当 業 者 は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47に 開 示 さ れ る 配 列 が マ ウ ス Zcytor 16の 単 一 の 対 立
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遺 伝 子 を 表 し 、 そ し て 対 立 遺 伝 子 変 動 及 び 交 互 の ス プ ラ イ シ ン グ が 生 じ る こ と が 予 測 さ れ
る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体
は 、 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 異 な っ た 個 人 か ら の cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す
る こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 対 立 遺 伝
子 変 異 体 、 例 え ば サ イ レ ン ト 突 然 変 異 を 含 む そ れ ら の 変 異 体 及 び 突 然 変 異 が ア ミ ノ 酸 配 列
変 更 を も た ら す そ れ ら の 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異
体 で あ る タ ン パ ク 質 の よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の
性 質 を 保 持 す る 、 も う １ つ の ス プ ラ イ ス さ れ た mRNAか ら 生 成 さ れ る cDNAは 、 そ の よ う な cD
NA及 び mRNAに よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る
。 そ れ ら の 配 列 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 及 び ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い
る 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 異 な っ た 個 人 又 は 組 織 か ら の cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ
ー ブ す る こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
上 記 で 論 じ ら れ た 方 法 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47、 又 は 配 列 番 号 38
又 は 配 列 番 号 48に 対 し て 実 質 的 に 相 同 で あ る 可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 22～ 230、 又 は 27～ 23、 0又 は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 ん で 成
り 、 そ し て 野 生 型 マ ウ ス zcytor16受 容 体 の リ ガ ン ド － 結 合 性 質 を 保 持 す る 種 々 の ポ リ ペ プ
チ ド を 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 性 質 は ま た 、 一 般 的 に 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ
う な 追 加 の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の あ る 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に 対 し て 、 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 例 え
ば 、 そ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 緊 縮 条 件 下 で 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 694又 は 697、 又
は 77、 86、 又 は 100～ 694又 は 697の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 核 酸 分 子 、 又 は 配 列 番 号 37
又 は 配 列 番 号 47に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク
レ オ チ ド ８ ～ 694又 は 697、 又 は 77、 86、 又 は 100～ 694又 は 697を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 緊 縮 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pHで
、 特 定 の 配 列 の た め の 熱 溶 融 点 （ Tm） よ り も 約 ５ ℃ 低 く あ る よ う 選 択 さ れ る 。 Tmは 、 標 的
配 列 の 50％ が 好 ま し く 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 定 義 さ れ た
イ オ ン 強 度 及 び pH下 で ） で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
１ 対 の 核 酸 分 子 、 例 え ば DNA-DNA, RNA-RNA及 び DNA-RNAは 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が い く ら か
の 程 度 の 相 補 性 を 有 す る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 ヘ リ
ッ ク ス に お け る ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 許 容 で き る が 、 し か し ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ミ ス マ
ッ チ の 程 度 に よ り 影 響 さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ ハ イ ブ リ ッ ド の Tmは 、 １ ～ 1.5％ の 塩 基 対 ミ ス
マ ッ チ ご と に １ ℃ 低 下 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 緊 縮 性 の 変 更 は 、 ハ イ ブ リ ッ
ド に 存 在 す る で あ ろ う ミ ス マ ッ チ の 程 度 に 対 す る 制 御 を 可 能 に す る 。 緊 縮 性 の 程 度 は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 が 上 昇 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の イ オ ン 強 度
が 低 下 す る に つ れ て 、 上 昇 す る 。 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 熱
溶 融 点 （ T m ） よ り も 約 ５ ～ 25℃ 低 い 温 度 、 及 び １ Mま で の Na + を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 緩 衝 液 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
よ り 低 い 温 度 で の よ り 高 い 温 度 の 緊 縮 性 は 、 緩 衝 溶 液 に お け る 個 々 の １ ％ ホ ル ム ア ミ ド に
つ い て 約 １ ℃ 、 ハ イ ブ リ ッ ド の Tmを 低 め る ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 一 般
的 に 、 そ の よ う な 緊 縮 条 件 は 、 20～ 70℃ の 温 度 、 及 び ６ × SSC及 び ０ ～ 50％ の ホ ル ム ア ミ
ド を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 緩 衝 液 を 包 含 す る 。 高 い 程 度 の 緊 縮 性 は 、 40～ 70℃ の 温 度 で 及 び ４
× SSC及 び ０ ～ 50％ の ホ ル ム ア ミ ド を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に よ り 達 成 さ
れ 得 る 。 高 い 緊 縮 条 件 は 典 型 的 に は 、 42～ 70℃ の 温 度 、 及 び １ × SSC及 び ０ ～ 50％ の ホ ル
ム ア ミ ド を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 包 含 す る 。 異 な っ た 程 度 の 緊 縮 液 が 、
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標 的 配 列 へ の 最 大 の 特 異 的 結 合 を 達 成 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び 洗 浄 の
間 、 使 用 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 く 洗 浄 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ た 複 合 体 か ら ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 除 去 す る た め
に 、 上 昇 す る 程 度 の 緊 縮 性 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
上 記 条 件 は 、 ガ イ ド と し て 作 用 す る こ と を 意 味 し 、 そ し て そ れ は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ハ イ
ブ リ ッ ド と の 使 用 の た め の そ れ ら の 条 件 を 適 合 す る た め に 、 十 分 に 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内
で あ る 。 特 定 の 標 的 配 列 に つ い て の T m は 、 標 的 配 列 の 50％ が 完 全 に 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 温 度 （ 定 義 さ れ た 条 件 下 で の ） で あ る 。 T m に 影 響 を 及 ぼ
す そ れ ら の 条 件 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の サ イ ズ 及 び 塩 基 対 含 有 率 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の イ オ ン 温 度 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る 不 安 定 化 剤 の 存
在 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
Tmを 計 算 す る た め の 多 く の 等 式 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 種 々 の 長 さ の DNA
、 RNA及 び DNA－ RNAハ イ ブ リ ッ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ
る （ 例 え ば 、 Sambrook な ど ., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Editi
on (Cold Spring Harbor Press 1988)；  Ausubel な ど ., (eds.), Current Protocols in
 Molecular Biology (John Wiley and Sons, Inc. 1987); Berger and Kimmel (eds.), G
uide to Molecular Cloning Techniques, (Academic Press, Inc. 1987); 及 び Wetmur, C
rit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 26:227 (1990)を 参 照 の こ と ） 。 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア
、 例 え ば OLIGO6.0（ LSR; Long Lake, MN） 及 び Primer Premier 4.0 (Premier Biosoft In
ternational; Palo Alto, CA), 並 び に イ ン タ ー ネ ッ ト 上 の サ イ ト が 所 定 の 配 列 を 分 析 し
、 そ し て 使 用 者 の 定 義 さ れ た 基 準 に 基 づ い て Tmを 計 算 す る た め の 手 段 を 入 手 で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
そ の よ う な プ ロ グ ラ ム は ま た 、 定 義 さ れ た 条 件 下 で 所 定 の 配 置 を 分 析 し 、 そ し て 適 切 な プ
ロ ー ブ 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 50以 上 の 塩 基 対 の 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 計 算 さ れ た Tmよ り も 約 20～ 25℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る
。 50以 下 の 塩 基 対 の 小 さ な プ ロ ー ブ に 関 し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 典 型 的 に は 、
Tm又 は そ れ よ り も ５ ～ 10℃ 以 下 で 行 わ れ る 。 こ れ は 、 DNA－ DNA及 び DNA－ RNAハ イ ブ リ ッ ド
に 関 し て 、 最 大 速 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 速 度 及 び 安 定 性 に 影 響 を 及 ぼ す 。 小 さ な
プ ロ ー ブ 配 列 、 す な わ ち 50個 以 下 の 塩 基 対 は 、 相 補 的 配 列 と の 平 衡 化 に す ば や く 達 す る が
、 し か し 安 定 し た ハ イ ブ リ ッ ド は 形 成 さ れ な い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 （ お よ そ 分 ～ 時
） が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 達 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 よ り 長 い プ ロ ー ブ 配 列 は よ り ゆ
っ く り と 平 衡 化 す る が 、 し か し 低 い 温 度 で さ え 、 よ り 安 定 し た 複 合 体 を 形 成 す る 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン は 、 一 晩 又 は そ れ 以 上 の 間 、 進 行 せ し め ら れ る 。 一 般 的 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン は 、 計 算 さ れ た コ ッ ト 時 間 の ３ 倍 に 等 し い 期 間 、 行 わ れ 得 る 。 コ ッ ト 時 間 、 す な わ ち
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 再 会 合 す る の に か か る 時 間 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法
に よ り 、 特 定 の 配 列 に つ い て 計 算 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 塩 基 対 組 成 が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 熱 安 定 性 を も た ら し 、 そ れ
に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 の 選 択 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の イ オ ン
強 度 に 影 響 を 及 ぼ す 。 A－ T対 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 水 溶 液 に お い て G－ C対 よ り も 低 い
安 定 性 で あ る 。 従 っ て 、 G－ C含 有 率 が 高 い ほ ど 、 ハ イ ブ リ ッ ド は よ り 安 定 す る 。 配 列 内 の
G及 び C残 基 の 平 等 な 分 布 が ま た 、 ハ イ ブ リ ッ ド 安 定 性 に 正 に 寄 与 す る 。 さ ら に 、 塩 基 対 組
成 は 、 所 定 の 配 列 の Tmを 変 え る た め に 操 作 さ れ 得 る 。 例 え ば ５ － メ チ ル デ オ キ シ シ ヂ ン は
、 デ オ キ シ シ ス チ ジ ン よ り 置 換 さ れ 得 、 そ し て ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン は 、 デ オ キ シ
シ チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ 得 、 そ し て ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン は Tmを 高 め る た め に チ ミ
ジ ン に よ り 置 換 さ れ 、 そ し て ７ － デ ア ズ － 2’ － デ オ キ シ グ ア ノ シ ン は 、 Tmに 対 す る 依 存
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性 を 低 め る た め に グ ア ノ シ ン に よ り 置 換 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の イ オ ン 濃 度 は ま た 、 ハ イ ブ ッ リ ド の 安 定 性 に 影 響 お 及 ぼ
す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 は 一 般 的 に ブ ロ ッ キ ン グ 剤 、 例 え ば Denhardt溶 液 （ Si
gma Chemical Co., St. Louis, Mo.） 、 変 性 さ れ た サ ケ 精 子 DNA、 粉 乳 （ BLOTTO） 、 ヘ パ
リ ン 又 は SDS、 及 び Na + 源 、 例 え ば SSC（ １ × SSC： 0.15： Nの NaCl、 15mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム ） 又 は SSPE（ １ × SSPE： 1.8Mの NaCl、 10mMの NaH 2 PO 4 、 1mMの EDTA、 pH7.7） を 含 む 。
典 型 的 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 は 、 10mM～ １ Mの Na + を 含 む 。 不 安 定 剤 又 は 変
性 剤 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 テ ト ラ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 グ ア ニ ジ ウ ム カ チ オ ン 又
は チ オ シ ア ネ ー ト カ チ オ ン の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ の 添 加 が 、 ハ イ ブ リ ッ ド の T m
を 変 更 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 ホ ル ム ア ミ ド が 、 よ り 便 利 で 且 つ 低 い 温 度 で の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 実 施 を 可 能 に す る た め に 、 50％ ま で の 濃 度 で 使 用 さ れ る 。 ホ ル ム ア ミ ド は
ま た 、 RNAプ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 、 非 特 異 的 バ ッ グ グ ラ ウ ン ド を 低 め る た め に も 作 用 す る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
例 示 の よ う に 、 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 3
7又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 に よ り 、 ５ ０ ％
ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × SSC、 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.6） 、 ５ × Denhardt’ s 溶 液 （ 10
0× Denhardt’ s 溶 液 ： ２ ％ （ w/v） の Ficoll 400, 2% (w/v)の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 及 び
２ ％ （ w/v） の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 １ ０ ％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 及 び ２ ０ μ g/mlの 変 性
さ れ 、 剪 断 さ れ た サ ケ 精 子 DNAを 含 ん で 成 る 溶 液 に お い て 、 ４ ２ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 そ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 変 動 性 を 考 慮 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 ま な い 溶 液 に お い て
、 高 度 で 、 例 え ば 約 ６ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 得 る 。 さ ら に 、 予 備 混 合 さ れ た ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 が 入 手 で き （ 例 え ば 、 CLONTECH Laboratories, Inc. か ら の EXPRESSH
YB Hybridization Solution） ， そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従
っ て 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 核 酸 分 子 は 、 緊 縮 条 件 下 で 、 又 は 高 い 緊 縮 条 件 下 で 、
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ な か っ た 核 酸 分 子 を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 緊 縮 洗 浄
条 件 は 、 0.1％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を 含 む 0.5× ～ ２ × SSC溶 液 に よ る ５ ５ ～ ６
５ ℃ で の 洗 浄 を 包 含 す る 。 す な わ ち 、 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 分 子 は 、 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ
の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ で 前 記 洗 浄 緊 縮 性 は 、 55～ 65℃ で の
、 0.1％ SDSを 含 む 0.5× ～ ２ × SSC溶 液 、 例 え ば ５ ５ ℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む 0.5× SSC溶 液
、 又 は 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む ２ × SSC溶 液 に 等 し い 。 当 業 者 は 、 例 え ば 洗 浄 溶 液 に お け
る SSCを SSPEに よ り 置 換 す る こ と に よ っ て 同 等 の 条 件 を 容 易 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
典 型 的 な 高 い 緊 縮 洗 浄 条 件 は 、 50～ 65℃ で の 0.1％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を 含 む
0.1× ～ 0.2× SSCの 溶 液 に よ る 洗 浄 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 高 い 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ で 前 記 洗 浄 緊
縮 性 は 、 ５ 0～ ６ ５ ℃ で の 、 0.1％ SDSを 含 む 0.１ × ～ 0． ２ × SSC溶 液 、 例 え ば ５ 0℃ で の 、
0.1％ SDSを 含 む 0.1× SSC溶 液 、 又 は ６ ５ ℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.２ × SSC溶 液 に 等 し い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の オ ル ト 体 に 対 し て
実 質 的 に 類 似 す る 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す
る 。 用 語 “ 実 質 的 に 類 似 す る 配 列 同 一 性 ” と は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48で 示 さ れ る 配
列 又 は そ れ ら の オ ル ト 体 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 95％ 以 上
の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 ２ 種 の 次 の 基 準 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る マ ウ ス Zcytor 16変 異 体 核 酸 分 子 を
企 画 す る ： 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 と コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と の 間
の 類 似 性 の 決 定 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 。 そ の よ う な マ ウ ス Zcytor 16変
異 体 は 、 （ １ ） 55～ 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.5× ～ ２ × SSC溶 液 に 等 し い 緊 縮 洗 浄 条 件 下
で 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸 分 子 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て （ ２ ） 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な
く と も 70％ ,少 な く と も 80％ ,少 な く と も 90％ ,少 な く と も 95％ 又 は 95％ 以 上 の 配 列 同 一 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 他 方 で は 、 マ ウ ス Zcytor16変 異
体 は 、 （ １ ） 50～ 65℃ で の 0.1％ SDSを 含 む 0.1× ～ 0.2× SSC溶 液 に 等 し い 、 高 い 緊 縮 洗 浄
条 件 下 で 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 補 体 ） を 有 す る 核 酸
分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て （ ２ ） 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し
て 少 な く と も 70％ ,少 な く と も 80％ ,少 な く と も 90％ ,少 な く と も 95％ 又 は 95％ 以 上 の 配 列
同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と し て 特 徴 づ け ら れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
％ 配 列 同 一 性 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 Altschulな ど ., Bull. Math. B
io. 48 : 603－ 616, 1986及 び henikoff and Henikoff, Pruc.Natl. Acad. Sci. USA 89 :
10915－ 10919, 1992を 参 照 の こ と 。 手 短 に 言 及 す る ば 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 10の ギ ャ
ッ プ 開 始 ペ ナ ル テ ィ ー 、 １ の ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ー 、 及 び 表 ３ （ ア ミ ノ 酸 は 標 準 の １
文 字 コ ー ド に よ り 示 さ れ る ） に 示 さ れ る よ う な Henikoff and Henikoff （ 前 記 ） の “ BLOS
UM62” 評 点 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 そ の 整 合 評 点 を 最 適 化 す る た め に 整 合 さ れ る 。 次 に 、
％ 同 一 性 が 次 の よ う に し て 計 算 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ３ ０ 】
当 業 者 は 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 す る た め に 多 く の 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム が 存 在 す
る こ と を 理 解 し て い る 。 Pearson and Lipmanの “ FASTA” 類 似 性 調 査 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 １
つ の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 推 定 上 の マ ウ ス Zcytor 16変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 供 給 さ れ る
同 一 性 の レ ベ ル を 試 験 す る た め の 適 切 な タ ン パ ク 質 整 列 方 法 で あ る 。 前 記 FASTAア ル ゴ リ
ズ ム は 、 Pearson and Lipman, Proc. Nat’ l Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), 及 び Pea
rson, Meth. Enzymol. 183: 63 (1990) に よ り 記 載 さ れ る 。 手 短 に は 、 FASTAが ま ず 、 問
題 の 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48） 及 び 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失
を 考 慮 し な い で 、 最 高 密 度 の 同 一 性 （ ktup変 数 が １ で あ る 場 合 ） 又 は 対 の 同 一 性 （ ktup＝
2で あ る 場 合 ） の い ず れ か を 有 す る 試 験 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 領 域 を 同 定 す る こ と に よ っ
て 配 列 を 特 徴 づ け る 。
【 ０ １ ３ １ 】
次 に 、 最 高 密 度 の 同 一 性 を 有 す る 10の 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 置 換 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 す べ
て の 対 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 類 似 性 を 比 較 す る こ と に よ っ て 再 評 価 さ れ 、 そ し て 前 記 領 域 の
末 端 が 、 最 高 の 評 点 に 寄 与 す る そ れ ら の 残 基 の み を 含 む よ う “ 整 え ら れ る ” 。 “ カ ッ ト オ
フ ” 値 （ 配 列 の 長 さ 及 び ktup値 に 基 づ い て 予 定 さ れ た 式 に よ り 計 算 さ れ る ） よ り も 高 い 評
点 を 有 す る い く つ か の 領 域 が 存 在 す る 場 合 、 そ の 整 え ら れ た 初 期 領 域 が 、 そ の 領 域 が ギ ャ
ッ プ と の お お よ そ の 一 列 配 列 を 形 成 す る た め に 結 合 さ れ 得 る か ど う か を 決 定 す る た め に 試
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験 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
最 終 的 に 、 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 最 高 評 点 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 挿 入 及 び 欠 失 を 可 能 に す る 、
Needleman-Wunsch ア ル ゴ リ ズ ム （ Needleman and winsch, J. Mol. Biol. 48: 444, 1970
; Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26: 787, 1974） の 変 法 を 用 い て 整 列 さ れ る 。 FASTA 分
析 の た め の 好 ま し い パ ラ メ ー タ ー は 次 の も の で あ る ： ktup＝ １ 、 ギ ャ ッ プ 開 始 ペ ナ ル テ ィ
ー ＝ 10、 ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ー ＝ １ 及 び 置 換 マ ト リ ッ ク ス ＝ BLOSUM62。 そ れ ら の パ ラ
メ ー タ ー は 、 Appendix 2 of Pearson, 1990 (前 記 )に 説 明 さ れ る よ う に 、 評 点 マ ト リ ッ ク
ス を 調 節 す る こ と に よ っ て FASTAプ ロ グ ラ ム 中 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
FASTAは ま た 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 割 合 を 用 い て 、 核 酸 分 子 の 配 列 同 一 性 を 決 定 す る
た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 比 較 の た め に は 、 ktup値 は 、 上 記 に 設 定 さ れ る
他 の パ ラ メ ー タ ー を 伴 な っ て 、 １ ～ ６ 、 好 ま し く は ３ ～ ６ 、 最 も 好 ま し く は ３ で あ り 得 る
。
【 ０ １ ３ ４ 】
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 比 較 し て 、 １ 又 は 複 数 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸
変 更 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 38又 は 配
列 番 号 48の １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 変 異 体 が 得 ら れ 、 こ こ で ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 が
マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ 、 芳 香 族 ア
ミ ノ 酸 が マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 に お け る 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ 、 硫 黄 含
有 ア ミ ノ 酸 が マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 硫 黄 含 有 ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ
れ 、 ヒ ド ロ キ シ 含 有 ア ミ ノ 酸 が マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ヒ ド ロ キ シ 含 有 ア
ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 が マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 酸 性
ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 が マ ウ ス Zcytor 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る
塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ 、 又 は 二 塩 基 性 モ ノ カ ル ボ ン 酸 ア ミ ノ 酸 マ ウ ス Zcytor
 16ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 二 塩 基 性 モ ノ カ ル ボ ン 酸 ア ミ ノ 酸 に 代 わ っ て 置 換 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
通 常 の ア ミ ノ 酸 の 中 で 、 “ 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 ” は 、 次 の グ ル ー プ の 個 々 内 の ア ミ ノ 酸 間
の 置 換 に よ り 示 さ れ る ： （ １ ） グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン
、 （ ２ ） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン 、 （ ３ ） セ リ ン 及 び ト レ オ ニ ン
、 （ ４ ） ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 、 （ ５ ） グ ル タ ミ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 、 及 び （
６ ） リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン 。 BLOSUM62表 は 、 関 連 す る タ ン パ ク 質 の 500以 上
の グ ル ー プ の 高 く 保 存 さ れ た 領 域 を 表 す 、 タ ン パ ク 質 配 列 セ グ メ ン ト の 約 2,000の 局 部 の
複 数 整 列 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 置 換 マ ト リ ッ ク ス で あ る ［ Henikoff and Henikoff, Proc. N
at’ l Acad. Sci. USA 89: 10915 (1992) ］ 。
【 ０ １ ３ ６ 】
従 っ て 、 BLOSUM62置 換 頻 度 は 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 導 入 さ れ 得 る 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置
換 を 定 義 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 単 に 化 学 的 性 質 に 基 づ い て の ア ミ ノ 酸 置 換 を 企 画 す る
こ と が 可 能 で あ る が （ 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に ） 、 用 語 “ 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 ” と は 、 －
１ よ り も 大 き な BLOSUM62値 に よ り 表 さ れ る 置 換 を 言 及 す る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 そ
の 置 換 が ０ ， １ ， ２ 又 は ３ の BLOSUM62値 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 場 合 、 保 存 性 で あ る 。 こ の
シ ス テ ム に よ れ ば 、 好 ま し い 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 少 な く と も １ （ 例 え ば 、 １ ， ２ 又 は
３ ） の BLOSUM62値 に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 と こ ろ が よ り 好 ま し く は 保 存 性 置 換 は 、 少 な く と
も ２ （ 例 え ば 、 ２ 又 は ３ ） の BLOSUM62値 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
Zcytor 16の 特 定 の 変 異 体 が 、 そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 ２ ） に 対
し て 、 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又 は 95％ 以 上
の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 こ こ で ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 動 は 、 １ 又 は
複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 に お け る 保 存 性 ア ミ ノ 酸 変 化 が 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の い
ず れ か １ つ に 列 挙 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド に 代 わ っ て ヌ ク レ オ チ ド を 置 換 す る こ と に よ っ て 導
入 さ れ 得 る 。 そ の よ う な “ 保 存 性 ア ミ ノ 酸 ” 変 異 体 は 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 図 さ
れ た 突 然 変 異 誘 発 、 リ ン カ ー 走 査 突 然 変 異 誘 発 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て の 突 然 変 異
誘 発 及 び 同 様 の 方 法 に よ り 得 ら れ る （ Ausubel（ 1995） pages8-10～ 8-22; 及 び McPhrson（
ed.） , Directed Mutagenesis: A Practical Approach (IRL Press 1991) を 参 照 の こ と
） 。 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 を 特 異 的 に 結 合 す
る 能 力 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 。 天 然 に 存 在 し
な い ア ミ ノ 酸 は 、 ト ラ ン ス － ３ － メ チ ル プ ロ リ ン 、 ２ ,４ － メ タ プ ロ リ ン 、 シ ス － ４ － ヒ
ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 ト ラ ン ス － ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 N－ メ チ ル グ リ シ ン 、 ア ロ － ト
レ オ ニ ン 、 メ チ ル ト レ オ ニ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル シ ス テ イ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ホ モ シ ス
テ イ ン 、 ニ ト ロ グ ル タ ミ ン 、 ホ モ グ ル タ ミ ン 、 ピ ペ コ リ ン 酸 、 チ ア ゾ リ ジ ン カ ル ボ ン 酸 、
デ ヒ ド ロ プ ロ リ ン 、 ３ － 及 び ４ － メ チ ル プ ロ リ ン 、 ３ ,３ － ジ メ チ ル プ ロ リ ン 、 tert－ ロ
イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ２ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ３ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ４ － ア ザ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 及 び ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 包 含 す る 。 天 然 に 存 在 し な い ア
ミ ノ 酸 残 基 を タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る た め の い く つ か の 方 法 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
例 え ば ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 が 化 学 的 に ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た サ プ レ ッ サ ー tRNAを 用 い て 抑
制 さ れ る イ ン ビ ト ロ シ ス テ ム が 使 用 さ れ 得 る 。 ア ミ ノ 酸 を 合 成 し 、 そ し て ｔ RNAを ア ミ ノ
ア シ ル 化 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い る 。 ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 を 含 む プ
ラ ス ミ ド の 転 写 及 び 翻 訳 は 、 E.コ リ S30抽 出 物 及 び 市 販 の 酵 素 及 び 他 の 試 薬 の 含 ん で 成 る
細 胞 フ リ ー シ ス テ ム に お い て 実 施 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製
さ れ る 。 例 え ば 、 Rovertsonな ど ., J. Am. Chem. Soc. 113:2722, 1991; Ellman な ど ., 
Meth. Enzymol. 202: 301,1991; Chung な ど ., Science 259: 806－ 09, 1993; 及 び Chung
な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10145－ 49, 1993を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ １ 】
第 ２ の 方 法 に お い て は 、 翻 訳 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た mRNA及 び 化 学 的 に ア ミ ノ ア ミ ル 化 さ
れ た サ プ レ ッ サ － ｔ RNAの マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞
に お い て 行 わ れ る ( Turcatti な ど ., J. Biol. Chem. 271: 1991－ 98, 1996 )。  第 ３ の
方 法 に お い て は 、 E.コ リ 細 胞 が 、 置 換 さ れ る 予 定 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン ） の 不 在 下 で 及 び 所 望 す る 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ２ － ア ザ フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 ３ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ４ － ア ザ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又 は ４ － フ ル オ ロ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の 存 在 下 で 培 養 さ れ る 。 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 天 然 の 相
対 物 の 代 わ り に タ ン パ ク 質 中 に 導 入 さ れ る 。 Koide な ど ., Biochem. 33: 7470－ 46, 1994
を 参 照 の こ と 。 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 イ ン ビ ト ロ 化 学 的 に 修 飾 に よ り 天 然 に 存
在 し な い 種 に 転 換 さ れ 得 る 。 化 学 的 修 飾 は 、 置 換 の 範 囲 を さ ら に 拡 張 す る た め に 特 定 部 位
の 突 然 変 異 誘 発 と 組 み 合 わ さ れ 得 る （ Wynn and Richards,Protein Sci. 2: 395－ 403, 19
93)。
【 ０ １ ４ ２ 】
限 定 さ れ た 数 の 非 保 存 性 ア ミ ノ 酸 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ り コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 、 天 然 に
存 在 し な い ア ミ ノ 酸 、 及 び 不 自 然 な ア ミ ノ 酸 が 、 Zcytor 16ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ４ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お け る 必 須 ア ミ ノ 酸 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え
ば 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 又 は ア ラ ニ ン － 走 査 突 然 変 異 誘 発 に よ り 同 定 さ れ 得 る （ Cunnin
gham and Wells, Science 244: 1081－ 1085, 1989; Bassな ど ., Proc. Natl. Scad. Sci.
 USA 88: 4498－ 502, 1991） , Coombs and Corey, “ Site-Directed Mutagenesis and Pr
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otein Engineering”  ,in Proteins: Analysis and Design, Angeletti(ed.) Ppages 259
-311(Academic Press, Inc. 1998))。 後 者 の 技 法 に お い て は 、 単 一 の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 が
分 子 中 の あ ら ゆ る 残 基 で 導 入 さ れ 、 そ し て 得 ら れ る 変 異 体 分 子 が 、 前 記 分 子 の 活 性 に 対 し
て 決 定 的 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る た め に 、 下 記 に 開 示 さ れ る よ う し て 、 生 物 学 的 活
性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 ま た 、 Hiltonな ど ., J. Biol. Chem. 271: 4699－ 5708, 1996を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ４ 】
配 列 分 析 は マ ウ ス Zcytor 16リ ガ ン ド 結 合 領 域 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る が 、 マ ウ ス Z
cytor 16結 合 活 性 （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド IL－ TIF又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体 へ の Zcytor 1
6の 結 合 ） に お い て 役 割 を 演 ず る ア ミ ノ 酸 は ま た 、 推 定 上 の 接 触 部 位 ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異
と 共 に 、 核 磁 気 共 鳴 、 結 晶 学 、 電 子 回 折 又 は 光 親 和 性 ラ ベ リ ン グ の よ う な 技 法 に よ り 決 定
さ れ る よ う に 、 構 造 体 の 物 理 的 分 析 に よ っ て も 決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 de Ves な ど ., Sc
ience 255: 306 (1992), Smith な ど ., J. Mol. Biol. 224: 899 (1992), 及 び Wlodaver 
な ど ., FEBS Lett. 309:59 (1992) を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ５ 】
複 数 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 突 然 変 異 誘 発 及 び ス ク リ ー ニ ン グ の 既 知 方 法 、 例 え ば Reidhaar－ Ol
son and Sauer （ science 241: 53－ 57, 1988） 又 は Bowie and Sauer（  Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA86:2152－ 2156,1989 ） に よ り 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ 、 そ し て 試 験 さ
れ る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 そ れ ら の 著 者 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 複 数 の 位 置 を 同 時 ラ ン
ダ ム 化 し 、 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ン し 、 そ し て 次 に 個 々 の 位 置 で の 可 能 な 置 換 の
範 囲 を 決 定 す る た め に 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 配 列 決 定 す る た め の 方 法 を 開
示 す る 。 使 用 さ れ 得 る 他 の 方 法 は 、 フ ァ ー ジ 表 示 （ 例 え ば 、 Lowman な ど ., Biochem. 30 
: 10832－ 10837,1991; Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,223,409号 ; Huse, WIPO公 開 WO 9
2／ 06204号 ） 、 及 び 領 域 － 指 図 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 （ Derbyshire な ど ., Gene 46 : 145,
 1986; Ner な ど ., DNA 7 : 127, 1988 ） を 包 含 す る 。 さ ら に 、 ビ オ チ ン 又 は FITCに よ り
ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcytor 16は 、 マ ウ ス Zcytor 16リ ガ ン ド の 発 現 ク ロ ー ニ ン グ の た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
開 示 さ れ る マ ウ ス Zcytor 16ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 変 異 体 は 、 Stemmer, Na
ture 370 : 389－ 91, 1994, Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10747－ 51, 199
4及 び WIPO公 開 WI97／ 20078に よ り 開 示 さ れ る よ う に 、 DNA　 シ ャ フ リ ン グ を 通 し て 生 成 さ
れ 得 る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 変 異 体 DNA分 子 が 、 ラ ン ダ ム に 導 入 さ れ た 点 突 然 変 異 を も た
ら す 、 親 DNAの ラ ン ダ ム 断 片 化 、 続 く 、 PCRを 用 い て の ア セ ン ブ リ ー に よ る イ ン ビ ト ロ 相 同
組 換 え に よ り 生 成 さ れ る 。 こ の 技 法 は 、 前 記 工 程 中 に 追 加 の 変 動 性 を 導 入 す る た め に 、 親
DNAの フ ァ ミ リ ー 、 例 え ば 異 な っ た 種 か ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 又 は DNAを 用 い て 改 良 さ れ 得
る 。 所 望 す る 活 性 の 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ 、 突 然 変 異 誘 発 及 び ア ッ セ イ の 続 く さ ら な る
相 互 作 用 が 、 有 害 な 変 化 に 対 し て 同 時 に 選 択 し な が ら 、 所 望 す る 突 然 変 異 に つ い て 選 択 す
る こ と に よ っ て 、 配 列 の 急 速 な “ 進 化 ” を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 突 然 変 異 誘 発 方 法 は 、 宿 主 細 胞 に お け る ク ロ ー ン 化 さ れ た 突
然 変 異 誘 発 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 検 出 す る た め に 高 処 理 量 の 自 動 化 さ れ た ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 と 組 み 合 わ さ れ 得 る 。 生 物 学 的 に 活 性 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor 1
6抗 体 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 突 然 変 異 誘 発 さ れ た DNA分 子 が 、 宿 主 細 胞 か ら
回 収 さ れ 、 そ し て す ぐ に 、 近 代 的 装 置 を 用 い て 配 列 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 方 法 は 、 興 味 あ る
ポ リ ペ プ チ ド に お け る 個 々 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 重 要 性 の 急 速 な 決 定 を 可 能 に し 、 そ し て 未 知
の 構 造 の ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の “ 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト ” 及 び そ の よ う な
機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 分 子 を 包 含 す る 。 核 酸 分 子 の 通 常 の 欠 失 分 析 は 、 マ ウ ス
Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 得 る た め に 行 わ れ
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得 る 。 例 示 さ れ る よ う に 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る DNA分
子 は 、 一 連 の 欠 失 を 得 る た め に Bal3 Tヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 消 化 さ れ 得 る 。 次 に 、 フ ラ グ メ
ン ト が 正 し い 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 、 そ し て 発 現 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド が 単 離 さ れ 、 そ し て 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 に つ い て 、 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor 16抗 体
を 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 の た め の 1つ の 方 法 は 、 欠
失 を 導 入 す る た め に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 指 図 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し 、 又 は 所 望 す
る フ ラ グ メ ン ト の 生 成 を 特 定 す る た め に 停 止 コ ド ン を 使 用 す る こ と で あ る 。 他 方 で は 、 マ
ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 特 定 の フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て 合 成 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン の い ず れ か の 又 は 両 末 端 で の 切 断 に 対 す る 研 究 に よ り 例 示 さ れ る こ の 一
般 的 ア プ ロ ー チ は 、 Horisberger and Di Marco, pharmac. Ther. 66: 507 (1995) に よ り
要 約 さ れ て い る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 的 分 析 の た め の 標 準 技 法 は 、 例 え ば Treulter
な ど ., Molec. Gen. Genet. 240: 113 (1993), Content な ど ., “ Expression and preli
minary deletion analysisi of the 42 kDa 2-5A synthetase induced by human interfe
ron” , in Biological Interferon Systems, Proceedings of ISIR-TNO Meeting on Inte
rferon Systems, Cantell (ed.), Pages 65-72 (Nijhoff 1987), Herschman, “ The EGF 
Enzyme” , in Cortrol of Animal Cell Proliferation, Vol. 1, Boynton な ど ., (eds.)
 pages 169-199 (Academic Press 1985), Counailleau な ど ., J. Biol. Chem. 270: 292
70 (1995); Fukunaga な ど ., J. Biol. Chem. 270: 25291 (1995); Yamaguchi な ど ., Bi
ochem. Pharmacol. 50: 1295 (1995); 及 び Meiselな ど ., Plant Molec. Biol. 30: 1 (19
96)に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 特 定 の 配 列 の 分 析 は 、 表 ４ に 示 さ れ る １ 組 の 例 示 的 機 能 フ ラ グ メ ン
ト を 提 供 し 、 個 々 で “ Fmド メ イ ン ” は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン IIIド メ イ ン を 示 す た め に 使 用 さ
れ る 。 表 ４ に 示 さ な い 、 本 発 明 書 に 記 載 さ れ る 追 加 の マ ウ ス Zcytor 16機 能 的 変 異 体 ド メ
イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47に 関 し て 、 決 定 さ れ 得 る 。
そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の 次 の ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 、 す な
わ ち ヌ ク レ オ チ ド 77、 86又 は 100～ 373及 び ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 694又 は 697、 及 び そ れ ら に よ
り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る そ れ ら を 、 そ
れ ぞ れ 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 配 列 に 比 較 し て 、 ア ミ ノ 配 列 変 化 を 有 す る マ
ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト も 企 画 す る 。 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 は
、 上 記 の よ う に 、 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 の レ ベ ル を 決 定 す
る こ と に よ り 、 構 造 体 に 基 づ い て 同 定 さ れ 得 る 。 構 造 体 に 基 づ い て 変 異 体 遺 伝 子 を 同 定 す
る も う １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 可 能 性 あ る 変 異 体 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸
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分 子 が 、 上 記 の よ う に 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
変 異 体 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る い ず れ か の マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て
は 、 当 業 者 は 、 上 記 表 １ 及 び ２ に 示 さ れ る 情 報 を 用 い て 、 そ の 変 異 体 を コ ー ド す る 十 分 な
縮 重 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書
に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 種 々 の マ ウ ス Zcytor 16変 異 体
に 標 準 の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 次 の 配 列 、 す な わ ち
配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48、 及 び 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49
の 少 な く と も 1つ の 配 列 を 提 供 す る デ ー タ 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る コ ン ピ ュ ー タ ー に 読 み
取 り 可 能 媒 体 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
適 切 な 形 の コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 は 、 磁 気 媒 体 及 び 光 学 的 読 み 取 り 可 能 な 媒 体
包 含 す る 。 磁 気 媒 体 の 例 は 、 ハ ー ド 又 は 固 定 さ れ た ド ラ イ ブ 、 ラ ン ダ ム ア ク セ ス 記 憶 （ RA
M） チ ッ プ 、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 デ ジ タ ル リ ニ ア ー テ ー プ （ DLT） 、 デ ィ ス ク カ ー シ 及 び
ZIPデ ィ ス ク を 包 含 す る 。 光 学 的 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 は 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク （ 例 え ば 、 C
D－ 読 み 取 り の み 記 憶 （ ROM） 、 CD－ 再 書 き 込 み で き る （ RW） 及 び CD－ 再 記 録 で き る ） 、 及
び デ ジ タ ル 可 転 性 /ビ デ オ デ ィ ス ク （ DVD） （ 例 え ば 、 DVD－ ROM, DVD－ RAM及 び DVD＋ RW）
に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ － 担 持
の 部 分 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 そ の よ う な フ ラ
グ メ ン ト 又 は ペ プ チ ド は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 が 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 抗 体 応 答 を
誘 発 す る タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る “ 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 。 免 疫 原 性 エ ピ ト ー
プ － 担 持 の ペ プ チ ド は 、 標 準 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る 。 （ 例 え ば 、 Geysenな ど ., Proc.
 Natl. Acad Sci. USA81: 3988, 1983を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
対 照 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は ペ プ チ ド は 、 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で
き る タ ン パ ク 質 分 子 の 領 域 で あ る “ 抗 原 性 エ ピ ト ー プ ” を 含 ん で 成 る 。 一 定 の エ ピ ト ー プ
は 、 線 状 又 は 連 続 し た 範 囲 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 り 、 そ し て そ の よ う な エ ピ ト ー プ の 抗 原 性 は
、 変 性 剤 に よ り 破 壊 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る 比 較 的 短 い 合 成 ペ プ チ
ド が タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と は 、 当 業 界 に お い
て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Sutcliffeな ど ., Science 219: 660, 1983を 参 照 の こ と ） 。 従
っ て 、 本 発 明 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 を 生 ぜ し め る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
抗 原 性 エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま し く は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ４ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 少 な く と も 10～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 又 は 約
15～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 そ の よ う な エ ピ ト ー プ － 担 持 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド
は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 化 又 は
化 学 的 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 エ ピ ト ー プ は 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー の フ ァ ー ジ 表 示 に よ り 選 択 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Lane and Stephen, Curr. Opin. 
Immunol. 5: 268, 1993, 及 び Cortese な ど ., Curr. Opin. Biotechnol. 7: 616, 1996を
参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 小 さ な ペ プ チ ド か ら エ ピ ト ー プ を 同 定 し 、 そ し て 抗 体 を 生 成 す る
た め の 標 準 の 方 法 は 、 例 え ば Mole, “ Epitope Mapping,”  in Methods in Molecular Bio
logy, Vol. 10, Manson (ed.), Pages 105-16 (The Humana Press, Inc., 1992), Price,
 “ Production and Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies,”  in
 Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and Clinical Application, Ritte
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r and Ladyman (eds.), page 60-84 (Cambridge University Press 1995), 及 び Coligan 
な ど . (eds.), Current Protocols in Immunology, pages 9.3.1-9.3.5 and pages 9.4.1
-9.4.11 (John Wiley & Sons, 1997)に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
６ ． マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 ：
十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド ； 可 溶 性 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ
マ ー 受 容 体 ； 十 分 な 長 さ の 受 容 体 ； 受 容 体 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド － 結 合 フ ラ グ
メ ン ト ） ； 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト ； 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は
、 従 来 の 技 法 に 従 っ て 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子
を 発 現 す る た め に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 発 現 ペ プ チ ド に お い て 転 写
発 現 を 制 御 し 、 そ し て 次 に 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 調 節 配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る べ
き で あ る 。 転 写 調 節 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー の 他 に 、 発 現 ベ ク タ ー は
、 翻 訳 調 節 配 列 、 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 担 持 す る 細 胞 の 選 択 の た め に 適 切 な マ ー カ ー 遺 伝 子
を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
真 核 細 胞 に お い て 外 来 性 タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め に 適 切 で あ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に
は 、 （ １ ） 細 胞 宿 主 に お け る 発 現 ベ ク タ ー の 増 殖 及 び 選 択 を 提 供 す る た め の 細 菌 複 製 起 点
及 び 抗 生 物 質 耐 性 マ ー カ ー を コ ー ド す る 真 核 DNA要 素 ； （ ２ ） 転 写 の 開 始 を 制 御 す る 真 核 D
NA要 素 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー ； 及 び （ ３ ） 転 写 体 の プ ロ セ ッ シ ン グ を 制 御 す る DNA要 素 、
例 え ば 転 写 終 結 /ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 む 。 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー は
ま た 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 、 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 中 に 方 向 づ け る 分 泌 配 列 コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor 16発 現 ベ ク タ ー は 、 マ ウ ス Zcytor 16遺
伝 子 、 及 び い ず れ か の 分 泌 さ れ た 遺 伝 子 に 由 来 す る 分 泌 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 の マ ウ ス Zcytor 16タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 適 切 な 哺 乳
類 宿 主 細 胞 の 例 は 、 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 細 胞 （ Vero; ATCC　 CRL1587） 、 ヒ ト 胚 腎 細 胞
（ 293－ HEK; ATCC CRL1573） 、 子 供 の ハ ム ス タ ー 腎 細 胞 （ BHK－ 21, BHK－ 570； ATCC CRL8
544, ATCC CRL10314） 、 イ ヌ 腎 細 胞 （ MDCK； ATCC CCL34） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣
細 胞 （ CHO－ K1; ATCC CCL61; CHO DG44 [Chasinな ど ., Som. Cell. Molec. Genet. 12: 5
55 (1986)]、 ラ ッ ト 下 垂 体 細 胞 （ CH1； ATCC CCL82） 、 HeLa S3細 胞 （ ATCC CCL2.2） 、 ラ
ッ ト 肝 癌 細 胞 （ H－ ４ － II－ E； ATCC CRL1548） 、 SV40－ 形 質 転 換 さ れ た モ ン キ ー 腎 細 胞 （
COS－ １ ； ATCC CRL1650） 及 び ネ ズ ミ 胚 細 胞 （ NIH－ 3T3； ATCC CRL1658） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
哺 乳 類 宿 主 に 関 し て は 、 転 写 及 び 翻 訳 シ グ ナ ル は 、 ウ ィ ル ス 源 、 例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス 、
ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 サ ル ウ ィ ル ス 又 は 同 様 の も の に 由 来 す る こ と が で き 、 こ こ で 調 節 す
る シ グ ナ ル は 、 高 レ ベ ル の 発 現 を 有 す る 特 定 の 遺 伝 子 に 関 連 し て い る 。 適 切 な 転 写 及 び 翻
訳 調 節 配 列 は ま た 、 哺 乳 類 遺 伝 子 、 例 え ば ア ク チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ミ コ シ ン 及 び メ タ ロ チ
オ ネ イ ン 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
転 写 調 節 配 列 は 、 RNA合 成 の 開 始 を 方 向 づ け る た め に 十 分 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 適
切 な 真 核 プ ロ モ ー タ ー は 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン I遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Hamerな ど .,
 J. Molec. Appl. Genet. 1: 273 (1982)） 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス の TKプ ロ モ ー タ ー （ Mckni
ght, Cell 31 : 355 (1982)） 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー （ Benoistな ど ., Nature 290: 304
 (1981)） 、 Rous肉 腫 ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ Gormanな ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 79: 6777 (1982)） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ Foeckingな ど ., Gene 45: 10
1 (1980)） 及 び マ ウ ス 乳 腫 瘍 ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ 一 般 的 に は 、 Etcheverry, “ Expres
sion of Engineered Protein in Mammalian Cell Culture” , in Protein Engineering: 
Principles and Practice, Cleland な ど ., (eds.), p. 163-181 (John Wiley & Sons, I
nc. 1996)を 参 照 の こ と ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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他 方 で は 、 原 核 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T3 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー は 、 そ の 原 核 プ ロ モ ー タ ー が 真 核 プ ロ モ ー タ ー に よ り 調 節 さ れ る 場 合 、 哺 乳 類 細 胞 に お
け る マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ Zhouな ど ., Mol. Cell.
 Biol. 10: 4529 (1990), 及 び Kaukamanな ど ., Nucl. Acids Res. 19: 4485 (1991) を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
一 定 の 態 様 に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 又 は ホ モ ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 、 又 は ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受
容 体 、 例 え ば CRF2－ 4又 は IL10Rポ リ ペ プ チ ド の 追 加 の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る DNA配 列
は 、 発 現 ベ ク タ ー 内 の そ の 発 現 の た め に 必 要 と さ れ る 他 の 遺 伝 子 要 素 、 例 え ば 一 般 的 に 転
写 プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 。 前 記 ベ ク タ ー は ま た 、 通 常
、 １ 又 は 複 数 の 選 択 マ ー カ ー 及 び １ 又 は 複 数 の 複 製 起 点 を 含 む が 、 但 し 、 当 業 者 は 、 一 定
の シ ス テ ム 内 で 、 選 択 マ ー カ ー が 、 別 の ベ ク タ ー に 基 づ い て 供 給 さ れ 得 、 そ し て 外 因 性 DN
Aの 複 製 が 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 組 み 込 み に よ り 供 給 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ６ 】
プ ロ モ ー タ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 選 択 マ ー カ ー 、 ベ ク タ ー 及 び 他 の 要 素 の 選 択 は 、 当 業 者
の レ ベ ル 内 で あ る 。 多 く の そ の よ う な 要 素 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て 市 販 さ れ て
い る 。 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 の 複 数 の 成 分 は 、 個 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 基 づ い て 同 時 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ 得 、 又 は 単 一 の 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 複 数 成 分 を
発 現 す る そ の よ う な 技 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー は 、 種 々 の 標 準 の 技 法 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ
ポ ソ ー ム － 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク ト － 介 在 性 供 給 、 エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び 同 様 の も の を 用 い て 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 が 選 択 さ れ 、 そ し て 増 殖 さ れ 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 安 定 し て 組 み 込
ま れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿 主 細 胞 が 供 給 さ れ る 。 真 核 細 胞 中 に ベ ク タ ー を
導 入 す る た め の 技 法 、 及 び 優 性 選 択 マ ー カ ー を 用 い て の そ の よ う な 安 定 し た 形 質 転 換 体 を
選 択 す る た め の 技 法 は 、 例 え ば Ausubel (1995) 及 び Murray (ed.), Gene Transfer and E
xpression Protocols (Humana Press 1991) に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
例 え ば 、 1つ の 適 切 な 選 択 マ ー カ ー は 、 抗 生 物 質 ネ オ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 遺
伝 子 で あ る 。 こ の 場 合 、 選 択 は 、 ネ オ マ イ シ ン 型 薬 物 、 例 え ば G－ 418又 は 同 様 の も の 存 在
下 で 実 施 さ れ る 。 “ 増 幅 ” と し て 言 及 さ れ る 方 法 で あ る 選 択 シ ス テ ム は 、 興 味 あ る 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 高 め る た め に も 使 用 さ れ る 。 増 幅 は 、 低 レ ベ ル の 選 択 剤 の 存 在 下 で ト ラ ン
ス フ ェ ク タ ン ト を 培 養 し 、 そ し て 次 に 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 の 生 成 物 を 高 レ ベ ル で 生 成 す る
細 胞 を 選 択 す る た め に 選 択 剤 の 量 を 高 め る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
好 ま し い 増 幅 可 能 選 択 マ ー カ ー は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ジ ヒ ド ロ 葉
酸 レ ダ ク タ ー ゼ で あ る 。 他 の 耐 薬 物 性 遺 伝 子 (例 え ば 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 、 複 数 薬 物 耐
性 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 　 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )も ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。 変 更 さ れ
た 表 現 型 を 導 入 す る 他 の マ ー カ ー 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 又 は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
、 例 え ば CD4,　 CD8,ク ラ ス I　 MHC、 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 FACS分 類 又 は 磁 気 ビ
ー ス 分 離 技 法 の よ う な 手 段 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 と ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 と を 分 類 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 ウ ィ ル ス 供 給 シ ス テ ム を 用 い て 、 培 養 さ れ た 哺 乳
類 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 こ の 目 的 の た め の 典 型 的 な ウ ィ ル ス は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ヘ
ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 及 び ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス （ AAV）
を 包 含 す る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 す な わ ち 二 本 鎖 DNAウ ィ ル ス は 現 在 、 異 種 核 酸 の 供 給 の た
め の 最 も 研 究 さ れ て い る 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー で あ る （ Becker な ど ., Meth. Ce
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ll Bio. 43: 161－ 89, 1994; 及 び J. T. Douglas and D.T. Curiel, Science & Medicine
 4: 44－ 53, 1997 を 参 照 の こ と ） 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス シ ス テ ム の 利 点 は 、 比 較 的 大 き な DNA
挿 入 体 の 収 容 、 高 い 力 価 に 増 殖 す る 能 力 、 広 範 囲 の 哺 乳 類 細 胞 型 を 感 染 す る 能 力 、 及 び 異
な っ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 数 の 入 手 で き る ベ ク タ ー と の 使 用 を 可 能 に す る 柔 軟 性 を 包 含
す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
ア デ ノ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 を 欠 失 す る こ と に よ っ て 、 異 種 DNAの 大 き な 挿 入 体 （ 7kbま で
の ） が 収 容 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 挿 入 体 は 、 直 接 的 な 連 結 に よ り 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た プ ラ ス ミ ド に よ る 相 同 組 換 え に よ り 、 ウ ィ ル ス DNA中 に 導 入 さ れ 得 る 。 EI遺 伝 子 が 宿
主 細 胞 に よ り 供 給 さ れ な い 場 合 、 複 製 の 無 能 性 を も た ら す 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー か ら の 必 須
EI遺 伝 子 を 欠 失 す る こ と は 任 意 で あ る 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー － 感 染 さ れ た ヒ
ト 293細 胞 （ ATCC No. CRL－ 1573, 45504, 45505） は 、 有 意 な 量 の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る
た め に 比 較 的 高 い 細 胞 密 度 で 、 付 着 細 胞 と し て 、 又 は 懸 濁 培 養 物 に お い て 増 殖 さ れ 得 る （
Garnierな ど ., Cytotechnol. 15: 145 (1994) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
マ ウ ス Zcytor 16は ま た 、 他 の 高 等 真 核 細 胞 、 例 え ば 鳥 類 、 菌 類 、 昆 虫 、 酵 母 、 又 は 植 物
細 胞 に お い て も 発 現 さ れ 得 る 。 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス シ ス テ ム は 、 昆 虫 細 胞 中 に 、 ク ロ ー ン 化
さ れ た マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 を 導 入 す る た め の 効 果 的 な 手 段 を 提 供 す る 。 適 切 な 発 現 ベ
ク タ ー は 、 オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ リ ホ ル ニ カ （ Autographa californica）  核 多 角 体 病 ウ ィ
ル ス （ AcMNPV） に 基 づ か れ て お り 、 そ し て 良 く 知 ら れ て い る プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ hsp） 70プ ロ モ ー タ ー 、 オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ ル ホ ル ニ
カ 核 多 角 体 病 ウ ィ ル ス 即 時 － 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ ie-I） 及 び 遅 延 さ れ た 初 期 39K プ
ロ モ ー タ ー 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス p10プ ロ モ ー タ ー 及 び ジ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ メ タ ロ チ オ ネ イ ン
プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ７ ３ 】
組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を 製 造 す る た め の 第 ２ の 方 法 は 、 Luckow ( Luckow, VA, な ど ., 
J. Virol 67: 4566－ 79, 1993 ) に よ り 記 載 さ れ る ト ラ ン ス ポ ゾ ン に 基 づ く シ ス テ ム を 利
用 す る 。 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー を 利 用 す る こ の シ ス テ ム は 、 Bac－ to－ Bac T M キ ッ ト （ Li
fe　 Technologies, Rockville,　 MD） と し て 市 販 さ れ て い る 。 こ の シ ス テ ム は 、 “ bacmid
” 　 と 呼 ば れ る 大 き な プ ラ ス ミ ド と し て 、 E.コ リ に 維 持 さ れ る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム 中
に 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 移 動 せ し め る た め に 、 Tn7ト ラ ン ス ポ
ゾ ン を 含 む ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー 、 pFastBacI T M  (Life Technologies )を 利 用 す る 。 H
ill－ Perkins, M.S. and Possee, R.D., J. Gen. Virol. 71: 971－ 6, 1990; Bonning, B
.C. な ど ., J. Gen. Virol. 75: 1551－ 6, 1994; 及 び Chazenbalk, G. D., and　 Rapopor
t, B., J. Biol Chem. 270: 1543－ 9,1995 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ４ 】
さ ら に 、 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー は 発 現 さ れ た マ ウ ス Zcytor 16リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の C
－ 又 は N－ 末 端 で エ ピ ト ー プ 標 識 、 例 え ば Glu－ Glu　 エ ピ ト ー プ 標 識 を コ ー ド す る DNAと の
イ ン － フ レ ー ム 融 合 体 を 含 む こ と が で き る （ Grussenmeyer, T. な ど ., Peoc. Natl. Acad
. Sci. 82: 7952－ 6, 1985） 。 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 技 法 を 用 い て 、 マ ウ ス Zcytor
 16遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に よ り 、 E.コ リ が 形 質 転 換 さ れ 、 そ し て 組 換 え
バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス の 表 示 で あ る 断 続 的 lacZ遺 伝 子 を 含 む bacmida に つ い て ス ク リ ー ン さ れ
る 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム を 含 む bacmid DNA が 、 通 常 の 技 法 を 用 い て 単 離 さ れ
る 。 例 示 的 な PFASTBACベ ク タ ー は 、 相 当 の 程 度 ま で 修 飾 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
例 え ば 、 前 記 ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー は 、 除 去 さ れ 、 そ し て バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 感 染 に お
い て 早 め に 発 現 さ れ 、 そ し て 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 好 都 合 で あ る こ と が
知 ら れ て い る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 塩 基 性 タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー （ ま た 、 Pcor, p6.9又 は MP
プ ロ モ ー タ ー と し て も 知 ら れ て い る ） に よ り 置 換 さ れ 得 る 。 Hill－ Perkins, M.S. and Po
ssee, R.D., J. Gen. Virol. 71: 971－ 6, 1990; Bonning, B.C. な ど ., J. Gen. Virol.
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 75: 1551－ 6, 1994; 及 び Chazenbalk, G. D., and　 Rapoport, B., J. Biol Chem. 270:
 1543－ 9,1995 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ６ 】
そ の よ う な ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー 構 造 体 に お い て は 、 塩 基 性 タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー の
短 い か 又 は 長 い バ ー ジ ョ ン が 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 昆 虫 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 分 泌 シ グ
ナ ル 配 列 に よ り 天 然 の マ ウ ス Zcytor 16リ ガ ン ド 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 置 換 し て い る ト ラ ン
ス フ ァ ー ベ ク タ ー が 構 成 さ え 得 る 。 例 え ば 、 エ ク ジ ス テ ロ イ ド ・ グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ （ EGT） 、 ミ ツ バ チ Melittin (Invitrogen, Carlsbad, CA) 又 は バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス g
p67（ PharMingem, San Diego, CA)か ら の シ グ ナ ル 配 列 は 、 生 来 の マ ウ ス Zcytor 16分 泌 シ
グ ナ ル 配 列 を 置 換 す る た め に 、 構 造 体 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
組 換 え ウ ィ ル ス 又 は bacmidは 、 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 使 用 さ れ る 。 適 切
な 昆 虫 宿 主 細 胞 は 、 IPLB－ Sf－ 21に 由 来 す る 細 胞 系 、 ス ポ ド プ テ ラ フ ル ギ ペ ル ダ （ Spodop
tera frugiperda） さ な ぎ 卵 巣 細 胞 系 、 例 え ば Sf9 (ATCC CRL 1711)、 Sf21AE及 び Sf21（ In
vitrogen Corporation; San Diego, CA） 、 及 び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Schneider－ ２ 細 胞 、 並
び に ト リ コ プ ル シ ア ・ ニ （ Trichoplusia ni） に 由 来 す る HIGH FIVEO 細 胞 系 （ Invitrogen
） を 包 含 す る （ ア メ リ カ 特 許 第 5,300,435号 ） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
市 販 の 血 清 フ リ ー 培 地 が 、 細 胞 の 増 殖 及 び 維 持 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 培 地 は 、 Sf
9細 胞 に 関 し て は 、 Sf900II T M  (Life Technologies) 又 は ESF921 T M  (Expression Systems)
； 及 び ト リ コ プ ル シ ア ・ ニ 細 胞 に 関 し て は 、 Ex－ cellO405 T M  (JRH Biosiences, Lenexa, 
KS) 又 は Express FiveO T M  (Life Technologies)を 包 含 す る 。 組 換 え ウ ィ ル ス が 使 用 さ れ
る 場 合 、 細 胞 は 典 型 的 に は 、 組 換 え ウ ィ ル ス ス ト ッ ク が 0.1～ 10、 よ り 典 型 的 に は 、 約 ３
の 感 染 の 多 重 度 （ MOI） で 添 加 さ れ る 地 点 で 、 約 ２ ～ ５ × 10 5 個 の 細 胞 １ ～ ２ × 10 6 個 の 細
胞 の 接 種 密 度 で 触 媒 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の 確 立 さ れ た 技 法 は 、 Baileyな ど
., “ Manipulation of Baculovirus Vectors” , in Methods in Molecular Biology, Vol
ume 7: Gene Transfer and Expression Protocols, Murray (ed.), P. 147-168 (The Hum
ana Press, (nc. 1991) に よ り 、 Patel な ど ., “ The buculovirus expression system”
, in DNA Cloing2: Expression Systems, 2 n d  Edition, Glover な ど ., (eds.) p.205-24
4 (Oxford University Press 1995) に よ り 、 Ausubel (1995) p.16-37～ 16-57に よ り 、 Ri
chardson (ed.), Baculovirus Expression Proteocols (The Humana Press, Inc. 1995) 
に よ り 、 及 び Lucknow, “ Insect Cell Expression Technology” , in Protein Engineeri
ng: Principles and Practice. Cleland な ど . (eds.), p.183-218 (John Wiley & Sons,
 Inc. 1996) に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
菌 類 細 胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 は ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 遺 伝 子 を 発 現 す る た め に も 使 用
さ れ 得 る 。 こ れ に 関 し て 、 特 に 興 味 あ る 酵 母 種 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Sacc
haromyces cerevisiae） , ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 及 び ピ チ ア ・ メ タ ノ
リ カ (pichia methanolica) を 包 含 す る 。 酵 母 に お け る 発 現 の た め の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー
は 、 GAL1（ ガ ラ ク ト ー ス ） 、 PGK（ ホ ス ホ グ リ セ リ ン キ ナ ー ゼ ） 、 ADH（ ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ ） 、 AOX1（ ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 、 HIS4（ ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ ） 及 び 同 様 の も の か ら の プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 外 因 性 DNAに よ り S.　 セ レ ビ シ ア エ
細 胞 を 形 質 転 換 し 、 そ し て そ れ か ら 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば
Kawasaki, ア メ リ カ 特 許 第 4,599,311号 ； Kawasaki な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,931,373号 ；
Brake, ア メ リ カ 特 許 第 4,870,008号 ； Welchな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,037,743号 ； 及 び Mur
ray な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,845,075号 に よ り 開 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ ー 、 通 常 、 耐 薬 物 性 、 又 は 、 特 定 の 栄 養 物 （ 例 え ば ロ
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イ シ ン ） の 不 在 下 で 増 殖 す る 能 力 に よ り 決 定 さ れ る 表 現 型 に よ り 選 択 さ れ る 。 サ ッ カ ロ ミ
セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ へ の 使 用 の た め の 好 ま し い ベ ク タ ー シ ス テ ム は 、 グ ル コ ー ス 含 有 培 地
に お け る 増 殖 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る 、 Kawasaki な ど . (ア メ リ カ
特 許 第 4,931,373号 )に よ り 開 示 さ れ る POT１ ベ ク タ ー シ ス テ ム で あ る 。 酵 母 へ の 使 用 の た
め の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 解 糖 酵 素 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Kawasaki, ア
メ リ カ 特 許 第 4,599,311号 ； Kingsmanな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,615,974号 ； 及 び Bitter, 
ア メ リ カ 特 許 第 4,977,092 号 を 参 照 の こ と ） 及 び ア ル コ ー ル 　 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 か
ら の も の を 包 含 す る 。 ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,990,446 号 ； 第 5,063,154号 ； 第 5,139,936
 号 ； 及 び 第 4,661,454号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ２ 】
他 の 酵 素 、 例 え ば ハ ン セ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ （ Hansenula polymorpha） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ
セ ス ・ ポ ン ベ （  Schizosaccharomyces pombe ） 、 ク ル イ ベ リ ミ セ ス ・ ラ ク チ ス （  Kluyve
romyces lactis ） 、 ク ル イ ベ リ ミ セ ス ・ フ ラ ギ リ ス （ Kluyveromyces　 fragilis ） 、 ウ
ス チ ラ ゴ ・ マ イ ジ ス （ Ustilago maydis ） 、 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （  Pichia pastoris ）
、 ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ （ Pichia methanolica） 、 ピ チ ア ・ グ イ レ ル モ ン ジ （  Pichia guil
lermondii ） 、 及 び カ ン ジ タ ・ マ ル ト サ （ Candida maltosa ） の た め の 形 質 転 換 シ ス テ ム
は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
例 え ば 、 Gleeson な ど ., J. Gen. Microbiol. 132: 3459－ 3465, 1986 及 び Cregg, ア メ
リ カ 特 許 第 4,882,279 号 を 参 照 の こ と 。 ア ス ペ ル ギ ラ ス 細 胞 は 、 Mcknight な ど .,ア メ リ
カ 特 許 第 4,935,349号 の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ 得 る 。 ア ク レ モ ニ ウ ム ・ ク リ ソ ゲ ナ ム （ Acr
emonium chrysogenum） を 形 質 転 換 す る た め の 方 法 は 、 Sumino ., ア メ リ カ 特 許 第 5,162,2
28号 に よ り 開 示 さ れ る 。 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ （ Neurospora） を 形 質 転 換 す る た め の 方 法 は 、 La
mbowitz, ア メ リ カ 特 許 第 4,486,533号 に よ り 開 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
例 え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め の 宿 主 と し て の ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ の 使 用 は 、 Ra
ymond、 ア メ リ カ 特 許 第 5,716,808号 、 Raymond、 ア メ リ カ 特 許 第 5,736,383号 、 Raymondな
ど .,Yeast 14: 11-23 (1998)、 及 び WIPO公 開 WO97／ 17450, WO97／ 17451、 WO98／ 02536及
び WO98／ 02565に 開 示 さ れ る 。 P.メ タ ノ リ カ の 形 質 転 換 に 使 用 す る た め の DNA分 子 は 通 常 、
形 質 転 換 の 前 、 好 ま し く は 線 状 化 さ れ る 、 二 本 鎖 の 環 状 プ ラ ス ミ ド と し て 調 製 さ れ る で あ
ろ う 。 P.メ タ ノ リ カ に お け る ポ リ ペ プ チ ド 生 成 の た め に は 、 プ ラ ス ミ ド に お け る プ ロ モ ー
タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 P.メ タ ノ リ カ 遺 伝 子 、 例 え ば P.メ タ ノ リ カ 　 ア ル コ ー ル 利 用
遺 伝 子 （ AUG１ 又 は AUG２ ） の も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 他 の 有 用 な プ ロ モ ー タ ー は 、 ジ
ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン シ ン タ ー ゼ （ DHAS） 、 ギ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ FMD） 、 及 び カ タ ラ ー
ゼ （ CAT） 遺 伝 子 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
宿 主 染 色 体 中 へ の DNAの 組 み 込 み を 促 進 す る た め に は 、 宿 主 DNA配 列 を 両 端 に 有 す る プ ラ ス
ミ ド の 完 全 な 発 現 セ グ メ ン ト を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 ピ チ ア 　 メ タ ノ リ カ へ の 使 用 の た
め の 好 ま し い 選 択 マ ー カ ー は 、 ア デ ニ ン の 不 在 下 で ade2宿 主 細 胞 の 増 殖 を 可 能 に す る 、 ホ
ス ホ リ ボ シ ル － ５ － ア ミ ノ イ ミ ダ ゾ ー ル カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ AIRC; EC. 4.1.1.21） を コ ー
ド す る P.メ タ ノ リ カ ADE2遺 伝 子 で あ る 。 メ タ ノ ー ル の 使 用 を 最 少 に す る こ と が 所 望 さ れ る
大 規 模 産 業 方 法 の た め に は 、 両 メ タ ノ ー ル 利 用 遺 伝 子 （ AUG１ 及 び AUG２ ） が 欠 失 さ れ て い
る 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め に は 、 液 胞 プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 （ PEP４ 及 び PRB１ ） を
欠 い て い る 宿 主 細 胞 が 好 ま し い 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 、 P.メ タ ノ リ カ 細 胞 中 へ の 、
興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 含 む プ ラ ス ミ ド の 導 入 を 促 進 す る た め に 使 用 さ
れ る 。 2.5～ 4.5kV/cm,好 ま し く は 約 3.75kV/cmの 電 場 の 強 さ 、 及 び 1～ 40m秒 、 最 も 好 ま し
く は 約 20m秒 の 時 定 数 （ t） を 有 す る 、 指 数 的 に 減 衰 す る 、 パ ル ス さ れ た 電 場 を 用 い て 、 エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り P.メ タ ノ リ カ 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が 好 ま し い 。
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【 ０ １ ８ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 植 物 プ ロ ト プ ラ ス ト 、 損 な わ れ て い な い 植 物 組 織 又 は 単 離 さ れ た 植
物 細 胞 中 に も 導 入 さ れ 得 る 。 植 物 組 織 中 に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る た め の 方 法 は 、 ア グ ロ
バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） 、 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク
テ ィ ル － 介 在 性 供 給 、 DNA注 射 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び 同 様 の も の に よ る 植 物 組 織
の 直 接 的 な 感 染 又 は そ れ ら と 共 に s植 物 細 胞 の 同 時 培 養 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 Horschな ど .
, Science 227： 1229 (1995)、 Kleinな ど ., Biotechnology 10: 268 (1992) 及 び Mikiな
ど ., “ Procedures for Intoducing Foreign DNA into Plants” , in Methods in Plant 
Molecular Biology and Biotechnology, Glick な ど . (eds.), P.67-88 (CRC Press, 199
3) を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ８ 】
他 方 で は 、 マ ウ ス Zcytor 16遺 伝 子 は 、 原 核 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 原 核 細 胞 に
お い て マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 適 切 な プ ロ モ ー タ ー
は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て T4, T3, Sp6及 び T7ポ リ メ ラ ー ゼ を 認 識 で き る プ
ロ モ ー タ ー 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ の P R 及 び P L プ ロ モ ー タ ー 、 E.コ リ の trp, recA, 熱 シ
ョ ッ ク 、 lacUV5, tac, lpp-lacSpr, phoA及 び lacZプ ロ モ ー タ ー 、 B.ス ブ チ リ ス の プ ロ モ
ー タ ー 、 バ チ ル ス の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の プ ロ モ ー タ ー 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス プ ロ モ ー タ ー
、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ の intプ ロ モ ー タ ー 、 pBR322の blaプ ロ モ ー タ ー 及 び ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の CATプ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 原 核 プ ロ モ
ー タ ー は 、 Glick, J. Ind. Microbiol. 1: 277 (1987), Watsonな ど ., molecular Biolog
y of the Gene, 4 t h  Ed. (Benjamin Cummins 1987), 及 び Ausubelな ど . (1995) に よ り 再
考 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
適 切 な 原 核 宿 主 は 、 E.コ リ 及 び バ チ ル ス ・ ス ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） を 包 含 す る
。 E.コ リ の 適 切 な 株 は 、 BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3)pLysE, DH1, DH4, D
H5, DH51, DH51F, DH51MCR, DH 10B, DH10B/p3, DH11S, C600, HB101, JM101, JM105, JM
109, JM110, K38, RR1, Y1088, Y1089, CSH18, ER1451及 び ER1647を 包 含 す る （ 例 え ば 、 B
rown (ed.), Molecular Biology Labfax (Academic Press 1991) を 参 照 の こ と ） 。 バ チ
ル ス ・ ス ブ チ リ ス の 適 切 な 株 は 、 BR151、 YB886、 MI119、 MI120及 び BI70を 包 含 す る （ 例 え
ば 、 Hardy, “ Bacillus Cloning Methods” , in DNA Cloning: A Practical Approach, C
lover (ed.) (IRL Press 1985) を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ０ 】
細 菌 、 例 え ば E.コ リ に お い て マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 場 合 、 そ の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 典 型 的 に は 不 溶 性 顆 粒 と し て 細 胞 質 に 保 持 さ れ 得 、 又 は 細 菌 の 分 泌 配 列 に よ り
細 胞 周 辺 腔 に 向 け ら れ 得 る 。 前 者 の 場 合 、 細 胞 は 溶 解 さ れ 、 そ し て 顆 粒 が 回 収 さ れ 、 そ し
て 例 え ば グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 又 は ウ レ ア を 用 い て 変 性 さ れ る 。 次 に 、 変 性 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド が 再 生 さ れ 、 そ し て 例 え ば ウ レ ア 、 及 び 還 元 さ れ た 及 び 酸 化 さ れ た グ ル タ
チ オ ン の 組 み 合 わ せ の 溶 液 に 対 す る 透 析 、 続 く 緩 衝 溶 液 に 対 す る 透 析 に よ り 、 前 記 変 成 体
を 希 釈 す る こ と に よ っ て ニ 量 体 化 さ れ 得 る 。 後 者 の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 周 辺 腔 の
内 容 物 を 開 放 す る た め に 細 胞 を 破 壊 し （ 例 え ば 、 音 波 処 理 又 は 浸 透 シ ョ ッ ク に よ り ） 、 そ
し て タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 周 辺 腔 か ら 可 溶 性 及 び 機 能 性 形 で 回 収 さ れ
、 そ れ に よ り 、 変 性 及 び 再 生 の た め の 必 要 性 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
原 核 宿 主 に お い て タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る （ 例 え
ば 、 Williamsな ど ., “ Expression of foreign protein in E.coli using plasmid vecto
rs and purification of specific polyclonal antibodies”  in DNA Cloning 2: Expres
sion Systems, 2 n d  Edition, Glover な ど . (eds.), P.15 (Oxford University Press 19
95), Ward な ど ., “ Genetic Manipulation and Expression of Antibodies”  in Monocl
onal Antibodies: Principles and Applications, p. 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995), 及
び Georgiou, “ Expression of Proteins in Bacteria” , in Protein Engineering: Prin
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ciples and Practice; Cleland な ど . (eds.), p101 (John Wiley & Sons, Inc. 1996)を
参 照 の こ と ） 。
細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 及 び 植 物 細 胞 中 に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る た め の 標 準 方 法 は 、 Ausubel 
(1995) に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
哺 乳 類 細 胞 系 に よ り 生 成 さ れ る 外 来 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 そ し て 回 収 す る た め の 一 般 的
方 法 は 、 例 え ば Etcheverry, “ Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell 
Culture “ in Protein Englineering: Principles and Practice, Cleland な ど . (eds.)
, p163 (Wiley-Liss, Inc. 1996) に よ り 提 供 さ れ る 。 細 菌 系 に よ り 生 成 さ れ る タ ン パ ク
質 を 回 収 す る た め の 標 準 技 法 は 、 例 え ば Grisshammer な ど ., “ Purification of Over-Pr
oduced proteins from E.coli cells “ in DNA Cloning 2: Expression Systems, 2 n d  Ed
ition, Glover な ど . (eds.), p.59-92 (Oxford University Press 1995) に よ り 提 供 さ
れ る 。 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 系 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め の 確 立 さ れ た 方 法 は 、 Ri
chardson (ed.), Baculovirus Expression Protocols (The Humana Press, Inc. 1995)に
よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
他 方 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 独 占 的 固 相 合 成 、 部 分 固 相 方 法 、 フ ラ グ メ ン ト 縮 合
又 は 従 来 の 溶 液 合 成 に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 合 成 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い
る （ 例 え ば 、 Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 (1963), Stewart et al., “ Sol
id Phase Peptide Synthesis”  (2 n d  Edition), (Pierce Chemical Co. 1984), Bayer an
d Rapp, Chem. Pept. 3.3 (1986). Atherton な ど ., Solid Phase Peptide Synthesis: A
 Practical Approach (IRL Press 1989). Fields and Colowick, “ Solid-Phase Peptide
 Synthesis.”  Methods in Enzymology Volume 289 (Academic Press 1997), 及 び 　 Lloy
d-Williams な ど ., Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins 
(CRC Press, Inc. 1997)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
全 体 的 な 化 学 合 成 方 法 、 例 え ば “ 生 来 の 化 学 的 連 結 ” 及 び “ 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 連 結 ”
に お け る 変 動 性 も ま た 標 準 で あ る （ 例 え ば 、 Dawsonな ど ., Science 266: 776 (1994), Ha
ckengな ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA94: 7845 (1997), Dawson, Methods Enzymol. 
287: 34 (1997), Muir な ど ., proc. Natl. Acad. Sci. USA95: 6705 (1998),及 び  Sever
inov and Muir, J. Biol. Chem. 273: 16205 (1998)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 少 な く と も ６ 個 、 少
な く と も ９ 個 又 は 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 。 例 示 の よ う に 、
ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 ぎ の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か の 少 な く と
も ６ 個 、 少 な く と も ９ 個 又 は 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る ： ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ～ 230、 ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230、 又 は 27～ 230、 及 び ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126、 ア ミ
ノ 酸 残 基 131～ 230、 又 は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 他 の フ ラ グ メ ン ト 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に
お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 の 20個 ， 30個 ， 40個 ， 50個 ， 100個 又
は そ れ 以 上 の 連 続 し た 残 基 を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 高 等 真 核 生 物 細 胞 内 で モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー
、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー と し て 発 現 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 少 な く と も マ
ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド （ “ マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ” 、 又 は “ マ ウ ス Zcytor16－
含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ” ） を 含 ん で 成 る 、 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る か 、 又 は
ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム に お い て ア ッ セ イ 細 胞 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の １ つ の 観 点
に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る ホ ン 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 培
養 さ れ た 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て 前 記 細 胞 は 、 天 然 の リ ガ ン ド を 包 含 す る 、 受 容 体 の
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た め の リ ガ ン ド 、 及 び 天 然 の リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て ス ク リ ー
ン す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
こ の ア プ ロ ー チ を 要 約 す る た め に 、 受 容 体 を コ ー ド す る cDNA又 は 遺 伝 子 が 、 そ の 発 現 の た
め に 必 要 と さ れ る 他 の 遺 伝 子 要 素 （ 例 え ば 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー ） と 共 に 組 合 さ れ 、 そ し て
そ の 得 ら れ る 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 挿 入 さ れ る 。 DNAを 発 現 し 、 そ し て 機 能 的 受 容
体 を 生 成 す る 細 胞 が 選 択 さ れ 、 そ し て 種 々 の ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム 内 に 使 用 さ れ る 。 モ
ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 の 個 々 の 成 分 が 、 同
じ 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 前 記 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及
び マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 の 成 分 が 、 上 記 の よ う に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 複 雑 な ア セ ン ブ
リ ー 及 び ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め に 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 又 は 他 の 膜 融
合 成 分 に 融 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
マ ウ ス Zcytor16受 容 体 の 発 現 及 び 受 容 体 － 介 在 性 シ グ ナ ル の ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン へ の 使 用
の た め に 適 切 な 哺 乳 類 細 胞 は 、 マ ウ ス Zcytor16と 共 に 機 能 的 な 複 合 体 を 形 成 で き る 他 の 受
容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る 細 胞 を 包 含 す る 。 そ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 、 又 は 他 の ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 例 え ば CRF2
－ 4（ Genbank受 託 番 号 Z17227号 ） 、 IL－ 10R（ Genbank受 託 番 号 第 U00672号 及 び NM001558号
） 、 Zcytor11（ ア メ リ カ 特 許 第 5,965,704号 ） 、 Zcytor7（ ア メ リ カ 特 許 第 5,945,511号 ）
及 び IL－ 9Rの そ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト を 包 含 す る こ と が で き る 。 発 現 さ れ る べ き 受 容 体 と 同
じ 種 か ら の 細 胞 を 使 用 す る こ と が ま た 好 ま し い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 、 そ の
増 殖 の た め の 外 来 性 供 給 造 血 成 長 因 子 に 依 存 す る 。 こ の タ イ プ の 好 ま し い 細 胞 系 は 、 GM－
CSF－ 依 存 性 ヒ ト 白 血 病 細 胞 系 で あ る 、 ヒ ト TF－ １ 細 胞 系 （ ATCC番 号 CRL－ 2003） 及 び AML
－ 193細 胞 系 （ ATCC番 号 CRL－ 9589） 、 及 び IL－ 3依 存 性 ネ ズ ミ プ レ － B細 胞 系 で あ る BaF3（
Palacios and Steinmetz, Cell41: 727-734 (1985)） で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
適 切 な 宿 主 細 胞 が 、 必 要 な 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 又 は 所 望 す る 細 胞 応 答 の た め に 必 要 と さ
れ る 他 の 細 胞 成 分 を 生 成 す る た め に 構 築 さ れ 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 細 胞 系 が い ず れ か
の 種 か ら の 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る た め に 構 築 さ れ 得 、 そ れ に よ り 、 種 特 異 性 か ら
生 じ る 可 能 性 あ る 限 界 を 克 服 す る の で 、 好 都 合 で あ る 。 ヒ ト 受 容 体 cDNAの 種 オ ル ト 体 が ク
ロ ー ン 化 さ れ 、 そ し て 同 じ 種 か ら の 細 胞 系 、 例 え ば BaF3細 胞 系 に お け る マ ウ ス cDNA内 に 使
用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 １ つ の 造 血 成 長 因 子 、 例 え ば GM－ CSF又 は IL－ 3に 依 存 す る 細 胞 系 が
、 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 、 例 え ば IL－ TIFを 通 し て 作 用 す る も う １ つ の サ イ ト カ イ ン に 依
存 す る よ う に 成 る よ う 構 築 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
機 能 的 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 が 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 内 に 使 用 さ れ る 。 種 々 の 適 切 な
通 常 の ア ッ セ イ は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 そ れ ら の ア ッ セ イ は 、 標 的 細 胞 に
お け る 生 物 学 的 反 応 の 検 出 に 依 存 す る 。 1つ の そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ
で あ る 。 細 胞 は 、 試 験 化 合 物 の 存 在 又 は 不 在 下 で 培 養 さ れ 、 そ し て 細 胞 増 殖 は 、 例 え ば ト
リ チ ウ ム 化 さ れ た チ ミ ジ ン の 組 み 込 み を 測 定 す る こ と に よ り 、 又 は ３ － （ ４ ， ５ － ジ メ チ
ル チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） － ２ ， ５ － ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド （ MTT） （ Mosma
n, J. Immunol. Meth. 65: 55-63, 1983） の 代 謝 性 分 解 に 基 づ く 比 色 分 析 に よ り 検 出 さ れ
る 。 他 の ア ッ セ イ 型 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る よ う 、 さ ら に 構 築 さ れ る 細 胞 を 用 い
る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 レ ポ ー タ ー － 連 結 経 路 に 応 答 す る プ ロ モ ー タ ー 要 素 に 連 結 さ れ
、 そ し て ア ッ セ イ は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 の 活 性 化 を 検 出 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
こ れ に 関 し て の 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー 要 素 は 、 血 清 応 答 要 素 、 又 は SREで あ る （ 例 え ば 、 S
hawな ど ., Cell 563-572, 1989を 参 照 の こ と ） 。 好 ま し い そ の よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る （ de Wetな ど ., Mol. Cell. Biol. 7: 1987） 。 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 発 光 に よ り 検 出 さ れ る
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（ Baumgartnerな ど ., J. Biol. Chem. 269: 19094-29101, 1994; Schenborn and Goiffin
, Promega Notes 41; 11, 1993） 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト は 、 例 え ば Promega Co
rp., Madison, WIか ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
こ の 型 の 標 的 細 胞 系 は 、 化 学 物 質 、 細 胞 － な ら し 培 養 培 地 、 菌 類 ブ イ ヨ ン 、 土 壌 サ ン プ ル
、 水 サ ン プ ル 及 び 同 様 の も の の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 細 胞 － な ら し 培 地 サ ン プ ル の バ ン ク が 、 リ ガ ン ド を 生 成 す る 細 胞 を 同 定 す る た め に 標
的 細 胞 に 対 し て ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 次 に 、 陽 性 細 胞 が 、 プ ー ル に 分 け ら れ 、 宿 主 細 胞 中 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て 発 現 さ れ る 、 哺 乳 類 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に お い て cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 次 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 か ら の 培 地 サ ン プ
ル が ア ッ セ イ さ れ 、 続 く プ ー ル の 分 割 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 継 代 培 養 、 及 び 陽 性 細 胞
の 再 ア ッ セ イ が 伴 な い 、 リ ガ ン ド を 発 現 す る ク ロ ー ン 細 胞 系 が 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
マ ウ ス Zcytor16受 容 体 の た め の 天 然 の リ ガ ン ド は ま た 、 十 分 な 長 さ の 受 容 体 又 は 受 容 体 融
合 体 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン に 融 合 さ れ る マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン 、 及 び も
う １ つ の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の シ グ ナ ル 化 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る ） を 含 ん で 成 る 細 胞 系 を
突 然 変 異 誘 発 し 、 そ し て そ れ を 、 オ ー ト ク ラ イ ン 増 殖 を 選 択 す る 条 件 下 で 培 養 す る こ と に
よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。 WIPO公 開 WO95/21930号 を 参 照 の こ と 。 典 型 的 な 方 法 に お い て は 、 マ
ウ ス Zcytor16及 び 必 要 な 追 加 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る IL－ 3依 存 性 BaF3細 胞 が 、 例 え ば 2
－ メ チ ル メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト （ EMS） に よ り 突 然 変 異 誘 発 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
次 に 、 細 胞 が 、 IL－ 3の 存 在 下 で 回 収 さ れ 、 そ し て IL－ 3及 び IL－ 4を 欠 い て い る 培 養 培 地
に 移 さ れ る 。 生 存 細 胞 が 、 可 溶 性 受 容 体 を 培 養 培 地 に 添 加 す る か 、 又 は 野 生 型 BaF3細 胞 及
び 受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 に 基 づ い て な ら し 培 地 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス
Zcytor16リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 IL－ TIF） の 生 成 に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 。 こ の 方 法 を 用
い て 、 IL－ TIFを 発 現 す る 細 胞 及 び 組 織 が 同 定 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 異 な っ た 種
、 例 え ば ヒ ト か ら の IL-TIFを 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て ヒ ト IL-TIFを 発 現 す る そ
の よ う な 細 胞 、 癌 及 び 組 織 が 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 同 定 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ０ ５ 】
さ ら に 、 い く つ か の IL－ TIF応 答 細 胞 系 が 知 ら れ て お り （ Dumontierな ど ., J. Immunol. 1
64: 1814-1819, 2000; Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l. Acad. Sci. 97: 10144-101
49, 2000; Xie MHな ど ., J. Biol. Chem. 275: 31335-31339, 2000; Kotenko SVな ど ., J
BC in press） , そ し て IL－ TIF受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト Zcytor11を 発 現 す る そ れ ら の 細 胞 も 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 次 の 細 胞 が 、 IL－ TIFに 対 し て 応 答 性 で あ る ： TK－ 10（ Xie MHな ど .
, 前 記 ） （ ヒ ト 腎 癌 ） ； SW480（ ATCC No. CCL-228） （ ヒ ト 結 腸 腺 癌 ） ； HepG2（ ATCC No.
 HB-8065） （ ヒ ト 肝 癌 ） ； PC12（ ATCC No. CRL-1721） （ ネ ズ ミ ニ ュ ー ロ ン 細 胞 モ デ ル ；
ラ ッ ト 褐 色 細 胞 腫 ） ； 及 び MES13（ ATCC No. CRL-1927） (ネ ズ ミ 腎 糸 球 体 間 質 細 胞 系 )。
【 ０ ２ ０ ６ 】
さ ら に 、 Zcytor11（ IL－ TIF受 容 体 ） を 発 現 す る 次 の い く つ か の 細 胞 系 が ま た 、 IL－ TIFに
対 す る 応 答 細 胞 の た め の 候 補 体 で も あ る ： A549（ ATCC No. CCL-185） (ヒ ト 肺 癌 )； G－ 361
（ ATCC No. CRL-1424） (ヒ ト 黒 色 腫 )； 及 び Caki－ 1（ ATCC No. HTB-46） (ヒ ト 腎 癌 )。 そ
れ ら の 細 胞 は 、 異 種 シ ス テ ム 、 例 え ば ヒ ト に お い て さ え IL－ TIFア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 －
炎 症 因 子 と し て マ ウ ス Zcytor16の 官 能 性 を 評 価 す る た め に ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ０ ７ 】
本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 追 加 の ス ク リ ー ニ ン グ ア プ ロ ー チ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド の 使 用 を 包 含 す る 。 そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ 種 の 一 般 的 な 種 類 に
分 類 さ れ る 。 第 １ の 種 類 に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16の 細 胞 内 ド メ イ ン が 、 第 ２ 受 容 体 の
リ ガ ン ド － 結 合 ド メ イ ン に 連 結 さ れ る 。 好 ま し く は 、 第 ２ 受 容 体 は 、 造 血 サ イ ト カ イ ン 受
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容 体 、 例 え ば mpl受 容 体 で あ る （ Souyriな ど ., Cell63: 1137-1147, (1990)） 。 ハ イ ブ リ
ッ ド 受 容 体 は さ ら に 、 い ず れ か の 受 容 体 に 由 来 す る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 含 ん で
成 る 。 次 に ハ イ ブ リ ッ ド 受 容 体 を コ ー ド す る DNA構 造 体 が 宿 主 細 胞 中 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
ハ イ ブ リ ッ ド 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 が 、 結 合 ド メ イ ン の た め の リ ガ ン ド の 存 在 下 で 培 養 さ
れ （ 例 え ば 、 mpl受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン が 使 用 さ れ る 場 合 、 TPO） 、 そ し て 応 答 に つ い て ア
ッ セ イ さ れ る 。 こ の シ ス テ ム は 、 容 易 に 入 手 で き る リ ガ ン ド を 用 い て 、 マ ウ ス Zcytor16に
よ り 介 在 さ れ る シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を 分 析 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 こ の シ ス
テ ム は ま た 、 特 定 の 細 胞 系 が 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ
イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 に よ り ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ る シ グ ナ ル に 対 し て 応 答 で き る か
ど う か を 決 定 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
第 ２ 種 類 の ハ イ ブ リ ッ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 ２ 受 容 体 、 好 ま し く は 造 血 サ イ ト カ イ
ン 受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン 及 び ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン と 共 に 、 マ ウ ス Zcytor16の 細
胞 外 （ リ ガ ン ド 結 合 ） ド メ イ ン （ た ぶ ん 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 24～ 230、 又
は 27～ 230） を 含 ん で 成 る 。 こ の 第 ２ 種 類 の 本 発 明 の 受 容 体 の ハ イ ブ リ ッ ド Zacytor11モ ノ
マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー が 、 前 記 第 ２ 受 容 体 に よ り ト ラ ン ス
ダ ク ト さ れ る シ グ ナ ル に 対 し て 応 答 で き る こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
さ ら に 、 そ れ ら の ２ 種 の 種 類 の ハ イ ブ リ ッ ド 受 容 体 は 、 IL－ TIFを 検 出 す る た め の ア ッ セ
イ の 開 発 の た め の 応 答 性 細 胞 型 の 同 定 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 細 胞 は 、 競 争 型
ア ッ セ イ に お い て 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト を ア ッ セ イ す る た め に Il－ TIFの
存 在 下 で 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 の 存 在 下
で IL－ TIFの 増 殖 又 は シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 活 性 の 低 下 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を
示 す 。 さ ら に 、 IL－ TIF－ 可 溶 性 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ は ま た 、 可 溶 性 受 容 体 が IL－ TIF活 性
を 拮 抗 す る か ど う か を 評 価 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
７ ． マ ウ ス Zcytor 16融 合 タ ン パ ク 質 及 び 接 合 体 の 生 成 ：
１ つ の 一 般 的 な 種 類 の マ ウ ス Zcytor 16類 似 体 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の
突 然 変 異 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体 で あ る 。 も う １ つ の 一 般 的 種 類 の マ ウ ス Zcyt
or 16類 似 体 は 、 下 記 の よ う に 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト に よ り 供
給 さ れ る 。 さ ら に 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ の 可 変 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 組 換 え 抗 体 が 、 類 似
体 と し て 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Monfardiniな ど ., proc. Assoc. Am. Physicians 108: 
420 (1996) を 参 照 の こ と ） 。 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ マ ウ ス Zcytor 16抗 体 の 可 変 ド メ イ ン は
マ ウ ス Zcytor 16を 模 倣 す る の で 、 そ れ ら の ド メ イ ン は 、 例 え ば IK-TIFに 対 す る マ ウ ス 又
は ヒ ト Zcytor 16結 合 活 性 を 提 供 す る こ と が で き る 。 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 触 媒 性 抗 体 を 生
成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Joronな ど ., Ann. N. Y. Acad. S
ci. 672:216(1992), Fribouletな ど ., Appl. Biochem. Biotechnol. 47:229(1994),及 び A
valleな ど ., Ann. N. Y. Acad. Sci.864:118(1998)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
Zcytor 16類 似 体 を 同 定 す る も う １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 結 合 ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に よ り 提
供 さ れ る 。 フ ァ ー ジ 表 示 及 び 他 の 結 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 は 、 例 え ば Kayな ど ., Phage Display of Peptide and Proteins (Academic Press 19
96), Verdine, ア メ リ カ 特 許 第 5,783,384号 、 Kay, な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,747, 334号
及 び Kauffmanな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,723,323号 号 に よ り 提 供 さ れ る 。
マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ の 両 者 に お い て 使 用 さ れ る 。
例 示 と し て 、 マ ウ ス Zcytor 16の 可 溶 形 が 、 培 養 さ れ た 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る Zcytor 16リ
ガ ン ド の 効 果 を 阻 害 す る た め に 、 細 胞 培 養 培 地 に 添 加 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
マ ウ ス Zcytor 16の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え 宿 主 に お い て マ ウ ス Zcytor 16を 発 現 す る た
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め に 、 そ し て 発 現 さ れ た マ ウ ス Zcytor 16を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 下 記 に 記 載 さ
れ る よ う に 、 特 定 の マ ウ ス Zcytor 16融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 診 断 及 び 治 療 に も 使 用 さ れ
る 。 １ つ の タ イ プ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら の マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ
チ ド を 案 内 す る ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 。 マ ウ ス Zcytor 16ポ リ ペ プ チ ド を 、 真 核 細 胞 の 分
泌 経 路 中 に 方 向 づ け る た め に は 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 （ ま た 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 リ ー ダ ー
配 列 、 プ レ プ ロ 配 列 又 は プ レ 配 列 と し て も 知 ら れ て い る ） が 、 マ ウ ス Zcytor 16発 現 ベ ク
タ ー に 供 給 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は マ ウ ス Zcytor 16に 由 来 す る が 、 適 切 な シ グ ナ ル
配 列 は ま た 、 も う １ つ の 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ る か 、 又 は 新 た に 合 成 さ れ 得
る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 マ ウ ス Zcytor 16－ コ ー ド 配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ 、 す な わ ち ２
つ の 配 列 は 正 し く 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 連 結 さ れ 、 そ し て 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 中 に 新 し く
合 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 方 向 づ け る よ う に 配 置 さ れ る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 通 常 、
興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5’  側 に 位 置 す る が 、 但 し 一 定 の
分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 、 興 味 あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 他 の 場 所 に 位 置 す る こ と も で き る （ 例
え ば 、 Welchな ど .,ア メ リ カ 特 許 第 5,037,743号 ； Hollandな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,143,83
0号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
マ ウ ス Zcytor 16又 は 哺 乳 類 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る も う １ つ の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ア メ
リ カ 特 許 第 5,641,655号 に 記 載 さ れ る よ う な 組 織 タ イ プ の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 シ
グ ナ ル 配 列 ） は 、 組 換 え 哺 乳 類 宿 主 に お け る マ ウ ス Zcytor 16の 発 現 の た め に 有 用 で あ る
が 、 酵 母 シ グ ナ ル 配 列 は 、 酵 母 細 胞 に お け る 発 現 の た め に 有 用 で あ る 。 適 切 な 酵 母 シ グ ナ
ル 配 列 の 例 は 、 酵 母 対 合 現 象 α － 因 子 （ MFα １ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ） 、 イ ン バ ー タ
ー ゼ （ SUC2遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ） 又 は 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ PHO遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ る ） に 由 来 す る そ れ ら の も の で あ る 。 例 え ば ， Romanos な ど ., “ Expression of C
loned Genes in Yeast”  in DNA Cloning 2: A Practical Approach, 2 n d  Edition, Glov
er and Hames (eds.), p.123-167 (Oxford University Press 1995) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ １ ６ 】
マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 細 胞 外 ド メ イ ン 、 例 え ば 配 列 番 号 38又 は 48の ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230、 又 は
非 ヒ ト 受 容 体 の そ の 対 応 す る 領 域 を コ ー ド す る 切 断 さ れ た DNAを 発 現 す る こ と に よ っ て 調
製 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 細 胞 外 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 及 び 細 胞
内 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 実 質 的 に 有 さ な い 形 で 調 製 さ れ 得 る 。 宿 主 細 胞 か ら の 受 容 体
ド メ イ ン の 輸 送 を 方 向 づ け る た め に 、 受 容 体 DNAが 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば t-PA分 泌
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 ２ DNAセ グ メ ン ト に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
分 泌 さ れ た 受 容 体 ド メ イ ン の 精 製 を 促 進 す る た め に は 、 C－ 末 端 拡 張 、 例 え ば ポ リ － ヒ ス
チ ジ ン 標 識 、 物 質 P, Flag T M  ペ プ チ ド （ Hoppな ど ., Biotechnology 6: 1204-1210, (1988
); Eastman Kodak Co., New Haven, CTか ら 入 手 で き る ） 、 又 は 抗 体 又 は 他 の 特 異 的 結 合
剤 が 入 手 で き る も う １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 、 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ
れ 得 る 。 さ ら に 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 非 － マ ウ ス Zcytor16サ ブ ユ ニ ッ ト 細 胞 外
サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が ま た 、 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
他 の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16の 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は 他 の ク ラ ス I又
は IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 成 分 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 不 変 領 域 、 典 型 的 に は 、 ２ 種 の 不 変
領 域 ド メ イ ン 及 び ヒ ン ジ 領 域 を 含 む が 、 し か し 可 変 領 域 を 欠 い て い る Fcフ ラ グ メ ン ト と の
融 合 体 と し て 発 現 さ れ 得 る （ Slodziewski, AZな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 6,018,026号 及 び 第 5
,750,375号 を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16/CRF
2-4ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 及 び モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー ポ リ
ペ プ チ ド は 、 そ の よ う な 融 合 体 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 融 合 体 は 典 型 的 に は 、 マ ル チ マ ー
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分 子 と し て 分 泌 さ れ 、 こ こ で Fc部 分 は お 互 い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ 、 そ し て ２ 種 の 受 容 体
ポ リ ペ プ チ ド が お 互 い 密 接 し て 整 列 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
こ の タ イ プ の 融 合 は 、 リ ガ ン ド を 特 異 的 に 滴 定 す る こ と に よ っ て イ ン ビ ト ロ で シ グ ナ ル を
阻 止 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 手 段 と し て 、 そ し て 循 環 リ ガ ン ド を 結 合 し 、 そ し て
そ れ を 循 環 か ら ク リ ア ラ ン ス す る た め に 、 そ れ ら を 非 経 口 投 与 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ
ボ で の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 溶 液 か ら 同 起 源 の リ ガ ン ド を 親 和 性 精 製 す る た め に 使 用 さ
れ 得 る 。 リ ガ ン ド を 精 製 す る た め に 、 マ ウ ス Zcytor16－ Igキ メ ラ が 、 リ ガ ン ド を 含 む サ ン
プ ル （ 例 え ば 、 細 胞 な ら し 培 養 培 地 又 は 組 織 抽 出 物 ） に 、 受 容 体 － リ ガ ン ド 結 合 を 促 進 す
る 条 件 （ 典 型 的 に は 、 ほ ぼ 生 理 学 的 温 度 、 pH及 び イ オ ン 強 度 ） 下 で 、 添 加 さ れ る 。 次 に 、
キ メ ラ － リ ガ ン ド 複 合 体 が 、 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 不 溶 性 樹 脂 ビ ー ズ ） 上 に 固 定 さ れ る タ
ン パ ク 質 Aを 用 い て 、 混 合 物 に よ り 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
次 に 、 リ ガ ン ド が 、 従 来 の 化 学 的 技 法 を 用 い て 、 例 え ば 塩 又 は pHグ ラ ジ エ ン ト に よ り 溶 離
さ れ る 。 他 の 手 段 に お い て は 、 キ メ ラ 自 体 が 、 上 記 の よ う に し て 行 わ れ る 結 合 及 び 溶 離 に
よ り 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ 得 る 。 前 記 キ メ ラ 、 急 性 期 応 答 、 例 え ば 血 清 ア ミ ロ イ ド A（ S
AA） 、 C－ 反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 炎 症 性 応 答 を 調 節 す る た め
に イ ン ビ ボ で 使 用 さ れ 得 る 。 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る キ メ ラ は 、 非 経 口 （ 例 え ば 、 筋 肉 内
、 皮 下 又 は 静 脈 内 注 射 に よ る ） 投 与 さ れ る 。 循 環 分 子 は 、 リ ガ ン ド を 結 合 し 、 そ し て 通 常
の 生 理 学 的 工 程 に よ り 循 環 か ら ク リ ア ラ ン ス さ れ る 。 ア ッ セ イ へ の 使 用 の た め に 、 キ メ ラ
は 、 Fc領 域 を 通 し て 支 持 体 に 結 合 さ れ 、 そ し て ELISA型 に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の よ う
な 方 法 は 、 マ ウ ス IL-TIF、 及 び オ ル ト 体 性 リ ガ ン ド 、 例 え ば ヒ ト IL-TIFを 単 離 す る た め に
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
本 発 明 は さ ら に 、 １ 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 を 含 ん で 成 る 、 種 々 の 他 の ポ リ ペ プ チ
ド 融 合 体 及 び 関 連 す る マ ル チ マ ー タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16
受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ヘ テ ロ ダ イ マ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcyt
or16/CRF2-4は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,155,027号 及 び 第 5,567,584号 に 開 示 さ れ る よ う に 、 二
量 体 化 す る タ ン パ ク 質 へ の 融 合 体 と し て 調 製 さ れ 得 る 。 こ れ に 関 し て の 好 ま し い 二 量 体 化
す る タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 ド メ イ ン 、 例 え ば IgGγ 1及 び ヒ ト κ L鎖 を 包
含 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン － 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン － 可 溶 性 マ ウ
ス Zcytor16ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン － 可 溶 性
マ ウ ス Zcytor16/CRF2-4融 合 体 は 、 種 々 の マ ル チ マ ー マ ウ ス Zcytor16受 容 体 類 似 体 を 生 成
す る た め に 、 遺 伝 子 的 に 構 築 さ れ た 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
補 助 ド メ イ ン は 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16へ テ ロ ダ イ マ ー
又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16/CRF2-4に 、 そ れ ら を 特 定 の
細 胞 、 組 織 又 は 高 分 子 （ 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン 、 又 は Zcytor16リ ガ ン ド 、 IL－ TIFを 発 現 す
る 細 胞 ） に 標 的 化 す る た め に 融 合 さ え 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 複 数 の 成 分
、 例 え ば 精 製 及 び 標 的 化 ド メ イ ン の た め の 親 和 性 標 識 に 融 合 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド 融 合
体 は ま た 、 特 に ド メ イ ン 間 に １ 又 は 複 数 の 切 断 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 Tuanな ど ., Con
nective Tissue Research 34: 1-9, 1996 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
細 菌 細 胞 に お い て は 、 毒 性 を 低 め 、 安 定 性 を 高 め 、 そ し て 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 回 収 性
を 高 め る た め に 、 異 種 タ ン パ ク 質 を 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る こ と が 、 し ば し ば 所 望
さ れ る 。 例 え ば マ ウ ス Zcytor16は 、 グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を
含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 得 る 。 グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 、 可 溶 性 で あ り 、 そ し て 固 定 さ れ た グ ル タ チ オ ン カ ラ ム 上 で
E. コ リ 融 解 物 か ら 容 易 に 精 製 で き る 。 類 似 す る ア プ ロ ー チ に お い て は 、 マ ル ト ー ス 結 合
タ ン パ ク 質 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る マ ウ ス Zcytor16融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ロ ー ス 樹 脂

10

20

30

40

50

(51) JP 2004-532624 A 2004.10.28



カ ラ ム に よ り 単 離 さ れ 得 、 そ し て 切 断 さ れ た タ ン パ ク 質 A遺 伝 子 の C－ 末 端 を 含 ん で 成 る 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 IgG－ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
細 菌 細 胞 に お い て 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る た め に 確 立 さ れ た
技 法 は 、 Williamsな ど ., “ Expression of Foreign Proteins in E. coli Using Plasmid
 Vectors and Purification of Specific Polyclonal Antibodies” , in DNA Cloning 2:
 A Practical Approach, 2 n d  Edition, Glover and Hames (Eds.), p.15-58 (Oxford Uni
versity Press 1995) に よ り 記 載 さ れ る 。 さ ら に 、 市 販 の 発 現 シ ス テ ム が 利 用 で き る 。 例
え ば 、 PINPOINT Xaタ ン パ ク 質 精 製 シ ス テ ム （ Promega Corporation, Madison, WI） は 、
ア ビ ジ ン を 含 ん で 成 る 樹 脂 に よ り 、 発 現 の 間 、 ビ オ チ ニ ル 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で
成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
原 核 又 は 真 核 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 有 用 で あ る ペ プ チ
ド 標 識 は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 （ ニ ッ ケ ル － キ レ ー ト 化 樹 脂 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る ） 、
c-myc標 識 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ カ ル モ ジ ュ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ り 単 離 さ れ る ） 、 物 質 P, RYIRS 標 識 （ 抗 － RYIRS抗 体 と 結 合 す る ） 、 Gln－ Gln標 識 及
び FLAG標 識 （ 抗 － FLG抗 体 と 結 合 す る ） を 包 含 す る 。 例 え ば 、 Luoな ど ., Srch. Biochem. 
Biophys. 329: 215 (1996), Morganti な ど ., Biotechnol. Appl. Biochem. 23: 67 (199
6), 及 び Zhengな ど ., Gene 186: 55 (1997) を 参 照 の こ と 。 そ の よ う な ペ プ チ ド 標 識 コ ー
ド す る 核 酸 分 子 は 、 例 え ば Sigma－ Aldrich Corporation (St. Louis, MO) か ら 入 手 で き
る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 分 泌 経 路 中 に 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 方 向 づ け る た め に 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor
16ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 を 企 画 す る 。 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号
48の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 23に 由 来 す る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ
し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て も う 1つ の ポ リ ペ プ チ ド に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る
シ グ ナ ル 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 製 造 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 分 泌 シ
グ ナ ル 配 列 は 好 ま し く は 、 分 泌 路 中 に 追 加 の ペ プ チ ド を 方 向 づ け る た め に そ の 追 加 の ペ プ
チ ド に ア ミ ノ 末 端 的 に 融 合 さ れ る 。 そ の よ う な 構 造 体 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 多
く の 用 途 を 有 す る 。 例 え ば 、 そ れ ら の 新 規 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 融 合 構 造 体 は 通 常 分 泌 さ れ
な い タ ン パ ク 質 の 活 性 成 分 、 例 え ば 受 容 体 の 分 泌 を 方 向 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
そ の よ う な 融 合 は 、 分 泌 路 を 通 し て ペ プ チ ド を 方 向 づ け る た め に イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ
で 使 用 さ れ 得 る 。 後 者 に 関 し て 、 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 医 薬 的 活 性 の 分 子 、 例 え ば 第
VIIa因 子 、 プ ロ イ ン ス リ ン 、 イ ン ス リ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン 、 組 織 タ イ プ の プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン 活 性 化 因 子 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － （ IL－
I） ～ IL－ 15） 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 例 え ば 、 顆 粒 球 － コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G－ CSF） 及 び
顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ － コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM－ CSF） ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ 例 え ば 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン － α 、 － β 、 － γ 、 － ω 、 － δ 、 － τ 及 び － ε ） 、 幹 細 胞 増 殖 因 子 、 例
え ば “ SI因 子 ” 、 エ リ ト ロ ポ エ チ ン 及 び ト ロ ン ボ ポ エ チ ン を 包 含 す る 。 本 発 明 の 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド に 含 ま れ る マ ウ ス Zcytor16分 泌 シ グ ナ ル 配 列 は 好 ま し く は 、 追 加 の ペ プ チ ド を 分
泌 経 路 中 に 方 向 づ け る た め に 、 そ の 追 加 の ペ プ チ ド に ア ミ ノ 末 端 融 合 さ れ る 。 マ ウ ス Zcyt
or16分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 の 技 法 を 用 い て 構 成 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ２ ８ 】
も う 1つ の 形 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ２ 又 は ３ 個 の 複 領
域 ド メ イ ン 及 び ヒ ン ジ 領 域 を 含 む が 、 し か し 可 変 領 域 を 欠 い て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 不
変 領 域 、 典 型 的 な Fcフ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 。 例 示 の よ う に 、 Chang な ど ., (ア メ リ カ
特 許 第 5,723,125号 ) は 、 ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン 及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fcフ ラ グ メ ン ト
を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 記 載 す る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の C－ 末 端 は 、 ペ プ チ ド リ ン
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カ ー 成 分 に よ り Fcフ ラ グ メ ン ト の N－ 末 端 に 連 結 さ れ る 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー の 例 は 、 免 疫
学 的 に 不 活 性 で あ る T細 胞 不 活 性 配 列 を 主 に 含 ん で 成 る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
典 型 的 な ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： GGSGG SGGGG SGGGG S (配 列 番 号 ４ ) を 有
す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 好 ま し い Fc成 分 は 、 溶 液 に お い て 安 定 性 で あ り 、 そ し
て 活 性 を 活 性 化 す る 補 体 を ほ と ん ど 有 さ な い か 又 は 完 全 に 有 さ な い ヒ ト γ 鎖 で あ る 。 従 っ
て 、 本 発 明 は マ ウ ス Zcytor16成 分 及 び ヒ ト Fcフ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る マ ウ ス Zcytor16融
合 タ ン パ ク 質 を 企 画 し 、 こ こ で 前 記 マ ウ ス Zcytor16成 分 の C－ 末 端 は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー
、 例 え ば 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ペ プ チ ド を 通 し て Fcフ ラ グ メ ン ト の N－ 末 端
に 結 合 さ れ る 。 マ ウ ス Zcytor16成 分 は 、 マ ウ ス Zcytor16分 子 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ り
得 る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230、
又 は 27～ 230及 び Fcフ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 ヒ ト Fcフ ラ グ メ ン ト ） を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16融 合 タ ン パ ク 質 は 、 IgG配 列 、 IgG 配 列 の ア
ミ ノ 酸 末 端 に 共 有 結 合 さ れ る マ ウ ス Zcytor16成 分 、 及 び マ ウ ス Zcytor16の ア ミ ノ 酸 末 端 に
共 有 結 合 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 IgG配 列 は 、 次 の 順 序 で の 次
の 要 素 か ら 成 る ： CH 2 ド メ イ ン 及 び CH 3 ド メ イ ン 。 従 っ て 、 IgG配 列 は CH 1 ド メ イ ン を 欠 い て
い る 。 マ ウ ス Zcytor16成 分 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス Zcytor16活 性 、 例 え
ば Zcytor16リ ガ ン ド 、 例 え ば マ ウ ス 及 び ヒ ト IL-TIFと 結 合 す る 能 力 を 示 す 。 抗 体 及 び 非 抗
体 部 分 の 両 者 を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、 LaRoch
elleな ど ., ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 742830号 （ WO95/21258号 ） に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
マ ウ ス Zcytor16成 分 及 び Fc成 分 を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 手 段
と し て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る Zcytor16リ ガ ン ド 、 例 え ば マ ウ ス
又 は ヒ ト IL-TIFの 存 在 は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 検 出
さ れ 得 、 こ こ で マ ウ ス Zcytor16成 分 は 、 前 記 リ ガ ン ド 、 及 び 高 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 A
又 は 抗 － Fc抗 体 を 結 合 す る た め に 使 用 さ れ 、 す な わ ち 固 体 支 持 体 に 融 合 タ ン パ ク 質 を 結 合
す る た め に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 Zcytor16リ ガ ン ド の そ の 受 容 体
へ の 結 合 を 妨 害 す る ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 の 他 の 例 は 、 抗 原 － 結 合 ド メ イ ン 、 及 び マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ
ン を 含 む マ ウ ス Zcytor16フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 そ の よ う な
分 子 は 、 Zcytor16結 合 活 性 の 有 益 性 の た め の 特 定 の 組 織 を 標 的 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ３ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 種 々 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 機 能 を 付
与 す る ド メ イ ン の 一 部 又 は す べ て は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー か ら
の 機 能 的 に 同 等 の ド メ イ ン に よ り 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16間 で 置 換 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ
ド 融 合 体 は 、 マ ウ ス Zcytor16融 合 類 似 体 を 生 成 す る た め に 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 発 現
さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 複 数 の 成 分 又 は ド メ イ ン 、 例 え ば 精 製 の 親 和
性 標 識 及 び 標 的 化 ド メ イ ン に 融 合 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 は ま た 、 特 に ド メ イ ン 間
で の １ 又 は 複 数 の 切 断 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 Tuanな ど ., Connective Tissue
 Research 34; 1(1996) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 個 々 の 成 分 を 調 製 し 、 そ し て そ れ ら を 化 学 的 に
接 合 す る こ と に よ っ て 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 正 し
く 読 み 取 り 枠 を 整 合 し て 融 合 タ ン パ ク 質 の 両 成 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 既 知
の 技 法 を 用 い て 生 成 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 発 現 さ れ 得 る 。 融 合 タ
ン パ ク 質 の 酵 素 的 及 び 化 学 分 解 の た め の 一 般 的 な 方 法 は 、 例 え ば Ausubel（ 1995） 、 p. 16
-19～ 16－ 25に よ り 記 載 さ れ る 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 Zcytor16リ ガ ン ド 、 例 え ば マ ウ ス 及 び ヒ ト IL-TIFを 同 定
し 、 そ し て 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド が
、 カ ラ ム 上 に 固 定 さ れ 、 そ し て カ ラ ム 上 で 作 動 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら の リ ガ ン ド を 結
合 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ Hermansonな ど . (eds.), Immobilized Affinity Ligand Tec
hniques, P. 195-202 (Academic Press 1992)） 。 そ れ 自 体 、 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16ポ
リ ペ プ チ ド は 、 診 断 又 は 生 成 の た め に IL－ TIFを 同 定 し 、 そ し て 単 離 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 受 容 体 結 合 及 び 続 く 生 理 学 的 細 胞 応 答 に 関 連 す る
、 細 胞 外 酸 性 化 速 度 又 は プ ロ ト ン 排 泄 を 測 定 す る 、 珪 素 に 基 づ く バ イ オ セ ン サ ー の マ イ ク
ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 装 置 は 、 Molecular Devices, Sunnyva
le, CAに よ り 製 造 さ れ る Cytosensor T M  マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー で あ る 。 種 々 の 細 胞 応
答 、 例 え ば 細 胞 増 殖 、 イ オ ン 輸 送 、 エ ネ ル ギ ー 生 成 、 炎 症 応 答 、 調 節 及 び 受 容 体 活 性 化 及
び 同 様 の も の が 、 こ の 方 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
例 え ば 、 McConnell, H.M.な ど ., Science 257： 1906-1912, 1992; Pitchford, S. な ど .,
 Meth. Enzymol. 228: 84-108, 1997: Arimilli, S. な ど ., J. Immunol. Meth. 212: 49
-59, 1998; Van Liefde, I. な ど ., Eur. J. Pharmacol. 346: 87-95, 1998を 参 照 の こ と
。 さ ら に 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー は 、 付 着 性 又 は 非 付 着 性 真 核 又 は 原 核 細 胞 を ア ッ セ
イ す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 時 間 に わ た っ て の 細 胞 培 地 に お け る 細 胞 外 酸 性 化 変 化 を 測 定
す る こ と に よ っ て 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー は 、 種 々 の 刺 激 に 対 す る 細 胞 応 答 、 例 え ば
マ ウ ス Zcytor16の ア ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 直 接 的 に 測 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
例 え ば 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー は 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し な い 対 照 の
真 核 宿 主 に 比 較 し て 、 マ ウ ス Zcytor16－ 発 現 真 核 細 胞 の 応 答 を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。 マ ウ ス Zcytor16－ 調 節 刺 激 に 対 し て 応 答 性 の 適 切 な 細 胞 は 、 マ ウ ス Zcytor16発 現 バ ク
タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿 主 細 胞 、 及 び 天 然 に お い て マ ウ ス Zcytor16を 発 現 す る 細 胞 を 包
含 す る 。 細 胞 外 酸 性 化 は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 調 節 さ れ た 細 胞 応 答 に つ い て の 1つ の 測 定 を
提 供 す る 。 さ ら に 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Zcytor16リ ガ ン ド 、 そ の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 分 子 は 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る 細 胞 を 供 給 し 、 前 記 細 胞 の 第 1部 分 を 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で 培 養 し 、 前 記 細 胞
の 第 ２ 部 分 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 培 養 し 、 そ し て 前 記 第 １ 部 分 と 比 較 し て 、 前 記 第 2
部 分 が 細 胞 応 答 を 示 す か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 Zcytor16リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト
と し て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
他 方 で は 、 固 相 シ ス テ ム が 、 Zcytor16リ ガ ン ド 、 Zcytor16リ ガ ン ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 又 は マ
ウ ス Zcytor16融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ
マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 が 、 市 販 の バ イ オ セ ン サ ー 装 置 の 受 容 体 チ ッ プ の 表 面 上
に 固 定 さ れ 得 る （ BLACORE, Biacore AB; uppsala, Sweden） 。 こ の 装 置 の 使 用 は 、 例 え ば
karlsson, Immunol. Methods 145:229 (1991)、 及 び Cunningham and Wells, J. Mol. Bio
l. 234:554 (1993) に よ り 開 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
手 短 に は 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 流 動 細 胞 内 の 金 フ ィ ル ム
に 結 合 さ れ る デ キ ス ト ラ ン 繊 維 に 、 ア ミ ン 又 は ス ル フ ヒ ド リ ル 化 学 を 用 い て 、 共 有 結 合 さ
れ る 。 次 ぎ に 、 試 験 サ ン プ ル が 、 細 胞 を 通 し て 通 さ れ る 。 リ ガ ン ド が サ ン プ ル に 存 在 す る
場 合 、 そ れ は 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 培 地 の 屈 折 率 の 変 化
を 引 き 起 こ し 、 こ れ が 金 フ ィ ル ム の 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 の 変 化 と し て 検 出 さ れ る 。 こ の シ
ス テ ム は 、 結 合 親 和 性 が 計 算 さ れ 得 る オ ン － 及 び オ フ － 速 度 の 測 定 、 及 び 結 合 の 化 学 量 論
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の 評 価 を 可 能 に す る 。 こ の シ ス テ ム は ま た 、 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 、 及 び 他 の 補 体 /抗 － 補
体 対 の 相 互 作 用 を 試 験 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
マ ウ ス Zcytor16結 合 ド メ イ ン は さ ら に 、 Zcytor16リ ガ ン ド ア ゴ ニ ス ト の 推 定 上 の 接 触 部 位
ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異 に 関 連 し て 、 核 磁 気 共 鳴 、 結 晶 学 、 電 子 回 折 又 は 光 親 和 性 ラ ベ リ ン グ
の よ う な 技 法 に よ り 決 定 さ れ る よ う に 、 耕 造 体 の 物 理 的 分 析 に よ り 特 徴 づ け ら れ 得 る 。 例
え ば 、 de Vosな ど ., Science 255:306 (1992), Smithな ど ., J. Mol. Biol. 224:899 (19
92), 及 び Wlodaverな ど ., FEBS Lett. 309: 59 (1992) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ マ ー に よ り 連 結 さ れ る 、 化 学 的 に 修 飾
さ れ た マ ウ ス Zcytor16組 成 物 を 企 画 す る 。 例 示 的 な マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 機 能
的 な ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 欠 い て い る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 配 列 番 号 38又
は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230又 は 27～ 230か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 典 型 的 に
は 、 前 記 ポ リ マ ー は 、 マ ウ ス Zcytor16結 合 体 が 水 性 環 境 、 例 え ば 生 理 学 的 環 境 に お い て 沈
殿 し な い よ う 水 溶 性 で あ る 。 適 切 な ポ リ マ ー の 例 は 、 単 一 の 反 応 基 、 例 え ば ア シ ル 化 の た
め の 活 性 エ ス テ ル 、 又 は ア ル キ ル 化 の た め の ア ル デ ヒ ド を 有 す る 修 飾 さ れ て い る １ つ の ポ
リ マ ー で あ る 。 こ の 場 合 、 重 合 化 の 程 度 は 調 節 さ れ 得 る 。 反 応 性 ア ル デ ヒ ド の 例 は 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド 、 又 は モ ノ － （ C 1 － C 1 0 ） ア ル コ キ シ 、 又 は そ
れ ら の ア リ ー ル オ キ シ 誘 導 体 で あ る （ 例 え ば 、 Harrisな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,252,714号
を 参 照 の こ と ） 。 ポ リ マ ー は 枝 分 か れ 鎖 で あ っ て も 、 又 は 枝 分 か れ 鎖 で な く て も 良 い 。 さ
ら に 、 ポ リ マ ー の 混 合 物 が マ ウ ス Zcytor16接 合 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
治 療 の た め に 使 用 さ れ 得 る マ ウ ス Zcytor16接 合 体 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 水 溶 性 ポ リ マ ー
成 分 を 含 む こ と が で き る 。 適 切 な 水 溶 性 ポ リ マ ー は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 、
モ ノ メ ト キ シ － PEG、 モ ノ － （ C 1 － C 1 0 ） ア ル コ キ シ － PEG、 ア リ ー ル オ キ シ － PEG、 ポ リ －
（ N－ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ） PEG、 ト レ シ ル モ ノ メ ト キ シ PEG、 PEGプ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド 、 ビ
ス － ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト PEG、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ホ モ ポ リ マ ー 、 酸 化 ポ リ
プ ロ ピ レ ン /酸 化 エ チ レ ン コ ポ リ マ ー 、 ポ リ オ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、
グ リ セ ロ ー ル ） 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス 又 は 他 の 炭 水 化 物 基
材 の ポ リ マ ー を 包 含 す る 。 適 切 な PEGは 、 約 600～ 約 60,000、 例 え ば 5,000、 12,000及 び 25,
000の 分 子 量 を 有 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス Zcytor16接 合 体 は ま た 、 そ の よ う な 水 溶 性 ポ
リ マ ー の 混 合 物 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16接 合 体 の １ つ の 例 は 、 マ ウ ス Zcytor16成 分 、 及 び マ ウ ス Zcytor16成 分 の N
－ 末 端 に 結 合 さ れ る 酸 化 ポ リ ア ル キ ル 成 分 を 含 ん で 成 る 。 PEGは 、 １ つ の 適 切 な 酸 化 ポ リ
ア ル キ ル で あ る 。 例 示 と し て 、 マ ウ ス Zcytor16は 、 PEG、 す な わ ち “ PEG化 ” と し て 知 ら れ
て い る 方 法 に よ り 修 飾 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16の PEG化 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い
る PEG化 反 応 の い ず れ か に よ り 行 わ れ 得 る （ 例 え ば 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0154316号 、 Delgad
oな ど ., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9: 249 (1992), Dunc
an and Spreafico, Clin. Pharmacokinet. 27: 290 (1994) 及 び Francis な ど ., Int, J.
 Hematol. 68: 1 (1998) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
例 え ば 、 PEG化 は 反 応 性 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 に よ る ア シ ル 化 反 応 又 は ア ル キ ル 化
反 応 に よ り 行 わ れ 得 る 。 他 の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16接 合 体 は 、 PEGの 末
端 ヒ ド ロ キ シ 又 は ア ミ ノ 基 が 活 性 化 さ れ た リ ン カ ー に よ り 置 換 さ れ て い る 活 性 化 さ れ た PE
Gを 縮 合 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る （ 例 え ば 、 Karasiewiczな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,382
,657号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
ア シ ル 化 に よ る PEG化 は 典 型 的 に は 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド と PEGの 活 性 エ ス テ ル 誘
導 体 と の 反 応 を 必 要 と す る 。 活 性 化 さ れ た PEGエ ス テ ル の 例 は 、 N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
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ミ ド に エ ス テ ル 化 さ れ た PEGで あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ ア シ ル 化
” と は 、 マ ウ ス Zcytor16と 水 溶 性 ポ リ マ ー 間 の タ イ プ の 結 合 を 包 含 す る ： ア ミ ド 、 カ ル バ
メ ー ト 、 ウ レ タ ン 及 び 同 様 の も の 。 ア シ ル 化 に よ る PEG化 さ れ た Zcytor16の 調 製 方 法 は 、
典 型 的 に は 、 （ ａ ） マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド と PEG（ 例 え ば 、 PEGの ア ル デ ヒ ド 誘 導 体
の 反 応 性 エ ス テ ル ） と を 、 １ 又 は 複 数 の PEG基 が マ ウ ス Zcytor16に 結 合 す る 条 件 下 で 反 応
せ し め 、 そ し て （ ｂ ） そ の 反 応 生 成 物 を 得 る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 一 般 的 に 、 ア シ ル 化 反 応
の た め の 最 適 な 反 応 条 件 は 、 既 知 の パ ラ メ ー タ ー 及 び 所 望 す る 結 果 に 基 づ い て 決 定 さ れ る
で あ ろ う 。 例 え ば 、 PEG： マ ウ ス Zcytor16の 比 が 高 い ほ ど 、 ポ リ PEG化 さ れ た マ ウ ス Zcytor
16生 成 物 の ％ が 高 く な る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
ア シ ル 化 に よ る PEG化 の 生 成 物 は 典 型 的 に は 、 リ シ ン ε － ア ミ ノ 基 が ア シ ル 結 合 を 通 し て P
EG化 さ れ る ポ リ PEG化 さ れ た マ ウ ス Zcytor16生 成 物 で あ る 。 典 型 的 に は 、 そ の 得 ら れ る マ
ウ ス Zcytor16は 、 少 な く と も 95％ 、 モ ノ － 、 ジ － 又 は ト リ － ペ ル ギ レ ー ト さ れ る が 、 但 し
高 い 程 度 の PEG化 を 有 す る い く つ か の 種 は 、 そ の 反 応 条 件 に 依 存 し て 形 成 さ れ 得 る 。 PEG化
さ れ た 種 は 、 標 準 の 精 製 方 法 、 例 え ば 透 析 、 限 外 濾 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び 同 様 の も の を 用 い て 、 接 合 さ れ て い な い マ ウ ス Zcytor16ポ
リ ペ プ チ ド か ら 分 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
ア ル キ ル 化 に よ る PEG化 は 一 般 的 に 、 還 元 剤 の 存 在 下 で 、 マ ウ ス Zcytor16と 、 PEGの 末 端 ア
ル デ ヒ ド 誘 導 体 と の 反 応 を 包 含 す る 。 PEG基 は 好 ま し く は 、 － CH 2 － NH基 を 通 し て ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
モ ノ PEG化 さ れ た 生 成 物 を 生 成 す る た め へ の 還 元 性 ア ル キ ル 化 を 通 し て の 誘 導 体 化 は 、 誘
導 体 化 の た め に 利 用 で き る 異 な っ た タ イ プ の 第 １ ア ミ ノ 基 の 示 差 反 応 性 を 利 用 す る 。 典 型
的 に は 、 前 記 反 応 は 、 リ シ ン 残 基 の ε － ア ミ ノ 基 と タ ン パ ク 質 の N－ 末 端 残 基 の α － ア ミ
ノ 基 と の 間 の pKa差 異 の 利 用 を 可 能 に す る pHで 行 わ れ る 。 そ の よ う な 選 択 的 誘 導 体 化 に よ
り 、 反 応 性 基 、 例 え ば ア ル デ ヒ ド を 含 む 水 溶 性 ポ リ マ ー の タ ン パ ク 質 へ の 結 合 が 調 節 さ れ
る 。 ポ リ マ ー と の 接 合 は 、 他 の 反 応 性 基 、 例 え ば リ シ ン 側 鎖 ア ミ ノ 基 の 有 意 な 修 飾 を 伴 な
わ な い で 、 タ ン パ ク 質 の N－ 末 端 で 優 先 的 に 生 じ る 。 本 発 明 は 、 マ ウ ス Zcytor16モ ノ ポ リ
マ ー 接 合 体 の 実 質 的 な 調 製 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
モ ノ ポ リ マ ー マ ウ ス Zcytor16接 合 体 分 子 の 実 質 的 に 均 質 な 集 団 を 生 成 す る た め の 還 元 性 ア
ル キ ル 化 は 、 （ ａ ） マ ウ ス Zcytor16の ア ミ ノ 末 端 で の α － ア ミ ノ 基 選 択 的 修 飾 を 可 能 に す
る た め に 適 切 な pHで の 還 元 性 ア ル キ ル 化 条 件 下 で 反 応 性 PEGと マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ
ド と を 反 応 せ し め 、 そ し て （ ｂ ） 反 応 生 成 物 を 得 る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 還 元 性 ア ル キ ル 化
の た め に 使 用 さ れ る 還 元 剤 は 、 水 溶 液 に お い て 安 定 性 で あ り 、 そ し て 好 ま し く は 、 還 元 性
ア ル キ ル 化 の 初 期 工 程 に お い て 形 成 さ れ る Schiff塩 基 の み を 還 元 で き る べ き で あ る 。 例 示
的 な 還 元 剤 は 、 硼 水 素 化 ナ ト リ ウ ム 、 シ ア ノ 硼 水 素 化 ナ ト リ ウ ム 、 ジ メ チ ル ア ミ ン ボ ラ ン
、 ト リ メ チ ル ア ミ ン ボ ラ ン 及 び ビ リ ジ ン ボ ラ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
モ ノ ポ リ マ ー マ ウ ス Zcytor16接 合 体 の 実 質 的 に 均 質 な 集 団 に 関 し て は 、 還 元 性 ア ル キ ル 化
反 応 条 件 は 、 マ ウ ス Zcytor16の N－ 末 端 へ の 水 溶 性 ポ リ マ ー の 成 分 の 結 合 を 可 能 に す る そ
れ ら の 条 件 で あ る 。 そ の よ う な 反 応 条 件 に 、 N－ 末 端 で の α － ア ミ ノ 基 と リ シ ン ア ミ ノ 基
と の 間 の pKa差 異 を 提 供 す る 。 pHは ま た 、 使 用 さ れ る ポ リ マ ー ： タ ン パ ク 質 の 比 に も 影 響
を 及 ぼ す 。 一 般 的 に 、 pHが 低 い 場 合 、 タ ン パ ク 質 よ り も 過 剰 量 の ポ リ マ ー が 、 N－ 末 端 α
－ 基 が 反 応 性 で あ る ほ ど 、 よ り 多 く の ポ リ マ ー が 最 適 な 条 件 を 達 成 す る た め に 、 必 要 と さ
れ る の で 、 所 望 さ れ る 。 pHが 高 い 場 合 、 ポ リ マ ー ： マ ウ ス Zcytor16は 、 よ り 多 く の 反 応 性
基 が 利 用 で き る の で 、 高 く あ る 必 要 は な い 。 典 型 的 に は 、 pHは 、 ３ ～ ９ 又 は ３ ～ ６ の 範 囲
内 で あ ろ う 。 こ の 方 法 は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル
チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 接 合 体 を 製 造 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
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【 ０ ２ ５ ２ 】
考 慮 す べ き も う 1つ の 因 子 は 、 水 溶 性 ポ リ マ ー の 分 子 量 で あ る 。 一 般 的 に 、 ポ リ マ ー の 分
子 量 が 高 い ほ ど 、 よ り 少 数 の ポ リ マ ー 分 子 が タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ 得 る 。 PEG化 反 応 に 関
し て は 、 典 型 的 な 分 量 は 、 約 ２ kDa～ 約 100kDa、 約 5kDa～ 約 50kDa又 は 約 12kDa～ 約 25kDaで
あ る 。 水 溶 性 ポ リ マ ー ： Zcytor16の モ ル 比 は 、 一 般 的 に 、 １ ： １ ～ 100： １ の 範 囲 で あ ろ
う 。 典 型 的 に は 、 水 溶 性 ポ リ マ ー ： マ ウ ス Zcytor16の モ ル 比 は 、 ポ リ PEG化 に 関 し て 、 １
： １ ～ 20： １ で あ り 、 そ し て モ ノ PEG化 に 関 し て は 、 １ ： １ ～ ５ ： １ で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド 及 び 水 溶 性 ポ リ マ ー 成 分 を 含 ん で 成 る 接 合 体 を 生 成 す る た め の 一 般 的 な 方 法
は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Karasiewiczな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,382,657
号 、 Greewaldな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,738,846号 、 Nieforthな ど ., Clin. Pharmacol. Th
er. 59: 636 (1996), Monkarsh な ど ., Anal. Biochem. 247: 434 (1997) を 参 照 の こ と
。 こ の 方 法 は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶
性 受 容 体 接 合 体 を 製 造 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 企 画 す
る 。 そ の よ う な 組 成 物 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー を 含 む こ と が で き る 。 前 記 キ ャ リ ヤ ー は 、 従
来 の 有 機 又 は 無 機 キ ャ リ ヤ ー で あ り 得 る 。 キ ャ リ ヤ ー の 例 は 、 水 、 緩 衝 液 、 ア ル コ ー ル 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 マ ク ロ ゲ ル 、 ゴ マ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 及 び 同 様 の も の を 包 含 す
る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
８ ． マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 ：
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 汚 染 性 高 分 子 、 特 に 他 の タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 に 対 し て 、 少 な く
と も 約 80％ の 純 度 、 少 な く と も 約 90％ の 純 度 、 少 な く と も 約 95％ の 純 度 、 又 は 95％ 以 上 の
純 度 に 精 製 す る こ と が 好 ま し く 、 そ し て 感 染 性 及 び 発 熱 性 剤 を 有 さ な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は ま た 、 99.9％ 以 上 の 純 度 で あ る 医 薬 的 に 純 粋 な 状 態 に 精 製 さ れ 得 る 。 特 定 の 製 剤
に お い て は 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に 動 物 起 源 の 他 の ポ リ ペ
プ チ ド を 実 質 的 に 有 さ な い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
分 別 及 び /又 は 従 来 の 精 製 方 法 は 、 天 然 源 （ 例 え ば 、 扁 桃 組 織 ） か ら 精 製 さ れ た マ ウ ス Zcy
tor16、 合 成 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら 精 製 さ れ た 組 換 え マ
ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 及 び 融 合 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 物 を 得 る た め に 使
用 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 及 び 酸 又 は カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 抽 出 は 、 サ ン
プ ル の 分 別 の た め に 使 用 さ れ る 。 典 型 的 な 精 製 段 階 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 サ イ ズ 排
除 、 FPLC及 び 逆 相 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 包 含 す る 。 適 切 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
用 媒 体 は 、 誘 導 体 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
、 特 別 な シ リ カ 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
PEI、 DEAE、 QAE及 び Q誘 導 体 が 好 ま し い 。 典 型 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 媒 体 は 、 フ ェ ニ
ル 、 ブ チ ル 又 は オ ク チ ル 基 に よ り 誘 導 体 化 さ れ た も の 、 例 え ば フ ェ ニ ル － Sepharose FF(p
harmacia),Toyopearl ブ チ ル 650（ Toso Haas, Montgomeryville, PA） 、 オ ク チ ル － Sepha
rrose (Pharmacia)及 び 同 様 の も の ； 又 は ポ リ ア ク リ ル 樹 脂 、 例 え ば Amberchrom CG71 (To
so Haas)及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 適 切 な 固 体 支 持 体 は 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 シ リ カ 基 材 の
樹 脂 、 セ ル ロ ー ス 樹 脂 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 架 橋 さ れ た ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ポ リ ス チ レ ン
ビ ー ズ 、 架 橋 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 樹 脂 及 び そ れ ら が 使 用 さ れ る 条 件 下 で 不 溶 性 で あ
る 同 様 の も の を 包 含 す る 。 そ れ ら の 支 持 体 は 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ス ル フ ヒ ド リ
ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 及 び ／ 又 は 炭 水 化 物 成 分 に よ る タ ン パ ク 質 の 結 合 を 可 能 に す る 反 応
性 基 よ り 変 性 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
カ ッ プ リ ン グ 化 学 物 質 の 例 は 、 臭 化 シ ア ン 活 性 化 、 N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 活 性 化
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、 エ ポ キ シ ド 活 性 化 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 活 性 化 、 ヒ ド ラ ジ ド 活 性 化 及 び カ ル ボ ジ イ ミ ド 　 カ
ッ プ リ ン グ 化 学 物 質 の た め の カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 誘 導 体 を 包 含 す る 。 そ れ ら の 及 び 他
の 固 体 媒 体 は 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 広 く 使 用 さ れ て お り 、 そ し て 商 業
的 供 給 者 か ら 入 手 で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 単 離 及 び 精 製 の 特 定 方 法 の 選 択 は 、 通 常 の こ と で
あ り 、 そ し て 選 択 さ れ た 支 持 体 の 性 質 に よ り 一 部 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 Affinity Chromat
ograpy: Principles & Methods, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, 1988
、 及 び Doonan, Protein Purification Protocols (The Humana Press 1996)を 参 照 の こ と
。
【 ０ ２ ５ ９ 】
マ ウ ス Zcytor16単 離 及 び 精 製 に お け る 追 加 の 変 動 は 、 当 業 者 に よ り 調 節 さ れ 得 る 。 例 え ば
、 下 記 の よ う に し て 得 ら れ る 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 は 、 免 疫 親 和 性 精 製 に よ り 多 量 の タ
ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ニ オ ン 及 び カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ 排 除 、
及 び 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 包 含 す る 方 法 の 組 み 合 わ せ よ り 単 離 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
固 定 さ れ た 金 属 イ オ ン 吸 着 （ IMAC） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 、 ヒ ス チ ジ ン に 富 ん で い る タ ン
パ ク 質 、 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を 含 ん で な る そ れ ら の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 ゲ ル が ま ず 、 二 価 金 属 イ オ ン に よ り 荷 電 さ れ 、 キ レ ー ト が
形 成 さ れ る ( Sulkowski, Trends in Biochem. 3: 1－ 7, 1985)。 ヒ ス チ ジ ン に 富 ん で い る
タ ン パ ク 質 が 、 使 用 さ れ る 金 属 イ オ ン に 依 存 し て 、 異 な っ た 親 和 性 を 有 す る こ の マ ト リ ッ
ク ス に 吸 着 さ れ 、 そ し て 競 争 溶 出 、 ｐ Hの 低 下 、 又 は 強 い キ レ ー ト 化 剤 の 使 用 に よ り 溶 出
さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ １ 】
他 の 精 製 方 法 は 、 レ ク チ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ る グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 精 製 を 包 含 す る （ M. Deutscher, (ed.), Methods
 Enzymol. 182, 529(1990)） 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド
、 及 び 親 和 性 標 識 （ 例 え ば マ ル ト ー ス － 結 合 タ ン パ ク 質 、 FLAG標 識 、 Glu-Gku標 識 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン ） の 融 合 体 が 、 精 製 を 促 進 す る た め に 構 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 マ ウ ス
Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン の リ ガ ン ド － 結 合 性 質 が 、 例 え ば LI－ TIFリ ガ ン ド が カ ラ ム に 結
合 さ れ 、 そ し て マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 が 結 合 さ れ 、 そ し て つ づ い て 標 準 の ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 方 法 を 用 い て 溶 離 さ れ る 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と に よ っ て 、 例
え ば マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 可 溶 性 受 容 体 の 精 製 の た め に 開 発 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 下 記 の よ う に し て 、 化 学 合 成
を 通 し て 調 製 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 モ ノ マ ー 又 は マ ル チ マ ー で あ り
得 ； グ リ コ シ ル 化 さ れ て も 、 又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ な く て も 良 く ； PEG化 さ れ て も 、 又 は P
EG化 さ れ な く て も 良 く ； そ し て 初 期 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む こ と が で き る か 、 又 は
含 ま な く て も 良 い 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
9． マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 生 成 ：
マ ウ ス Zcytor16に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 抗 原 と し て 、 マ ウ ス Zcytor16発 現 ベ ク タ ー の 生 成
物 又 は 天 然 源 か ら 単 離 さ れ た マ ウ ス Zcytor16を 用 い て 得 ら れ る 。 特 に 有 用 な 抗 － マ ウ ス Zc
ytor16抗 体 は 、 マ ウ ス Zcytor16を 、 “ 特 異 的 に 結 合 す る ” 。 抗 体 は 、 そ の 抗 体 が 次 の ２ つ
の 性 質 の 少 な く と も １ つ を 示 す 場 合 、 特 異 的 に 結 合 す る と 思 わ れ る ： （ １ ） 抗 体 が 限 界 レ
ベ ル の 結 合 活 性 を 伴 っ て 、 マ ウ ス Zcytor16に 結 合 し 、 そ し て （ ２ ） 抗 体 が マ ウ ス Zcytor16
に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド と 有 意 に 交 差 反 応 し な い 場 合 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
第 １ の 特 徴 に 関 し て は 、 抗 体 は 、 そ れ ら が 、 10 6 M - 1 又 は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 10 7 M - 1 又 は
そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 10 8 M - 1 又 は そ れ 以 上 、 及 び 最 も 好 ま し く は 10 9 M - 1 又 は そ れ 以 上
の 結 合 親 和 性 （ Ka） を 伴 な っ て 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 又 は エ ピ ト ー プ
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に 結 合 す る 場 合 、 特 異 的 に 結 合 す る 。 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 Scatchard 分 析 （ Scatchard,
 Ann. NY Acad. Sci. 51: 660 (1949)） に よ り 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 第 ２
の 特 徴 に 関 し て は 、 抗 体 は 、 そ れ ら が 、 標 準 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 、 マ ウ
ス Zcytor16を 検 出 す る が 、 し か し 現 在 知 ら れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し な い 場 合 、 関 連
す る ポ リ ペ プ チ ド と 有 意 に 交 差 反 応 し な い 。 既 知 の 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 既 知 の
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 は 、 抗 原 性 マ ウ ス Zcytor16エ ピ ト ー プ － 担 持 ペ プ チ ド を 用 い て 生
成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ － 担 持 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 38
又 は 配 列 番 号 48内 に 含 ま れ る 、 少 な く と も ９ 個 、 又 は 15～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 、 又 は
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る も う １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 し か し な が ら 、 30～ 50個 の ア ミ ノ
酸 、 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 ま で の い ず れ か の 長 さ の ア ミ ノ 酸 を 含 む
、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 大 き な 部 分 を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 マ
ウ ス Zcytor16と 結 合 す る 抗 体 を 誘 発 す る た め に も 有 用 で あ る 。 所 望 に は 、 エ ピ ト ー プ 担 持
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 水 性 溶 媒 に お い て 実 質 的 な 溶 解 性 を 提 供 す る よ う 選 択 さ れ る
（ す な わ ち 、 前 記 配 列 は 、 比 較 的 親 水 性 の 残 基 を 包 含 し 、 そ し て 疎 水 性 残 基 は 好 ま し く は
、 回 避 さ れ る ） 。 さ ら に 、 プ ロ リ ン 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が ま た 、 抗 体 生 成 の た め に 所
望 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
例 示 の よ う に 、 マ ウ ス Zcytor16に お け る 可 能 性 あ る 抗 原 性 部 位 が 、 LASERGENE（ DNASTAR；
Madison, WI） の PROTEANプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 3.14） に よ り 実 効 さ れ る よ う に 、 Jameso
n-Wolf method, Jameson and Wolf, CABIOS 4: 181, (1988) を 用 い て 、 同 定 さ れ た 。 デ
フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ ー （ default parameter） が 、 こ の 分 析 に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
Jameson－ Wolf方 法 は 、 タ ン パ ク 質 構 造 予 測 の た め に ６ 種 の 主 要 サ ブ ル ー チ ン を 組 合 す こ
と に よ っ て 、 可 能 性 あ る 抗 原 決 定 基 を 予 測 す る 。 手 短 に は 、 Hopp－ Woods方 法 、 Hoppな ど .
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 3924 (1981) が 最 初 に 、 最 大 の 局 部 親 水 性 の 領 域 を
表 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ た （ パ ラ メ ー タ ー ： 平 均 ７ 個 の 残 基 ） 。 第 ２
段 階 に お い て は 、 Emini方 法 、 Eminな ど ., J. Virolgy 55: 836 (1985) が 、 表 面 確 立 を 計
算 す る た め に 使 用 さ れ た （ パ ラ メ ー タ ー ： 表 面 決 定 限 界 値 （ 0.6） ＝ １ ） 。 第 ３ に 、 Karpl
us－ Schultz方 法 、 Karplus and Schultz, Naturwissenschaften 72: 212 (1985) が 、 主
鎖 柔 軟 性 を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ た （ パ ラ メ ー タ ー ： 柔 軟 性 限 界 値 （ 0.2） ＝ １ ） 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
分 析 の 第 ４ 及 び 第 ５ 段 階 に お い て は 、 二 次 構 造 の 予 測 が 、 Chou-Fasmanの 方 法 、 Chou, “ P
rediction of Protein Structural Classes from Amino Acid Composition” , in Predic
tion of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation, Fasman (ed
.), p.549-586 (1978) を 用 い て 、 デ ー タ に 適 用 さ れ た （ Chou-Fasman パ ラ メ ー タ ー ： コ
ン ホ メ ー シ ョ ン 表 ＝ 64タ ン パ ク 質 ； β 領 域 限 界 値 ＝ 105； Grrnier-Robsonパ ラ メ ー タ ー ：
α 及 び β 決 定 パ ラ メ ー タ ー ＝ ０ ） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
第 ６ の サ ブ ル ー チ ン に お い て は 、 柔 軟 性 パ ラ メ ー タ ー 及 び 水 治 療 /溶 媒 接 近 性 因 子 が 、 “
抗 原 指 数 ” と し て 呼 ば れ る 表 面 輪 郭 値 を 決 定 す る た め に 組 合 さ れ た 。 最 終 的 に 、 ピ ー ク 拡
大 機 能 が 、 抗 原 指 数 に 適 用 さ れ 、 内 部 領 域 に 対 す る 表 面 領 域 の 移 動 度 に 由 来 す る 追 加 の 自
由 エ ネ ル ギ ー を 計 算 す る た め に 、 そ れ ぞ れ の ピ ー ク 値 の 20, 40, 60又 は 80％ を 付 加 す る こ
と に よ っ て 主 用 表 面 ピ ー ク を 拡 大 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 計 算 は 、 ヘ リ カ ル 領 域 が ほ と
ん ど 柔 軟 性 に な る 傾 向 が な い の で 、 ヘ リ カ ル 領 域 に 存 在 す る い ず れ か の 主 用 ピ ー ク に も 適
用 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
こ の 分 析 の 結 果 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 適 切 な 抗 原 性 ペ プ チ
ド を 提 供 す る こ と を 示 し た ： ア ミ ノ 酸 35～ 40（ “ 抗 原 性 ペ プ チ ド １ ” ） 、 ア ミ ノ 酸 67～ 77
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(“ 抗 原 ペ プ チ ド ２ ” )、 ア ミ ノ 酸 88～ 94（ “ 抗 原 性 ペ プ チ ド ３ ” ） 、 ア ミ ノ 酸 108～ 119（
“ 抗 原 性 ペ プ チ ド ４ ” ） 、 ア ミ ノ 酸 108～ 130（ “ 抗 原 ペ プ チ ド ５ ” ） 、 ア ミ ノ 酸 125～ 130
（ “ 抗 原 性 ペ プ チ ド ６ ” ） 、 ア ミ ノ 酸 147～ 162（ “ 抗 原 ペ プ チ ド 7” ） 、 ア ミ ノ 酸 177～ 19
0（ “ 抗 原 ペ プ チ ド ８ ” ） 、 及 び ア ミ ノ 酸 216～ 225（ “ 抗 原 性 ペ プ チ ド ９ ” ） 。 本 発 明 は
、 マ ウ ス Zcytor16に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る た め に 抗 原 性 ペ プ チ ド １ ～ ９ の い ず れ か １ つ の
使 用 を 企 画 す る 。 本 発 明 は ま た 、 抗 原 性 ペ プ チ ド １ ～ ９ の 少 な く と も １ つ を 含 ん で 成 る ポ
リ ペ プ チ ド を 企 画 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な Zcytor16タ ン パ ク 質 配 列 の Hopp/Woods親 水 性
プ ロ フ ィ ー ル が 生 成 さ れ 得 る （ Hoppな ど ． ， Proc Natl. Acad. Sci. 78: 3828, 1981; Ho
pp, J. Immun. Meth. 88: 1-18, 1986及 び Triquierな ど ., Protein Engineering 11: 153
-169, 1998） 。 前 記 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ス ラ イ ド す る ６ － 残 基 窓 （ sliding six-residue wi
ndow） に 基 づ か れ て い る 。 埋 も れ た G, S及 び T残 基 及 び 暴 露 さ れ た H, Y及 び W残 基 は 無 視 さ
れ た 。 例 え ば 、 Zcytor16に お い て は 、 適 切 な 抗 原 と し て 作 用 す る 親 水 性 領 域 は 、 配 列 番 号
38又 は 配 列 番 号 48に 関 し て 、 次 の も の を 包 含 す る ： （ １ ） ア ミ ノ 酸 番 号 220～ 225； （ ２ ア
ミ ノ 酸 番 号 216～ 221； （ ３ ） ア ミ ノ 酸 番 号 180～ 185； （ ４ ） ア ミ ノ 酸 番 号 179～ 184； 及 び
及 び （ ５ ） ア ミ ノ 酸 番 号 71～ 76。 さ ら に 、 他 の 適 切 な 抗 原 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48
の 残 基 24、 27又 は 31～ 122ま た は 126； 131～ 229又 は 230； １ ～ 229ま た は 230； 及 び 24～ 229
又 は 230を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
さ ら に 、 適 切 な 抗 原 は ま た 、 も う １ つ の ク ラ ス I又 は IIサ イ ト カ イ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 、 例
え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 マ
ウ ス Zcytor16/CRF2－ ４ 、 マ ウ ス Zcytor16/ Zcytor11、 マ ウ ス Zcytor16/ Zcytor7、 及 び 同
様 の も の を 形 成 す る そ れ ら の ド メ イ ン と 組 合 し て 、 マ ウ ス Zcytor16サ イ ト カ イ ン 結 合 又 は
上 記 に 開 示 さ れ る 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
組 換 え マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 、 又 は 天 然 源 か ら 単 離 さ れ た マ ウ ス Zcytor16に 対 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Gr
een な ど ., “ Production of polyclonal Antisera,”  in Immunochemical Protecols (M
anson, ed.), pages 1-5 (Humana Press 1992), 及 び Williams な ど ., “ Expression of 
foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification of specific p
olyclonal antibodies,”  in DNA Cloning 2: Expression Systems, 2 n d  Edition, Glove
r な ど ., (eds.), page 15 (Oxford University press 1995を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば み ょ う ば ん （ 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ） 又 は フ ロ イ ン ト 完 全 又 は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 を 通 し て 高 め ら れ 得 る 。
免 疫 化 の た め に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor16又
は そ の 一 部 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 体 を
包 含 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 十 分 な 長 さ の 分 子 又 は そ の 一 部 で あ り 得 る 。 ポ リ ペ プ
チ ド 部 分 が “ ハ プ テ ン － 様 ” で あ る 場 合 、 そ の よ う な 部 分 は 好 都 合 に は 、 免 疫 化 の た め に
高 分 子 キ ャ リ ヤ ー （ 例 え ば 、 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA）
又 は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド ） に 結 合 さ れ る か 又 は 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 典 型 的 に は 、 動 物 、 例 え ば 馬 、 牛 、 犬 、 鶏 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ
ギ 、 テ ン ジ ュ ク ネ ズ ミ 、 ヤ ギ 又 は 羊 に お い て 生 ぜ し め ら れ る が 、 本 発 明 の 抗 － マ ウ ス Zcyt
or16抗 体 は ま た 、 ヒ ト に 近 い 霊 長 類 抗 体 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 ヒ ヒ に お い て 診 断 的 に 及 び 治
療 的 に 有 用 な 抗 体 を 生 ぜ し め る た め の 一 般 的 な 技 法 は 、 例 え ば Goldenbergな ど ., 国 際 特
許 出 願 番 号 WO91/11465号 及 び Losmanな ど ., Int. J. Cancer 46: 310, 1990に 見 出 さ れ 得
る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
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他 方 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 が 生 成 さ れ 得 る 。 特 定 抗 原 に 対 す る 囓
歯 動 物 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 得 ら れ る （ 例 え ば 、 Kohl
er な ど ., Nature 256: 495 (1975), Coliga な ど ., (eds.), Current Protocols in Imm
unology, Vol. 1, page 2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991), Picksley な ど ., “ Pr
oduction of monoclonal antibodies against proteins expressed in E. coli,”  in DN
A Cloning 2: Expression Systems, 2 n d  Edition, Glover な ど . (eds.), page 93 (Oxfo
rd University Press 1995を 参 照 の こ と )。
【 ０ ２ ７ ７ 】
手 短 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 生 成 物 を 含 ん で 成 る 組 成 物 を マ
ウ ス に 注 射 し 、 血 清 サ ン プ ル を 除 去 す る こ と に よ り 抗 体 生 成 の 存 在 を 確 か め 、 B－ リ ン パ
球 を 得 る た め に 脾 臓 を 除 去 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 成 す る た め に 前 記 リ ン パ 球 を 骨 髄 腫 細
胞 に よ り 融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る 陽 性 ク
ロ ー ン を 選 択 し 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る ク ロ ー ン を 培 養 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ド ー マ
培 養 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る こ と に 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 さ れ 得 る
。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 攻 撃 に 応 答 し て 特 定 の ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る よ う 構 築 さ
れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 得 ら れ る 。 こ の 技 法 に お い て は 、 ヒ ト H鎖 及 び L鎖 遺 伝
子 座 の 要 素 が 、 内 因 性 H鎖 及 び L鎖 遺 伝 子 座 の 標 的 化 さ れ た 破 壊 を 含 む 胚 幹 細 胞 系 に 由 来 す
る マ ウ ス 株 中 に 導 入 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 特 定 の 抗 原 、 例 え ば Zcytor16
に 対 し て 特 異 的 な ヒ ト 抗 体 を 合 成 す る こ と が で き 、 そ し て 前 記 マ ウ ス は ヒ ト 抗 体 － 分 泌 性
ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら ヒ ト 抗 体
を 得 る た め の 方 法 は 、 Greenな ど ., Nat. Genet. 7: 13, 1994, Lonberg な ど ., Nature 3
68: 856, 1994, 及 び Taylorな ど ., Inc. Immun. 6: 576, 1994に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 種 々 の 十 分 に 確 立 さ れ た 技 法 に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 か ら
単 離 さ れ 、 そ し て 精 製 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 単 離 技 法 は 、 プ ロ テ イ ン － Aセ フ ァ ロ ー ス に
よ る 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を 包 含 す る （ 例 え ば 、 Coligan, page 2.7.1-2.7.12及 び page 2.9.1^2.9.3; Ba
inesな ど .,”  Purification of Imunoglobulin G (IgG)” , Methods in Molecular Biolo
gy, vol, 10, p. 79-104 (The Humana Press, Inc. 1992) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
特 定 の 用 途 に 関 し て は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 の フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す る こ と が 所 望 さ
れ る 。 そ の よ う な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 抗 体 の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 に よ り 得 ら れ る
。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 従 来 の 方 法 に よ る 完 全 な 抗 体 の ペ プ シ ン 又 は パ パ イ ン 消 化 に よ り
得 ら れ る 。 例 示 の よ う に 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 F(ab’ ) 2 と し て 示 さ れ る ５ Sフ ラ グ メ ン
ト を 供 給 す る た め に ペ プ シ ン に よ る 抗 体 の 酵 素 分 解 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 こ の フ ラ グ メ ン
ト は さ ら に 、 3.5S Fab’  単 価 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め に チ オ ー ル 還 元 剤 を 用 い て 分
解 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
任 意 に は 、 そ の 分 解 反 応 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 分 解 に 起 因 す る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 関 す
る ブ ロ ッ キ ン グ 基 を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 他 の 手 段 と し て は 、 ペ プ シ ン を 用 い て の 酸 素 分 解
が ２ 種 の 単 位 Fabフ ラ グ メ ン ト 及 び Fcフ ラ グ メ ン ト を 直 接 的 に 生 成 す る 。 そ れ ら の 方 法 は
、 例 え ば 、 Goldenberg, ア メ リ カ 特 許 第 4,331,647号 、 Nisonoff な ど ., Arcg Biochem. B
iophys. 89: 230, 1960, Porter, Biochem. J. 73: 119, 1959, Edelman な ど ., in Meth
ods in Enzymology vol. 1, p. 422 (Academic Press 1967), 及 び Coligan, p. 2.8.1-2.
8.10及 び 2.10-2.10.4に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
抗 体 を 分 解 す る 他 の 方 法 、 例 え ば 単 価 L－ H鎖 フ ラ グ メ ン ト を 形 成 す る た め へ の H鎖 の 分 解
、 フ ラ グ メ ン ト の 追 加 の 分 解 、 又 は 他 の 酵 素 的 、 化 学 的 又 は 遺 伝 的 技 法 が ま た 、 そ の フ ラ
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グ メ ン ト が 損 な わ れ て い な い 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 に 結 合 す る 限 り 、 使 用 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 V H 及 び V L 鎖 の 会 合 を 含 ん で 成 る 。 こ の 会 合 は 、 Inbar な ど .,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 2659, 1972に よ り 記 載 の よ う に 、 非 共 有 的 で あ り 得 る
。 他 方 で は 、 可 変 鎖 は 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ 、 又 は 化 学 物 質 、 例 え ば
グ ル テ ル ア ル デ ヒ ド に よ り 交 差 結 合 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Sandhu, Crit. Rew. Biotech. 12
: 437, 1992を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ る V H 及 び V L 鎖 を 含 ん で 成 る 。 そ れ ら
の 一 本 鎖 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 （ scFv） は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 連 結 さ れ る V H 及 び V L
ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 ん で 成 る 構 造 遺 伝 子 を 構 成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ
る 。 構 造 遺 伝 子 が 、 続 い て 、 宿 主 細 胞 、 例 え ば E.コ リ 中 に 導 入 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿
入 さ れ る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 ２ 種 の Vド メ イ ン を 架 橋 す る リ ン カ ー ペ プ チ ド を 有 す る 単
鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る 。 ScFvを 生 成 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば Whitlow な ど ., Metho
ds: A Companion to Metheds in Enzymology 2:97, 1991に よ り 記 載 さ れ る 。 Bird な ど .,
 Science 242:423, 1988, Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,946,778号 、 Packな ど ., Bio/
Technology 11: 1271, 1993及 び Sandhu, 前 記 も 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
例 示 の よ う に 、 scFvは 、 イ ン ビ ト ロ で 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド に リ ン パ 球 を 暴 露 し
、 そ し て フ ァ ー ジ 又 は 類 似 す る ベ ク タ ー に お け る 抗 体 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 選 択 す る こ と （
例 え ば 、 固 定 さ れ た 又 は ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 作 用 を 通
し て ） に よ っ て 得 ら れ る 。 可 能 性 あ る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 結 合 ド メ イ ン を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ 表 示 ） 又 は 細 菌 、 例 え ば Ｅ ． コ
リ 上 に 表 示 さ れ る ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら
れ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 多 く の 手 段 、 例 え ば ラ ン ダ ム
突 然 変 異 誘 発 及 び ラ ン ダ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 を 通 し て 得 ら れ る 。 そ れ ら の ラ ン ダ ム ペ
プ チ ド 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 既 知 の 標 的 物 、 例 え
ば リ ガ ン ド 又 は 受 容 体 、 生 物 学 的 又 は 合 成 高 分 子 、 又 は 有 機 又 は 無 機 物 質 と 相 互 作 用 す る
ペ プ チ ド に つ い て ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
そ の よ う な ラ ン ダ ム 　 ペ プ チ ド 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 創 造 し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め の 技 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り （ Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,223,409 号
; Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,946,778 号 ； Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,403,48
4 号 及 び Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,571,698 号 、 及 び Kayな ど ., Phage Display of
 Peputides and Proteins (Academic Press, Inc. 1996)） 、 そ し て ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 表
示 ラ イ ブ ラ リ ー 及 び そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 、 例 え
ば Clontech (Palo Alto, CA), Invitrogen Inc. (San Diego, CA), New England Biolabs
, Inc. (Beverly, MA) 及 び Pharmacia LKB Biotechnology Inc. (Piccataway, MJ) か ら
市 販 さ れ て い る 。 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 マ ウ ス Zcytor16に 結 合 す る タ ン
パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る マ ウ ス Zcytor16配 列 を 用 い て ス ク リ ー ン
さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
抗 体 フ ラ グ メ ン ト の も う １ つ の 形 は 、 単 一 の 相 補 性 － 決 定 領 域 （ CDR） を コ ー ド す る ペ プ
チ ド で あ る 。 CDRペ プ チ ド （ “ 最 小 認 識 単 位 ” ） は 、 興 味 あ る 抗 体 の DCRを コ ー ド す る 遺 伝
子 を 構 成 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 抗 体 － 生 成 細 胞 の RNA
か ら 可 変 領 域 を 合 成 す る た め に ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る （ 例
え ば 、 Larrick な ど ., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:106, (1991)
, Courtenay-Luck, “ Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies,”  in Monoclon
al Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ritter な ど ., (
eds.), page 166 (Cambridge University Press 1995), 及 び Ward な ど ., “ Genetic Man
ipulation and Expression of Antibodies,”  in Monoclonal Antibodies: Principles a
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nd Applications, Birch な ど ., (eds.), page 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)を 参 照 の こ
と ） 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 は 、 “ ヒ ト 適 合 さ れ た ” モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導
さ れ 得 る 。 ヒ ト 適 合 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン H及 び L可 変 鎖 か
ら の マ ウ ス 相 補 的 決 定 領 域 を 、 ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 中 に 移 行 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 次
に 、 ヒ ト 抗 体 の 典 型 的 な 残 基 が ネ ズ ミ 相 対 物 の 骨 格 領 域 に お い て 置 換 さ れ る 。 ヒ ト 適 合 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 由 来 す る 抗 体 成 分 の 使 用 は 、 ネ ズ ミ 不 変 領 域 の 免 疫 原 性 に 関 連
す る 可 能 性 あ る 問 題 を 回 避 す る 。 ネ ズ ミ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を ク ロ ー ン 化 す る た
め の 一 般 的 な 技 法 は 、 例 え ば 、 Orlandiな ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833, 1
989に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
ヒ ト 適 合 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の 技 法 は 、 例 え ば 、 Jones な ど ., Nat
ure 321:522, 1986, Carter な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285, 1992, Sand
hu, Crit. Rey. Biotech. 12: 437, 1992, Singer な ど ., J. Tmmun. 150: 2844, 1993, 
Sudhir (ed.), Antibody Engineering Protocols (Humana Press, Inc. 1995), Kelley, 
“ Engineering Therapeutic Antibodies,”  in Protein Engineering: Principles and P
ractice, Cleland な ど . (eds.), pages 399-434 (John Wiley & Sons, Inc. 1996), 及
び Queen な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,693,762号 （ 1997） に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 標 準 技 法 を 用 い て 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体
又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Green
な ど ., “ Production of Ployclonal Antisera”  in Methods in Molecular Biology: Im
munochemical Protocols, Manson (ed.), P. 1-2 (Humana Press 1992) を 参 照 の こ と 。
ま た 、 Coligan, 前 記 、 p.2.4.1-2.4.7も 参 照 の こ と 。 他 方 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － イ デ
ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 上 記 の 技 法 に よ り 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を
免 疫 原 と し て 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 も う 1つ の 方 法 と し て 、 ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 － イ デ ィ オ
タ イ プ 抗 体 又 は 人 間 に 近 い 霊 長 類 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 が 、 上 記 技 法 を 用 い て 調 製 さ れ
得 る 。 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば Irie, ア メ リ カ 特 許 第 5,
208,146号 , Greeneな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,637,677号 、 及 び Varthakovi and Minocha, J
. Gen. Virol 77: 1875, 1996に よ り 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
10． 遺 伝 子 発 現 及 び 遺 伝 子 構 造 を 検 出 す る た め へ の マ ウ ス Zcytor16ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使
用 ：
核 酸 分 子 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め に 使
用 さ れ 得 る 。 適 切 な プ ロ ー ブ 分 子 は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又
は そ の 一 部 を 含 ん で 成 る 二 本 鎖 核 酸 分 子 、 及 び 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 補 体 、 又 は そ の 一 部 を 有 す る 1本 鎖 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ
れ る 場 合 、 用 語 “ 一 部 ” と は 、 少 な く と も ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド ～ 少 な く と も 20個 又 は そ れ
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 言 及 す る 。 例 示 的 な プ ロ ー ブ は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 に
お け る 相 当 の 領 域 に 対 し て 低 い 配 列 類 似 性 を 有 す る 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 の 領 域 と 結 合
す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
基 本 的 ア ッ セ イ に お い て は 、 一 本 鎖 プ ロ ー ブ 分 子 が 、 プ ロ ー ブ と 標 的 マ ウ ス Zcytor16 RNA
種 と の 間 の 塩 基 対 合 を 促 進 す る 、 温 度 及 び イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で 、 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら
単 離 さ れ た RNAと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 末 結 合 の プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た
分 子 か ら 分 離 し た 後 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
さ ら に 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス に お け る Zcytor16発 現 は 組 織 － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
、 抗 － マ ウ ス zcytor16抗 体 及 び 検 出 で あ る の で 、 組 織 に お け る Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 存
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在 は 、 例 え ば 、 疾 病 又 は 癌 組 織 の 切 除 を 包 含 す る 手 術 の 後 、 特 定 の 組 織 が 存 在 す る か ど う
か を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 は 、
す べ て の 脾 臓 組 織 が 、 手 術 の 後 、 例 え ば 脾 臓 癌 に つ い て の 手 術 の 後 、 切 除 さ れ た か ど う か
を 決 定 す る た め の 助 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 場 合 、 癌 か ら の 回 復 を 最 大 化 し 、
そ し て 再 発 を 最 少 に す る た め に す べ て の 可 能 性 あ る 疾 病 組 織 を 除 去 す る こ と が 、 特 に 重 要
で あ る 。 好 ま し い 態 様 は 、 現 場 使 用 さ れ 得 る 、 蛍 光 、 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 又 は 熱 量 計 上 的
に ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
さ ら に 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 及 び 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 マ ウ ス Zcytor16を 特 異 的 に 発
現 す る 細 胞 、 例 え ば 、 単 核 細 胞 、 リ ン パ 球 細 胞 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た CD4+ T-細 胞 及 び CD1
9+ B-細 胞 、 及 び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 他 の 細 胞 を 標 的 化 し 、 そ し て 分 類 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 そ の よ う な 細 胞 標 的 化 及 び 分 類 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る （ 例
え ば 、 ” Molecular Biology of the Cell” , 3 r d  Ed., Albert, B. な ど . (Garland Publ
ishing, London & New York, 1994を 参 照 の こ と )。 当 業 者 は 、 細 胞 を 研 究 す る た め の 細 胞
組 織 型 の 分 離 の 重 要 性 及 び 特 定 の 細 胞 組 織 型 の 分 離 の た め へ の 抗 体 の 使 用 を 認 識 す る で あ
ろ う 。 基 本 的 に は 、 細 胞 型 の 表 面 に 結 合 す る 抗 体 は 、 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 細 胞 の み が 付
着 す る で あ ろ う 親 和 性 表 面 を 形 成 す る た め に 、 種 々 の マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 、
多 糖 ビ ー ズ 又 は プ ラ ス チ ッ ク に カ ッ プ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
次 に 、 結 合 さ れ た 細 胞 は 、 従 来 の 技 術 に よ り 回 収 さ れ る 。 他 の 方 法 は 、 蛍 光 活 性 化 さ れ た
細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） に よ る 細 胞 の 分 離 を 包 含 す る 。 こ の 技 法 に お い て は 、 蛍 光 色 素 に 結
合 さ れ る 抗 体 に よ り 細 胞 を ラ ベ リ ン グ す る 。 次 に 、 ラ ベ ル さ れ た 細 胞 は 、 FACS機 械 に よ り
ラ ベ ル さ れ て い な い 細 胞 か ら 分 離 さ れ る 。 FACS分 離 に お い て は 、 単 一 の 列 で 移 動 す る 個 々
の 細 胞 が 、 レ ー ザ ー ビ ー ム を 通 過 し 、 そ し て 個 々 の 細 胞 の 蛍 光 が 測 定 さ れ る 。 わ ず か に さ
ら な る 下 流 の 小 滴 （ ほ と ん ど は 、 １ つ の 細 胞 を 含 む か 又 は ま っ た く 含 ま な い ） が 、 振 動 ノ
ズ ル に よ り 形 成 さ れ る 。 単 一 の 細 胞 を 含 む そ の 小 滴 は 、 そ れ ら が 含 む 細 胞 が 蛍 光 で あ る か
ど う か に 依 存 し て 、 形 成 の 瞬 間 で 、 正 又 は 負 の 電 荷 を 自 動 的 に 付 与 さ れ 、 そ し て 次 に 、 強
い 電 界 に よ り 適 切 な 容 器 中 に 偏 向 さ れ る 。 そ の よ う な 機 械 は 、 1000の 細 胞 の う ち １ つ を 選
択 し 、 そ し て １ 秒 当 た り 約 5000個 の 細 胞 を 分 類 で き る 。 こ れ は 、 細 胞 培 養 物 に つ い て 均 等
な 細 胞 集 団 を 生 成 す る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
当 業 者 は 、 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 必 ず し も す べ て の 組 織
型 が マ ウ ス Zcytor16受 容 体 を 発 現 せ ず 、 そ し て 生 物 学 者 が さ ら な る 研 究 及 び /又 は 身 体 中
へ の 治 療 的 再 移 植 の た め に 特 定 の 細 胞 型 を 分 離 す る こ と が で き る こ と は 重 用 で あ る の で 、
有 用 で あ る 。 こ れ は 、 細 胞 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor16が 発 現 さ れ る 免 疫 細 胞 に お い て 特 に 適
切 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 及 び 検 出 の
使 用 は 、 組 織 に お け る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 、 自 然 流 産 の 診 断 及 び /又 は
予 防 に お い て 、 又 は 胎 盤 の 健 康 及 び 機 能 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcyt
or16は 胎 盤 に お い て 発 現 さ れ る の で 、 そ れ は 胎 盤 の 決 定 的 な 機 能 、 例 え ば ト ロ ホ ブ ラ ス ト
細 胞 の 増 殖 又 は 生 存 、 及 び 同 様 の 機 能 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 マ ウ
ス Zcytor16は 、 胎 盤 の 機 能 、 従 っ て 胚 の 成 熟 の た め に 必 須 で あ る 。 従 っ て 、 マ ウ ス Zcytor
16ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 の 補 充 は 、 一 定 型 の 自 然 流 産 、 又 は 胎 盤 に お
け る Zcytor16の 異 常 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 子 供 の 早 産 の 予 防 及 び 処 理 に お い て 、 又 は
胎 盤 の 機 能 を 評 価 す る た め の 診 断 剤 と し て 有 益 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16は 胎 盤 に お い て 通 常 発 現 さ れ る の で 、 マ ウ ス Zcytor16発 現 の 不 在
は 、 異 常 胎 盤 機 能 の 表 示 で あ り 得 る 。 同 様 に 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
、 す な わ ち 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 の 使 用 は 、 一 定 の タ イ プ の 自 然 流 産 、 又 は 胎 盤 に お け
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る マ ウ ス Zcytor16の 異 常 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 子 供 マ ウ ス の 早 産 の 予 防 及 び 処 理 に お
い て 、 又 は 胎 盤 の 機 能 を 評 価 す る た め の 診 断 剤 と し て 、 動 物 管 理 に お い て 、 例 え ば 市 販 の
マ ウ ス 繁 殖 コ ロ ニ ー 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 胚 受 容 体 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
RNA検 出 の 十 分 に 確 立 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 は 、 ノ ザ ン 分 析 及 び ド ッ ト /ス ロ
ッ ト 　 ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 包 含 す る （ 例 え ば 、 Ausubel 前 記 、 p４ － １ ～
４ － 27、 及 び Wuな ど . (eds.)、 ” Analysis of Gene Expression at the RNA Level” , in
 Methods in Gene Biotechnology, p. 225-39, CRC Press, Inc., 1997を 参 照 の こ と ） 。
核 酸 プ ロ ー ブ は 、 放 射 性 同 位 体 、 例 え ば 3 2 P又 は 3 5 Sに よ り 検 出 で き る よ う ラ ベ ル さ れ 得 る
。 他 方 で は 、 マ ウ ス Zcytor16　 RNAは 、 非 放 射 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 に よ り 検 出
さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Isaac (ed.), Protocols for Nucleic Acid Analysis by Nonradioac
tive Probes, Humana Press, Inc., 1993を 参 照 の こ と ） 。 典 型 的 に は 、 非 放 射 能 性 検 出
は 、 ク ロ モ ゲ ン 又 は 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 基 質 の 酵 素 転 換 に よ り 達 成 さ れ る 。 例 示 的 な 非 放 射
性 成 分 は 、 ビ オ チ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 及 び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
マ ウ ス Zcytor16オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は ま た 、 イ ン ビ ボ 診 断 の た め に も 有 用 で あ る
。 例 示 と し て 、 1 6 F－ ラ ベ ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 対 象 に 投 与 さ れ 、 そ し て 陽 電 子
射 出 断 層 撮 影 法 に よ り 可 視 可 さ れ 得 る （ Tavitian な ど ., Nat. Med. 4: 467, 1998） 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
多 く の 診 断 方 法 は 、 検 出 方 法 の 感 度 を 高 め る た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） を 利 用
す る 。 PCRを 実 施 す る た め の 標 準 技 法 は 良 く 知 ら れ て い る （ 一 般 的 に は 、 Mathew (ed.), P
rotocols in Human Molecular Genetics, Humana Press, Inc., 1991; White (ed.), PCR
 Protocols: Current Methods and Applications, Humana Press, Inc., 1993; Cotter (
ed.), Molecular Diagnosis of Cancer, Humana Press, Inc., 1996; Hanausek and Wala
szed (eds.), Tumor Marker Protocols, Humana Press, Inc., 1998; Lo (ed.), Clinica
l Applications of PCR, Humana Press, Inc., 1998及 び Meltzer (ed.), PCR in Bioanal
ysis, Humana Press, Inc., 1998を 参 照 の こ と ） 。
PCRプ ラ イ マ ー は 、 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 他 の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 に お け
る 相 当 の 領 域 に 対 し て 低 い 配 列 類 似 性 を 有 す る マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 の 一 部 を 増 幅 す る よ
う 企 画 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
診 断 ア ッ セ イ に つ い て の PCRの １ つ の 変 法 は 、 逆 転 写 酵 素 － PCR（ RT－ PCR） で あ る 。 RT－ P
CR技 法 に お い て は 、 RNAが 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ 、 cDNAに 逆 転 写 さ れ 、 そ し て そ
の cDNAが マ ウ ス Zcytor16プ ラ イ マ ー と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る （ 例 え ば 、 Wuな ど . (eds
.), “ Rapid Isolation of Specific cDNA or Genes by PCR” , in Methods in Gene Bio
technology, P. 15-28, CRC Press, Inc. 1997を 参 照 の こ と ） 。 次 に 、 PCRが 行 わ れ 、 そ
し て 生 成 物 が 標 準 技 法 を 用 い て 分 析 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
例 示 の よ う に 、 RNAは 、 例 え ば 上 記 グ ア ニ ジ ニ ウ ム － チ オ シ ア ネ ー ト 細 胞 溶 解 を 用 い て 、
生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ る 。 他 方 で は 、 固 相 技 法 が 、 細 胞 溶 解 物 か ら mRNAを 単 離 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 逆 転 写 反 応 は 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 dTの 短 い ホ モ ポ リ
マ ー 、 又 は マ ウ ス Zcytor16ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー を 用 い て 、 単 離 さ れ た RNAに よ り 感 作
さ れ 得 る 。 オ リ ゴ － dTプ ラ イ マ ー は 、 対 照 の 標 的 配 列 を 提 供 す る こ と が で き る 種 々 の mRNA
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 増 幅 さ れ る 利 点 を 提 供 す る 。 マ ウ ス Zcytor16配 列 は 、 典 型 的 に は 20個
の 長 さ の 塩 基 で あ る ２ 種 の フ ラ ン キ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ リ メ ラ
ー ゼ 鎖 反 応 に よ り 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
PCR増 幅 方 法 は 、 種 々 の ア プ ロ ー チ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 PCR生 成 物 は 、 ゲ ル 電
気 泳 動 に よ り 分 別 さ れ 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 可 視 化 さ れ る 。 他 方 で は 、 分 別
さ れ た PCR生 成 物 は 、 膜 に 移 行 さ れ 、 検 出 で き る よ う に ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcytor16プ ロ
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ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 そ し て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 試 験 さ れ 得 る 。 追
加 の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 検 出 及 び C－ TRAK比 色 ア ッ セ イ を 提 供 す る た め
に 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン に よ り ラ ベ ル さ れ た デ オ キ シ リ ボ 核 酸 三 ミ リ 酸 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16発 現 の 検 出 の た め の も う 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 サ イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ 技 法
（ CDT） で あ り 、 こ こ で 一 本 鎖 DNA標 的 物 が 過 剰 の DNA－ RNA－ DNAキ メ ラ プ ロ ー ブ と 結 合 し
、 複 合 体 を 形 成 し 、 RNA部 分 が RNア ー ゼ Hに よ り 分 化 さ れ 、 そ し て 分 解 さ れ た プ ロ ー ブ の 存
在 が 検 出 さ れ る （ 例 え ば 、 Beggsな ど ., J. Clin. Microbiol. 34: 2985, 1996, 及 び 　 Be
kkuouiな ど ., Biotechniques 20: 240, 1996を 参 照 の こ と ） 。 マ ウ ス Zcytor16配 列 の 検 出
の た め の 他 の 方 法 は 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ NASBA） 、 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ る 鋳 型 の 協 同 増 幅 （ CATCH） 及 び リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 （ LCR） の よ う な ア プ ロ ー チ を 利 用 す る
こ と が で き る （ 例 え ば 、 Marshallな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,686,272号 （ 1997） 、 Dyerな ど
., J. Virol. Methods 60: 161, 1996; Ehrichtな ど ., Eur. J. Biochem. 243: 358, 199
7; 及 び Chadwickな ど ., J. Viro. Methods 70:59, 1998を 参 照 の こ と ） 。 他 の 標 準 方 法 も
当 業 者 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
マ ウ ス Zcytor16プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は ま た 、 組 織 サ ン プ ル に お け る 局 在 化 さ れ た Zcyt
or16遺 伝 子 発 現 を 検 出 し 、 そ し て 位 置 決 定 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 現 場 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Choo (ed.)
, In situ Hybridization Protocols, Humana Press, Inc., 1994; We な ど . (eds.), “
Analysis of Cellular DNA or Abundance of mRNA by Radioactive In Situ Hybridizati
on (RISH), “  in Methods in Gene Biotechnology, pages 259-278, CRC Press, Inc., 
1997; 及 び Wuな ど . (eds.), “ Localizaion of DNA or Abundance of mRNA by Fluoresce
nce In Situ Hybridization (RISH),”  in Methods in Gene Biotechnology, pages 279-
289, CRC Press, Inc., 1997を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
種 々 の 追 加 の 診 断 ア プ ロ ー チ も 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Mathew (ed.), Prot
ocols in Human Molecular Genetics, Humana Press, Inc., 1991; Coleman and Tsongal
is, Molecular Diagnostics, Humana Press, Inc., 1996; 及 び Elles, molecular Diagno
sis of Genetics Diseases, Humana Press Inc., 1996を 参 照 の こ と ） 。 適 切 な 試 験 サ ン
プ ル は 、 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 及 び 検 死 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
11．  Zcytor16を 検 出 す る か 又 は IL－ TIFに 対 す る Zcytor16の 結 合 を 拮 抗 す る た め へ の 抗 －
マ ウ ス Zcytor16抗 体 の 使 用 ：
本 発 明 は 、 Zcytor16の 存 在 に つ い て イ ン ビ ト ロ で 生 物 学 的 サ ン プ ル を ス ク リ ー ン す る た め
へ の 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 の 使 用 を 企 画 す る 。 1つ の タ イ プ の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に お
い て は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 が 液 相 に お い て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 サ ン プ ル
に お け る マ ウ ス Zcytor16の 存 在 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 微 量 の ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcyt
or16及 び 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 と を 、 マ ウ ス Zcytor16と そ の 抗 体 と の 間 の 結 合 を 促 進 す
る 条 件 下 で 混 合 す る こ と に よ っ て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
サ ン プ ル に お け る マ ウ ス Zcytor16及 び 抗 － マ ウ ス Zcytor16の 複 合 体 が 、 前 記 複 合 体 を 、 抗
体 、 例 え ば Fc抗 体 又 は ス タ フ ィ ロ コ ー カ ス タ ン パ ク 質 Aと 結 合 す る 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質
と を 接 触 す る こ と に よ っ て 、 反 応 混 合 物 か ら 分 離 さ れ 得 る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ
ウ ス Zcytor16の 濃 度 は 、 抗 体 に 結 合 さ れ る ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcytor16の 量 に 反 比 例 し 、
そ し て 遊 離 ラ ベ ル に さ れ た マ ウ ス Zcytor16の 量 に 直 接 的 に 関 連 す る 。 例 示 的 な 試 験 サ ン プ
ル は 、 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 及 び 検 死 材 料 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 が 固 相 キ ャ リ ヤ ー に 結 合 さ れ る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ が
行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗 体 が 、 不 溶 性 支 持 体 、 例 え ば ポ リ マ ー － 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 プ レ
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ー ト 又 は 管 に 抗 体 を 結 合 す る た め に 、 ポ リ マ ー 、 例 え ば ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン に 結 合 さ れ 得
る 。 他 の 適 切 な イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ０ 】
も う １ つ の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 が 、 生 検 検 体 か ら 調 製 さ れ た
組 織 切 片 に お い て Zcytor16を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 免 疫 化 学 的 検 出 が
、 比 較 的 多 く の マ ウ ス Zcytor16を 決 定 す る た め に 、 及 び 試 験 さ れ る 組 織 に お け る Zcytor16
の 分 布 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 一 般 的 な 免 疫 化 学 的 技 法 は 、 十 分 に 確 立 さ れ て い
る （ 例 え ば 、 Ponder, “ Cell Marking Techniques and Their Application.” in Mammali
an Development: A Practical Approach, Monk (ed.), pages 115-38 (IRL Press 1987),
 Coligan at pages 5.8.1-5.8.8, Ausubel (1995) at pages 14.6.1 to 14.6.13 (Wiley 
interscience 1990), and Manson (ed.), Methods In Molecular Biology. Vol. 10: Imm
unochemical Proteocols (The Humana Press. Inc. 1992) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ １ １ 】
免 疫 化 学 的 検 出 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 と を 接 触 し 、 そ し て 次 に
、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 抗 体 に 結 合 す る 検 出 で き る ラ ベ ル さ れ た 分 子 と を 接 触 せ し め
る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 前 記 検 出 で き る ラ ベ ル さ れ た 分 子 は 、 抗 － マ ウ ス Zc
ytor16抗 体 に 結 合 す る 抗 体 成 分 を 含 ん で 成 る 。 他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 は 、 ア
ビ ジ ン /ス ト レ プ タ ビ ジ ン （ 又 は ビ オ チ ン ） に よ り 接 合 さ れ 、 そ し て 検 出 で き る ラ ベ ル さ
れ た 分 子 は ビ オ チ ン （ 又 は ア ビ ジ ン /ス ト レ プ タ ビ ジ ン ） を 含 む こ と が で き る 。 こ の 基 本
的 技 法 の 多 く の 変 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 が 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16免 疫 接 合 体 を 形 成 す る た め に
、 検 出 で き る ラ ベ ル に よ り 接 合 さ れ 得 る 。 適 切 な 検 出 で き る ラ ベ ル は 、 例 え ば 放 射 生 同 位
体 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス ラ ベ ル 、 酵 素 ラ ベ ル 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ス ラ ベ ル 又 は コ
ロ イ ド 状 金 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 検 出 で き る ラ ベ ル さ れ た 免 疫 接 合 体 の 製 造 及 び 検 出 方
法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 下 記 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
検 出 で き る ラ ベ ル は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 さ れ る 放 射 性 同 位 体 で あ り 得 る
。 本 発 明 の た め に 特 に 有 用 で あ る 同 位 体 は 、 3 H, 1 2 5 I, 1 3 1 I, 3 5 S及 び 1 4 Cで あ る 。
抗 － マ ウ ス Zcytor16免 疫 接 合 体 は ま た 、 蛍 光 化 合 物 に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。 蛍 光 ラ ブ ル さ
れ た 抗 体 の 存 在 は 、 適 切 な 波 長 の 光 に 免 疫 接 合 体 を 暴 露 し 、 そ し て 得 ら れ る 蛍 光 を 検 出 す
る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 蛍 光 ラ ベ ル 化 合 物 は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o－ フ タ ル ア ル
デ ヒ ド 及 び フ ル オ レ サ ミ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16免 疫 接 合 体 は 、 化 合 物 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 に 抗 体 化 合 物 を
接 合 す る こ と に よ っ て 、 検 出 的 に ラ ベ ル さ れ 得 る 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ス － 標 識 さ れ た 免 疫 接
合 体 の 存 在 は 、 化 学 反 応 の 間 に 生 じ る ル ミ ネ セ ン ス の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ
れ る 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ス ラ ベ リ ン グ 化 合 物 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 芳 香 族
ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 及 び オ キ サ レ ー ト エ ス テ ル を
包 含 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
同 様 に 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 は 、 本 発 明 の 抗 － マ ウ ス Zcytor16免 疫 接 合 体 を ラ ベ ル す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 生 物 発 光 は 、 触 媒 タ ン パ ク 質 が 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 反 応 の 効 率 を 高
め る 生 物 学 的 シ ス テ ム に 見 出 さ れ る タ イ プ の 化 学 ル ミ ネ セ ン ス で あ る 。 生 物 ル ミ ネ セ ン ス
タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 ル ミ ネ セ ン ス の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ラ ベ リ ン
グ の た め に 有 用 で あ る 生 物 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び エ
ク オ リ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
他 方 で は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16免 疫 接 合 体 は 、 酵 素 に 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 化 合 物 を 接
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合 す る こ と に よ っ て 検 出 で き る よ う ラ ベ ル さ れ 得 る 。 抗 － マ ウ ス Zcytor16－ 酵 素 接 合 体 が
適 切 な 基 質 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 場 合 、 酵 素 成 分 は 、 分 光 光 度 、 蛍 光 又 は 可 視
手 段 に よ り 検 出 さ れ 得 る 化 学 成 分 を 生 成 す る た め に 基 質 と 反 応 す る 。 多 く の 特 異 的 免 疫 接
合 体 を 検 出 で き る よ う に ラ ベ ル す る た め に 使 用 さ れ 得 る 酵 素 の 例 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 、 グ ル コ オ キ シ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 包 含 す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
当 業 者 は 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ 得 る 他 の 適 切 な ラ ベ ル を 知 っ て い る で あ ろ う 。 抗 － マ
ウ ス Zcytor16抗 体 へ の マ ー カ ー 成 分 の 結 合 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 技 法 を 用
い て 達 成 さ れ 得 る 。 こ れ に 関 し て の 典 型 的 な 方 法 論 は 、 Kennedyな ど ., Clin. Chim. Acta
 70:1 (1976), Schursな ど ., Clim. Acta 81:1 (1977), Shihな ど ., Int’ l. J. Cancer 
46:1101 (1990), steinな ど ., Cancer　 Res. 50:1330 (1990), 及 び Coligan、 前 期 に よ り
記 載 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
さ ら に 、 免 疫 化 学 的 検 出 の 便 利 さ 及 び 多 様 性 は 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ タ ビ ジ ン 及 び ビ オ チ
ン に よ り 接 合 さ れ た 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る （ 例 え ば
、 Wilchek. な ど ., (eds.), “ Avidin-Biotin Technology,”  Methods In Enzymology, V
ol. 184 (Academic Press 1990), and Bayerな ど ., “ Immunochemical Applications of 
Avidin-Biotin Technology,”  in Methods In Molecular Biology, Vol. 10, Manson (ed
.) pages 149-162 (The Humana Press. Inc. 1992) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ １ ９ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 う た め の 方 法 は 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Cook and Self, “ M
onoclonal Antibodies in Diagonostic Immunoassays,”  in Monoclonal Antibodies: Pr
oduction, Engineering, and Clinical Application, Ritter and Ladyman (eds.), Page
s 180-208. (Cambridg University Press, 1995), Perry, “ The Role of Monoclonal an
tibodies in the Advancement of Immunoassay Technoogy” , in Monoclonal Antibodies
; Principles and applications, Birch and Lennox (eds.), pages 107-120 (Wiley-Lis
s, Inc. 1995), and Diamandis, Immunoassay (Academic Press, Inc. 1996 を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 Zcytor16遺 伝 子 発 現 に つ い て の 免 疫 学 的 診 断 ア ッ セ イ を 行 う た め の キ ッ ト
も 企 画 す る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん
で 成 る 少 な く と も １ つ の 容 器 を 含 ん で 成 る 。 キ ッ ト は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16抗 体 又 は 抗 体
フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 示 す こ と が で き る １ 又 は 複 数 の 試 薬 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 む こ
と が で き る 。 そ の よ う な イ ン ジ ケ ー タ ー 試 薬 の 例 は 、 検 出 で き る ラ ベ ル 、 例 え ば 放 射 性 ラ
ベ ル 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス ラ ベ ル 、 酵 素 ラ ベ ル 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ス ラ ベ ル 、 コ
ロ イ ド 状 金 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 キ ッ ト は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16抗 体 又 は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト が 、 Zcytor16タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 、 使 用 者 に 伝 達 す る た め の
手 段 を 含 ん で 成 る 。 例 え ば 、 文 書 の 説 明 書 は 、 封 入 さ れ る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、
マ ウ ス Zcytor16を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と を 言 及 す る 。 文 書 の 材 料 は 容 器 に 直 接
的 に 適 用 さ れ 、 又 は 文 書 の 材 料 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 挿 入 体 の 形 で 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
本 明 細 書 に お い て 有 用 な 抗 体 を 生 成 す る か 又 は 選 択 す る た め の 他 の 技 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で
、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ
ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド に リ ン パ 球 を 暴 露 し 、 そ し て フ ァ ー ジ 又 は 類 似 す る
ベ ク タ ー に お け る 抗 体 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 選 択 す る こ と （ 例 え ば 、 固 定 さ れ た 又 は ラ ベ ル
さ れ た 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 通 し て ） を 包 含 す る 。 可 能 性 あ る 結 合
ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 受 容 体 又 は 可 溶 性
マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
遺 伝 子 は 、 フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ 表 示 ） 又 は 細 菌 、 例 え ば Ｅ ． コ リ 上 に 表 示 さ れ る ラ ン ダ ム

10

20

30

40

50

(68) JP 2004-532624 A 2004.10.28



ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 多 く の 手 段 、 例 え ば ラ ン ダ ム 突 然 変
異 誘 発 及 び ラ ン ダ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 を 通 し て 得 ら れ る 。 そ れ ら の ラ ン ダ ム ペ プ チ ド
表 示 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 既 知 の 標 的 物 、 例 え ば リ ガ
ン ド 又 は 受 容 体 、 生 物 学 的 又 は 合 成 高 分 子 、 又 は 有 機 又 は 無 機 物 質 と 相 互 作 用 す る ペ プ チ
ド に つ い て ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
そ の よ う な ラ ン ダ ム 　 ペ プ チ ド 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 創 造 し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め の 技 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り （ Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,223,409 号
; Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 4,946,778 号 ；  Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,403,4
84 号 及 び Ladner な ど ., ア メ リ カ 特 許 第 5,571,698 号 、 及 び Kayな ど ., Phage Display o
f Peputides and Proteins (Academic Press, Inc. 1996)） 、 そ し て ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 表
示 ラ イ ブ ラ リ ー 及 び そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 、 例 え
ば Clontech (Palo Alto, CA), Invitrogen Inc. (San Diego, CA), New England Biolabs
, Inc. (Beverly, MA) 及 び Pharmacia LKB Biotechnology Inc. (Piccataway, MJ) か ら
市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー
受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 用 い て ス ク リ ー ン さ れ 得 る 。 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
と 相 互 作 用 す る そ れ ら の “ 結 合 ペ プ チ ド ” は 、 細 胞 、 例 え ば Zcytor16を 発 現 す る 細 胞 を 標
識 す る た め に ； 親 和 性 精 製 に よ り 相 同 体 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 得 ； そ れ
ら は 薬 物 、 ト キ シ ン 、 放 射 性 核 種 及 び 同 様 の も の に 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 接 合 さ れ 得 る
。
【 ０ ３ ２ ５ 】
そ れ ら の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 分 析 方 法 に 、 例 え ば 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 そ し て 活 性 を 中 和 す る た め に 、 例 え ば IL-TIFリ ガ ン ド と 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 、
又 は 受 容 体 に 対 す る ウ ィ ル ス 結 合 を 阻 止 す れ た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は
ま た 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 循 環 レ ベ ル を 決 定 す る た め に ；
根 本 的 な 病 理 学 又 は 疾 病 の マ ー カ ー と し て 可 溶 性 又 は 非 － 可 溶 性 Zcytor16－ 含 有 受 容 体 を
検 出 し 又 は 定 量 化 す る た め に 、 診 断 ア ッ セ イ に も 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド は ま た 、 可 溶 性 又 は 膜 － 結 合 さ れ た マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 受 容 体 又 は マ ウ ス Zcytor16
ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド に 対 し て
結 合 す る ） 及 び シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で 阻 止 す る た め に
、 “ ア ン タ ゴ ニ ス ” と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
再 び 、 そ れ ら の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 受 容 体 又 は 抗 － マ ウ ス
Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド と し て 作 用 し 、 そ し
て IL－ TIF活 性 、 及 び 受 容 体 活 性 又 は タ ン パ ク 質 － 結 合 の 阻 害 の た め に 有 用 で あ る 。 本 発
明 の 天 然 の 受 容 体 複 合 体 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 は 、 そ れ ら が IL－ TIFに 対 し て よ り
特 異 的 に 、 又 は わ ず か １ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て 生 じ せ し め ら れ た 抗 体 よ り も 有 力 に 作
用 す る こ と が で き る の で 、 好 ま し い 態 様 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 抗 体 の 拮 抗 性 及 び
結 合 活 性 は 、 IL－ TIF及 び Zcytor16－ 含 有 可 溶 性 受 容 体 の 存 在 下 で の IL－ TIF増 殖 、 シ グ ナ
ル ト ラ ッ プ 、 ル シ フ ァ ラ ー ゼ 又 は 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 及 び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 他 の
生 物 学 的 又 は 生 化 学 的 ア ッ セ イ に よ り ア ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
モ ノ マ ー 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は
マ ル チ マ ー マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 に 対 す る 抗 体 は 、 Zcytor16受 容 体 を 発 現 す る 細 胞
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を 標 識 す る た め に ； ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ り 可 溶 性 Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
を 単 離 す る た め に ；  可 溶 性 Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 循 環 レ ベ ル を 決 定 す る
た め の 診 断 ア ッ セ イ の た め に ； 根 本 的 な 病 理 学 又 は 疾 病 の マ ー カ ー と し て 可 溶 性 Zcytor16
－ 含 有 受 容 体 を 検 出 し 又 は 定 量 化 す る た め に ；  FACS を 使 用 す る 分 析 方 法 に お い て ； 発 現
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に ； IL-TIFア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き
る 抗 -イ ン デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 生 成 す る た め に ； 及 び イ ン ビ ト ロ で Zcytor16受 容 体 機 能 を
阻 止 す る か 又 は IL-TIF活 性 を 阻 止 す る た め の 中 和 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス と し て 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
適 切 な 直 接 的 標 識 又 は ラ ベ ル は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 ビ オ チ ン 、 イ ン ヒ ビ
タ ー 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 発 光 マ ー カ ー 、 磁 気 粒 子 及 び 同 様 の も の を 包 含 し ； 間 接 的 な 標
識 又 は ラ ベ ル は 、 中 間 体 と し て の ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 又 は 他 の 補 体 ／ 抗 － 補 体 対 の 使 用 を
特 徴 と す る 。 本 発 明 書 に お け る 抗 体 及 び 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 薬 物 、 ト キ シ ン 、 放 射 性
核 種 、 及 び 同 様 の も の に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 接 合 さ れ 得 、 そ し て そ れ ら の 接 合 体 は イ ン
ビ ボ 診 断 又 は 治 療 用 途 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 は 、 ア ッ セ イ 、 例 え ば 当 業 界 に お い て
知 ら れ て い る ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 又 は 他 の ア ッ セ イ に お い て 、 変 性 さ れ た 又 は 変 性 さ れ
て い な い マ ウ ス 又 は オ ル ト 体 性 Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
を 検 出 す る た め に イ ン ビ ト ロ で 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又
は マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 そ の 対 応 す る 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を
標 識 し 、 そ し て そ れ ら の 発 現 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め に 、 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 循 環 レ
ベ ル を 決 定 す る た め に 診 断 ア ッ セ イ 内 で の 親 和 性 精 製 の た め に 、 蛍 光 － 活 性 化 さ れ た 細 胞
分 類 を 用 い る 分 析 方 法 の た め に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 ニ 価 の 抗 体 、 及 び 抗 -イ ン デ ィ オ タ
イ プ 抗 体 が 、 Zcytor16リ ガ ン ド 、 す な わ ち IL-TIFの 効 果 を 最 少 に す る た め に ア ゴ ニ ス ト と
し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
本 明 細 書 に お け る 抗 体 は ま た 、 薬 剤 、 ト キ シ ン 、 放 射 性 核 種 及 び 同 様 の も の に 直 接 的 に 又
は 間 接 的 に 接 合 さ れ 得 、 そ し て そ れ ら の 接 合 体 は 、 治 療 用 途 を 研 究 す る た め の ネ ズ ミ モ デ
ル に お い て 、 又 は 治 療 の 用 途 に お い て 、 イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発
明 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ
ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 又 は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 応 す る
抗 － 相 補 的 分 子 （ す な わ ち 、 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 可 溶 性 ま た は 膜 － 結 合 さ れ た 受 容 体 ）
を 発 現 す る 組 織 又 は 器 官 を 同 定 し 、 又 は 処 理 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 よ り 特 定 に は 、 可
溶 性 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 生 物 活 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は 一 部 に
対 す る 抗 体 が 、 検 出 可 能 な 又 は 細 胞 毒 性 の 分 子 に 連 結 さ れ 、 そ し て Zcytor16－ 含 有 受 容 体
、 例 え ば Zcytor16－ 発 現 性 癌 又 は 一 定 の 疾 病 状 態 を 発 現 す る 細 胞 、 組 織 又 は 器 官 を 有 す る
哺 乳 類 に 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
適 切 な 検 出 可 能 分 子 は 、 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば “ 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド ” （ 上 記 に 開 示 さ れ る 結 合 ペ プ チ ド を 包 含 す る ） 、 抗 体 、 又 は そ の 生 物 活 性 フ ラ グ
メ ン ト 又 は 一 部 に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 適 切 な 検 出 可 能 分 子 は 、 放 射 性 核
種 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 化 学 発 光 マ ー カ ー 、 磁 気 粒 子 、
及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
適 切 な 細 胞 毒 性 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 、 そ し
て 細 菌 又 は 植 物 毒 性 （ 例 え ば 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 プ ソ イ ド モ ナ シ ス 内 毒 素 、 リ シ ン 、 ア ブ
リ ン 及 び 同 様 の も の ） 、 及 び 治 療 用 放 射 性 核 種 、 例 え ば I－ 131、 レ ニ ウ ム － 188又 は イ ッ
ト ニ ウ ム － 90（ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 直 接 的 に 結 合 さ れ る か 、 又 は キ レ － ト 成 分 に よ り
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間 接 的 に 結 合 さ れ る ） を 包 含 す る 。 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は ま た 、 細 胞 毒 性 薬 物 、 例
え ば ア ド リ ア マ イ シ ン に 結 合 さ れ 得 る 。 検 出 可 能 又 は 細 胞 毒 性 分 子 の 間 接 的 な 結 合 に 関 し
て は 、 検 出 可 能 又 は 細 胞 毒 性 分 子 は 相 補 的 /抗 相 補 的 対 の メ ン バ ー に よ り 結 合 さ れ 得 、 こ
こ で 他 の メ ン バ ー は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 部 分 に 結 合 さ れ る 。 そ れ ら の 目 的 の た め に
は 、 ビ オ チ ン /ス ト レ プ タ ビ ジ ン が 典 型 的 な 相 補 的 /抗 相 補 的 対 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド － 毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 抗 体 － 毒 素 融 合
タ ン パ ク 質 は 、 標 的 化 さ れ た 細 胞 又 は 組 織 阻 害 又 は 除 去 （ 例 え ば 、 癌 細 胞 又 は 組 織 を 処 理
す る た め に ） の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 複 数 の 機 能 ド メ イ ン
（ す な わ ち 、 活 性 化 ド メ イ ン 又 は リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 及 び 標 的 化 ド メ イ ン ） を 有 す る
場 合 、 標 的 化 ド メ イ ン の み を 包 含 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 可 能 分 子 、 細 胞 毒 性 分 子 又
は 相 補 的 分 子 を 、 興 味 あ る 細 胞 又 は 組 織 型 に 向 け る た め に 適 切 で あ る 。 例 え ば 、 単 一 の ド
メ イ ン の み の を 包 含 す る 融 合 タ ン パ ク 質 が 相 補 的 分 子 を 含 む 場 合 、 抗 － 相 補 的 分 子 は 検 出
可 能 又 は 細 胞 毒 性 分 子 に 接 合 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 そ の よ う な ド メ イ ン － 相 補 的 分 子 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 一 般 的 抗 － 相 補 的 － 検 出 可 能 /細 胞 毒 性 分 子 接 合 体 の た め の 一 般 的 標 的 化 ビ
ー ク ル を 表 す 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 マ ウ ス Zcytor16結 合 ポ リ ペ プ チ ド － サ イ ト カ イ ン 又 は 抗 体 －
サ イ ト カ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド サ イ ト カ イ ン 又 は 抗 － マ ウ ス Zcytor16
受 容 体 抗 体 が 過 剰 増 殖 性 細 胞 を 標 的 化 す る 場 合 、 標 的 組 織 （ 例 え ば 、 脾 臓 、 膵 臓 、 血 液 、
リ ン パ 球 、 結 腸 及 び 骨 髄 癌 ） の イ ン ビ ボ 殺 害 を 増 強 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ 一 般 的 に は
、 Hornickな ど ., Blood 89: 4437-4447, 1997を 参 照 の こ と ） 。 記 載 さ れ る 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 作 用 の 所 望 す る 部 位 へ の サ イ ト カ イ ン の 標 的 化 を 可 能 に し 、 そ れ に よ り 、 サ イ ト カ
イ ン の 高 め ら れ た 局 部 濃 度 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
適 切 な 抗 － マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 抗 体
は 、 所 望 し な い 細 胞 又 は 組 織 （ 例 え ば 、 腫 瘍 又 は 白 血 病 ） を 標 的 化 し 、 そ し て 融 合 さ れ た
サ イ ト カ イ ン は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 改 良 さ れ た 標 的 細 胞 溶 解 を 仲 介 す る 。 例 え ば 、 こ
の 目 的 の た め の 適 切 な サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 及 び 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー
ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM－ CSM） を 包 含 す る 。
他 方 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る マ ウ ス Zcytor16受 容 体 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 Zcytor16受 容 体 － 調 節 さ れ た ア ポ プ ト シ ス 経 路 を 直 接 的 に 刺 激 す る こ と に よ
り 、 標 的 組 織 の イ ン ビ ボ 殺 害 の 増 強 の た め に 使 用 さ れ 、 Zcytor16－ 含 有 受 容 体 を 発 現 す る
高 増 殖 性 細 胞 の 細 胞 死 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
12． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 生 成 ：
“ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ” と し て 言 及 さ れ る 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る
よ う に 構 築 さ れ た マ ウ ス 、 及 び “ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ” と し て 言 及 さ れ る 、 マ ウ ス Zcytor
16遺 伝 子 機 能 の 完 全 な 不 在 を 示 す マ ウ ス が ま た 、 生 成 さ れ 得 る （ Snouwaertな ど ., Scienc
e 257: 1083, 1992; Lowellな ど ., Nature 366: 740-742, 1993; Capecchi, Science 244
: 1288-1292, 1989; Palmiterな ど ., Annu. Rev. Genet. 20: 465-499, 1986） 。 例 え ば
、 偏 在 的 に 、 又 は 組 織 － 特 異 的 又 は 組 織 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 下 で マ ウ ス Zcytor16を
過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 過 剰 発 現 が 表 現 型 を 引 き 起 こ す か ど う か を 決
定 す る た め に 使 用 さ え 得 る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
例 え ば 、 野 生 型 Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 の 過 剰
発 現 は 、 正 常 な 細 胞 工 程 を 変 更 す る こ と が で き 、 又 は Zcytor16リ ガ ン ド IL-TIFの 機 能 を 抑
制 し 、 Zcytor16発 現 が 機 能 的 に 適 切 で あ り 、 そ し て Zcytor16、 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ
ゴ ニ ス ト の た め の 治 療 標 的 物 を 示 す こ と が で き る 組 織 を 同 定 す る 表 現 型 を も た ら す 。 例 え
ば 、 構 築 す る 好 ま し い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 十 分 な 長 さ の ヒ ト Zcytor16ポ リ ペ プ
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チ ド （ 配 列 バ mm号 ２ ） 、 又 は よ り 好 ま し く は 、 十 分 な 長 さ の マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド
（ 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48） 、 又 は 成 熟 マ ウ ス ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号
48の ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230） を 過 剰 発 現 す る マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
好 ま し い 組 織 － 特 異 的 又 は 組 織 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー は 、 単 球 及 び リ ン パ 球 － 性 制 限
さ れ た 、 上 皮 － 特 異 的 、 肺 － 特 異 的 、 卵 巣 － 特 異 的 及 び 皮 膚 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を
包 含 す る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 過 剰 発 現 は 、 ヒ ト 疾 病 と の 類 似 性 を 示 す か 、 又 は 高 め ら れ
た 又 は 投 与 さ れ た IL-TIF（ マ ウ ス に お け る IL-TIFア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 IL-TIF過 剰 発 現 が 好
中 球 及 び 血 小 板 の レ ベ ル を イ ン ビ ボ で 高 め る こ と を 示 唆 す る ） の 効 果 を 妨 げ る 表 原 型 を も
た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
同 様 に 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス Zcytor16は 、 Zcytor16が イ ン ビ ボ で 絶 対 的 に 必 要 と さ れ る 場
所 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 ヒ ト に お け る Zcytor
16機 能 の 必 要 条 件 を 理 解 す る た め の モ デ ル と し て 作 用 す る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で あ る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 そ れ ら が 内 因 性 Zcytor16遺 伝 子 機 能 の 完 全 な 不 在 を 示 す の で
、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230又 は 24～ 230、 又 は 27～ 230を 発 現 し な い 。 ノ
ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 表 現 型 は 、 Zcytor16ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る そ
れ ら が 有 す る こ と が で き る イ ン ビ ボ 効 果 の 表 示 で あ る 。 ネ ズ ミ Zcytor16 mRNA及 び cDNAが
単 離 さ れ （ 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47） 、 そ し て ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 生 成 す る た め に 続
い て 使 用 さ れ る 、 マ ウ ス Zcytor16ゲ ノ ム DNAを 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
そ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 Zcytor16遺 伝 子 及 び そ れ に よ り
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ボ シ ス テ ム に お い て 研 究 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て
対 応 す る ヒ ト 又 は 動 物 疾 病 （ 例 え ば 、 市 販 の 生 存 動 物 集 団 に お け る そ れ ら の 疾 病 ） の た め
の イ ン ビ ボ モ デ ル と し て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の マ ウ ス モ デ ル は 、 免 疫 機 能 、 炎 症 性 疾 患
、 癌 生 物 学 及 び 進 行 の 研 究 の た め の 腫 瘍 モ デ ル と し て 特 に 適 切 で あ る 。 そ の よ う な モ デ ル
は 、 ヒ ト 癌 、 免 疫 及 び 炎 症 性 疾 患 に 使 用 さ れ る 治 療 分 子 の 開 発 及 び 効 力 に お い て 有 用 で あ
る 。 例 え ば 、 ヒ ト Zcytor16発 現 の 上 昇 が 、 特 定 の ヒ ト 癌 、 例 え ば 卵 巣 癌 に 関 連 す る の で 、
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 及 び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 両 者 は 、 癌 の た め の 有 用 な 動 物 モ デ
ル と し て 作 用 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
さ ら に 、 ヒ ト Zcytor16発 現 の 上 昇 が 特 定 の 単 球 細 胞 、 例 え ば CD4＋  T－ 細 胞 及 び CD19＋  B
－ 細 胞 と 関 連 し て い る の で 、 マ ウ ス Zcytor16ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 及 び ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス の 両 者 は 、 免 疫 機 能 、 炎 症 、 免 疫 障 害 、 感 染 、 貧 血 、 造 血 及 び 他 の 癌 の た め の 有 用
な 動 物 モ デ ル と し て 作 用 す る で あ ろ う 。 さ ら に 、 Zcytor16は IL－ TIFの た め の 受 容 体 で あ
る の で 、 IL－ TIFを 用 い て の マ ウ ス モ デ ル （ 例 え ば 、 IL－ TIFを 伴 な っ て 及 び そ れ を 伴 な わ
な い で ） へ の マ ウ ス Zcytor16ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 使 用 は 、 IL－
TIFに 関 連 す る 、 ヒ ト 癌 、 免 疫 及 び 炎 症 患 者 に 使 用 さ れ る 治 療 分 子 の 開 発 及 び 効 能 を 研 究
し 、 そ し て IL－ TIFア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 本 明 細 書 に お い て 論 じ ら れ る Zcytor16可 溶 性
受 容 体 の イ ン ビ ボ で の 効 能 及 び 有 用 性 を 評 価 す る た め の 追 加 の 動 物 モ デ ル と し て 作 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
さ ら に 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Zcytor16ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 特 定 の 腫 瘍 、
特 に 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 癌 、 直 腸 癌 、 肺 癌 及 び 食 道 癌 に つ い て の 動 物 モ デ ル と し て ； 及
び Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 場 合 、 IL－ TIF－ 誘 発 さ れ た 炎 症 に つ い
て の モ デ ル と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な マ ウ ス Zcytor16ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
及 び ノ ッ ク ア ウ ト モ デ ル は ま た 、 IL－ TIF、 化 学 治 療 剤 、 抗 － IL－ TIF抗 体 、 抗 － Zcytor16
抗 体 、 又 は 本 明 細 書 に お け る Zcytor16可 溶 性 受 容 体 の 治 療 観 点 を 評 価 す る た め に も 使 用 さ
れ 得 る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 マ ウ ス Zcytor16に 対 し て 指 図 さ れ た マ ウ ス Zcyt
or16ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ザ イ ム の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 発 現 が 、
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上 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 類 似 し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 す べ て の 組 織 に お い て 、 又 は 組 織 － 特 異 的 又 は 組 織 に 好 ま
し い 調 節 要 素 の 制 御 下 で 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る よ う 構 築 さ れ 得 る 。 マ ウ
ス Zcytor16の そ れ ら の 過 剰 生 成 体 は 、 過 剰 発 現 に 起 因 す る 表 現 型 を 特 徴 づ け る た め に 使 用
さ れ 得 、 そ し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 過 剰 マ ウ ス Zcytor16に よ り 引 き 起 こ さ れ る ヒ ト
疾 病 の た め の モ デ ル と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は ま た 、 大 き な 動 物 の 乳 汁 又 は
血 液 に お け る マ ウ ス Zcytor16、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16の 生 成 の た め の モ デ ル 生 物 反
応 体 を 提 供 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら
れ て い る （ 例 え ば 、 Jacob, “ Expression and Knockout of interferons in Transgenic 
Mice,”  in Overexpression and Knockout of Cytokines in Transgenic Mice, Jacob (e
d.), Pages 111-124 (Academic Press, Ltd. 1994), Monastersky and Robl (eds.), Str
ategies in Transgenic Animal Science (ASM Press 1995), and Abbud and Nilson, “ R
ecombinant Protein Expression in Transgeic Mice,”  in Gen Expression Systems: us
ing Nature for the Art of Expression, Fernandez and Hoeffler (eds.), pages 367-3
97 (Academic Press, Inc. 1999)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る た め の 方
法 は 、 成 熟 し た 受 精 能 雄 （ 種 マ ウ ス ） （ B6C3f1, 生 後 ２ － ８ ヶ 月 （ Tacomic Farms, Germa
ntown, NY） ） 、 精 管 切 除 さ れ た 雄 （ duds） (B6D2f1, ２ － ８ ヶ 月 (Taconic Farms） )、  思
春 期 直 前 受 胎 能 雌 （ ド ナ ー ） （ B6C3f1, 4-5週 （ Taconic Farms） ） 、 及 び 成 熟 し た 受 胎 能
雌 （ 受 容 体 ） （ B6D2f1, ２ － ４ ヶ 月 （ taconic farms） ） に よ り 開 始 す る こ と が で き る 。
ド ナ ー は 、 １ 週 間 、 気 候 順 応 化 さ れ 、 そ し て 次 に 、 約 ８ IU/マ ウ ス の Pregnant Mare’ s Se
rum ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ Sigma Chemical Company, St. Louis, MO） I.P. に よ り 、 及 び 46－
47時 間 後 、 8IU/マ ウ ス の ヒ ト Chorionic Gonadotropin (hCG (Sigma)) L.P. に よ り 注 射 さ
れ 、 過 剰 排 卵 を 誘 発 さ れ た 。 ド ナ ー が 、 ホ ル モ ン 注 射 に 続 い て 、 種 マ ウ ス に よ り 交 配 さ れ
る 。 排 卵 は 一 般 的 に 、 hCG注 射 の 13時 間 以 内 に 生 じ る 。 交 接 は 、 交 配 の 次 の 朝 、 膣 栓 の 存
在 に よ り 確 認 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
受 精 さ れ た 卵 を 手 術 用 ス コ ー プ 下 で 集 め る 。 卵 管 を 集 め 、 そ し て 卵 を 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ
（ Sigma） を 含 む 尿 検 査 用 ス ラ イ ド 中 に 開 放 す る 。 卵 を 、 １ 度 、 ア ヒ ル ロ ニ ダ ー ゼ に よ り
洗 浄 し 、 そ し て ２ 度 、 Whitten’ s W640 媒 体 （ Menino and O’ cloray, Biol. Reprod. 77
: 159 (1986), 及 び Dienhart and Downs, Zygote 4: 129 (1996) に よ り 記 載 さ れ る ） に
よ り 洗 浄 し 、 こ れ を ５ ％ CO 2 、 5％ O 2 及 び 90％ N 2 と 共 に 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、
卵 を 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま で 、 37℃ /5％ CO 2 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 貯 蔵 す る 。
マ ウ ス Zcytor16コ ー ド 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNA10～ 12μ gを 、 線 状 化 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 そ
し て マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の た め に ５ － 10ng/μ lの 最 終 濃 度 で 、 10mMの ト リ ス － HCl 
(pH7.4), 0.25mMの EDTA（ pH8.0） の 溶 液 に 再 懸 濁 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16コ ー ド 配
列 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
プ ラ ス ミ ド DNAを 、 暖 か な 、 CO 2 平 衡 化 さ れ た 鉱 油 に よ り 被 覆 さ れ た 1度 の W640媒 体 に 含 ま
れ る 、 収 穫 さ れ た 卵 中 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク ト す る 。 DNAを 注 射 用 針 中 に 吸 い 込 み （ 0.75m
mの ID, 1mmの OD硼 珪 酸 塩 ガ ラ ス 細 管 か ら 引 き 抜 か れ る ） 、 そ し て 個 々 の 卵 中 に 注 入 す る 。
注 射 用 針 に よ り 、 個 々 の 卵 の 、 ハ プ ロ イ ド 前 核 の １ つ 又 は 両 者 中 に 貫 通 す る 。
数 ピ コ リ ッ ト ル の DNAを 前 核 中 に 注 入 し 、 そ し て 注 射 用 針 を 、 核 と 接 触 し な い よ う 引 き 抜
く 。 前 記 方 法 を 、 す べ て の 卵 が 注 入 さ れ る ま で 、 反 復 す る 。 都 合 良 く マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
ト さ れ た 卵 を 、 前 も っ て ガ ス 抜 き さ れ た W640媒 体 を 有 す る 器 官 組 織 － 培 養 皿 中 に 移 し 、 37
℃ /5％ CO 2 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て 一 晩 、 貯 蔵 す る 。
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【 ０ ３ ４ ８ 】
次 の 日 、 ２ 細 胞 の 胚 を 、 偽 妊 娠 受 容 体 中 に 移 す 。 受 容 体 は 、 精 管 切 除 さ れ た dudsと の 交 接
の 後 、 膣 栓 の 存 在 に よ り 同 定 さ れ る 。 受 容 体 に 麻 酔 を し 、 そ し て 背 面 左 側 上 の 毛 を 剃 り 、
そ し て 手 術 用 顕 微 鏡 に 移 す 。 切 開 を 、 皮 膚 に お い て 、 及 び 胸 郭 、 背 部 及 び 後 脚 に よ り 概 略
さ れ る 腹 部 の 中 央 、 す な わ ち 膝 と 脾 臓 と の 間 の 中 途 ま で 筋 肉 壁 を 通 し て 行 う 。 生 殖 器 官 を
、 小 さ な 手 術 用 ド レ ー プ 上 に 切 除 す る 。 脂 肪 パ ッ ド を 、 手 術 用 ド レ ー プ 上 に 広 げ 、 そ し て
子 供 用 止 血 小 鉗 子 （ Roboz, Rockville, MD） を 、 脂 肪 パ ッ ト に 取 り 付 け 、 そ し て マ ウ ス の
背 部 上 を つ る し 、 器 官 が 腹 部 に ス ラ イ ド す る こ と を 防 ぐ 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
鉱 油 、 続 い て 交 互 に W640及 び 空 気 気 泡 を 含 む 精 巧 な ト ラ ン ス フ ァ ー ピ ペ ッ ト に よ り 、 前 日
の 注 入 か ら の 12～ 17個 の 健 康 な ２ － 細 胞 胚 を 、 受 容 体 中 に 移 す 。 膨 張 し た 膨 大 部 を 位 置 決
定 し 、 そ し て そ の 膨 大 部 と 包 と の 間 の 卵 管 を 保 持 し 、 卵 管 の 刻 み 目 を 前 記 包 に 隣 接 し て 、
28gの 針 に よ り 行 い 、 膨 大 部 又 は 包 を 裂 か な い こ と を 確 か め る 。
ピ ペ ッ ト を 、 卵 管 に お け る 刻 み 目 に 移 し 、 そ し て 胚 を 吹 き 込 み 、 最 初 の 空 気 気 泡 の ピ ペ ッ
ト か ら の 除 去 を 可 能 に す る 。 脂 肪 パ ッ ド を 軽 く 、 腹 膜 中 に 押 し 込 み 、 そ し て 生 殖 器 官 を 滑
り 込 ま せ る 。 腹 膜 壁 を 、 １ つ の 縫 合 に よ り 閉 じ 、 そ し て 皮 膚 を 傷 口 用 ク リ ッ プ に よ り 閉 じ
る 。 マ ウ ス は 、 少 な く と も ４ 時 間 、 37℃ の 暖 か な ス ラ イ ド 上 で 回 復 し た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
受 容 体 を 、 対 で カ ゴ に 戻 し 、 そ し て 19－ 21日 の 妊 娠 を 可 能 に す る 。 誕 生 後 、 19－ 21日 の 産
後 を 、 離 乳 の 前 に 可 能 に す る 。 離 乳 子 供 の 性 別 を 鑑 別 し 、 そ し て 別 々 の 性 別 の カ ゴ に 入 れ
、 そ し て 0.5cmの 生 検 （ 遺 伝 子 型 識 別 の た め に 使 用 さ れ る ） を 、 尾 か ら 、 無 菌 の ハ サ ミ に
よ り 取 る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
ゲ ノ ム DNAを 、 QIAGEN DNEASYキ ッ ト を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 切 り 取 ら
れ た 尾 か ら 調 製 す る 。 ゲ ノ ム DNAを 、 同 じ プ ラ ス ミ ド に 導 入 さ れ た マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子
又 は 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 企 画 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PCRに よ り 分
析 す る 。 動 物 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る こ と が 確 か め ら れ た 後 、 そ れ ら は 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 雌 を 野 生 型 雄 と 共 に 、 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雄 を １ 又 は 複 数 の 野 生 型 雌 と 共 に
配 置 す る こ と に よ っ て 、 近 交 系 に 戻 し 交 雑 す る 。 子 供 が 生 ま れ 、 そ し て 離 乳 さ れ 、 性 別 を
分 け 、 そ し て そ れ ら の 尾 を 、 遺 伝 子 型 識 別 の た め に 切 り 取 る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
生 存 動 物 に お け る ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に つ い て 調 べ る た め に 、 部 分 肝 切 除 を 行 う 。 手 術
準 備 を 、 zyphoid工 程 下 で 直 接 的 に 上 部 腹 部 に 行 う 。 無 菌 技 法 を 用 い て 、 小 さ な 1.5－ 2cm
の 切 開 を 、 胸 骨 下 で 行 い 、 そ し て 肝 臓 の 左 側 葉 を 取 り 出 す 。 ４ － ０ 絹 糸 を 用 い て 、 下 部 葉
を 体 腔 外 に 確 保 す る た め に 、 そ の 下 部 葉 の 回 り を 縛 る 。 ク ラ ン プ を 用 い て 、 そ の 結 び 目 を
保 持 し 、 そ し て 吸 収 性 Dexon (American Cyanamid; Wayne, N. J.) の 第 ２ ル ー プ を 、 最 初
の 結 び 目 に 隣 接 し て 配 置 す る 。 遠 位 切 断 を Dexon結 び 目 か ら 行 い 、 そ し て 約 100mgの 切 除 さ
れ た 肝 臓 組 織 を 、 無 菌 ペ ト リ 皿 に 配 置 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
切 除 さ れ た 肝 臓 切 片 を 、 14mlの ポ リ プ ロ ピ レ ン 丸 底 管 に 移 し 、 そ し て 液 体 窒 素 に お い て 凍
結 し 、 そ し て 次 に 、 ド ラ イ ア イ ス 上 に 貯 蔵 す る 。 手 術 部 位 を 、 縫 合 及 び 傷 口 用 ク リ ッ プ に
よ り 閉 じ 、 そ し て 動 物 の カ ゴ を 、 37℃ で 加 熱 さ れ る パ ッ ド 上 に 、 手 術 の 後 、 24時 間 、 配 置
す る 。 動 物 を 手 術 の 後 、 毎 日 調 べ 、 そ し て 傷 口 用 ク リ ッ プ を 、 手 術 の ７ － 10日 後 に 取 り 除
く 。 マ ウ ス Zcytor16　 mRNAの 発 現 レ ベ ル を 、 RNA溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 又
は ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て 、 個 々 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に つ い て 試 験 す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る 他 に 、 そ の 遺 伝 子 を
異 常 に 低 く 発 現 す る か 、 又 は ま っ た く 発 現 し な い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 構 築 す る こ
と は 有 用 で あ る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 マ ウ ス Zcytor16の 欠 失 に 関 連
す る 疾 病 の た め の 有 用 な モ デ ル を 提 供 す る 。 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に 、 マ ウ ス Zcytor16遺
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伝 子 発 現 は 、 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 、 リ ボ ザ イ ム 遺 伝 子 、 又 は 外 部 案 内 配 列 遺 伝 子 を 用 い て
阻 害 さ れ 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 を 過 少 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す
る た め に は 、 そ の よ う な 阻 害 配 列 が マ ウ ス Zcytor16 mRNAに 標 的 化 さ れ る 。 特 定 の 遺 伝 子
の 異 常 に 低 い 発 現 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ
て い る （ 例 え ば 、 Wuな ど ., “ Gene Under Expression in Cultured Cells and Animals b
y Antisense DNA and DNA Strategies”  in Methods in Gene Biotechnology, p. 205-22
4 (CRC Press 1997) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 発 現 を ほ と ん ど か 又 は ま っ た く 有 さ な い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 生 成 す る た め の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 非 官 能 性 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 に よ り 置 換 さ れ た 、
少 な く と も １ つ の 正 常 マ ウ ス Zcytor16対 立 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス を 生 成 す る こ と で あ る 。
非 官 能 性 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 を 企 画 す る １ つ の 方 法 は 、 も う １ つ の 遺 伝 子 、 例 え ば 選 択
マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 マ ウ ス Zcytor16を コ ー ド す る 核 酸 分 子 内 に 挿 入 す る こ と で あ る 。 い わ
ゆ る そ れ ら の “ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ” を 生 成 す る た め の 標 準 の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て
い る （ 例 え ば 、 Jacob, “ Expression and Knockout of Interferons in Transgenic Mice
,”  in Overexpression and Knockout of Cytokines in Transgenic Mice, Jacob (ed.),
 Pages 111-124 (Academic Press, Ltd, 1994), 及 び Wuな ど ., “ New Strategies for Ge
ne Knockout,”  in Methods in Gene Biotechnology, Pages 339-365 (CRC Press 1997)
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
13． Zcytor16活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 使 用 ：
マ ウ ス Zcytor16活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Zcytor16リ ガ ン ド を 結 合 し 、 そ し て 従 っ て
、 内 因 性 Zcytor16受 容 体 と Zcytor16リ ガ ン ド と の 結 合 を 妨 げ る こ と に よ っ て 、 免 疫 系 を 調
節 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Zcytor16ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 － マ ウ ス Zcyotr16抗 体 は
ま た 、 内 因 性 Zcytor16受 容 体 と の Zcytor16リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 免 疫
系 を 調 節 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 適 切 な 量 の こ の ポ リ ペ プ チ ド を
欠 い て い る か 、 又 は 過 剰 の Zcytor16リ ガ ン ド を 生 成 す る 対 象 へ の 、 マ ウ ス Zcytor16活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド
、 マ ウ ス Zcytor16類 似 体 （ 例 え ば 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ） 、 及 び
マ ウ ス Zcytor16融 合 タ ン パ ク 質 ） の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
マ ウ ス Zcytor16ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 ） は ま た 、 過 剰 の Zcyt
or16リ ガ ン ド 又 は Zcytor16受 容 体 の い ず れ か を 生 成 す る 対 象 を 処 理 す る た め に も 使 用 さ れ
得 る 。 適 切 な 対 象 は 、 哺 乳 類 、 例 え ば ヒ ト を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヒ
ト Zcytor16及 び IL－ TIF活 性 は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば ヒ ト 炎 症 、 炎 症 疾 患 、 免 疫 機 能 及 び
疾 病 並 び に 癌 の 研 究 、 又 は IL－ TIF、 化 学 治 療 剤 、 抗 － IL－ TIF抗 体 、 抗 － Zcytor16抗 体 、
又 は 本 明 細 書 に お け る Zcytor16可 溶 性 受 容 体 の 治 療 観 点 の 評 価 に つ い て 上 記 に 記 載 さ れ る
マ ウ ス モ デ ル に お け る マ ウ ス Zcytor16の 使 用 の 有 効 性 を 強 調 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 者 は 、 ヒ ト Zcytor16受 容 体 が T－ 細 胞 誘 発 因 子 （ IL－ TIF） （ 配 列 番 号 15）
（ Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l. Acad. Sci. 97: 10144-10149, 2000） を 結 合 す
る こ と を 示 し て お り ； マ ウ ス IL－ TIF配 列 （ 配 列 番 号 41） が 、 Dumontierな ど ., J. Immuno
l. 164: 1814-1819, 2000に 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 共 有 所 有 の zcytor11（ 通 常 ア メ リ カ
特 許 第 5,965,704号 ） 及 び CRF2-4受 容 体 は ま た 、 IL-TIFを 結 合 す る （ WIPO公 開 WO00/24758
号 ； Dumontiernado., J. Immunol. 164: 1819, 2000; Spencer, SDな ど ., J. Exp. Med. 
187: 571-578, 1998; Gibbs, Vc and Pennica Gene 186: 97-101, 1997 (CRF2-4 cDNA) ;
 Xie, MHな ど ., J. Biol. Chem. 275: 31335-31339, 2000; 及 び Kotenko, SVな ど ., J. B
iol. Chem. manuscript in press moo7837200を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
さ ら に 、 IL－ 10β 受 容 体 は IL－ TIFの た め の 受 容 体 と し て 包 含 さ れ 得 、 そ し て CRF2-4と 同
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意 語 で あ る と 思 わ れ る （ Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l. Acad. Sci. 97: 10144-10
149, 2000; LiuY. な ど ., J. Immunol. 152: 1821-1829, 1994 (IL-10R cDNA)） 。 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 可 溶 性 受 容 体 形 の マ ウ ス Zcytor16、 す な わ ち 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号
48の 残 基 24～ 230は 、 イ ン ビ ボ で の IL－ TIFの 効 果 を 拮 抗 す る 、 モ ノ マ ー ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー で あ る 。 そ の よ う な マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー
、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー に 対 す る 抗 体 及 び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 Zcytor16活
性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て も 作 用 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
IL－ TIFは IL－ 9の 存 在 下 で 誘 発 さ れ る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ し て Th1－ 型 免 疫 応 答 、 及
び 炎 症 の 促 進 に 関 与 す る と 思 わ れ る 。 IL－ 9は 、 種 々 の 手 段 で 、 免 疫 機 能 の 増 殖 、 活 性 化
、 分 化 及 び /又 は 誘 発 を 刺 激 し 、 そ し て ぜ ん 息 、 肺 肥 満 細 胞 症 及 び 他 の 疾 病 に 関 与 す る 。 I
L－ TIF又 は IL－ 9機 能 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 そ の よ う な ヒ ト 疾 患 に 対 し て 有 効 に 使 用 さ れ
得 る 。 本 発 明 は 、 IL－ TIFの そ の よ う な 新 規 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
IL-TIFは 、 急 性 相 反 応 体 、 例 え ば 血 清 ア ミ ロ イ ド A（ SAA） 、 α １ － ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン
及 び ハ プ ト グ ロ ビ ン の 生 成 の ア ッ プ － レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 包 含 さ れ 、 そ し て IL-TIF発 現 は
、 IL-TIFが 炎 症 応 答 に 関 与 す る 示 唆 す る 、 イ ン ビ ボ で の リ ポ 多 糖 （ LPS） の 注 入 に 基 づ い
て 高 め ら れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る （ Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l. Acad. Sci. 
97: 10144-10149, 2000） 。 急 性 相 タ ン パ ク 質 、 例 え ば SAAの 生 成 は 、 炎 症 が 有 益 で あ る 短
期 生 存 機 構 で あ る と 思 わ れ る が 、 し か し な が ら 、 長 い 期 間 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 の 維 持 が 、
慢 性 炎 症 に 寄 与 し 、 そ し て ヒ ト 健 康 に 対 し て 有 害 で あ り 得 る 。 再 考 の た め に は 、 Uhlar、 C
m and Whitehead, AS, Eur. J. Biochem. 265: 501-523, 1999, 及 び Baumann H, and Gau
ldie, J. Immunology Today 15: 74-80, 1994を 参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
さ ら に 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 SAAは 、 い く つ か の 慢 性 炎 症 患 者 の 病 因 に 関 係 し 、 ア テ ロ ー ム
硬 化 症 及 び リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 関 与 し 、 そ し て ア ミ ロ イ ド 症 に お い て 沈 着 す る ア ミ ロ イ ド
Aタ ン パ ク 質 へ の 前 駆 体 で あ る （ Uhlar, CM and Whitehead, 前 記 ） 。 従 っ て IL-TIFが 、 前
炎 症 性 分 子 と し て 作 用 し 、 そ し て SAAの 生 成 を 誘 発 す る 場 合 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 炎 症 性
疾 患 、 及 び IL-TIFに よ り 誘 発 さ れ る 急 性 相 応 答 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 他 の 疾 病 の 処 理 に お
い て 有 用 で あ ろ う 。 そ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 IL
-TIF－ 誘 発 さ れ た 又 は IL-9誘 発 さ れ た 炎 症 を 減 じ る た め の 方 法 は 、 炎 症 を 低 め る の に 十 分
な 量 の 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16－ 含 有 受 容 体 の 組 成 物 を 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る
こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
さ ら に 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お け る 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 は 、 （ １ ） 血 清 ア ミ
ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定 し ； （ ２ ） 許 容 で き る 医 薬 ビ ー ク ル 中 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る よ う な 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成
物 を 投 与 し ； （ ３ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の 後 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （
３ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ
ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質
の 上 昇 又 は 下 降 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 の 表 示 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
本 発 明 の 受 容 体 は 、 少 な く と も １ つ の マ ウ ス Zcytor16受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 。 ヘ テ ロ
ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 に 包 含 さ れ る 第 ２ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － 10受
容 体 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ 、 α 及 び β 鎖 、 及 び イ ン タ ー フ
ェ ロ ン － α /β 受 容 体 α 及 び β 鎖 ） 、 zcytor7、 zcytor11及 び CRF2－ 4を 含 む 受 容 体 サ ブ フ
ァ ミ リ ー に 属 す る 。 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 に 包 含 さ れ る 第 ２ 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド は ま た 、 共 有 所 有 の ア メ リ カ 特 許 第 5,965,704号 に 開 示 さ れ る Zcytor11可 溶 性 受 容 体
サ ブ ユ ニ ッ ト ； IL－ 10Rサ ブ ユ ニ ッ ト 、 例 え ば IL－ 10Rα ； 又 は 共 有 所 有 の ア メ リ カ 特 許 第
5,945,511号 に 開 示 さ れ る zcytor7可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。 CRF2－
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4及 び IL－ 10受 容 体 と 共 に zcytor11受 容 体 は 、 IL－ TIFに 応 答 し て JAK－ STAT経 路 を シ グ ナ
ル 化 す る こ と が 示 さ れ た （ Xieな ど ., 前 記 ； Kotenkoな ど ., 前 記 ） 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 モ ノ マ ー 又 は ホ モ ダ イ マ ー マ ウ ス Zcytor16受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 他 に 、
可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 ＋ 可 溶 性 CRF2-4受 容 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ マ ウ ス Zcytor16/CRF
2-4） を 含 ん で 成 る 態 様 に よ り 例 示 さ れ る よ う に 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16
受 容 体 は 、 IL－ TIFの ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 他 の 態 様 は 、 マ ウ ス Z
cytor16/IL－ 10R、 マ ウ ス Zcytor16/IL－ 9R、 マ ウ ス Zcytor16/zcytor11、 マ ウ ス Zcytor16/
zcytor7、 及 び 他 の ク ラ ス II受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 及 び マ ウ
ス Zcytor16/CRF2-4/zcytor11又 は マ ウ ス Zcytor16/CRF2-4/IL－ 10R（ 但 し 、 そ れ ら だ け に
は 限 定 さ れ な い ） を 含 む マ ル チ マ ー 受 容 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
mRNA対 応 の マ ウ ス Zcytor16 cDNAの 組 織 分 布 の 分 析 は 、 ヒ ト Zcytor16組 織 分 布 に 類 似 し （
ア メ リ カ 特 許 出 願 09/728,911号 ） 、 そ し て mRNAが 胎 盤 及 び 脾 臓 に お い て 発 現 さ れ 、 そ し Zc
ytor16が 、 結 合 す る リ ガ ン ド （ IL－ TIF） が 急 性 相 応 答 の 誘 発 を 包 含 す る 疾 患 応 答 の 誘 発
に 関 与 す る こ と を 示 し た （ Dumoutier, L. な ど ., Proc. Nat’ l Acad. Sci: 97:10144-10
149, 2000） 。 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 炎 症 及 び ヒ ト 疾 病 又 は 病 状 、 例 え ば 膵 炎
、 I型 糖 尿 病 （ IDDM） 、 膵 臓 癌 、 Graves病 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） 、 ク ロ ー ン 病 、 結 腸 及 び
小 腸 癌 、 憩 室 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 敗 血 症 、 器 官 又 は 骨 髄 移 植 ； 外 傷 、 手 術 又 は 感 染 に よ る
炎 症 ； ア ミ ロ イ ド ー シ ス ； 巨 脾 腫 ； 対 宿 主 性 移 植 片 病 に お い て ； 及 び 炎 症 の 阻 害 、 免 疫 抑
制 、 造 血 、 免 疫 、 炎 症 又 は リ ン パ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T－ 細 胞 （ Th1及 び Th2細 胞 を 包
含 す る ） の 増 殖 の 低 下 、 病 原 体 又 は 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 抑 制 、 又 は IL－ TIF又 は IL-9
サ イ ト カ イ ン 生 成 の 阻 害 が 所 望 さ れ る 場 合 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor
16ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 使 用 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 及 び /又 は マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 、 モ ノ マ ー 、 ホ モ
ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 自 体 を 結 合 す る 抗 体 又 は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、
次 の こ と を 実 施 す る た め に 有 用 で あ る ：
【 ０ ３ ６ ８ 】
１ ） 急 性 炎 症 、 外 傷 、 組 織 損 傷 、 手 術 、 敗 血 症 又 は 感 染 の 結 果 と し て の 炎 症 、 及 び 慢 性 炎
症 疾 患 、 例 え ば ぜ ん 息 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） 、 慢 性 大 腸 炎 、 巨 脾 腫 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎
、 再 発 性 急 性 炎 症 性 エ ピ ソ ー ド （ 例 え ば 、 結 核 ） 、 及 び ア ミ ロ イ ド ー シ ス 及 び ア ラ ロ ー ム
硬 化 症 、 Castleman病 、 ぜ ん 息 、 及 び 急 性 相 応 答 の 誘 発 に 関 連 す る 他 の 疾 病 の 処 理 に お い
て IL－ TIF受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 拮 抗 す る か 又 は 阻 止 す る た め に ；
【 ０ ３ ６ ９ 】
２ ） マ ウ ス Zcytor16を 通 し て 免 疫 細 胞 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 白 血 球 ） に お け る シ グ
ナ ル 化 を 妨 げ る か 又 は 阻 害 す る た め に 、 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば IDDM、 多 発 生 硬 化 症 （ MS）
、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） 、 重 症 筋 無 力 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び IBDの 処 理 に お
い て IL－ TIF受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 拮 抗 す る か 又 は 阻 害 す る た め に （ Hughes Cな
ど ., J. Immunol. 153: 3319-3325, 1994） ; 他 方 で は 、 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor16含
有 受 容 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） は ま た 、 自 己 免 疫 疾 患 を 処 理 す る た め に 所
望 し な い 免 疫 細 胞 を 消 耗 す る た め の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て も 使 用 さ れ 得 る 。 ぜ ん 息 、 ア レ
ル ギ ー 及 び 他 の ア ト ピ ー 性 疾 患 は 、 免 疫 応 答 を 阻 害 す る か 又 は 攻 撃 性 細 胞 を 消 耗 す る た め
に 、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 又 は マ ウ ス Zcytor16/CRF2－ 4ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対
す る MAbに よ り 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 用 い て 、 Zcytor16を 通 し て シ グ ナ ル 化 を 阻 止 し 、 又 は 阻
害 す る こ と は ま た 、 膵 臓 、 肝 臓 及 び ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 疾 病 を 治 療 す る こ と が で き る 。 IDDM
、 NIDDM、 膵 炎 及 び 膵 癌 の た め に も 有 益 で あ り 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16は 、 拮 抗 性 MAbが 癌 増
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殖 を 阻 害 し 、 そ し て 免 疫 介 在 性 殺 害 を 標 的 化 す る 、 癌 の MAb治 療 の た め の 標 的 物 と し て 作
用 す る こ と が で き る （ Holliger P. and Hoogenboom, H: Nature Biotech. 16: 1015-1016
, 1998） 。 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ
ー に 対 す る MAbは ま た 、 腎 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 膜 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 ア ミ ロ イ ド ー シ ス （ 他
の 組 織 の 中 で 腎 臓 に 影 響 を 及 ぼ す ） 、 腎 動 脈 硬 化 症 、 種 々 の 起 原 の 糸 球 体 腎 炎 、 腎 臓 の 線
維 増 殖 疾 患 、 及 び SLE、 IDDM、 II型 糖 尿 病 （ NIDDM） 、 腎 腫 瘍 及 び 他 の 疾 病 に 関 連 す る 腎 機
能 不 全 を 処 理 す る た め に も 有 用 で あ り ；
【 ０ ３ ７ １ 】
３ ） 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば IDDM、 MS、 SLE、 重 症 筋 無 力 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び IBDの 処
理 に お い て IL-TIF受 容 体 を 通 し て の シ グ ナ ル 化 を 作 用 す る か 又 は 開 始 す る た め に ； 抗 － 可
溶 性 マ ウ ス Zcytor16、 抗 － 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16/CRF2-4ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 分 化 す る リ ン パ 球 又 は 他 の 免 疫 細 胞 を シ グ ナ ル 化 し 、 増 殖 を 変 更
し 、 又 は 自 己 免 疫 性 を 改 良 す る 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 変 え る こ
と が で き る 。 特 に 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 他 の パ タ ー ン に 対 す る T－ ヘ ル パ ー 細 胞 応 答 の 調
節 が 、 疾 病 を 改 善 す る た め に 自 己 免 疫 応 答 を 偏 向 す る こ と が で き る （ Smith SAな ど ., J. 
Immunol. 160: 4841-4849, 1998） 。 同 様 に ア ゴ ニ ス ト 性 抗 － マ ウ ス Zcytor16、 抗 － 可 溶
性 マ ウ ス Zcytor16/CRF2-4ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ぜ ん 息
、 ア レ ル ギ ー 及 び ア ト ピ ー 性 疾 患 に 関 与 す る 免 疫 細 胞 を 表 示 し 、 消 耗 し 、 そ し て 偏 向 す る
た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
マ ウ ス Zcytor16に よ る シ グ ナ ル 化 は ま た 、 膵 臓 、 腎 臓 、 下 垂 体 及 び ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 疾 病
に 有 益 で あ り 得 る 。 IDDM、 NIDDM、 膵 癌 の た め に 有 益 で あ り 得 る 。 マ ウ ス Zcytor16は 、 シ
グ ナ ル 化 MAbが 癌 増 殖 を 阻 害 し 、 そ し て 免 疫 介 在 性 殺 害 を 標 的 化 す る 、 膵 臓 の MAb治 療 の た
め の 標 的 物 と し て 作 用 す る こ と が で き る （ Tutt、 ALな ど ., J. Immunol. 161: 3175-3185,
 1998） 。 同 様 に 、 腎 細 胞 癌 は 、 本 発 明 の マ ウ ス Zcytor16含 有 の 可 溶 性 受 容 体 に 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及
び マ ル チ マ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 に 記 載 さ れ る よ う な 自 己 免 疫 疾 患 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 、
NIDDM、 膵 炎 及 び 腎 機 能 不 全 の 処 理 に お い て IL-TIF活 性 を 中 和 す る か 、 又 は 阻 止 す る た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 可 溶 性 形 の マ ウ ス Zcytor16は 、 T細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 抗 体 応 答 を 促 進
す る た め に 、 及 び /又 は リ ン パ 球 又 は 他 の 免 疫 細 胞 に よ る IL－ 4又 は 他 の サ イ ト カ イ ン の 生
成 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
本 発 明 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16含 有 受 容 体 は 、 IL-TIFサ イ ト カ イ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し
て 有 用 で あ る 。 そ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト 効 果 は 、 IL-TIFの 直 接 的 な 中 和 又 は 結 合 に よ り
達 成 さ れ 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 使 用 の 他 に 、 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 は 、 IL-TIFを 結 合 し 、
そ し て そ の リ ガ ン ド を 身 体 内 の 異 な っ た 組 織 、 器 官 及 び 細 胞 に 輸 送 す る た め に 、 そ の IL-T
IFサ イ ト カ イ ン の た め の キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 可
溶 性 受 容 体 は 、 特 定 の 部 位 、 例 え ば 組 織 、 特 定 の 免 疫 細 胞 、 単 球 又 は 腫 瘍 に 可 溶 性 受 容 体
－ リ ガ ン ド 複 合 体 を 方 向 づ け る 、 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 化 学 的 成 分 に 融 合 さ れ る か 又 は
カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る 。 例 え ば 、 急 性 感 染 又 は い く つ か の 癌 に お い て は 、 有 益 性 は 、 IL-T
IFの 作 用 に よ る 炎 症 及 び 局 部 急 性 相 応 答 タ ン パ ク 質 の 誘 発 に 起 因 す る こ と が で き る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 は 、 IL-TIFの 作 用 を 特 異 的 に 方 向 づ け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
Cosman, D. Cytokine 5: 95-106, 1993; 及 び Fermandez－ Botran, R. Exp. Opin. Invest
. Drugs 9: 497-513, 2000を 参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 可 溶 性 受 容 体 は 、 分 解 又 は ク リ ア ラ ン ス か ら リ ガ ン ド を 安 定 化 す る か 、
又 は 身 体 内 の 作 用 の 部 位 に リ ガ ン ド を 標 的 化 す る こ と に よ っ て 、 リ ガ ン ド の 生 物 利 用 性 及
び /又 は 治 療 効 力 を 高 め る た め に 、 IL-TIFの 安 定 化 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 天 然
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に 存 在 す る IL－ 6/可 溶 性 IL－ 6R複 合 体 は 、 IL－ 6を 安 定 化 し 、 そ し て gp130受 容 体 を 通 し て
シ グ ナ ル 化 す る こ と が で き る 。 Cosman, D. 前 記 及 び Fernandez－ Botran, R, 前 記 を 参 照
の こ と 。 さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16は 、 リ ガ ン ド /可 溶 性 受 容 体 複 合 体 を 含 む よ う 、 同 種 リ
ガ ン ド 、 例 え ば そ の IL-TIFと 共 に 組 合 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 複 合 体 は 、 コ ン パ ニ オ ン 受 容
体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 例 え ば zcytor11又 は CRF2-4を 提 供 す る 細 胞 か ら の 応 答 を 刺 激 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
マ ウ ス Zcytor16/リ ガ ン ド 複 合 体 の 細 胞 特 異 性 は 、 単 独 で 投 与 さ れ る リ ガ ン ド に つ い て 見
ら れ る そ の 特 異 性 と は 異 な る 。 さ ら に 、 前 記 複 合 体 は 、 異 な っ た 薬 力 学 的 性 質 、 例 え ば 影
響 を 及 ぼ す 半 減 期 、 用 量 /応 答 性 及 び 器 官 又 は 組 織 特 異 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 マ ウ ス Zcyto
r16/IL-TIF複 合 体 は 、 免 疫 応 答 を 増 強 し 、 又 は 糸 球 体 間 質 細 胞 又 は 肝 細 胞 を 刺 激 す る た め
に ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 他 方 で は 、 IL6/IL6R複 合 体 に 対 す る 応 答 に 類 似
す る 複 合 体 と ヘ テ ロ ダ イ マ ー 化 す る シ グ ナ ル 化 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る 組 織 の み が 、 影 響
さ れ 得 る （ Hirota H. な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 4862-4866, 1995; Hirano, T
. in Thamason, A. (ED.) “ The Cytokine Handbook” , 3 r d  ED., p. 248-209） 。 IL12及
び CNTFの た め の 可 溶 性 受 容 体 /サ イ ト カ イ ン 複 合 体 は 、 類 似 す る 活 性 を 示 す 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
マ ウ ス Zcytor16ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は ま た
、 IL-TIFリ ガ ン ド の 循 環 レ ベ ル の 検 出 の た め に 、 及 び 急 性 相 炎 症 応 答 に 関 連 す る IL-TIFの
検 出 に お い て 、 診 断 シ ス テ ム 内 で 使 用 さ れ 得 る 。 関 連 す る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の マ ウ
ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 他 の 剤 は 、 循 環 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 ； 逆 に 言 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 自 体 が 、 循 環
性 又 は 局 部 的 に 作 用 す る IL-TIFポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 リ ガ ン ド 又
は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た レ ベ ル が 、 炎 症 又 は 癌 を 包 含 す る 病 理
学 的 状 態 の 表 示 で あ り 得 る 。 IL-TIFは 、 関 連 す る 急 性 相 炎 症 応 答 を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 さ ら に 、 急 性 相 タ ン パ ク 質 又 は 分 子 、 例 え ば IL-TIFの 検 出 は 、 一 定 の 疾 病 状 態 （
例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 、 関 節 炎 ） に お け る 慢 性 炎 症 状 態 の 表 示 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 状 態
の 検 出 は 、 疾 病 診 断 を 助 け 、 そ し て 正 し い 治 療 の 医 者 に よ る 選 択 を 助 け る よ う 作 用 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ガ ン ド の 存 在 が 所 望 さ
れ な い 治 療 又 は 他 の 用 途 に お い て 、 イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で リ ガ ン ド を 結 合 す る た め に
、 “ リ ガ ン ド シ ン ク （ ligand sink） ” 、 す な わ ち ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 多 量 の 生 物 活 性 IL-TIFを 発 現 す る 慢 性 炎 症 状 態 又 は 癌 に お い て は 、 、 可 溶 性 マ ウ
ス Zcytor16受 容 体 又 は 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16/CRF-2-4は 、 イ ン ビ ボ で 、 リ ガ ン ド の 直 接 的 な ア ン
タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 さ れ 得 、 そ し て 疾 病 に 関 連 す る 進 行 及 び 病 状 の 低 下 を 助 け る こ と が
で き 、 そ し て 進 行 及 び 徴 候 を 低 め 、 そ し て 再 発 を 妨 げ る こ と に お い て 治 療 の 効 果 を 増 強 す
る た め に 、 他 の 治 療 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド 又 は 化 学 治 療 剤 ） と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら
に 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 癌 の 増 殖 を 増 強 す る リ ガ ン ド
を イ ン ビ ボ で 結 合 す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 癌 の 進 行 を 遅
延 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
さ ら に 、 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 IL-TIF－ 発 現 性 炎 症 又 は 癌 を イ ン
ビ ボ で 検 出 す る た め の 診 断 用 途 に お い て 、 又 は 組 織 サ ン プ ル に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 放 射 性 ラ ベ ル
又 は 蛍 光 ラ ベ ル に 接 合 さ れ 得 、 そ し て イ ン ビ ト ロ リ ガ ン ド － 受 容 体 型 結 合 ア ッ セ イ 又 は 蛍
光 イ メ ー ジ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て 、 組 織 サ ン プ ル に お け る リ ガ ン ド の 存 在 を 検 出 す る た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た マ ウ ス Zcytor16受 容 体 は 、 当 業 界
に お い て 知 ら れ て い る 放 射 性 － イ メ ー ジ ン グ を 通 し て 、 リ ガ ン ド 発 現 性 固 形 腫 瘍 を 検 出 す
る た め に 、 イ ン ビ ボ で 投 与 さ れ 得 る 。
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【 ０ ３ ８ ０ 】
一 般 的 に 、 投 与 さ れ る マ ウ ス Zcytor16（ 又 は マ ウ ス Zcytor16類 似 体 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 ）
の 用 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 身 長 、 性 別 、 一 般 的 な 医 学 的 状 態 及 び こ れ ま で の 医 学 的 歴
史 の よ う な 要 因 に 依 存 し て 変 化 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 約 １ pg/kg～ 10mg/kg（ 剤 の 量
/患 者 の 体 重 ） の 範 囲 で の マ ウ ス Zcytor16の 用 量 （ 但 し 、 そ れ よ り も 低 い か 又 は 高 い 用 量
も ま た 、 環 境 が 指 図 す る 場 合 、 投 与 さ れ 得 る ） を 、 受 容 体 に 供 給 す る こ と が 所 望 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ イ ド の 対 象 へ の 投 与 は 、 局 部 カ テ ー テ ル を 通 し て の 灌 流 に よ る か
又 は 直 接 的 な 病 変 内 注 入 に よ る 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 胸 膜 内 、 鞘 内
投 与 で あ り 得 る 。 注 射 に よ り 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る 場 合 、 投 与 は 連 続 的 注 入 に よ る
か 、 又 は 一 回 又 は 複 数 回 の ボ ー ラ ス に よ る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
投 与 の 追 加 経 路 は 、 経 口 、 粘 膜 、 肺 及 び 経 皮 を 包 含 す る 。 経 口 供 給 は 、 ポ リ エ ス テ ル 微 小
球 、 ゼ イ ン 微 小 球 、 プ ロ テ イ ノ イ ド 微 小 球 、 ポ リ シ ア ノ ア ク リ レ ー ト 微 小 球 及 び 脂 質 基 剤
シ ス テ ム の た め に 適 切 で あ る （ 例 え ば 、 DiBase and Morrel, “ Oral Delivery of Microe
ncapsulated Protein” , in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendre
n (eds.), p.255-288 (Plenum Press 1977) を 参 照 の こ と ） 。 鼻 腔 内 供 給 の 実 行 可 能 性 は
、 イ ン ス リ ン 投 与 の そ の よ う な 態 様 に よ り 例 示 さ れ る （ 例 え ば 、 Hinchcliffe and Illum,
 Adv. Drug Deliv. Rev. 35: 199 (1997) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
マ ウ ス Zcytor16を 含 ん で 成 る 乾 燥 又 は 液 体 粒 子 は 、 乾 燥 － 粉 末 分 散 機 、 液 体 エ ー ロ ゾ ル 発
生 器 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー の 助 け に よ り 調 製 さ れ 、 そ し て 吸 入 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Pettit and
 Gombotz, TIBTECH 16: 343 (1998); Patton な ど ., Adv. Drug Deliv. Rev. 35: 235 (1
999) を 参 照 の こ と ） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 エ ー ロ ゾ ル 化 さ れ た イ ン ス リ ン を 肺 に 供 給 す
る 電 動 吸 入 器 で あ る AERX糖 尿 病 治 療 シ ス テ ム に よ り 例 示 さ れ る 。 研 究 に よ れ ば 、 48,000kD
aほ ど の 大 き な タ ン パ ク 質 が 、 経 皮 投 与 の 実 行 可 能 性 を 例 示 す る 、 低 周 波 超 音 波 の 助 け に
よ り 治 療 濃 度 で 皮 膚 を 通 し て 供 給 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ Mitragotriな ど ., Science 269
: 850 (1995)） 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い て の 経 皮 供 給 は 、 マ ウ ス Zcytor16活 性 を
有 す る 分 子 を 投 与 す る も う １ つ の 手 段 を 提 供 す る （ Pottsな ど ., Pharm. Biotechnol. 10:
 213 (1997)） 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16結 合 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ヘ プ チ ド を 含 ん で 成 る 医
薬 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る 既 知 の 方 法 に 従 っ て 配 合 さ れ 得 、 そ れ に よ
れ ば 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 が 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー と 共 に 混 合 さ れ る 。 組 成 物 は 、
そ の 投 与 が 受 容 体 患 者 に よ り 許 容 さ れ 得 る 場 合 、 “ 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー ” で あ
る と 言 わ れ る 。 無 菌 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー の 1つ の 例 で あ る
。 他 の 適 切 な キ ャ リ ヤ ー は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Gennaro (ed.), Remin
gton’ s Pharmaceutical Sciences, 19 t h  Edition (Mack Publishing Company 1995) を
参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
治 療 の た め に は 、 マ ウ ス Zcytor16活 性 を 有 す る 分 子 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー が
、 治 療 的 に 有 効 な 量 で 患 者 に 投 与 さ れ る 。 マ ウ ス Zcytor16活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 ポ リ
ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き キ ャ リ ヤ ー の 組 み 合 わ せ は 、 そ の 投 与 さ れ
る 量 が 生 理 学 的 に 有 意 で あ る 場 合 、 “ 治 療 的 に 有 効 な 量 ” で 投 与 さ れ る と 言 わ れ る 。 剤 は
、 そ の 存 在 が 受 容 体 患 者 の 生 理 学 に お い て 検 出 さ れ る 変 化 を も た ら す 場 合 、 生 理 学 的 に 有
意 で あ る 。 例 え ば 、 炎 症 を 処 理 す る た め に 使 用 さ れ る 剤 は 、 そ の 存 在 が 炎 症 応 答 を 緩 和 す
る 場 合 、 生 理 学 的 に 有 意 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
マ ウ ス Zcytor16（ 又 は マ ウ ス Zcytor16類 似 体 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成
物 は 、 液 体 形 、 エ ー ロ ゾ ル 、 又 は 固 体 形 で 維 持 さ れ 得 る 。 液 体 形 は 、 注 射 用 溶 液 及 び 経 口
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懸 濁 液 に よ り 例 示 さ れ る 。 典 型 的 な 固 体 形 は 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 及 び 調 節 さ れ た 開 放 形 を 包
含 す る 。 後 者 の 形 は 、 ミ ニ 浸 透 ポ ン プ 及 び 移 植 体 に よ り 例 示 さ れ る （ Bremer な ど ., Phar
m. Biotechnol. 10:239 (1997): Ranade. “ Implants in Drug Delivery,”  in Drug Del
ivery Systems, Ranade and Hollinger (eds.), pages 95-123 (CRC Press 1995); Breme
r な ど ., “ Protein Delivery with Infusion Pum-s,”  in Protein Delivery: Physical
 Systems, Sanders and Hendren (eds.), Pages 239-254 (Plenum Press 1997); Yewey 
な ど ., “ Delivery of Proteins from a Controlled Release Injectable Implant,”  in
 Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), Pages 93-117 (P
lenum Press 1997)） 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
リ ポ ソ ー ム は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド を 、 患 者 に 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 鞘 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、
又 は 経 口 、 吸 入 又 は 鼻 腔 内 供 給 す る た め の １ つ の 手 段 を 提 供 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 水 性 区
画 を 取 り 組 む １ 又 は 複 数 の 脂 質 二 層 か ら 成 る 微 小 ビ ー ク ル で あ る （ 一 般 的 に は 、 Bakker W
oudenberg な ど ., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 12 (Suppl. 1): S61 (1993)
, Kim Drugs 46:618 (1993), and Ranade, “ Site-Specific Drug Delivery Using Lipos
omes as Carriers,”  in Drug Delivery Systems, Ranade and組 生 Hollinger (eds.), pa
ges 3-24 (CRC Press 1995)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
リ ポ ソ ー ム は 、 組 成 に お い て 細 胞 膜 に 類 似 し 、 そ し て 結 果 と し て 、 リ ポ ソ ー ム は 安 全 に 投
与 さ れ 、 そ し て 生 分 解 性 で あ る 。 調 製 方 法 に 依 存 し て 、 リ ポ ソ ー ム は 、 単 層 又 は 多 層 性 で
あ り 得 、 そ し て リ ポ ソ ー ム は 0.02μ m～ 10μ m以 上 の 範 囲 の 直 径 で サ イ ズ 的 に 変 化 す る こ と
が で き る 。 種 々 の 剤 が リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ 得 る ： 疎 水 性 剤 は 二 層 に 分 割 さ れ 、 そ し て 親
水 性 剤 は 内 部 水 性 空 間 内 に 封 入 さ れ る （ 例 え ば 、 Macky な ど ., Liposomes In Cell Biolo
gy and Pharmacology (John Libbey 1987), 及 び Ostroな ど ., American J. Hosp. Pharm.
 46: 1576 (1989) を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 リ ポ ソ ー ム サ イ ズ 、 二 層 の 数 、 脂 質 組 成 、
及 び リ ポ ソ ー ム の 電 荷 及 び 表 面 性 質 を 変 え る こ と に よ り 、 封 入 さ れ る 剤 の 治 療 利 用 性 を 調
節 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
リ ポ ソ ー ム は 、 実 質 的 に い ず れ か の タ イ プ の 細 胞 に 吸 着 す る こ と が で き 、 そ し て 次 に 、 封
入 さ れ た 剤 を ゆ っ く り と 開 放 す る 。 他 方 で は 、 吸 収 さ れ た リ ポ ソ ー ム は 、 食 細 胞 性 で あ る
細 胞 に よ り エ ン ド サ イ ト － シ ス 化 さ れ 得 る 。 エ ン ド サ イ ト － シ ス に 続 い て 、 リ ポ ソ ー ム 脂
質 の リ ソ ソ ー ム 内 分 解 が 伴 な い 、 そ し て 封 入 さ れ た 剤 が 開 放 さ れ る （ Scherphof な ど ., A
nn. N.Y. Acad. Sci. 446: 368 (1985)） 。 静 脈 内 投 与 の 後 、 小 さ な リ ポ ソ ー ム （ 0.1～ 1.
0μ m） は 、 典 型 的 に は 、 肝 臓 及 び 脾 臓 に 主 と し て 位 置 す る 網 内 細 胞 系 の 細 胞 に よ り 摂 取 さ
れ る が 、 と こ ろ が 3.0μ mよ り も 大 き な リ ポ ソ ー ム は 肺 に 沈 着 さ れ る 。 網 内 細 胞 系 の 細 胞 に
よ る 小 さ な リ ポ ソ ー ム の こ の 好 ま し い 摂 取 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 肝 臓 の 腫 瘍 に 化 学 治 療
剤 を 供 給 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
網 内 細 胞 系 は 、 い く つ か の 方 法 、 例 え ば 多 量 の リ ポ ソ ー ム 粒 子 に よ る 飽 和 、 又 は 薬 理 学 的
手 段 に よ る 選 択 的 マ ク ロ フ ァ ー ジ 不 活 性 化 に よ り 回 避 さ れ 得 る （ Claassenな ど ., Biochim
. Biophys. Acta 802: 428 (1984)） 。 さ ら に 、 リ ポ ソ ー ム 膜 中 へ の 糖 脂 質 － 又 は ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル － 誘 導 さ れ た リ ン 脂 質 の 組 み 込 み は 、 網 内 細 胞 系 に よ る 有 意 に 低 め ら れ
た 摂 取 を も た ら す こ と が 示 さ れ て い る （ Allen な ど ., Biochim. Biophys. Acta 1068:133
 (1991); Allen な ど ., Biochim. Biophys. Acta 1150: 9 (1993)） 。
【 ０ ３ ９ １ 】
リ ポ ソ ー ム は ま た 、 リ ン 脂 質 組 成 を 変 え る こ と に よ っ て 、 又 は リ ポ ソ ー ム 中 に 受 容 体 又 は
リ ガ ン ド を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 細 胞 又 は 器 官 を 標 的 化 す る た め に も 調 製 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 高 い 含 有 率 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 に よ り 調 製 さ れ た リ ポ ソ ー ム が 、 肝 臓 を
標 的 化 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た （ Hayakawaな ど ., 日 本 特 許 04-244,018号 ； Katoな ど ., 
Biol. Pharm. Bull. 16:960 (1993)） 。 そ れ ら の 配 合 物 は 、 メ タ ノ ー ル に お い て 、 大 豆 ホ
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ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 α － ト コ フ ェ ロ ー ル 及 び エ ト キ シ ル 化 さ れ 、 水 素 付 加 さ れ た ヒ マ シ
油 （ HCO－ 60） を 混 合 し 、 前 記 混 合 物 を 真 空 下 で 濃 縮 し 、 そ し て 次 に 、 前 記 混 合 物 を 水 に
よ り 再 構 成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た 。 大 豆 由 来 の ス テ リ ル グ ル コ シ ド 混 合 物 （ SG） 及
び コ レ ス テ ロ ー ル （ Ch） と 共 に ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DPPC） の リ ポ ソ ー
ム 配 列 物 は ま た 、 肝 臓 を 標 的 化 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Shimizuな ど ., Biol. Pharm. B
ull. 20:881（ 1997） ） 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
他 方 で は 、 種 々 の 標 的 化 リ ガ ン ド が 、 リ ポ ソ ー ム 、 例 え ば 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 炭 水
化 物 、 ビ タ ミ ン 及 び 輸 送 タ ン パ ク 質 の 表 面 に 結 合 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム は 、 肝 臓
細 胞 の 表 面 上 で 独 占 的 に 発 現 さ れ る ア シ ア ロ グ リ コ プ ロ テ イ ン （ ガ ラ ク ト ー ス ） 受 容 体 標
的 化 す る た め に 、 枝 分 か れ 型 の ガ ラ ク ト シ ル 脂 質 誘 導 体 に よ り 変 性 さ れ 得 る （ Kato and S
ugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug. Carrier Syst. 14: 287 (1997); Murahashiな ど ., Bi
ol. Pharm. Bull. 20:259 (1997)） 。 同 様 に 、 Wuな ど ., Hepatology 27: 772 (1988) は
、 ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン に よ る リ ポ ソ ー ム の ラ ベ リ ン グ が 短 く さ れ た リ ポ ソ ー ム 結 晶 半 減
期 を 導 き 、 そ し て ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン － ラ ベ ル さ れ た リ ポ ソ ー ム の 肝 細 胞 に よ る 摂 取 を
非 常 に 高 め た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
他 方 で は 、 枝 分 か れ 型 の ガ ラ ク ト シ ル 脂 質 誘 導 体 を 含 ん で 成 る リ ポ ソ ー ム の 肝 臓 蓄 積 が 、
ア ジ ア ロ フ ェ チ ュ イ ン の 前 注 入 に よ り 阻 害 さ れ 得 る （ Murahashiな ど ., Biol. Pharm. Bul
l. 20: 259 (1997)） 。 ポ リ ア コ ニ チ ル 化 さ れ た ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン リ ポ ソ ー ム は 、 肝 臓
細 胞 へ の リ ポ ソ ー ム の 標 的 化 の た め の も う １ つ の ア プ ロ ー チ を 提 供 す る （ Kamps な ど ., P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 11681 (1997)） 。 さ ら に 、 Gehoな ど ., (ア メ リ カ 特 許 第
4,603,044号 )は 、 肝 臓 の 特 殊 化 さ れ た 代 謝 細 胞 に 関 連 す る 肝 胆 管 受 容 体 に 対 す る 特 異 性 を
有 す る 、 肝 細 胞 － 指 図 さ れ た リ ポ ソ ー ム 小 胞 供 給 シ ス テ ム を 記 載 す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
組 織 標 的 化 へ の よ り 一 般 的 な ア プ ロ ー チ に お い て は 、 標 的 細 胞 は 、 標 的 細 胞 に よ り 発 現 さ
れ る リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 な 、 ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た 抗 体 に よ り プ レ ラ ベ ル さ れ る （ Hara
symな ど ., Adv. Drug Deliv. Rev. 32: 99 (1998)） 。 遊 離 抗 体 の 血 漿 排 除 の 後 、 ス ト レ
プ タ ビ ジ ン － 接 合 さ れ た リ ポ ソ ー ム が 投 与 さ れ る 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 標
的 化 抗 体 は 、 リ ポ ソ ー ム に 直 接 的 に 結 合 さ れ る （ Harasymな ど ., Adv. Drug. Deliv. Rev.
 32: 99 (1998)） 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
マ ウ ス Zcytor16活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 の 標 準
技 法 を 用 い て 、 リ ポ ソ ー ム 内 に 封 入 さ れ 得 る （ 例 え ば Andersonな ど ., Infect. Immun. 31
: 1099 (1981), Andersonな ど ., Cancer Res. 50: 1853 (1990), and Cobenな ど ., Bioch
im. Biophys. Acta 1063:95 (1991), Alving な ど ., “ Preparation and Use of Liposom
es in Immunological Studies,”  in Liposome Technology, 2 n d  Edition, Vol. III, Gr
egoriadis (ed.), page 317 (CRC Press 1993), Wassef な ど ., Meth. Enzymol. 149: 12
4 (1987)を 参 照 の こ と ） 。 上 記 に 示 さ れ る よ う に 、 治 療 的 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 種 々 の
成 分 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム は 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） の 脂 質 誘
導 体 を 含 む こ と が で き る （ Allenな ど ., Biochim. Biophys. Acta 1150: 9 (1993)） 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
分 解 性 ポ リ マ ー 微 小 球 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 高 い 全 身 レ ベ ル を 維 持 す る た め 企 画 さ れ た
。 微 小 球 は 、 分 解 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ （ ラ ク チ ド － コ － グ リ コ リ ド ） （ PLG） 、 ポ リ
無 水 物 、 ポ リ （ オ ル ト エ ス テ ル ） 、 モ ノ 生 分 解 性 エ チ ル ビ ニ ル ア セ テ ー ト ポ リ マ ー （ タ ン
パ ク 質 が ポ リ マ ー 封 入 さ れ る ） か ら 調 製 さ れ る Gombotz and Pettit, Bioconugate Chem. 
6:332 (1995); Ranade, “ Role of Polymers in Drug Delivery.”  In Drug Delivery Sy
stems, Ranade and Hollinger (eds.), pages 51-93 (CRC Press 1995); Roskos and Mas
kiewicz, “ Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Delivery,”  
in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), pages 45-92 (
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Plenum Press 1997); Bartus な ど ., Science 281:1161 (1998); Putney and Burke, Nat
ure Biotechnology 16:153 (1998); Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:548 (1998))。
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 被 覆 さ れ た 超 微 小 球 は ま た 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 静 脈 内
投 与 の た め の キ ャ リ ヤ ー を 提 供 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Grefな ど ., Pharm. Biotechn
ol. 10:167 (1997) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 上 記 で 論 じ ら れ た よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ マ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 結 合 マ ウ ス Zcytor16活 性 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor16モ ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ
マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 を 有 す る 化 学 的 に 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び マ ウ ス
Zcytor16ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 － マ ウ ス Zcytor16抗 体 又 は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 企 画 す
る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
他 の 用 量 形 は 、 例 え ば 、 Anset and Popovich. Pharmaceutical Dosage Forms and Drug D
elivery Systems. 5 t h  Edition (Lea & Febiger 1990), Gennaro (ed.), Remington’ s P
harmaceutical sciences. 19 t h  Edition (Mack Publishing Company 1995) に よ り 、 及 び
Ranade and Hollinger, Drug Delivery Systems (CRC Press 1996) に よ り 示 さ れ る よ う
に 、 当 業 者 に よ り 考 案 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
例 示 の よ う に 、 医 薬 組 成 物 は 、 マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン 、 例 え ば マ ウ ス Zcytor16モ
ノ マ ー 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 、 又 は マ ウ ス Zcytor
16ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト ） と 共 に １ つ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る キ ッ ト と し て 供 給 さ れ
得 る 。 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 一 又 は 複 数 回 の 用 量 の た め の 注 射 用 溶 液 の 形 で 、 又 は 注
射 の 前 、 再 構 成 さ れ る で あ ろ う 無 菌 粉 末 と し て 供 給 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 そ の よ う な キ ッ
ト は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 の た め の 乾 燥 粉 末 分 散 機 、 液 体 エ ー ロ ゾ ル 発 生 機 又 は ネ
ブ ラ イ ザ ー を 包 含 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な キ ッ ト は さ ら に 、 医 薬 組 成 物 の 指 示 及 び
使 用 法 に 対 す る 文 書 で の 情 報 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 情 報 は 、 マ ウ ス Zcytor16組
成 物 が 、 マ ウ ス Zcytor16に 対 す る 既 知 の 過 敏 性 を 有 す る 患 者 に 禁 忌 を 示 さ れ る 提 示 も 包 含
す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 さ ら に 、 遺 伝 学 及 び 分 子 生 物 学 、 タ ン パ
ク 質 化 学 、 及 び 抗 体 生 成 及 び 分 析 に 関 連 す る 実 験 用 実 習 キ ッ ト に お い て 教 育 用 用 具 と し て
有 用 で あ ろ う 。 そ の 独 得 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の た め に 、 マ ウ ス Zcyt
or16の 分 子 は 、 試 験 の た め の 標 準 と し て 、 又 は “ 未 知 ” と し て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 マ
ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 マ ウ ス Zcytor16が 発 現 さ れ る べ き 遺 伝 子 で あ る 、 融 合
構 造 体 を 包 含 す る 、 細 菌 、 ウ ィ ル ス 又 は 哺 乳 類 発 現 の た め の 発 現 構 造 体 を い か に し て 調 製
す る か を 学 生 に 教 授 す る た め に ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 を
決 定 す る た め に ； 組 成 に お け る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の mRNA及 び DNA位 置 を 決
定 す る た め に （ す な わ ち 、 ノ ザ ン 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 に よ る ）
； そ し て 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド
を 同 定 す る た め に 、 補 助 体 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 調 製 ； ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ る タ ン パ ク 質 の
同 定 ； タ ン パ ク 質 の 精 製 ； 発 現 さ れ た 合 計 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 割 合 と し て の 発 現 さ れ た
マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 重 量 の 決 定 ； ペ プ チ ド 分 解 部 位 の 同 定 ； ア ミ ノ 及 び カ ル ボ
キ シ ル 末 端 標 識 の カ ッ プ リ ン グ ； ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 ； 及 び 生 来 の 及 び 標 識 さ れ た タ ン パ ク
質 （ す な わ ち 、 受 容 体 結 合 、 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 増 殖 及 び 分 化 ） の 生 物 学 的 活
性 の イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で の モ ニ タ ー リ ン グ の た め の 補 助 体 と し て 、 教 育 的 に 使 用 さ
れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
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マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 分 析 熟 練 、 例 え ば 、 質 量 分 析 学 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン
、 例 え ば ４ 個 の α ヘ リ ッ ク ス を 決 定 す る た め に 、 円 ニ 色 性 を 、 原 子 の 立 体 構 造 を 詳 細 に 決
定 す る た め に 、 X－ 線 結 晶 学 を 、 溶 液 に お け る タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す た め に 、 核 磁 気 共
鳴 分 光 学 を 教 授 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Zcytor16を 含 む キ ッ ト が 、 学
生 の 分 析 熟 練 を 開 発 す る た め に 未 知 の タ ン パ ク 質 と し て 、 又 は 学 生 の 熟 練 の 試 験 と し て 、
分 析 す る 学 生 に 与 え ら れ 得 る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 教 師 に よ っ て は 知 ら れ て お り 、 す な わ ち タ
ン パ ク 質 は 学 生 の 熟 練 を 決 定 し 、 又 は そ の 熟 練 を 進 展 せ し め る た め の 試 験 と し て 学 生 に 提
供 さ れ る の で 、 教 師 は 、 学 生 が ポ リ ペ プ チ ド を 正 し く 分 析 し た か ど う か を 知 る こ と が で き
る 。 あ ら ゆ る ポ リ ペ プ チ ド は ユ ニ ー ク で あ る の で 、 マ ウ ス Zcytor16の 教 育 的 利 用 は そ れ 自
体 ユ ニ ー ク で あ ろ う 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16は 組 織 － 特 異 的 発 現 を 有 し 、 そ し て ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体
構 造 及 び 明 白 な 発 現 パ タ ー ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る の で 、 活 性 は 増 殖 ア ッ セ イ 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 単
球 、 前 立 腺 、 リ ン パ 及 び 他 の 組 織 に お け る マ ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 は 、 診 断 及 び 組 織 － 特 異 的 同 定 及 び 方 法 の 使 用 に お い て 学 生 を 訓 練 す る た め に
分 析 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 染 色 体 検 出 及 び 診 断 方 法 の
使 用 に 基 づ い て 学 生 を 訓 練 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 当 業 界 に お
い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て サ イ ト カ イ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 に つ い て 学 生 を 教 授 し 、 そ
し て マ ウ ス Zcytor16と 当 業 界 に お け る 他 の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 と の 間 の 種 々 の 性 質 、 例 え
ば 細 胞 に 対 す る 細 胞 効 果 、 酵 素 運 動 学 、 種 々 の 抗 体 結 合 親 和 性 、 組 織 特 異 性 及 び 同 様 の も
の を 試 験 す る た め に 、 教 育 環 境 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
マ ウ ス Zcytor16に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 マ ウ ス Zcytor16を 精 製 し 、 抗 体 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 配 列 決 定 す る た め に 、 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を い か に し て 調 製 す る か を 学 生 に 教 授 す る た め の 教 授 援 助 と し て 、 及 び
従 っ て 、 ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 を い か に し て 企 画 す る か を 学 生 に 教 授 す る た め の 実 習 課 目 と
し て 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 マ ウ ス Zcytor16に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 例 え ば 当
業 界 に お い て 知 ら れ て い る 組 織 学 的 及 び 現 場 方 法 を 用 い て 、 活 性 化 さ れ た CD91+細 胞 、 細
胞 分 類 又 は 卵 巣 癌 組 織 の 検 出 へ の 使 用 の た め の 教 授 助 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
次 に 、 マ ウ ス Zcytor16遺 伝 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は 、 試 薬 会 社 に よ り パ ッ ケ ー ジ さ れ
、 そ し て 学 生 が 分 子 生 物 学 の 分 野 に お い て 熟 練 を 得 る た め に 大 学 及 び 他 の 教 育 機 関 に 市 販
さ れ る 。 個 々 の 遺 伝 子 及 び タ ン パ ク 質 は ユ ニ ー ク で あ る の で 、 個 々 の 遺 伝 子 及 び タ ン パ ク
質 は 、 実 験 実 習 課 目 に お け る 学 生 の た め の ユ ニ ー ク な 挑 戦 及 び 学 習 経 験 を 創 造 す る 。 マ ウ
ス Zcytor16遺 伝 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 を 含 む そ の よ う な 教 育 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 範
囲 内 で 有 る と 思 わ れ る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
第 １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230； （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27
～ 230； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の
、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ
る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230； （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230
； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配
列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） ア ミ ノ
酸 残 基 24～ 230； （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び （ ｄ ）
ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
成 る 。 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ）
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ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230； （ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び
（ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 対 照 ア ミ ノ
酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。 も う １ つ の 観 点 に
お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） ア ミ ノ 酸 残 基 24～ 230；
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 230； （ ｃ ） ア ミ ノ 酸 残 基 27～ 126； 及 び （ ｄ ） ア ミ ノ 酸 残 基 131
～ 230か ら 成 る 群 か ら の 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
第 ２ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 39又 は 配 列 番 号 49の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 又 は （ ｂ ） 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 697、
又 は 77～ 697、 又 は 86～ 697の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ
オ チ ド ８ ～ 697、 又 は 77～ 697、 又 は 86～ 697の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 補 体 か ら 成 る 核 酸 分 子
に 対 し て 、 緊 縮 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま 存 続 す る 核 酸 分 子 の い ず れ か で あ
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 １ つ の 観 点 に お い て は 、 前 記 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、
上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 、
配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の い ず れ か の 差 異 は 、 保 存
性 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る 。 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 は 、 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号 47の ヌ ク レ オ チ ド ８ ～ 697、 又 は 77～ 697、 又 は 86～ 697の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
第 ３ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る ベ ク タ
ー を 提 供 す る 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 転 写 プ ロ モ ー タ
ー 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 プ ロ モ ー タ ー
が 前 記 核 酸 分 子 に よ り 操 作 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ し て 前 記 核 酸 分 子 が 前 記 転 写 タ ー ミ ネ ー タ
ー に よ り 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 細 菌 、 酵 母 細 胞 、 菌 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞
及 び 植 物 細 胞 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 上 記 に 開 示 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 組 換 え 宿
主 細 胞 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 り 、 そ し て 前
記 マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 マ
ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ
る 方 法 は 、 前 記 培 養 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と
を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ １ １ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 又 は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 抗 体 は 、 （ ａ ）
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｂ ） ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ｃ ） （ ｂ ） に 由 来 す る ヒ ト 適
合 さ れ た 抗 体 、 及 び （ ｄ ） ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 － イ デ
ィ オ タ イ プ 抗 体 を 提 供 す る 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 融 合 タ
ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 成 分 を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残
基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 ア ミ ノ 酸 差 異 は 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 か ら 成 り ； そ し
て 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
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は IL－ TIFを 結 合 す る か 、 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り
コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー
、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り
、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ
ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド
さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （
配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受
容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容
体 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は ホ モ ダ イ マ ー 、
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク
ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り
、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含
ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い
て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 サ
イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 細 胞 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る 。 も う １ つ の 態 様
に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 可
溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 親 和 性 標 識 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 次 の 作 用 可 能 に 連 続 さ れ た 要 素 ： （ ａ ） 転 写 プ ロ モ
ー タ ー ； ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ DNAセ グ
メ ン ト ； 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ； 及 び （ ｂ ） 第 ２ 転 写 プ ロ モ ー タ ー ； 可 溶 性 ク ラ ス I又
は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 ２ DNAセ グ メ ン ト ； 及 び 転 写
タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 第 １ 及 び 第 ２ DNAセ グ メ
ン ト は 単 一 の 発 現 の ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る か 、 又 は 独 立 し た 発 現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
１ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー は さ ら に 、 前 記 第 １ 及 び 第 ２ DNA
セ グ メ ン ト に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含 ん で 成 る 。 も う １ つ の 態
様 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 第 ２ DNAセ グ メ
ン ト は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を 含 ん で
成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 培 養 さ
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れ た 細 胞 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 細 胞 は 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 培 養 さ れ た 細 胞 は 上 記
の 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 第 １ 及 び 第 ２ DNAセ グ メ ン ト は 独 立 し た 発 現 ベ ク タ ー 上 に 位 置
し 、 そ し て 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て 細 胞 が 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 さ れ て い る 培 養 さ れ た 細 胞 は 上 記 の 通 り
で あ り 、 こ こ で 前 記 細 胞 は 前 記 DNAセ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ
ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示
さ れ る 細 胞 は 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 複
合 体 を 分 泌 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 細 胞 は 、 IL－ TIFを 結 合
し 、 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ヘ テ ロ ダ イ マ ー
又 は マ ル チ マ ー 複 合 体 を 分 泌 す る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 下 記 成 分 ： ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列
番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 第 １ DNAセ グ メ ン ト ； 及 び 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 他 の DNAセ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る DNA構 造 体 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 第 １ 及 び 他 の DNAセ グ メ ン ト は 読 み 取 り 枠 の 整 合
し て 連 結 さ れ ； そ し て 前 記 第 １ 及 び 他 の DNAセ グ メ ン ト は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA構 造 体 は 上 記 に 開 示 さ れ る
通 り で あ り 、 こ こ で 少 な く と も １ つ の 他 の DNAセ グ メ ン ト は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 又 は 可 溶 性 zcyt
or11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ４ ２ １ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 次 の 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 要 素 ： 転 写 プ ロ モ ー タ ー
： 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA構 造 体 ： 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー
タ ー を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 前 記 DNA構 造 体 に 作
用 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ し て 前 記 DNA構 造 体 は 前 記 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ
れ る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る
培 養 さ れ た 細 胞 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 細 胞 は 前 記 DNA構 造 体 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 す る 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 細 胞 を 培 養 し ； そ し て 前 記
細 胞 に よ り 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残
基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 、 IL－ TIFを 結 合 す る か 又 は IL－ TIF活 性 を 拮 抗 す る 単 離 さ れ た 可 溶
性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ
こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト
カ イ ン 受 容 体 を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る
。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、
こ こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ
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ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor
11受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー
受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト カ
イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は
ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 も う １ つ の 態
様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 可 溶
性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体
を さ ら に 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ る 通 り で あ り 、 こ
こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
（ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytor11
受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 34） を 含 ん で 成 る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複
合 体 を 形 成 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 に 開 示 さ れ
る 通 り で あ り 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 親 和 性 標 識 、 化 学
的 成 分 、 毒 素 又 は ラ ベ ル を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た
ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 可 溶 性 受 容 体 サ
ブ ユ ニ ッ ト の 少 な く と も １ つ が 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列
番 号 48に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 ん で 成 る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、
上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受 容 体 複 合 体 は さ ら に
、 可 溶 性 ク ラ ス I又 は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 。 も う １ つ
の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る 単 離 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 可 溶 性 受
容 体 複 合 体 は さ ら に 、 可 溶 性 CRF2－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） 、 可 溶 性 IL－ 10
受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） 、 又 は 可 溶 性 zcytorII受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号
34） を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 細 胞 を 培 養 し ； そ し て 前 記
細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 ヘ テ ロ ダ
イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 複 合 体 を 形 成 す る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 下 記 群 ： （ ａ ） ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の
配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る モ ノ マ ー 又 は ホ モ
ダ イ マ ー 可 溶 性 受 容 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 可 溶 性 ク ラ ス Ｉ 又 は ク ラ ス IIサ
イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 又
は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｃ ） 可 溶 性 CRF2
－ 4受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 35） を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ヘ テ ロ ダ
イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び （ ｄ
） 可 溶 性 IL－ 10受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 36） を 含 ん で 成 る 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容
体 へ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 を さ ら に 含 ん で 成 る （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ た 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に よ り 動 物 を 接 種 し ； こ こ で 前 記
ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 を 生 成 す る た め に 前 記 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 し ； そ し て 前 記
動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る 抗 体 を 生 成 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
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も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又
は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 方 法 に よ り
生 成 さ れ る 抗 体 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ
マ ー 又 は マ ル チ マ ー 受 容 体 複 合 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 不 在 下 で 培 養 さ れ る 骨
髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に 比 較 し て 、 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 又 は 分 化
を 低 め る の に 十 分 な 量 の 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48
に 示 さ れ る よ う な 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る を 含 ん で 成 る 組 成
物 と 共 に 骨 髄 又 は 末 梢 血 液 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 造 血 細 胞 及 び 造 血 細 胞 前 駆
体 の IL－ TIF－ 誘 発 さ れ た 増 殖 又 は 分 化 を 阻 害 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に
お い て は 、 前 記 造 血 細 胞 及 び 造 血 前 駆 体 細 胞 は 、 リ ン パ 球 で あ る 。 も う １ つ の 態 様 に お い
て は 、 前 記 リ ン パ 球 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は T細 胞 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 低 め る た め に 十 分 な 量 の 、 ア ミ ノ 酸 24～ 230
又 は 27～ 230か ら の 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 組 成 物 を
、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 IL－ TIF－ 誘 発 さ れ た 又 は IL－ 9誘 発
さ れ た 炎 症 を 低 め る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ １ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定
し ； （ ２ ） 医 薬 的 に 許 容 で き る ビ ー ク ル 中 、 請 求 項 41記 載 の 可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16サ イ ト
カ イ ン 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 を 投 与 し ； （ ３ ） 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ
ク 質 の 後 － 投 与 レ ベ ル を 決 定 し ； （ ４ ） 段 階 （ ３ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質
の レ ベ ル に 、 段 階 （ １ ） に お け る 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を
含 ん で 成 る 、 炎 症 を 有 す る 哺 乳 類 に お い て 炎 症 応 答 を 抑 制 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ
で 血 清 ア ミ ロ イ ド Aタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 上 昇 又 は 下 降 の 欠 失 が 炎 症 応 答 の 抑 制 の 表 示 で あ
る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 ； 前 記 組 織
又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 上 記 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 と 共 に 、 前 記 抗 体 が 前 記 組 織 又 は
生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る そ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 結 合 さ れ る 抗 体 を 可 視 化 し ； そ し て 正 常 な 対 照
組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 前 記 患 者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 結 合 さ
れ る 抗 体 の レ ベ ル を 比 較 す る 、 患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前
記 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 す る 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に
結 合 さ れ る 抗 体 の レ ベ ル の 上 昇 が 前 記 患 者 に お け る 癌 の 表 示 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 ； 配 列 番 号
37又 は 配 列 番 号 47の 少 な く と も 14個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 又 は 配 列 番 号 37又 は 配 列 番 号
47の 補 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ リ ン グ し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル
を 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条
件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 前 記 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 前 記 ラ ベ ル さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 可 視 化 し ； そ し て 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 し て 、 前 記 患
者 か ら の 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る ラ ベ ル さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル を 比 較 す る 、 患 者 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で
前 記 正 常 な 対 照 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル に 比 較 し て 、 前 記 患 者 組 織 又 は 生 物 学 的 サ ン プ
ル に 対 す る ラ ベ ル に さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 上 昇 が 前 記 患 者
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に お け る 癌 の 表 示 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
も う １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230又 は 24～ 2
30又 は 27～ 230を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い
て は 、 前 記 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230又 は 24～ 230又 は 27～ 230の 発 現 は 、
組 織 － 特 異 的 又 は 組 織 － 制 限 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 発 現 さ れ る 。 １ つ の 態 様 に お い
て は 、 前 記 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の 残 基 １ ～ 230又 は 24～ 230又 は 27～ 230の 発 現 が 、
上 皮 － 特 異 的 、 結 腸 － 特 異 的 又 は 卵 巣 － 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 発 現 さ れ る 。 １ つ の
態 様 に お い て は 、 前 記 マ ウ ス は 、 正 常 な マ ウ ス に 比 較 し て 、 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の
残 基 １ ～ 230又 は 24～ 230又 は 27～ 230を 発 現 し な い 。
本 発 明 は 、 次 の 非 制 限 的 例 に よ り さ ら に 例 示 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ４ ３ ７ 】

．

：
ヒ ト Zcytor16の マ ウ ス オ ル ト 体 （ ア メ リ カ 特 許 出 願 第 09/728,911号 ） を 同 定 し 、 そ し て “
マ ウ ス Zcytor16” と 命 名 し た 。 マ ウ ス Zcytor16ク ロ ー ン の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ
ぞ れ 、 配 列 番 号 37及 び 配 列 番 号 47に 示 さ れ 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 38及 び
配 列 番 号 48に 示 さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】

：
：

１ つ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 C－ 末 端 Fc4標 識 （ 配 列 番 号 ５ ） に 融 合 さ れ た 可 溶 性 ヒ ト Zcytor16
ポ リ ペ プ チ ド （ Zcytor16cR, す な わ ち 配 列 番 号 ２ の 残 基 22（ Thr） ～ 残 基 231（ Pro） ； 配
列 番 号 13） を 発 現 す る た め に 調 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
約 630bpの PCR生 成 さ れ た Zcytor16 DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 可 溶 性 受 容 体 を コ ー ド す る Zcytor
16 DNAの そ れ ぞ れ の 5’ 及 び 3’ 末 端 で BamHI及 び Bgl2制 限 部 位 を 付 加 す る た め に PCRプ ラ イ
マ ー と し て オ リ ゴ ZC29,181（ 配 列 番 号 ６ ） 及 び オ リ ゴ ZC29,182（ 配 列 番 号 17） を 用 い て 創
造 し た 。 Zcytor16 cDNA（ 配 列 番 号 １ ） （ 例 １ A） を 含 む プ ラ ス ミ ド を 、 鋳 型 と し て 使 用 し
た 。 Zcytor16フ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で １ 分 （ １ サ イ ク ル ） ； 9
4℃ で 30秒 、 68℃ で 90秒 、 続 い て 追 加 の 68℃ で の ４ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 10℃ で
の 維 持 （ 25サ イ ク ル ） 。 反 応 を 、 ク ロ ロ ホ ル ム /フ ェ ノ ー ル 抽 出 及 び イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈
殿 に よ り 精 製 し 、 そ し て BamHI及 び Bgl2に よ り 消 化 し た （ Boehringer Mannheim, Indianap
olis, IN） 。 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 可 視 化 さ れ る よ う な 約 630bpの バ ン ド を
、 QiaexII T M  精 製 キ ッ ト （ Qiagen, Valencia, CA） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 に 従 っ て 精
製 し た 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
Fc4/pzmp20プ ラ ス ミ ド は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト tPAリ ー ダ ー ペ プ チ ド 、 コ ー ド 配 列 の 挿
入 の た め の 複 数 の 制 限 部 位 、 Fc4標 識 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 哺 乳 類
発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 前 記 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 製 の E． コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、
エ ン ハ ン サ ー 及 び 複 製 の 起 点 を 有 す る 哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 DHFR遺 伝 子 、 及 び SV
40タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 。 Zcytor16sR/Fc4/pzmp20発 現 ベ ク タ ー は ヒ ト tPAリ ー ダ ー ペ プ
チ ド （ 配 列 番 号 ８ 及 び ９ ） を 使 用 し 、 そ し て Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 細 胞 外 部 位 の C
－ 末 端 に Fc4標 識 （ 配 列 番 号 ５ ） を 結 合 す る 。 Fc4は 、 Fc受 容 体 を も は や 結 合 し な い よ う 突
然 変 異 を 含 む 、 ヒ ト IgGに 由 来 す る Fc領 域 で あ る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
約 30ngの 制 限 消 化 さ れ た Zcytor16sR挿 入 体 及 び 約 10ngの 消 化 さ れ た ベ ク タ ー （ Bgl2に よ り
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例 １ マ ウ ス Zcytor16の ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び ヒ ト 及 び マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 ： Zcyt
or16CEE, Zcytor16CFLG, Zcytor16CHIS及 び Zcytor16－ Fc4を 発 現 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー
の 構 造
A.マ ウ ス Zcytor16細 胞 外 ド メ イ ン の ク ロ ー ニ ン グ

B.可 溶 性 Zcytor16受 容 体 Zcytor16－ Fc4の 哺 乳 類 発 現
Zcytor16可 溶 性 受 容 体 Zcytor16sR/Fc4を 発 現 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 構 造



切 断 さ れ た ） を 、 約 11℃ で 一 晩 、 連 結 し た 。 １ μ lの 連 結 反 応 を 、 DH10Bコ ン ピ テ ン ト 細 胞
（ Gibco BRL, Rockville, MD） 中 に 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー ト し
、 そ し て 50mg/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 コ ロ ニ ー を 、 個 々 の コ ロ ニ ー の 液 体 培 養 物 2mlか ら 調 製 さ れ た DNAの 制 限 分 析
に よ り ス ク リ ー ン し た 。 陽 性 ク ロ ー ン の 挿 入 体 配 列 を 、 配 列 分 析 に よ り 確 か め た 。 大 規 模
プ ラ ス ミ ド 調 製 を 、 Qiagen（ 商 標 ） Mega Prepキ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説
明 書 に 従 っ て 行 っ た 。
類 似 す る 方 法 を 用 い て 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 、 例 え ば Fc4に よ り 標 識 さ
れ た CRF2－ 4及 び IL－ 10Rの マ ウ ス Zcytor16－ Fc4融 合 体 及 び Fc4融 合 体 を 調 製 し た 。
【 ０ ４ ４ ２ 】

：
１ つ の 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち 、 pC4Zcytor16CEE4， Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 細 胞
外 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 22～ 231； 配 列 番 号 13； 又 は 配 列 番 号 38又 は
配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 24～ 230） の 発 現 の た め に 調 製 し 、 こ こ で 前 記 構 造 体 は 、 予 測 さ れ
る 開 始 メ チ オ ニ ン か ら 成 り 、 そ し て 予 測 さ れ る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン に 隣 接 し て 切
断 さ れ 、 そ し て C－ 末 端 Glu－ Glu標 識 （ 配 列 番 号 10） を 有 す る Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 す る よ う 企 画 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
Zcytor16細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る Zcytor16 DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 PC
Rを 用 い て 創 造 し 、 そ し て 精 製 す る 。 切 除 さ れ た DNAを 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 例 え ば 生 来 の
Zcytor16シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し
て Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の C－ 末 端 に Glu－ Glu標 識 （ 配 列
番 号 10） を 結 合 す る 。 そ の よ う な 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 類 プ ロ モ ー タ ー 、 コ ー ド 配
列 の 挿 入 の た め の 複 数 の 制 限 部 位 、 停 止 コ ド ン 及 び 哺 乳 類 タ ー ミ ネ ー タ ー を 有 す る 発 現 カ
セ ッ ト を 含 む 。 こ の プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 製 の E． コ リ 起 点 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー 及 び 複 数 の 起 点 を 有 す る 哺 乳 類 選 択 マ ー カ ー 発 現 単 位 、 DHFR遺 伝 子 及 び SV40タ ー ミ
ネ ー タ ー も 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
制 限 消 化 さ れ た Zcytor16挿 入 体 及 び 前 に 消 化 さ れ た ベ ク タ ー を 、 標 準 の 分 子 生 物 学 技 法 を
用 い て 連 結 し 、 そ し て DH10Bコ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ GIBCO BRL, Gaithersburg, MD） 中 に 、 そ
の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て 50μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含
む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ロ ニ ー を 、 個 々 の コ ロ
ニ ー か ら 調 製 さ れ た DNAの 制 限 分 析 に よ り ス ク リ ー ン し た 。 陽 性 ク ロ ー ン の 挿 入 体 配 列 を
、 配 列 分 析 に よ り 確 か め た 。 大 規 模 プ ラ ス ミ ド 調 製 を 、 QIAGEN（ 商 標 ） Maxi prepキ ッ ト
（ Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
同 じ 方 法 を 用 い て 、 マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 ホ モ ダ イ マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 又 は マ ル チ マ ー
受 容 体 （ 非 － Zcytor16可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 例 え ば 可 溶 性 CRF2－ 4又 は IL－ 10R） 、
又 は 一 列 に 並 ん で ６ 個 の His残 基 （ 配 列 番 号 12） か ら 成 る C－ 末 端 HIS標 識 、 及 び C－ 末 端 FL
AG（ 配 列 番 号 11） 標 識 、 す な わ ち Zcytor16CFLAGを 有 す る 可 溶 性 受 容 体 を 調 製 す る 。 そ れ
ら の 構 造 体 を 構 成 す る た め に は 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 glu-glu標 識 （ 配 列 番 号 10） の 代 わ り
に 、 HIS又 は FLAG（ 商 標 ） 標 識 の い ず れ か を 有 す る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】

．
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 、 BHK570細 胞 （ ATCC NO. CRL－ 10314； ATCC, Manasas, VA）
を 、 通 常 の BHK DMEM (Gibco/BRL High Glucose) 培 地 を 含 む 10cmプ レ ー ト に 、 50％ 集 密 性
で プ レ ー ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 日 、 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） DMEMに よ り １ 度
、 洗 浄 し 、 続 い て Zcytor16sR/Fc4/pzmp20発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 1
6μ gの ヒ ト Zcytor16sR－ Fc4 DNA構 造 体 （ 例 １ B） を 、 640μ lの 合 計 最 終 体 積 の SF DMEM中
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C． Zcytor16CEE, Zcytor16CFLF及 び Zcytor16CHISを 含 む Zcytor16哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 構
成

例 ２ 可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 発 現



に 希 釈 し た 。 希 釈 さ れ た LipofectAMINE T M  (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) 混 合 物 （ 605
μ lの 培 地 中 、 35μ lの LipofectAMINE T M ） を 、 DNA混 合 物 に 添 加 し 、 そ し て 室 温 で 30分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 5mlの SF培 地 を 、 DNA/LipofectAMINE T M  混 合 物 に 添 加 し 、 次 に 、 こ れ
を 、 BHK細 胞 に 添 加 し た 。 細 胞 を 、 38℃ /5％ CO 2 で ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 後 、 10％
FBSと 共 に 6.4mlの BHK培 地 を 添 加 し た 。 細 胞 を 37℃ /5％ CO 2 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 24時 間 後 、 BHK細 胞 を 、 １ μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） を 有
す る 選 択 培 地 に 分 け た 。 前 記 細 胞 を 、 安 定 し た Zcytor16sR－ Fc4/BHK細 胞 系 が 同 定 さ れ る
ま で 、 こ の 状 態 で 反 復 し て 分 離 し た 。 Zcytor16可 溶 性 受 容 体 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル
を 検 出 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK細 胞 を 、 PBSに よ り 洗 浄 し 、 そ し て SF培 地
に お い て 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 SFな ら し 培 地 を 集 め 、 そ し て 20μ lの サ ン プ ル を 、
還 元 条 件 下 で 、 10％ SDS－ PAGEゲ ル 上 で 展 開 し た 。 タ ン パ ク 質 バ ン ド を 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ
ロ ッ ト に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 そ し て 融 合 タ ン パ ク 質 を
、 ヤ ギ － 抗 － ヒ ト IgG/HRP接 合 体 （ Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West Gr
ove, PA） を 用 い て 検 出 し た 。 Fc4に 融 合 さ れ る 異 な っ た 可 溶 性 受 容 体 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
を 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 安 定 し た Zcytor16sR－ Fc4/BHK細 胞 の 発 現 レ ベ ル は 、 約 2mg/lで
あ っ た 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK細 胞 を 、 T－ 162フ ラ ス コ 中 に 移 し
た 。 細 胞 が 約 80％ の 集 密 性 に 達 す る と す ぐ に 、 そ れ ら を 、 PBSに よ り 洗 浄 し 、 そ し て 100ml
の SF培 地 に お い て 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 次 に 、 な ら し 培 地 を 、 タ ン パ ク 質 精 製
の た め に 集 め た （ 例 11） 。
上 記 方 法 を 用 い て 、 マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 同 様 に し て 発 現 す る
。
【 ０ ４ ４ ９ 】

．
：

マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） に C－ 末 端 で 融 合 さ れ る Zcytor16可 溶 性 受 容 体 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 相 同 組 換 え に よ り 構 成 す る 。 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 ヒ ト Zcytor16可 溶 性 受 容 体 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 13； 又 は マ ウ ス Zcytor16に 関 し て
は ， 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 24～ 230） に 融 合 さ れ る 約 388個 の N－ 末 端 ア ミ
ノ 酸 MBP部 分 を 含 む 。 Zcytor16 cDNAの フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ； 又 は 配 列 番 号 37又 は 配
列 番 号 47） を 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な PCRを 用 い て 単 離 す る 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
次 の ２ 種 の プ ラ イ マ ー を 、 標 準 の PCR反 応 に お け る Zcytor16フ ラ グ メ ン ト の 生 成 に 使 用 す
る ： （ １ ） １ つ は 、 約 40bpの ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 及 び 約 25bpの ア ミ ノ 末 端 に 対 す る
配 列 を 含 み 、 及 び （ ２ ） も う １ つ は 、 前 記 フ ラ ン キ ン グ ベ ク タ ー 配 列 に 対 応 す る 3’ 末 端
約 40bp及 び Zcytor16の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 応 答 す る 配 列 約 25bpを 含 む 。 100μ lの PCR反 応
物 ２ μ lを 、 分 析 す る た め に 、 １ × TBE緩 衝 液 中 、 1.0％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 試 験 し 、 そ し
て 予 測 さ れ る お お よ そ の フ ラ グ メ ン ト が 見 ら れ る 。 残 る PCR反 応 物 を 、 第 ２ の PCR管 に お い
て 組 合 し 、 そ し て 無 水 エ タ ノ ー ル 400μ lに よ り 沈 殿 せ し め る 。 沈 殿 さ れ た DNAを 、 下 記 の
よ う に し て 、 適 切 に 制 限 消 化 さ れ た 受 容 体 受 容 体 ベ ク タ ー pTAP98中 へ の 組 換 え の た め に 使
用 し 、 MBP－  Zcytor16融 合 体 を コ ー ド す る 構 造 体 を 生 成 す る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
プ ラ ス ミ ド pTAP98は 、 プ ラ ス ミ ド pRS316及 び pMAL-c2に 由 来 す る 。 プ ラ ス ミ ド pRS316は 、
サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Saccharomyces cerevisiae） シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る （
Hieter P. and Sikorski, R., Genetics 122: 19-27, 1989） 。 pMAL-C2 (NEB)は 、 E.コ リ
発 現 プ ラ ス ミ ド で あ る 。 そ れ は 、 tacプ ロ モ ー タ ー 駆 動 MalE（ MBPコ ー ド の 遺 伝 子 ） 、 続 い
て 、 His標 識 、 ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 及 び rrnBタ ー ミ ネ ー タ ー を 担 持 す
る 。 ベ ク タ ー pTAP98を 、 酵 母 相 同 組 換 え を 用 い て 構 成 す る 。 100ngの EcoRI切 断 さ れ た 、 pM
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例 ３ E.コ リ に お け る Zcytor16可 溶 性 受 容 体 の 発 現
A.hu Zcytor16/MBP-6H融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー pCZR225の 構 成



AL-c2を 、 １ μ gの PvuI切 断 さ れ た pRS316, 1μ gの リ ン カ ー と 共 に 組 合 し 、 そ し て １ μ gの S
caI/EcoRI切 断 さ れ た pRS316を 、 PCR反 応 に お い て 組 合 す 。 PCR生 成 物 を 、 100％ エ タ ノ ー ル
沈 殿 に よ り 濃 縮 す る 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 （ S.セ レ ビ シ ア エ ） を 、 約 １ μ gの 上 記 Zcytor16受 容 体 PCR生 成 物 及
び 100ngの SmaI消 化 さ れ た pTAP98ベ ク タ ー を 含 む 混 合 物 数 10μ Lと 共 に 組 合 し 、 そ し て 標 準
方 法 を 用 い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て URA－ Dプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 30℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
約 48時 間 後 、 単 一 プ レ ー ト か ら Ura + 酵 母 形 質 転 換 体 を 採 取 し 、 DNAを 単 離 し 、 そ し て エ レ
ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 （ 例 え ば 、 MC1061, Casadabanな ど ., J. Mol. Biol. 138,
 179-207） を 形 質 転 換 し 、 そ し て 標 準 方 法 を 用 い て 、 MM/CA＋ AMP 100mg/lプ レ ー ト （ Pryo
r and Leiting, Protein Ezpression and Purification. 10:309-319, 1997） 上 に プ レ ー
tす る 。 細 胞 を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン と 共 に 、 MM/CAに お い て 、 ２ 時 間 、 37℃ で 、 振
盪 し な が ら 増 殖 す る 。 そ の 培 養 物 1mlを 、 1mMの IPTGに よ り 誘 発 す る 。 ２ ～ ４ 時 間 後 、 個 々
の 培 養 物 250μ lを 、 酸 に よ り 洗 浄 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ 250μ 、 及 び 5％ β ME及 び 色 素 を 含 む
Thomer緩 衝 液 （ ８ Mの 尿 酸 、 100mMト リ ス 、 pH7.0, 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ mMの EDTA， ５ ％ S
DS） 250μ lと 共 に 混 合 す る 。 サ ン プ ル を １ 分 間 、 振 盪 し 、 そ し て 65℃ に 10分 間 、 加 熱 す る
。 そ の 20μ lを 、 ４ ％ ～ 12％ PAGEゲ ル （ NOVEX） 上 の ラ イ ン 当 た り に 負 荷 す る 。 ゲ ル を 、 １
× MES緩 衝 液 に お い て 試 験 す る 。 陽 性 ク ロ ー ン を 、 配 列 決 定 分 析 に ゆ だ ね る 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
１ μ lの 配 列 決 定 DNAを 用 い て 、 BL21株 を 形 質 転 換 す る 。 細 胞 を 、 2.0kV, 25μ F及 び 400オ
ー ム で 電 気 パ ル ス す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 続 い て 、 100mg/lの ア ン ピ シ リ ン を 含
む MM/CA溶 液 0.6ml上 に プ レ ー ト す る 。 細 胞 を 、 MM/CAに お い て 増 殖 し 、 そ し て 上 記 の よ う
に し て 、 IPTGに よ り 誘 発 す る 。 陽 性 ク ロ ー ン を 用 い て 、 ヒ ト 又 は マ ウ ス Zcytor16/MBP-6H
融 合 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 、 標 準 技 法 に よ り 増 殖 す る 。
【 ０ ４ ５ ５ 】

．
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 精 製 さ れ た マ ウ ス Zcytor16/MBP-6Hポ リ ペ プ チ ド （ 例 ３ ） 又 は 精
製 さ れ た 組 換 え マ ウ ス Zcytor16CEE又 は マ ウ ス Zcytor16－ Fc4可 溶 性 受 容 体 （ 例 １ ； 例 11）
に よ り 、 雌 New zealand 白 色 ウ サ ギ を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る 。 ウ サ ギ は 、 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Pierce, Rockford, IL） 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 200mgの
初 期 腹 腔 内 （ IP） 注 射 、 続 い て 、 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質
100μ gの 追 加 免 疫 IP注 射 を 、 ３ 週 ご と に 与 え ら れ る 。 第 ３ の 追 加 免 疫 注 射 の 投 与 後 ７ ～ 10
日 で 、 動 物 は 放 血 さ れ 、 そ し て 血 清 が 集 め ら れ る 。 次 に 、 ウ サ ギ を 、 追 加 免 疫 し 、 そ し て
３ 週 ご と に 放 血 す る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
マ ウ ス Zcytor16－ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 CNBr-SEPHAROSE 1g当 た り 約 10mgの 適 切
に 精 製 さ れ た マ ウ ス Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 調 製 さ れ る CNBr－ SEPHAROSE 4Bタ ン パ
ク 質 カ ラ ム （ Pharmacia LKB） を 用 い て 、 ウ サ ギ 血 清 か ら 親 和 性 精 製 し 、 続 い て 、 PBSに お
け る 20倍 の 透 析 を 一 晩 、 行 う 。 Zcytor16－ 特 異 的 抗 体 を 、 抗 体 標 的 物 と し て 適 切 な 1μ g/m
lの タ ン パ ク 質 抗 原 を 用 い て の ELISA力 価 調 査 に よ り 特 徴 づ け る ウ サ ギ 抗 － Zcytor16親 和 性
精 製 さ れ た 抗 体 の 検 出 の 下 限 （ LLD） を 、 標 準 方 法 を 用 い て 決 定 す る 。
【 ０ ４ ５ ７ 】

．
マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 精 製 さ れ た 組
換 え マ ウ ス Zcytor16タ ン パ ク 質 に よ り 、 雄 BalbCマ ウ ス （ Harlan Sprague Dawley, Indian
apolis, IN） を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る 。 マ ウ ス は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト （ Pierce, Rockford, IL） 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 20mgの 初 期 腹 腔 内 （ IP） 注 射 、
続 い て 、 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト 中 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 10mgの 追 加 免 疫 IP注 射 を
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例 ４ マ ウ ス Zcytor16可 溶 性 受 容 体 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

例 ５ マ ウ ス Zcytor16受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 体



、 ２ 週 ご と に 与 え ら れ る 。 第 ３ の 追 加 免 疫 注 射 の 投 与 後 ７ ～ 10日 で 、 動 物 は 放 血 さ れ 、 そ
し て 血 清 が 集 め ら れ 、 そ し て 抗 体 力 化 を 評 価 す る 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
脾 臓 細 胞 を 、 高 い 力 価 の マ ウ ス か ら 収 穫 し 、 そ し て ４ ： １ の 融 合 比 の 脾 臓 細 胞 ： 骨 髄 腫 細
胞 を 用 い て の ２ 種 の 別 々 の 融 合 方 法 に よ り PEG 1500 (Boerhinger Mannheim, UK) を 用 い
て 、 ネ ズ ミ SP2/0骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 す る （ Antibodies: A Laboratory Manual, E. Harlow 
and D. Lane, Cold Spring Harbor Press） 。 融 合 の 後 、 10日 間 の 増 殖 に 続 い て 、 特 定 の
抗 体 － 生 成 ハ イ ブ リ ド マ ー を 、 抗 体 標 的 物 と し て 、 精 製 さ れ た 組 換 え マ ウ ス Zcytor16可 溶
性 受 容 体 タ ン パ ク 質 （ 例 ６ C） を 用 い て 、 ELISAに よ り 、 そ し て 抗 体 標 的 物 と し て 、 Zcytor
16配 列 を 発 現 す る Ba F3細 胞 （ 例 ８ ） を 用 い て 、 FACSに よ り 同 定 す る 。 両 方 法 に よ る そ の
得 ら れ る 陽 性 ハ イ ブ リ ド マ ー を 、 限 界 希 釈 法 に よ り ３ 度 ク ロ ー ン 化 す る 。
【 ０ ４ ５ ９ 】

．
可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体  (例 11)、 又 は gp130 (Hibi, M. な ど ., Cell63: 1149-1157,
 1990) を 、 5倍 モ ル 過 剰 の ス ル ホ － NHS－ LC－ ビ オ チ ン （ Piece，  Inc., Rockford, IL）
と の 反 応 に よ り 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ビ オ チ ニ ル 化 す る 。 可 溶 性 マ ウ ス Zc
ytor16受 容 体 及 び 他 の 可 溶 性 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 例 え ば 可 溶 性 IL－ 10R（ sIL-10R） 又 は
CRF2-4受 容 体 （ CRF2-4） 、 可 溶 性 zcytor11受 容 体 （ ア メ リ カ 特 許 5,965,704号 ） 又 は 可 溶
性 zcytor7受 容 体 （ ア メ リ カ 特 許 5,945,511号 ） を 、 5倍 モ ル 過 剰 の Ru－ BPY－ NHS（ Igen、 I
nc., Gaithersburg, MD） に よ り 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ラ ベ ル す る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
可 溶 性 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 の ビ オ チ ニ ル 化 さ れ 、 そ し て Ru－ BPY－ NHP－ ラ ベ ル さ れ た 形
は 、 そ れ ぞ れ Bio－  Zcytor16受 容 体 及 び Ru－  Zcytor16と 命 名 さ れ ； 他 の 可 溶 性 受 容 体 サ
ブ ユ ニ ッ ト の ビ オ チ ニ ル 化 さ れ 、 そ し て Ru－ BPY－ NHS－ ラ ベ ル さ れ た 形 も 同 様 に 命 名 さ れ
得 る 。 ア ッ セ イ を 、 マ ウ ス Zcytor16へ テ ロ ダ イ マ ー 受 容 体 を 結 合 す る リ ガ ン ド 、 例 え ば IL
-TIFを 発 現 す る 細 胞 か ら の な ら し 培 地 を 用 い て 、 又 は 精 製 さ れ た IL-TIFを 用 い て 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
初 期 受 容 体 結 合 特 徴 化 の た め に 、 一 連 サ イ ト カ イ ン 又 は な ら し 培 地 を 、 そ れ ら が マ ウ ス Zc
ytor16受 容 体 ホ モ ダ イ マ ー 化 を 介 在 す る こ と が で き る か ど う か 、 及 び そ れ ら が 上 記 の 可 溶
性 サ ブ ユ ニ ッ ト マ ウ ス Zcytor16受 容 体 へ の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 化 を 介 在 で き る か ど う か を 決 定
す る た め に 試 験 す る 。 こ れ を 行 う た め に 、 50μ lの な ら し 培 地 又 は TBS－ B含 有 の 精 製 さ れ
た サ イ ト カ イ ン を 、 例 え ば 400ng/mlの Ru－ ｍ Zcytor16受 容 体 及 び Bio－  ｍ Zcytor16、 又 は
400ng/mlの Ru－  ｍ Zcytor16受 容 体 及 び Bio－ gp130、 又 は 400ng/mlの Ru－ CRF2-4及 び Bio－
ｍ Zcytor16を 含 む TBS－ B（ 20mMの ト リ ス 、 150mMの NaCl、 1mg/mlの BSA、 pH7.2） 50μ lと 組
合 す 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
室 温 で の １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 30μ gの ス ト レ プ タ ビ ジ ン 被 覆 さ れ た 、 2
.8mmの 磁 気 ビ ー ズ （ Dynal, Inc., Oslo, Norway） を 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 を 、 室 温 で
さ ら に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 200μ lの ORIGENア ッ セ イ 緩 衝 液 （ Igen, Inc., 
Gaithersburg, MD） を 添 加 し 、 そ し て 受 容 体 会 合 の 程 度 を 、 M8　 ORIGEN分 析 機 （ Igen， In
c.） を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ４ ６ ３ 】

．
分 泌 さ れ た マ ウ ス Zcytor16へ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現 す る ベ ク タ ー を 構 成 す る 。 こ の 構 造 体 に
お い て は 、 Zcytor16の 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン － 結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 配 列 番 号 38又 は 配 列 番
号 48の ア ミ ノ 酸 24～ 230） を 、 IgGガ ン マ １ （ IgGγ 1） の H鎖 に 融 合 し 、 そ し て ヘ テ ロ マ －
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト （ 例 え ば 、 gp130, LIF, IL-12, WSX-1又 は IL－ ２ 受 容 体
成 分 （ IL-２ Rα 、 IL-2Rβ 、 IL-2Rγ ） 、 IL-4/IL-13受 容 体 フ ァ ミ リ ー 受 容 体 成 分 （ IL-4R
α 、 IL-BRα 、 IL-13Rα ’ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 外 部 分 （ 例 え
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例 ６ ORIGENア ッ セ イ を 用 い て の マ ウ ス Zcytor16受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー 化 の 評 価

例 ７ zcytor17 受 容 体 へ テ ロ ダ イ マ ー を 生 成 す る た め の 構 造 体



ば 、 CRF2-4、 IL-9、 IL-10、 zcytor7、 zcytor11、 IL-4受 容 体 成 分 ） を 、 ヒ ト カ ッ パ L鎖 （
ヒ ト κ L鎖 ） に 融 合 す る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】

：
IgGγ １ の H鎖 を 、 Zem229R哺 乳 発 現 ベ ク タ ー （ ATCC寄 託 番 号 69447号 ） 中 に ク ロ ー ン 化 し 、
そ の 結 果 、 5’ EcoRI及 び 3’ NheI部 位 を 有 す る い ず れ か の 所 望 す る サ イ ト カ イ ン 受 容 体 細
胞 外 ド メ イ ン を ク ロ ー ン 化 で き 、 N－ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン － C－ 末 端 IgGγ １ 融 合 体 を も た
ら す こ と が で き る 。 こ の 構 造 体 に 使 用 さ れ る IgGγ １ フ ラ グ メ ン ト を 、 鋳 型 と し て Clontec
h hFetal Liver cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら IgGγ １ 配 列 を 単 離 す る た め に 、 PCRを 用 い る こ と
に よ り 製 造 す る 。 PCR生 成 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 精 製 し 、 そ し て Mlu
I及 び EcoRI（ Boerhinger-Mannheim） に よ り 消 化 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 そ し て 本 明 細 書
に 開 示 さ れ る 標 準 の 分 子 生 物 学 技 法 を 用 い て 、 MluI及 び EcoRIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た Z
em229R中 に 、 所 望 す る 制 限 部 位 リ ン カ ー を 含 ん で 成 る オ リ ゴ と 共 に 連 結 す る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
ヒ ト κ L鎖 を 、 Zem228R哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー （ ATCC寄 託 番 号 69446号 ） に お い て ク ロ ー ン 化
し 、 そ の 結 果 、 5’ EcoRI部 位 及 び 3’ KpnI部 位 を 有 す る 、 い ず れ か の サ イ ト カ イ ン 受 容 体
細 胞 外 ド メ イ ン が ク ロ ー ン 化 し 、 N－ 末 端 サ イ ト カ イ ン 細 胞 外 ド メ イ ン － C－ 末 端 ヒ ト κ L
鎖 融 合 体 を も た ら す こ と が で き る 。 KpnI部 位 は ヒ ト κ L鎖 配 列 内 に 位 置 す る の で 、 特 定 の
プ ラ イ マ ー が 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 所 望 す る 細 胞 外 ド メ イ ン の 3’ 末 端 を 、 こ の KpnI部
位 中 に ク ロ ー ン 化 す る よ う 企 画 さ れ る 。 前 記 プ ラ イ マ ー は 、 そ の 得 ら れ る PCR生 成 物 が 、 K
pnI部 位 ま で の ヒ ト κ L鎖 の セ グ メ ン ト と 共 に 、 所 望 す る サ イ ト カ イ ン 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ
ン を 含 む よ う 企 画 さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
こ の プ ラ イ マ ー は 好 ま し く は 、 KpnI部 位 で 切 断 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 5’ 側 で 融 合 さ れ る
所 望 す る サ イ ト カ イ ン 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン の 3’ 末 端 の 少 な く と も 10個 の ヌ ク レ オ チ ド
の 部 分 を 含 ん で 成 る 。 こ の 構 造 体 に 使 用 さ れ る ヒ ト κ L鎖 フ ラ グ メ ン ト を 、 上 記 で 使 用 さ
れ る の と 同 じ Clontechヒ ト 胎 児 肝 臓 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら ヒ ト κ L鎖 配 列 を 単 離 す る た め
に 、 PCRを 用 い る こ と に よ っ て 製 造 す る 。 PCR生 成 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い
て 精 製 し 、 そ し て MluI及 び EcoRI（ Boerhinger-Mannheim） に よ り 消 化 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿
せ し め 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 標 準 の 分 子 生 物 学 技 法 を 用 い て 、 MluI及 び EcoRIに
よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た Zem228R中 に 、 上 記 MluI/EcoRIリ ン カ ー に よ り 連 結 す る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】

：
上 記 構 造 ベ ク タ ー を 用 い て 、 IgGγ １ に 融 合 さ れ る マ ウ ス Zcytor16を 有 す る 構 造 体 を 製 造
す る 。 こ の 構 成 は 、 標 準 方 法 及 び EcoRI及 び NheI制 限 部 位 を 供 給 す る オ リ ゴ を 用 い て 、 胎
盤 又 は 他 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech） matahaプ ラ ス ミ ド （ 例 １ A） か ら の マ ウ ス Zcyto
r16受 容 体 の 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン － 結 合 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 38又 は 配 列 番 号 48の ア ミ ノ 酸 2
4～ 230） を 、 PCR処 理 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 そ の 得 ら れ る PCR生 成 物 を 、 本 明 細 書 に
記 載 の よ う に し て 、 EcoRI及 び NheIに よ り 消 化 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 上 記 の 前 も っ て Eco
RI及 び NheI消 化 さ れ 、 そ し て バ ン ド － 精 製 さ れ た Zem229R/IgGγ I中 に 連 結 す る 。 得 ら れ る
ベ ク タ ー を 、 配 列 決 定 し 、 Zcytor16/IgGガ ン マ １ 融 合 体 が 正 し い こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
κ L鎖 に 融 合 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 細 胞 外 ド メ イ ン を 有
す る 別 々 の 構 造 体 を ま た 、 上 記 の よ う に し て 構 成 す る 。 CRF2-4/ヒ ト κ L鎖 の 構 成 を 、 標 準
方 法 を 用 い て 、 例 え ば リ ン パ 球 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech） 、 及 び EcoRI及 び KpnI制 限
部 位 を 供 給 す る オ リ ゴ か ら 、 PCRに よ り 上 記 の よ う に し て 行 う 。 得 れ れ る PCR生 成 物 を 、 Ec
oRI及 び KpnIに よ り 消 化 し 、 そ し て 次 に 、 こ の 生 成 物 を 、 上 記 の よ う に し て 、 前 も っ て Eco
RI及 び KpnI消 化 さ れ 、 そ し て バ ン ド － 精 製 さ れ た Zem228R/ヒ ト κ L鎖 ベ ク タ ー 中 に 連 結 す
る 。 得 ら れ る ベ ク タ ー を 配 列 決 定 し 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト /ヒ ト κ L鎖 融 合 体
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A.IgGγ １ 及 び ヒ ト κ L鎖 融 合 ベ ク タ ー の 構 成

B.融 合 ベ ク タ ー 構 造 体 中 へ の Zcytor16受 容 体 又 は ヘ テ ロ ダ イ マ ー サ ブ ユ ニ ッ ト 細 胞 ド メ イ
ン の 挿 入



が 正 し い こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
 

：
約 15μ gの 個 々 の 上 記 ベ ク タ ー を 、 LipofectaminePlus T M  試 薬 （ Gibco/BRL） を 用 い て 、 製
造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば BHK－ 570細 胞 （ ATCC No. CRL-10314） 中 に
同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 １ μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト
（ MTX） （ Sigma， St. Louis, MO） 及 び 0.5mg/mlの G418（ Gibco/BRL） を 含 む DMEM＋ 5％ FBS
（ Gibco/BRL） に お い て 、 10日 間 、 選 択 す る 。 得 ら れ る ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の プ ー ル を
、 10μ mの MTX及 び 0.5mg/mlの G418に お い て 再 び 選 択 す る 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
得 ら れ る 二 重 選 択 さ れ た 細 胞 の プ ー ル を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 。 こ の プ ー ル の ３
種 の 画 分 （ Nunc, Denmark） を 用 い て 、 血 清 フ リ ー の な ら し 培 地 10Lを 生 成 す る 。 こ の な ら
し 培 地 を 、 1mlの タ ン パ ク 質 － Aカ ラ ム 上 に 通 し 、 そ し て 約 10, 750μ lの 画 分 に 溶 出 す る 。
最 高 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て PBSに 対 し て 透 析 す る （ 10kDの MW
の カ ッ ト オ フ ） 。 最 終 的 に 、 透 析 さ れ た 材 料 を 、 通 常 の 方 法 を 用 い て の ア ミ ノ 酸 分 析 （ AA
A） の た め に 提 供 す る 。
【 ０ ４ ７ １ 】

．

本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 標 準 の 方 法 を 用 い て 、 BaF3/mZcytor16－ MPLキ メ ラ （ こ こ で 、 マ ウ
ス Zcytor16の 細 胞 外 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 配 列 番 号 38又 は 48の ア ミ ノ 酸 24～ 230） が mpl受 容
体 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 化 ド メ イ ン に 整 合 し て 融 合 さ れ る ） を 発 現 す る 細 胞 を 、 IL－ TIFの 存
在 化 で の 増 殖 応 答 に つ い て 試 験 す る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 モ ノ マ ー 又 は ホ モ ダ イ マ ー マ ウ
ス Zcytor16受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 を 測 定 す る た め の バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 系 と し て 作 用 す る
。
【 ０ ４ ７ ２ 】
さ ら に 、 追 加 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た BaF3/mZcytor16－ MPLキ メ ラ 細 胞 を 、 IL－ TIFの 存 在 下 で の 増 殖 ア ッ セ イ に つ い て 評
価 す る こ と が で き る 。 IL－ TIFの 存 在 下 で 、 BaF3/mZcytor16－ MPL細 胞 が シ グ ナ ル 化 す る 場
合 、 こ れ は 、 Zcytor16受 容 体 が シ グ ナ ル に ホ モ ダ イ マ ー 化 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 す
る 。 IL－ TIFリ ガ ン ド 、 例 え ば CRF2-4の 存 在 下 で シ グ ナ ル 化 す る 追 加 の MPL－ ク ラ ス IIサ イ
ト カ イ ン 受 容 体 融 合 体 に よ る BaF3/MPL－ mZcytor16細 胞 系 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト が マ ウ ス Zcytor16受 容 体 シ グ ナ ル 化 の た め
に 必 要 と さ れ る か ど う か 決 定 す る 。 こ の 目 的 の た め へ の MPL－ 受 容 体 融 合 体 の 使 用 は 、 マ
ウ ス Zcytor16受 容 体 の た め の 細 胞 内 シ グ ナ ル 化 ド メ イ ン の 存 在 に つ い て の 必 要 性 を 軽 減 す
る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
次 に 、 個 々 の 独 立 し た 受 容 体 複 合 体 細 胞 系 を 、 IL－ TIFの 存 在 下 で ア ッ セ イ し 、 そ し て 増
幅 を 通 常 の 方 法 （ 例 え ば 、 Alamar Blue ア ッ セ イ ） を 用 い て 測 定 す る 。 BaF3/MPL-mZcytor
16バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 系 は 、 モ ノ マ ー 又 は ホ モ ダ イ マ ー 受 容 体 活 性 の た め の 対 照 と し て 作
用 し 、 そ し て 従 っ て 、 種 々 の 受 容 体 複 合 体 組 み 合 わ せ に よ り シ グ ナ ル を 比 較 す る た め の 基
線 と し て 使 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 系 は 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 活 性 の た め の 対 照 と し て 作 用 し 、 そ し て 従 っ て 、 種 々 の 受 容 体 複 合 体 組 み 合 わ せ
に よ り シ グ ナ ル 化 を 比 較 す る た め の 基 線 と し て 使 用 さ れ る 。 リ ガ ン ド （ IL－ TIF） を 有 さ
な い BaF3/MPL-mZcytor16は ま た 、 対 照 と し て も 使 用 さ れ る 。 正 し い 受 容 体 複 合 体 の 存 在 下
で の IL－ TIFは 、 IL－ TIFの 存 在 下 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 約 ５ 倍 又 は そ れ 以 上 、 BaF3/m
Zcytor16－ MPL受 容 体 細 胞 系 の 増 殖 を 高 め る こ と が 予 測 さ れ る 。 Zcytor16ヘ テ ロ ダ イ マ ー
及 び マ ル チ マ ー 受 容 体 の 成 分 を 発 現 す る 細 胞 は 、 IL－ TIFの 存 在 下 で 増 殖 す べ き で あ る 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
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D. マ ウ ス Zcytor16及 び ヘ テ ロ ダ イ マ ー サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 細 胞 外 ド メ イ ン
の 同 時 － 発 現

例 ８ 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て の マ ウ ス Zcytor16受 容 体 と ヘ テ ロ ダ イ マ ー 化 又 は 多 重 化 す る
受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 決 定



．
Zcytor16－ シ グ ナ ル 化 複 合 体 に 包 含 さ れ る 成 分 を 同 定 す る た め に 、 受 容 体 再 構 成 の 研 究 を
、 次 の 通 り に し て 行 う 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド に よ り
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 標 準 方 法 を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 （ ATCC N
o. CRL-10314） は 、 IL-TIFの 存 在 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー に 対 す る 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た マ ウ ス Zcytor16受 容 体 複 合 体 か ら の シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 応 答 を 測 定 す
る た め に 、 バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 系 と し て 作 用 す る 。 BHK細 胞 は 、 マ ウ ス Zcytor16受 容 体 を
内 因 的 に 発 現 し な い 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
典 型 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 次 の ４ 種 の 遺 伝 子 か ら の STAT
転 写 因 子 結 合 要 素 を 含 む 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た KZ134プ ラ ス ミ ド で
あ る ： 修 飾 さ れ た c-fos Sis誘 発 性 要 素 （ m67SIE又 は hSIE） (Sadowski, H. な ど ., Scienc
e 261: 1739-1744, 1993)、  p21 WAF1遺 伝 子 か ら の p21 SIE1（ Chin， Y. な ど ., Science 
272: 719-722, 1996） 、 β － カ ゼ イ ン 遺 伝 子 の 乳 腺 応 答 要 素 （ Schmitt-Ney, M. な ど ., M
ol. Cell. Biol. 11: 3745-3755, 1991） 、 及 び Fcg RI遺 伝 子 の STAT誘 発 性 要 素 （ Seidel
， H. な ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 3041-3045, 1995） 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Asp718－ XhoI適 合 性 末 端 を 含 み 、 そ し て 同 じ 酵 素 に よ り
消 化 さ れ た c-Fosプ ロ モ ー タ ー （ Poulsen, L.K. な ど ., J. Biol. Chem. 273: 6229-6232,
 1998） を 有 し 、 そ し て ネ オ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー を 含 む 受 容 体 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ
ポ ー タ ー ベ ク タ ー 中 に 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 連 結 さ れ た 。 KZ134プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 BHK
又 は BaF3細 胞 を 標 準 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 選 択 方 法 に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し 、 そ れ ぞ れ 、 BHK/KZ134又 は BaF3/KZ134細 胞 系 を 製 造 す る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 を 、 ｍ Zcytor16－ mpl融 合 受 容 体 の み に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 又
は 種 々 の 他 の 既 知 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 1つ に よ り 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 受 容 体
複 合 体 は 、 ｍ Zcytor16－ mpl受 容 体 の み 、 ｍ Zcytor16－ mpl受 容 体 と １ 又 は 複 数 の CRF2-4、
IL-９ 、 IL-10、 zcytor11、 zcytor7ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 又 は IL-4
受 容 体 成 分 又 は IL-２ 受 容 体 成 分 （ IL-2Rα 、 IL-2Rβ 、 IL-2Rγ ） と の 種 々 の 組 合 せ ； ｍ Zc
ytor16－ mpl受 容 体 と １ 又 は 複 数 の IL-4/IL-13受 容 体 フ ァ ミ リ ー 受 容 体 成 分 （ IL-4Rα 、 IL
-13Rα 、 IL-13Rα ’ ） 、 及 び 他 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 （ 例 え ば 、 IL-15Rα 、 IL-7Rα
、 IL-9Rα 、 IL-21R（ Zcytor16受 容 体 ） ） と の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 包 含 す る が 、 但 し そ れ
ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
次 に 、 個 々 の 独 立 し た 受 容 体 複 合 体 細 胞 系 を 、 サ イ ト カ イ ン － な ら し 培 地 又 は 精 製 さ れ た
サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で ア ッ セ イ し 、 そ し て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 通 常 の 方 法 を 用 い て 測
定 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 系 は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 活 性 の た め の 対 照 と し て 作 用 し 、 そ し て 従 っ て 、 種 々 の 受 容 体 複 合 体 組 み 合 わ せ
に よ る シ グ ナ ル を 比 較 す る た め の 基 線 と し て 使 用 さ れ る 。 正 し い 受 容 体 複 合 体 の 存 在 下 で
マ ウ ス Zcytor16受 容 体 を 結 合 す る な ら し 培 地 又 は サ イ ト カ イ ン は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り
も 約 ５ 倍 又 は そ れ 以 上 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 読 み 取 り を 付 与 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
他 方 で は 、 BaF3/ ｍ Zcytor16-mpl細 胞 系 が 上 記 の よ う に 同 時 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ
し て 増 殖 が 測 定 さ れ る （ 例 ８ ） 類 似 す る ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ９ 】

．
COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 次 の 通 り に 行 っ た ： 92μ lの 血 清 フ リ ー DMEM培 地 （ 500ml
の DMEM中 、 55mgの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 146mgの L－ グ ル タ ミ ン 、 5mgの ト ラ ン ス フ ェ リ
ン 、 2.5mgの イ ン ス リ ン 、 １ μ gの セ レ ニ ウ ム 及 び 5mgの フ ェ テ ュ イ ン ） 中 、 0.5μ gの DNA及
び 5μ lの リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Gibco BRL） の 混 合 物 を 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
そ し て 次 に 、 400mlの 血 清 フ リ ー DMEM培 地 を 添 加 し た 。 500μ lの 混 合 物 を 、 1.5× 10 5 個 の
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例 ９ イ ン ビ ト ロ で の マ ウ ス Zcytor16受 容 体 の 再 構 成

例 10 COS細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 分 泌 ト ラ ッ プ



細 胞 /ウ ェ ル で 12－ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト さ れ 、 そ し て 37℃ で ５ 時 間 前 も
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た COS細 胞 上 に 添 加 し た 。 追 加 の 500μ lの 20％ FBS DMEM培 地 （ 500
mlの DMEM中 、 100mlの FBS、 55mgの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び 146mgの L－ グ ル タ ミ ン ） を 添
加 し 、 そ し て プ レ ー ト を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
分 泌 ト ラ ッ プ を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 培 地 を 、 PBSに よ り す す ぎ 、 細 胞 を 除 き 、 そ し て P
BS中 、 1.8％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り 15分 間 、 固 定 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 TNT（ 水 中 、 0.1M
の ト リ ス － HCl、 0.15Mの NaCl、 及 び 0.05％ の Tween－ 20） に よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 PBS中
、 0.1％ Triton－ Xに よ り 15分 間 、 透 過 せ し め 、 そ し て TNTに よ り 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 水 中
、 TNB（ 0.1Mの ト リ ス － HCl、 0.15Mの NaCl及 び 0.5％ の ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 （ NEN Renaissanc
e TSA－ Direct Kit） に よ り １ 時 間 、 阻 止 し た 。 細 胞 を 再 び TNTに よ り 洗 浄 し た 。 次 に 、 細
胞 を 、 TNB中 、 １ ～ ３ μ g/mlの ヒ ト Zcytor16可 溶 性 受 容 体 Fc4融 合 タ ン パ ク 質 （ Zcytor16sR
-Fc4） （ 例 11） と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ４ ８ １ 】
細 胞 を TNTに よ り 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 TNB中 に 、 １ ： 200で 希 釈 さ れ た ヤ ギ － 抗 － ヒ ト Ig
－ HRP（ Fc特 異 的 ； Jackson ImmunoResearch　 Laboratories， Inc.） と 共 に さ ら に １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 再 び 、 細 胞 を TNTに よ り 洗 浄 し た 。 ヒ ト Zcytor16sR-Fc4に 陽 性 的 に
結 合 す る 抗 体 を 、 希 釈 緩 衝 液 （ NENキ ッ ト ） 中 、 １ ： 50に 希 釈 さ れ た フ ル オ レ セ イ ン チ ラ
ミ ド 試 薬 に よ り 検 出 し 、 そ し て 4～ ６ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て TNTに よ り 洗 浄 し た 。
細 胞 を 、 TNT中 、 1.5に 希 釈 さ れ た Vectas hield Mounting Media (Vector Labs Burlingam
e, CA) に よ り 保 存 し た 。 細 胞 を 蛍 光 顕 微 鏡 上 で FTTCフ ィ ル タ ー を 用 い て 可 視 化 し た 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
Zcytor16は ク ラ ス IIサ イ ト カ イ ン 受 容 体 で あ る の で 、 既 知 の 又 は 孤 児 の ク ラ ス IIサ イ ト カ
イ ン と の Zcytor16sR/Fc4融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 試 験 す る 。 サ イ ト カ イ ン （ 中 で も 、 IL－
TIF、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 IL－ 10） の cDNA
を 含 む pZP7発 現 ベ ク タ ー を 、 COS細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た COS細 胞 へ の Zcytor16sR/Fc4の 結 合 を 、 上 記 の よ う な 分 泌 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ を 用 い
て 行 う 。 ヒ ト IL－ TIFは 陽 性 の 結 合 を 示 し た 。 そ れ ら の デ ー タ に 基 づ け ば 、 ヒ ト IL－ TIF及
び ヒ ト Zcytor16は 、 可 能 性 あ る リ ガ ン ド － 受 容 体 対 で あ る 。 類 似 す る 方 法 を 用 い て 、 マ ウ
ス Zcytor16が IL－ TIFを 結 合 す る オ ル ト 体 ク ラ ス II受 容 体 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ４ ８ ３ 】

．
特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 操 作 を 4℃ で 行 っ た 。 次 の 方 法 を 、 ヒ ト Fc4に 対 す る C－
末 端 融 合 体 を 含 む ヒ ト Zcytor16ポ リ ペ プ チ ド （ Zcytor16－ Fc4;例 １ ） を 精 製 す る た め に 使
用 し た 。 ヒ ト Zcytor16－ Fc4（ 例 ２ ） に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら の な
ら し 培 地 約 16， 500mlを 、 0.2μ mの 無 菌 フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て 次 に 、 0.001mM
の ロ イ ペ プ チ ン （ Boerhinge－ Mannheim, Indianapolis, IN） 、  0.001mMの ペ プ ス タ チ ン
（ Boerhinger－ Mannheim） 及 び 0.4mMの Pefabloc（ Boerhinger－ Mannheim） の プ ロ テ ア ー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 溶 液 に よ り 補 充 し た 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
Porosタ ン パ ク 質 A50カ ラ ム （ 20mlの 層 体 積 、 Applied Biosystems） を 充 填 し 、 そ し て 400m
lの PBS（ Gibco/BRL） に よ り 洗 浄 し た 。 補 充 さ れ た な ら し 培 地 を 、 15ml/分 の 流 速 で カ ラ ム
上 に 通 し 、 続 い て 800mlの PBS（ BRL/Gibco） に よ り 洗 浄 し た 。 Zcytor16－ Fc4を 、 0.1Mの グ
リ シ ン （ pH3.0） に よ り カ ラ ム か ら 溶 出 し 、 そ し て 5mlの 画 分 を 、 0.5mlの ２ Mの ト リ ス （ pH
7.8） 中 に 直 接 的 に 集 め 、 画 分 に お け る 最 終 pHを 7.4に 調 節 し た 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
カ ラ ム 性 能 を 、 出 発 培 地 の 還 元 性 SDS－ PAGEゲ ル の ウ ェ ル タ ー ン ブ ロ ッ ト 、 及 び カ ラ ム 通
過 を 通 し て 特 徴 づ け ら れ た 。 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト は 、 出 発 培 地 に お い て 60,000Daで の 免
疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 を 示 す 抗 － ヒ ト IgG HRP (Amersham) 抗 体 を 使 用 し 、 こ こ で 出 発 材 料
は 前 記 カ ラ ム 通 過 に は 存 在 せ ず 、 こ の こ と は 完 全 な 捕 獲 を 示 唆 す る 。 タ ン パ ク 質 A50溶 出
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例 11 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BHK570細 胞 か ら Zcytor16－ Fc4ポ リ ペ プ チ ド の 精 製



画 分 を 、 還 元 性 SDS PAGEゲ ル に よ り 特 徴 づ け た 。 こ の ゲ ル は 、 画 分 ３ ～ 11に お い て 60,000
Daで の 強 く ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 さ れ た バ ン ド を 示 し た 。 画 分 ３ ～ 11を プ ー ル し た 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
タ ン パ ク 質 A50溶 出 プ ー ル を 、 30,000Da Ultrafree Biomax 遠 心 分 離 濃 縮 機 （ 15mlの 体 積
、 Millipore） を 用 い て 、 44mlか ら 4mlに 濃 縮 し た 。 Sephacryl S-300 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ 17
5mlの 層 体 積 ； Pharmacia） を 、 350mlの PBS（ BRL/Gibco） に よ り 洗 浄 し た 。 濃 縮 さ れ た プ
ー ル を 、 1.5ml/分 の 流 速 で カ ラ ム 上 に 注 入 し 、 続 い て 、 225mlの PBS（ BRL/Gibco） に よ り
洗 浄 し た 。 溶 出 さ れ た ピ ー ク を 、 2ml画 分 に 集 め た 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
溶 出 さ れ た 画 分 を 、 還 元 性 及 び 非 還 元 性 銀 染 色 さ れ た （ Geno Technology） SDS PAGEゲ ル
に よ り 特 徴 づ け た 。 還 元 性 銀 染 色 さ れ た SDS PAGEゲ ル は 、 画 分 14～ 31に お い て 60,000Daで
の 強 く 染 色 さ れ た バ ン ド を 示 し 、 そ し て 非 還 元 性 銀 染 色 さ れ た SDS PAGEゲ ル は 、 画 分 14～
31に お い て 160,000Daで の 強 く 染 色 さ れ た バ ン ド を 示 し た 。 画 分 １ ～ 31を プ ー ル し 、 30,00
0Da Ultrafree Biomax遠 心 分 離 濃 縮 機 （ 15mlの 体 積 、 Millipore） を 用 い て 、 22mlに 濃 縮
し た 。 こ の 濃 縮 物 を 、 0.2μ mの Acrodisc無 菌 フ ィ ル タ ー （ Pall Corporation） を 通 し て 濾
過 し た 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
濃 縮 さ れ 、 プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BCA分 析 （ Pierce, Rockford, IL） に
よ り 行 い 、 そ し て 材 料 を ア リ コ ー ト し 、 そ し て 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。
プ ー ル さ れ た 画 分 の 濃 度 は 、 1.50mg/mlで あ っ た 。
こ の 方 法 は ま た 、 マ ウ ス Zcytor16－ Fc4及 び 異 種 ク ラ ス II受 容 体 Fc4融 合 体 を 精 製 す る た め
に も 使 用 さ れ る 。
【 ０ ４ ８ ９ 】

．

：
ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 、 Human Multiple Tissue Northern Blots I, II, III (Clontech)
 及 び 自 家 生 成 さ れ た U－ 937ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 U－ 937は 、 ヒ ト 単 芽 球 性 前
単 球 細 胞 系 で あ る 。 cDNAプ ロ ー ブ を 、 オ リ ゴ ZC25,9363 (配 列 番 号 16) 及 び ZC28,354 (配
列 番 号 17) を 用 い て 生 成 し た 。 PCR条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ： 94℃ で １ 分 ； 94℃ で 15秒 （ 3
0サ イ ク ル ） ； 60℃ で 30秒 ； 72℃ で 30秒 及 び 72℃ で の ５ 分 間 の 最 終 延 長 。 364bpの 生 成 物 を
、 １ ％ TBEゲ ル 上 で の ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り ゲ ル 精 製 し 、 そ し て バ ン ド を レ ー ザ ー ブ レ ー ド
に よ り 切 除 す る 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
cDNAを 、 QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) を 用 い て ア ガ ロ ー ス か ら 抽 出 し た 。 9ng
の こ の フ ラ グ メ ン ト を 、 Rediprime II (Amersham), す な わ ち ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ラ ベ リ ン
グ シ ス テ ム を 用 い て 、 3 2 P－ ｄ CTPに よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 放 射 性 ラ ベ ル し た 。
組 込 ま れ な か っ た 放 射 能 を 、 Nuc－ Trapカ ラ ム （ Stratagene） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の
説 明 書 に 従 っ て 除 去 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 ExpressHyb (Clontech) 溶 液 に お い て 65℃ で ３ 時
間 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ ４ ９ １ 】
ブ ロ ッ ト を 、 1.0× 10 6 cpm/mlの ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ 、 0.1mg/mlの サ ケ 精 子 DNA及 び 0.5μ
g/mlの ヒ ト cot－ １  DNAを 含 む Expresshyb溶 液 に お い て 65℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
ブ ロ ッ ト を 、 ２ × SSC、 0.1％ SDSに よ り 室 温 で 、 0.1× SSC、 0.1％ SDSに よ り 55℃ で 30分 間
、 ２ 度 、 洗 浄 し た 。 約 1.0kb及 び 3.0kbの サ イ ズ の 転 写 体 を 、 脾 臓 及 び 胎 盤 に お い て 検 出 し
た が 、 し か し 試 験 さ れ た 他 の 組 織 に お い て は 検 出 し な か っ た 。 同 じ サ イ ズ の 転 写 体 及 び 追
加 の 約 1.2kbの 転 写 体 を 、 U－ 937細 胞 系 に お い て 検 出 し た 。
【 ０ ４ ９ ２ 】

：
ヒ ト 組 織 か ら の cDNAの パ ネ ル を 、 PCRを 用 い て 、 Zcytor16発 現 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。
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例 12 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る ヒ ト 及 び マ ウ ス Zcytor16組
織 分 布
A. ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び ド ッ ト ブ ロ ッ ト を 用 い て の ヒ ト Zcytor16組 織 分 布

B． PCRを 用 い て の 組 織 cDNAパ ネ ル に お け る ヒ ト Zcytor16の 組 織 分 布



パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ヒ ト 組 織 か ら の 77種 の マ ラ ソ ン cDNA及
び cDNAサ ン プ ル を 包 含 し 、 そ し て 細 胞 系 は 下 記 表 ５ に 示 さ れ る 。 前 記 cDNAは 自 家 ラ イ ブ ラ
リ ー か ら で あ り 、 又 は マ ラ ソ ン cDNAは 自 家 RNA調 製 物 、 す な わ ち Clontech RNA又 は Invitro
gen RNAか ら で あ っ た 。 マ ラ ソ ン cDNAは 、 マ ラ ソ ン － Ready T M  キ ッ ト （ Clontech, Palo Al
to, CA） を 用 い て 製 造 さ れ 、 そ し て ク ラ ス リ ン プ ラ イ マ ー ZC21,195（ 配 列 番 号 18） 及 び ZC
21,196（ 配 列 番 号 19） に よ り QC試 験 し 、 そ し て 次 に 、 ク ラ ス リ ン バ ン ド の 強 さ に 基 づ い て
希 釈 さ れ た 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
パ ネ ル サ ン プ ル の 性 質 を 評 価 す る た め に 、 品 質 管 理 （ QC） に つ い て の 次 の ３ 種 の 試 験 を 行
っ た ： （ １ ） ラ イ ブ ラ リ ー の た め に 使 用 さ れ る RNA品 質 を 評 価 す る た め に 、 自 家 cDNAを 、
個 々 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に つ い て の ベ ク タ ー 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ る ベ ク タ ー オ リ ゴ に
よ る PCRに よ り 、 平 均 挿 入 体 に つ い て 試 験 し ； （ ２ ） パ ネ ル サ ン プ ル に お け る cDNAの 濃 度
の 標 準 化 を 、 5’ ベ ク タ ー オ リ ゴ ZC14,063（ 配 列 番 号 20） 及 び 3’ α － チ ュ ー ブ リ ン 特 異 的
オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,574（ 配 列 番 号 21） 又 は 3’ G3PDH特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,600
（ 配 列 番 号 22） を 用 い て 、 十 分 な 長 さ の α チ ュ ー ブ リ ン 又 は G3PDH cDNAを 増 幅 す る た め に
、 標 準 の PCR方 法 を 用 い て 達 成 し ； そ し て （ ３ ） サ ン プ ル を 、 可 能 な リ ボ ソ ー ム 又 は ミ ト
コ ン ド リ ア DNA汚 染 に つ い て 調 べ る た め に 配 列 決 定 に 送 っ た 。 パ ネ ル を 、 ヒ ト ゲ ノ ム の DNA
（ Clontech, Palo, Alto, CA） 陽 性 対 照 サ ン プ ル を 含 む 96－ ウ ェ ル 形 式 に お い て 組 み た て
た 。 個 々 の ウ ェ ル は 約 0.2～ 100pg/μ lの cDNAを 含 ん だ 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
PCR反 応 を 、 オ リ ゴ ZC25,963（ 配 列 番 号 30） 及 び ZC25,964（ 配 列 番 号 31） 、 Advantage 2 D
NA Polymeraase Mix (Clontech), 及 び Radiload 色 素 （ Research Genetics, Inc., Hunts
ville, AL） を 用 い て 組 み た て た 。 増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で １ 分 （ １ サ イ ク ル ）
、 94℃ で 10秒 、 60℃ で 30秒 及 び 72℃ で 30秒 （ 38サ イ ク ル ） 、 続 い て 72℃ で ５ 分 （ １ サ イ ク
ル ） 。 予 測 さ れ る 正 し い DNAフ ラ グ メ ン ト サ イ ズ を 、 骨 髄 、 胎 児 心 臓 、 胎 児 腎 臓 、 胎 児 筋
肉 、 胎 児 皮 膚 、 心 臓 、 乳 腺 、 胎 盤 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 小 腸 、 脊 椎 、 脾 臓 、 腎 臓 、 胎 児 脳 、
食 道 腫 瘍 、 子 宮 腫 瘍 、 胃 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 直 腸 腫 瘍 、 肺 腫 瘍 及 び RPMI－ 1788（ B－ リ ン パ
球 細 胞 系 ） に お い て 観 察 し た 。 Zcytor16発 現 は 、 こ の パ ネ ル に お い て 試 験 さ れ た 他 の 組 織
及 び 細 胞 系 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
Zcytor16の 発 現 パ タ ー ン は 、 一 定 の 組 織 － 特 異 的 腫 瘍 、 特 に 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 癌 、 直 腸
癌 、 肺 癌 及 び 食 道 癌 に お け る 発 現 を 示 し 、 こ こ で Zcytor16は 、 正 常 な 組 織 に お い て は 発 現
さ れ な い が 、 し か し 腫 瘍 細 胞 に お い て は 発 現 さ れ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 及 び 結 合 パ タ ー ン が 、 生 検 、 組 織 又 は 組 織 サ ン プ ル 、 特 に 卵 巣 癌
、 胃 癌 、 子 宮 癌 、 直 腸 癌 、 肺 癌 及 び 食 道 癌 組 織 に お け る 癌 又 は 癌 組 織 を 検 出 す る た め に 診
断 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る こ と を 理 解 す る 。 本 発 明 の 分 子 に つ い て の そ の よ う な 診 断 使 用 は
、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
さ ら に 、 ヒ ト Zcytor16、 す な わ ち １ つ の IL－ TIFの 受 容 体 の 発 現 パ タ ー ン が 、 一 定 の 特 定
の 組 織 及 び 組 織 － 特 異 的 腫 瘍 に お け る 発 現 を 示 す の で 、 天 然 の リ ガ ン ド 、 す な わ ち IL－ TI
Fを 包 含 す る 結 合 パ タ ー ン は ま た 、 生 検 、 組 織 又 は 組 織 学 的 サ ン プ ル （ こ こ で 、 Il－ TIF受
容 体 が 発 現 さ れ る ） 、 及 び 特 に 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 癌 、 直 腸 癌 、 肺 癌 及 び 食 道 癌 に お け
る 特 定 の 組 織 （ 正 常 又 は 異 常 ） 、 癌 又 は 癌 組 織 を 検 出 す る た め の 診 断 剤 と し て も 使 用 さ れ
得 る 。 IL－ TIFは ま た 、 そ の 受 容 体 、 例 え ば Zcytor16及 び zcytor11が 発 現 さ れ る 他 の 組 織
を 標 的 化 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 結 合 パ タ ー ン は 、 腫 瘍 又 は 疾 病
組 織 の 部 位 に 治 療 剤 を 標 的 化 す る た め に 、 化 学 療 法 剤 、 毒 性 成 分 及 び 同 様 の も の に 接 合 さ
れ 得 る 。 そ の よ う な 診 断 及 び 標 的 化 さ れ た 治 療 使 用 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ
し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ４ ９ ７ 】
市 販 の 第 １ 鎖 cDNAパ ネ ル （ Human Blood Fractions MTC Panel, Clontech, Palo Alto, CA
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） を ま た 、 上 記 の よ う に し て ア ッ セ イ し た 。 パ ネ ル は 次 の サ ン プ ル を 含 ん だ ： 単 核 細 胞 、
活 性 化 さ れ た 単 核 細 胞 、 静 止 CD4＋ 細 胞 、 活 性 化 さ れ た CD4＋ 細 胞 、 静 止 CD8＋ 細 胞 、 活 性
化 さ れ た CD8＋ 細 胞 、 静 止 CD14＋ 細 胞 、 静 止 CD19＋ 細 胞 及 び 活 性 化 さ れ た CD19＋ 細 胞 。 活
性 化 さ れ た CD4＋ 細 胞 及 び 活 性 化 さ れ た CD19＋ 細 胞 は Zcytor16発 現 を 示 し 、 そ し て 試 験 さ
れ た 他 の 細 胞 、 例 え ば 休 止 CD4＋ 及 び 休 止 CD19＋ 細 胞 は そ う で は な か っ た 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ９ 】
C. 
ヒ ト 細 胞 系 か ら の RNAの パ ネ ル を 、 RT－ PCRを 用 い て 、 ヒ ト Zcytor16発 現 に つ い て ス ク リ ー
ン し た 。 パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 表 ６ ～ ９ に 示 さ れ る よ う に 、 種 々 の 正 常 及 び 癌 性
ヒ ト 組 織 及 び 細 胞 系 か ら の 84種 の RNAを 含 ん だ 。 RNAは 、 自 家 又 は 購 入 さ れ た 組 織 及 び 細 胞
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系 か ら 、 RNAeasy Midi又 は Miniキ ッ ト （ Qiagen, Valencia, CA） を 用 い て 製 造 さ れ た 。 パ
ネ ル は 、 サ ン プ ル 当 た り 100ngの RNAを 用 い て 、 96－ ウ ェ ル 型 で 設 定 さ れ た 。 RT－ PCR反 応
は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC25,963（ 配 列 番 号 30） 及 び ZC25,964（ 配 列 番 号 31） 、 Rediload
組 織 及 び SUPERSCRIPT One RT-PCR System (Life Technologies, Gaithersburg, MD) を 用
い て 設 定 さ れ た 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
増 幅 を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 50℃ で 30分 （ １ サ イ ク ル ） 、 続 い て 94℃ で 15秒 、 59℃ で 30
秒 、 72℃ で 30秒 （ 40サ イ ク ル ） 、 次 に 72℃ で ５ 分 の 最 終 延 長 。 ８ ～ 10μ lの PCR反 応 生 成 物
を 、 ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 、 標 準 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。 184bpの
正 し い 推 定 さ れ る cDNAフ ラ グ メ ン ト は 、 細 胞 系 U-937、 HL-60、 ARPE-19、 HaCat#1、 HaCat#
２ 、 HaCat#３ 、 及 び HaCat#4； 膀 胱 、 癌 性 乳 房 、 癌 に 隣 接 す る 正 常 乳 房 、 気 管 支 、 結 腸 、
潰 瘍 性 大 腸 炎 、 十 二 指 腸 、 子 宮 内 膜 、 食 道 、 胃 － 食 道 、 心 臓 左 心 室 、 心 臓 心 室 、 回 腸 、 肝
臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 リ ン パ 腫 、 乳 房 腺 癌 、 乳 腺 、 癌 性 卵 巣 、 膵 臓 、 耳 下 腺 及 び 皮 膚 、 脾 臓
リ ン パ 腫 及 び 小 腸 に お い て 観 察 さ れ た 。 Zcytor16発 現 は 、 こ の パ ネ ル に お い て 試 験 さ れ た
他 の 組 織 及 び 細 胞 系 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ５ ０ １ 】
Zcytor16は 、 次 の 正 常 組 織 に お い て PCRに よ り 検 出 可 能 的 に 発 現 さ れ る ： 消 化 系 、 例 え ば
食 道 、 胃 － 食 道 、 膵 臓 、 十 二 指 腸 、 回 腸 、 結 腸 、 小 腸 ； 女 性 生 殖 系 、 例 え ば 乳 腺 、 子 宮 内
膜 、 乳 房 （ 癌 組 織 に 隣 接 す る ） ； 及 び 他 の 系 、 例 え ば リ ン パ 節 、 皮 膚 、 耳 下 腺 、 膀 胱 、 気
管 支 、 心 臓 心 室 及 び 腎 臓 。 さ ら に 、 Zcytor16は 、 次 の い く つ か の ヒ ト 腫 瘍 に お い て PCRに
よ り 検 出 可 能 的 に 発 現 さ れ る ： 女 性 生 殖 組 織 に 関 連 す る 腫 瘍 、 例 え ば 乳 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 子
宮 癌 、 他 の 乳 癌 ； 及 び 他 の 組 織 、 例 え ば リ ン パ 腫 、 胃 腫 瘍 及 び 肺 腫 瘍 。 Zcytor16の 発 現 は
、 女 性 生 殖 器 官 の 正 常 組 織 、 及 び そ れ ら の 器 官 に 関 連 す る い く つ か の 腫 瘍 に お い て 見 出 さ
れ る 。 Zcytor16は 、 Zcytor16が 過 剰 発 現 さ れ 得 る そ れ ら の 腫 瘍 の た め の マ ー カ ー と し て 作
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ ２ 】
Zcytor16に 関 し て 陽 性 の い く つ か の 癌 は 、 外 胚 葉 /上 皮 起 源 （ 乳 腺 癌 及 び 他 の 乳 癌 ） に 関
連 す る 。 従 っ て 、 Zcytor16は 、 上 皮 組 織 、 例 え ば 消 化 系 及 び 女 性 生 殖 器 官 に お け る 上 皮 組
織 （ 例 え ば 、 子 宮 内 膜 組 織 、 上 皮 柱 ） 、 及 び 癌 を 包 含 す る 上 皮 組 織 の た め の マ ー カ ー と し
て 作 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Zcytor16は 、 一 定 の 組 織 －
特 異 的 腫 瘍 、 特 に 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 癌 、 直 腸 癌 、 肺 癌 、 及 び 食 道 癌 の た め の マ ー カ ー と
し て 作 用 す る こ と が で き 、 こ こ で Zcytor16は 正 常 組 織 に お い て は 発 現 し な い が 、 し か し 腫
瘍 組 織 に お い て は 発 現 さ れ る 。 診 断 目 的 の た め へ の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 及 び 抗 体 の 使 用 は 、 当 業 者 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
【 表 ６ 】
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【 ０ ５ ０ ４ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ ５ ０ ５ 】
【 表 ８ 】
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【 ０ ５ ０ ６ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ７ 】
D. ：
ネ ズ ミ 組 織 か ら の cDNAの パ ネ ル を 、 PCRを 用 い て 、 マ ウ ス Zcytor16発 現 に つ い て ス ク リ ー
ン し た 。 パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ネ ズ ミ 組 織 か ら の 49種 の マ ラ
ソ ン cDNA及 び cDNAサ ン プ ル を 包 含 し 、 そ し て 細 胞 系 は 下 記 表 10に 示 さ れ る 。 前 記 cDNAは 自
家 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 又 は マ ラ ソ ン cDNAか ら で あ る 。 そ れ ら の cDNAを 創 造 す る た め に 使 用 さ
れ る RNAは 、 自 家 RNA preps, Clontech RNA 又 は Invitrogen RNAの い ず れ か か ら で あ る 。
マ ウ ス マ ラ ソ ン cDNAは 、 マ ラ ソ ン － Ready T M  キ ッ ト （ Clontech, Palo Alto, CA） を 用 い
て 製 造 さ れ 、 そ し て マ ウ ス ト ラ ン ス フ ェ リ ン プ ラ イ マ ー ZC10,651（ 配 列 番 号 42） 及 び ZC10
,565（ 配 列 番 号 43） に よ り QC試 験 し 、 そ し て 次 に 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン バ ン ド の 強 さ に 基 づ
い て 希 釈 さ れ た 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
自 家 ラ イ ブ ラ リ ー を 希 釈 し 、 ウ エ ル 当 た り 25ngの cDNAを 供 給 し た 。 パ ネ ル に お け る 増 幅 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ ー サ ン プ ル の 性 質 を 評 価 す る た め に 、 品 質 管 理 （ QC） に つ い て の 次 の ３ 種
の 試 験 を 行 っ た ： （ １ ） ラ イ ブ ラ リ ー の た め に 使 用 さ れ る RNA品 質 を 評 価 す る た め に 、 自
家 cDNAを 、 個 々 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に つ い て の ベ ク タ ー 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ る ベ ク タ
ー オ リ ゴ に よ る PCRに よ り 、 平 均 挿 入 体 に つ い て 試 験 し ； （ ２ ） パ ネ ル サ ン プ ル に お け る c
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DNAの 濃 度 の 標 準 化 を 、 5’ ベ ク タ ー オ リ ゴ ZC14,063（ 配 列 番 号 20） 及 び 3’ α － チ ュ ー ブ
リ ン 特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ZC17,574（ 配 列 番 号 21） 又 は 3’ G3PDH特 異 的 オ リ ゴ プ ラ イ マ
ー ZC17,600（ 配 列 番 号 22） を 用 い て 、 十 分 な 長 さ の α チ ュ ー ブ リ ン 又 は G3PDH cDNAを 増 幅
す る た め に 、 標 準 の PCR方 法 を 用 い て 達 成 し ； そ し て （ ３ ） サ ン プ ル を 、 可 能 な リ ボ ソ ー
ム 又 は ミ ト コ ン ド リ ア DNA汚 染 に つ い て 調 べ る た め に 配 列 決 定 に 送 っ た 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
パ ネ ル を 、 ヒ ト ゲ ノ ム の DNA（ Clontech, Palo, Alto, CA） 陽 性 対 照 サ ン プ ル を 含 む 96－
ウ ェ ル 形 式 に お い て 組 み た て た 。 個 々 の ウ ェ ル は 約 0.2～ 100pg/μ lの cDNAを 含 ん だ 。 PCR
を 、 オ リ ゴ ZC38,001（ 配 列 番 号 44） 及 び ZC38,022（ 配 列 番 号 45） 、 Advantage 2 Ｔ ａ ｑ  P
olymeraase Mix (Clontech, Palo Alto, CA), 及 び Radiload 色 素 （ Research Genetics, 
Inc., Huntsville, AL） を 用 い て 組 み た て た 。 増 幅 を 次 の 通 り に 行 っ た ： 94℃ で ２ 分 （ １
サ イ ク ル ） ； 94℃ で 10秒 、 60℃ で 20秒 及 び 68℃ で 30秒 （ 35サ イ ク ル ） 、 続 い て 68℃ で ７ 分
（ １ サ イ ク ル ） 。 約 12.5μ ｌ の PCR反 応 生 成 物 を 、 約 ４ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 、 標
準 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。
【 ０ ５ １ ０ 】
114塩 基 対 の 予 測 さ れ る 正 し い DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 肺 、 膵 臓 、 胎 盤 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 皮
膚 、 小 腸 、 平 滑 筋 、 脾 臓 、 胃 及 び 精 巣 cDNAに お い て 観 察 し た 。 マ ウ ス Zcytor16に つ い て の
そ れ ら の 初 期 発 現 結 果 は 、 本 明 細 書 に お い て 論 じ ら れ る ヒ ト Zcytor16に 関 し て 見 出 さ れ る
発 現 デ ー タ を 補 強 し 、 こ の こ と は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス モ デ ル へ の マ ウ ス Zcytor16
の 使 用 が ヒ ト に お い て 見 出 さ れ る Zcytor16の イ ン ビ ボ 発 現 及 び 機 能 に 合 理 的 に 影 響 を 与 え
る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ５ １ １ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ２ 】
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．
完 全 な zcytor11受 容 体 （ 共 通 所 有 の ア メ リ カ 特 許 第 5,965,704号 ） を 、 全 長 zcytor16受 容
体 cDNA（ 配 列 番 号 24； 配 列 番 号 25の ア ミ ノ 酸 配 列 ） 及 び プ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む プ
ラ ス ミ ド pZP7Pか ら の EcoRI及 び XhoIに よ る 消 化 に よ り 単 離 し た 。 消 化 物 を 、 １ ％ 低 溶 融 点
ア ガ ロ ー ス （ Boerhinger Mannheim） ゲ ル 上 で 展 開 し 、 そ し て 約 1.5kbの zcytor11 cDNAを
、 Qiaquick T M  ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 単 離
し た 。 精 製 さ れ た zcytor11 cDNAを 下 記 の よ う に し て 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し た 。
【 ０ ５ １ ３ 】
受 容 体 発 現 ベ ク タ ー pZP－ ７ を 、 EcoRI（ BRL） 及 び XbaI（ BRL） に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書
に 従 っ て 消 化 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て ゲ ル 精 製 し た 。 こ の ベ ク タ ー フ ラ グ メ ン ト を 、
上 記 で 単 離 さ れ た 、 EcoRI及 び XbaI切 断 さ れ た MPL－  zcytor17キ メ ラ 及 び 、 EcoRI/BamHI 5
’ MPLフ ラ グ メ ン ト と 共 に 連 結 反 応 に お い て 組 合 し た 。 こ の 連 結 は 、 T４ リ ガ ー ゼ （ BRL）
を 用 い て 、 12℃ で 一 晩 、 行 わ れ た 。 連 結 の サ ン プ ル を 、 DH10B ElectroMAX T M  エ レ ク ト ロ
コ ン ピ テ ン ト E.コ リ 細 胞 に お い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た （ 25μ F、 200Ω 、 1.8V） 。 形 質
転 換 体 を LB＋ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 単 一 の コ ロ ニ ー を 、 2mlの LB
＋ ア ン ピ シ リ ン 中 に 採 取 し 、 そ し て 一 晩 、 増 殖 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Wizard Miniprep
s (Premega) を 用 い て 単 離 し 、 そ し て 個 々 を EcoRI及 び XhoIに よ り 消 化 し 、 挿 入 体 の 存 在
を 確 か め た 。 挿 入 体 は 約 1.5kbで あ り 、 そ し て 十 分 な 長 さ で あ っ た 。 SpeI及 び PstIに よ る
消 化 を 用 い て 、 ベ ク タ ー の 正 体 を 確 か め た 。
【 ０ ５ １ ４ 】

．

十 分 な 長 さ の CFR2-4受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 を 、 下 記 CFR2-4発 現 ベ ク タ ー 30μ gを 用 い
て 構 成 し た 。 CFR2-4受 容 体 を 発 現 す る 前 記 BaF3細 胞 を 、 BaF3/CFR2-4を 命 名 し た 。 そ れ ら
の 細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し 、 そ し て さ ら に 、 十 分 な 長 さ の zcytor11受 容 体 に よ り ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し （ ア メ リ カ 特 許 第 5,965,704号 ） 、 そ し て 下 記 の よ う に し て IL－ TIF活 性 に つ い
て の ス ク リ ー ン を 構 成 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ５ １ ５ 】
A． ：
CRF2-4（ Genbank受 容 体 番 号 Z17227号 ） の 十 分 な 長 さ の cDNA配 列 を 、 Daudi細 胞 系 cDNAラ イ
ブ ラ リ ー か ら 単 離 し 、 そ し て 次 に 、 発 現 ベ ク タ ー pZP7P中 に ク ロ ー ン 化 し た 。
BaF3、 す な わ ち ネ ズ ミ 骨 髄 に 由 来 す る イ ン タ ー ロ イ キ ン － 3 (IL-3) 依 存 性 プ レ － リ ン パ
球 細 胞 系 （ Palacios and Steinmetz, Cell 41: 727-734, 1985; Mathey-Prevot な ど ． ，
Mol. Cell. Biol. 6:4133-4135, 1986） を 、 10％ 熱 － 不 活 性 化 さ れ た ウ シ 胎 児 血 清 、 2ng/
mlの ネ ズ ミ IL-3 (mIL-3) (R&D. Minneapolis, MN)、 2mMの L-glutaMax-1 T M  (Gibco BRL), 
1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Gibco BRL） 及 び PSN抗 生 物 質 （ Gibco BRL） に よ り 補 充 さ れ
た 完 全 倍 地 （ RPMI培 地 （ JRH Bioscience Inc., Lenexa, KS） ） に お い て 維 持 し た 。
【 ０ ５ １ ６ 】
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 前 、 CRF2-4/pZP7Pを 調 製 し 、 そ し て Qiagen Maxi Prepキ ッ ト （
Qiagen） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の た め
の BaF3細 胞 を 、 血 清 フ リ ー RPMI培 地 に よ り １ 度 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 血 清 フ リ ー RPMI培 地
に 10 7 個 の 細 胞 /mlの 細 胞 密 度 で 再 懸 濁 し た 。 １ mlの 再 懸 濁 さ れ た BaF3細 胞 を 、 30μ gの CRF
2-4/pZP7Pプ ラ ス ミ ド DNAと 共 に 混 合 し 、 そ し て 別 々 の 使 い 捨 て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン チ
ャ ン バ ー （ GIBCO BRL） に 移 し た 。 室 温 で 、 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ヨ ン の 後 、 細 胞 に 、
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 （ CELL-PORATOR T M ; GIBCO BRL） に よ り 供 給 さ れ る ２ 回 の 連
続 し た シ ョ ッ ク （ 800 1Fad/300V.; 1180 1Fad/300V.） を 与 え た 。
【 ０ ５ １ ７ 】
５ － 分 間 の 回 収 時 間 の 後 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト さ れ た 細 胞 を 、 50mlの 完 全 培 地 に 移 し 、 そ
し て イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 、 15－ 24時 間 （ 37℃ 、 5％ CO 2 ） 配 置 し た 。 次 に 、 細 胞 を 回 転 沈 降
し 、 そ し て T-162フ ラ ス コ に お い て 、 2μ g/mlの プ ロ マ イ シ ン を 含 む 完 全 培 地 50mlに 再 懸 濁
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例 13 全 長 zcytor11を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 構 成

例 14 CRF2-4受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 （ BaF3/CRF2-4細 胞 ） 及 び zcytor11受 容 体 と 共 に C
RF2-4受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 （ BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 ） の 構 成

CRF2-4受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 の 構 成



し 、 プ ロ マ イ シ ン 耐 性 プ ー ル を 単 離 し た 。 こ の 後 、 BaF3/CRF2-4細 胞 と 呼 ば れ る 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た BaF3細 胞 の プ ー ル を 、 下 記 の よ う に し て 、 シ グ ナ ル 化 能 力 に つ い て ア ッ
セ イ し た 。 さ ら に 、 そ れ ら の 細 胞 を 、 下 記 の よ う に し て 、 zcytor11受 容 体 に よ り ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ５ １ ８ 】
B． ：
十 分 な 長 さ の zcytor11受 容 体 を 発 現 す る BaF3/CRF2-4細 胞 を 、 上 記 例 ６ に 記 載 さ れ る zcyto
r11発 現 ベ ク タ ー 30μ gを 用 い て 、 上 記 例 5Aに 従 っ て 構 成 し た 。 回 収 に 続 い て 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク タ ン ト を 、 200μ g/mlの ゼ オ シ ン 及 び 2μ g/mlの プ ロ マ イ シ ン を 用 い て 選 択 し た 。 zcyt
or11受 容 体 を 発 現 す る BaF3/CRF2-4細 胞 を 、 BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 と し て 命 名 し た 。
そ れ ら の 細 胞 を 用 い て 、 IL－ TIF活 性 、 及 び 例 15に 記 載 さ れ る Zcytor16ア ン タ ゴ ニ ス ト 活
性 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。
【 ０ ５ １ ９ 】

．

A．
：

精 製 さ れ た IL－ TIF－ CEE（ 例 19） を 用 い て 、 下 記 の よ う に し て 増 殖 活 性 の 存 在 に つ い て 試
験 し た 。 精 製 さ れ た ヒ ト Zcytor16－ Fc4（ 例 11） を 用 い て 、 下 記 の よ う に し て こ の ア ッ セ
イ に お い て IL－ TIFの 増 殖 応 答 を 拮 抗 し た 。
【 ０ ５ ２ ０ 】
BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 を 、 回 転 沈 降 し 、 そ し て 上 記 例 ７ Aに 記 載 の よ う に し て 、 但 し
、 mIL3（ こ の 後 、 “ mIL-3遊 離 培 地 ” と し て 言 及 さ れ る ） を 用 い な い で 、 洗 浄 し た 。 細 胞
を 、 回 転 し 、 そ し て ３ 度 洗 浄 し 、 mIL-3の 除 去 を 確 保 し た 。 次 に 、 細 胞 を 血 球 計 に よ り 計
数 し た 。 細 胞 を 、 mIL-3遊 離 培 地 を 用 い て 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lの 体 積 に お い て 、 ウ ェ ル
当 た り 5000個 の 細 胞 で の 96－ ウ ェ ル 形 式 で プ レ ー ト し た 。
【 ０ ５ ２ １ 】
BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 の 増 殖 を 、 mIL-3遊 離 培 地 に よ り 、 50, 10, 2, 1, 0.5, 0.25, 
0.13, 0.06ng/mg の 濃 度 に 希 釈 に さ れ た IL－ TIF－ CEEタ ン パ ク 質 を 用 い て 評 価 し た 。 100
μ lの 前 記 希 釈 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 に 添 加 し た 。 合 計 ア ッ セ
イ 体 積 は 200μ lで あ る 。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 37℃ 、 5％ CO 2 下 で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 こ の 時 点 で 、 Alamar Blue (Accumed, Chicago, IL) を 、 20μ l/ウ ェ ル で 添 加 し た 。 プ
レ ー ト を 再 び 、 37℃ 、 5％ CO 2 下 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Alamar Blueは 、 生 存 細 胞
の 数 に 基 づ い て 蛍 光 測 定 読 み 取 り を 与 え 、 そ し て 従 っ て 、 負 の 対 照 に 比 較 し て の 細 胞 増 殖
の 直 接 的 な 測 定 で あ る 。
【 ０ ５ ２ ２ 】
プ レ ー ト を 再 び 、 37℃ 、 5％ CO 2 下 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 波 長 544（
励 起 ） 及 び 590（ 発 光 ） で 、 SoftMax T M  Proプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 Fmax T M  プ レ ー ト リ ー ダ
ー （ Molecular Devices Sunnyvale, CA） 上 で 読 み 取 っ た 。 結 果 は 、 IL－ TIF－ CEEに 対 す
る BaF/CRF2-4/zcytor11細 胞 の 用 量 － 依 存 性 増 殖 応 答 を 確 か め た 。 そ の 応 答 は 、 測 定 さ れ
る 場 合 、 50ng/mlの 上 限 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 約 15倍 ～ 0.06ng/mgの 下 限 で の ２ 倍 の 誘 発 で
あ っ た 。 BaF3野 生 型 細 胞 及 び BaF3/CRF2-4細 胞 は 、 IL－ TIF－ CEEに 応 答 し て 増 殖 せ ず 、 こ
の こ と は 、 IL－ TIFが CRF2-4/zcytor11ヘ テ ロ ダ イ マ ー 受 容 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を
示 す 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
Zcytor16が IL－ TIF活 性 を 拮 抗 で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 上 記 ア ッ セ イ を 、 精 製
さ れ た 可 溶 性 ヒ ト Zcytor16/Fc4を 用 い て 反 復 し た 。 IL－ TIFが 10μ g/mlで Zcytor16と 組 合
さ れ る 場 合 、 す べ て の 濃 度 で の IL－ TIFに 対 す る 応 答 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ま で 下 降 さ れ
た 。 IL－ TIFの 増 殖 効 果 を 可 能 に さ れ た 可 溶 性 ヒ ト Zcytor16の 存 在 は 、 そ れ が IL－ TIFリ ガ
ン ド の 可 能 性 あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。 こ の ア ッ セ イ は ま た 、 IL－ TIFの 拮
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CRF2-4及 び zcytor11受 容 体 を 発 現 す る BaF3細 胞 の 構 成

例 15 Almar Blue増 殖 ア ッ セ イ に お け る BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 を 用 い て の IL－ TIFア
ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ
Almar Blue増 殖 ア ッ セ イ に お け る BaF3/CRF2-4/zcytor11細 胞 を 用 い て の IL－ TIF活 性 の

ス ク リ ー ニ ン グ



抗 に お け る マ ウ ス Zcytor16活 性 を 評 価 す る た め に も 使 用 さ れ る 。 類 似 す る 結 果 が 予 測 さ れ
る 。
【 ０ ５ ２ ４ 】

．

MES13細 胞 （ ATCC No. CRL-1927） を 、 ピ ル ベ ー ト 及 び 10％ 血 清 （ HyClone） に よ り 補 充 さ
れ た DMEM成 長 培 地 （ Life Technologies） を 含 む 96－ ウ ェ ル 組 織 培 養 ク ラ ス タ ー （ Costar
） に お い て 、 10,000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で プ レ ー ト し た 。 次 の 日 、 培 地 を 、 0.1％ BSA（ Fract
ionV： Sigma） に よ り 血 清 を 置 換 す る こ と に よ っ て 、 血 清 フ リ ー DMEM培 地 に 交 換 し た 。 こ
の 培 地 は ま た 、 1000： １ の 感 染 の 多 重 度 （ m.o.i.） 、 す な わ ち 細 胞 当 た り 1000個 の ア デ ノ
ウ ィ ル ス 粒 子 で 、 SRE及 び STAT要 素 に よ り 駆 動 さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ミ ニ － 遺
伝 子 を コ ー ド す る ア デ ノ ウ ィ ル ス 構 造 体 KZ136（ 下 記 ） を 含 ん だ 。
【 ０ ５ ２ ５ 】
細 胞 に お け る ア デ ノ ウ ィ ル ス 構 造 体 の 24時 間 の 組 み 込 み を 可 能 に し た 後 、 培 地 を 交 換 し 、
そ し て 血 清 － フ リ ー 培 地 に よ り 置 換 し た 。 組 換 え Zcytor16-Fc4融 合 体 を 有 す る か 又 は 有 さ
な い ヒ ト 組 換 え IL－ TIFを 、 ウ ェ ル に お い て そ の 示 さ れ る 最 終 濃 度 で 添 加 し た （ 下 記 表 11
に 記 載 さ れ る よ う に し て ） 。 IL－ TIF及 び Zcytor16－ Fc4の 両 者 の 希 釈 を 、 血 清 フ リ ー 培 地
に よ り 行 っ た 。 0.1％ BSAを 、 基 本 的 ア ッ セ イ 対 照 の た め に 添 加 し た 。 ４ 時 間 後 、 細 胞 を 溶
解 し 、 そ し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 化 を 示 す ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア
ッ セ イ シ ス テ ム ア ッ セ イ キ ッ ト （ Promega） 及 び Labsystems Luminoskan発 光 計 （ Labsyste
ms, Helsinki, Finland） を 用 い て 、 溶 解 物 に お い て 決 定 し た 。 活 性 は 、 溶 解 物 に お け る
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 単 位 （ LU） と し て 表 さ れ る 。 結 果 は 、 下 記 表 11に 示 さ れ る 。
【 ０ ５ ２ ６ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ７ 】
そ れ ら の 結 果 は 、 次 の １ つ の こ と を 示 す ： 第 １ に 、 MES13細 胞 は ヒ ト 組 換 え IL－ TIFに 対 し
て 応 答 し 、 そ し て 従 っ て 、 サ イ ト カ イ ン の た め の 内 因 性 機 能 的 受 容 体 を 有 す る 。 第 ２ に 、
ヒ ト zcytoR16－ Fc4受 容 体 融 合 体 は 、 こ の サ イ ト カ イ ン が 使 用 さ れ る 最 高 の 用 量 で さ え 、 I
L－ TIFに 対 す る 応 答 を 効 果 的 に 阻 止 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 。 従 っ て 、 zcytor
16は 、 IL－ TIFに 対 す る 内 因 的 に 応 答 で き る 細 胞 （ MES13） 、 す な わ ち サ イ ト カ イ ン に 応 答
す る た め に 追 加 の 受 容 体 成 分 の 外 因 性 発 現 を 必 要 と し な い 細 胞 に 対 す る IL－ TIFの 効 果 的
ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。 こ の ア ッ セ イ は ま た 、 IL－ TIFを 拮 抗 す る こ と に お け る マ ウ ス Zcy
tor16活 性 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る 。 類 似 す る 結 果 が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ５ ２ ８ 】
ア デ ノ ウ ィ ル ス KZ136ベ ク タ ー の 構 成 は 次 の 通 り で あ っ た 。 オ リ ジ ナ ル KZ136ベ ク タ ー は 、

10

20

30

40

50

(109) JP 2004-532624 A 2004.10.28

例 16 MES13細 胞 に お け る レ ポ ー タ ー ミ ニ － 遺 伝 子 の IL－ TIF活 性 化 及 び ヒ ト Zcytor16－ Fc
4に よ る 活 性 の 阻 害



Poulsen, LKな ど . J. Biol. Chem. 273: 6228, 1998に 開 示 さ れ る 。 CMVプ ロ モ ー タ ー /エ
ン ハ ン サ ー 及 び SV40 pA配 列 を 、 pACCMV. PLpA（ T.C. Beckerな ど ., Meth. Immunology 43
: 161-189, 1994） か ら 取 り 出 し 、 そ し て Asp717/KpnI及 び Hind III部 位 （ オ リ ゴ ZC13252
（ 配 列 番 号 26） 及 び ZC13453（ 配 列 番 号 27） ） を 含 む リ ン カ ー に よ り 置 換 し た 。
【 ０ ５ ２ ９ 】
STAT/SRE駆 動 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー カ セ ッ ト を 、 Asp718/kpnI－ Hind IIIフ ラ グ メ
ン ト と し て 、 ベ ク タ ー KZ136（ Poulsen, LKな ど ., 前 記 ） か ら 切 除 し 、 そ し て 適 合 さ れ た p
ACベ ク タ ー 中 に 挿 入 し た 。 組 換 え KZ136ア デ ノ ウ ィ ル ス を 、 T.C. Beckerな ど ., 前 記 に 記
載 の よ う に し て 、 JM17ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ る 293細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 生 成
し た 。 プ ラ ー ク 精 製 さ れ た ウ ィ ル ス を 増 幅 し 、 そ し て ア ッ セ イ の 12～ 48時 間 前 、 ５ ～ 50pf
u/細 胞 で の 培 養 さ れ た 細 胞 の 感 染 の た め に 使 用 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ
を 、 Poulsen, LKな ど ., 前 記 に 記 載 の よ う に し て 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に お い て 行
っ た 。
【 ０ ５ ３ ０ 】

．
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Kozak配 列 及 び IL－ TIFの た め の コ ー ド 領 域 を 含 む が 、 そ の 停 止 コ
ド ン を 有 さ な い PCRフ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め に 企 画 し た 。 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 、 5’ 末 端 で KpnI部 位 及 び 3’ 末 端 で BanHI部 位 を 有 す る よ う 企 画 し 、 C－ 末 端 Glu－ Glu
標 識 さ れ た （ 配 列 番 号 10） タ ン パ ク 質 の 哺 乳 類 発 現 の た め の 本 発 明 の 標 準 ベ ク タ ー の pHZ2
00－ CEE中 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 し た 。 pHZ200ベ ク タ ー は MT－ １ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ５ ３ １ 】
PCR反 応 を 、 IL－ TIF cDNAフ ラ グ メ ン ト を 増 幅 す る た め に 、 Turbo Pfuポ リ メ ラ ー ゼ （ Stra
tagene） を 用 い て 行 っ た 。 約 20ngの ヒ ト IL－ TIFポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 （ 配 列 番 号 14） 、
及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC28,590（ 配 列 番 号 28） 及 び ZC28,580（ 配 列 番 号 29） を 、 PCR反
応 に 使 用 し た 。 PCR反 応 条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ： 90℃ で 60秒 、 55℃ で 60秒 及 び 72℃ で 60
秒 （ 30サ イ ク ル ） ； 及 び 72℃ で 10分 ； 続 い て ４ ℃ で の 維 持 。 PCR生 成 物 を 、 ア ガ ロ ー ス 電
気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て QiaQuick T M  (Qiagen) ゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 精 製 し た 。 単
離 さ れ た 約 600bpの DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 KpnI及 び BamHI（ Boerhinger－ Mannheim） に よ り
消 化 し 、 上 記 の よ う に し て ゲ ル 精 製 し 、 そ し て KpnI及 び BamHIに よ り 前 も っ て 消 化 さ れ た p
HZ200－ CEE中 に 連 結 し た 。
【 ０ ５ ３ ２ 】
約 １ μ lの 連 結 反 応 物 を 、 DH10B ElectroMax T M  コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ GIBCO BRL, Gaithersb
urg, MD） 中 に 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て 100μ g/mlの ア
ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ロ ニ ー
を 採 取 し 、 そ し て 上 記 の よ う な PCR条 件 と 共 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC28,590（ 配 列 番 号 2
8） 及 び ZC28,580（ 配 列 番 号 29） を 用 い て 、 PCRに よ り ス ク リ ー ン し た 。 次 に 、 挿 入 体 を 含
む ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 誤 り の な い IL－ TIF挿 入 体 を 確 認 し た 。 配 列 分 析 に よ り 確 か め
ら れ る よ う な 正 し い pHZ200－ IL－ TIF－ CEE構 造 体 の Maxiprepsを 行 っ た 。
【 ０ ５ ３ ３ 】

．
BHK570細 胞 （ ATCC No. CRL-10314） を 、 800μ lの 血 清 フ リ ー （ SF） DMEM培 地 （ DMEM, Gibc
o/BRL High Glucose） （ Gibco BRL, Gaithersburg, MD） に お い て 、 約 1.2× 10 6 個 の 細 胞 /
ウ ェ ル （ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト ） で プ レ ー ト し た 。 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー （ SF） DMEM中 、 Lipo
fectin T M  (Gibco BRL) を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 上 記 （ 例 10） IL－ TIF－ CE
E包 含 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ５ ３ ４ 】
細 胞 を 、 37℃ で 約 ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 30mlの DMEM/5％ の ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS
） （ Hyclone, Logan, UT） の 最 終 体 積 で 150mmの MAXIプ レ ー ト を 分 離 す る た め に 移 し た 。
プ レ ー ト を 37℃ 、 5％ CO 2 下 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て DNA： Lipofectin T M  混 合 物 を
、 選 択 培 地 （ 5％ FBS/DMEM及 び １ μ Mの メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） ） に よ り 次 の 日 、 置 換 し
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例 17 CEE－ 標 識 さ れ た IL－ TIFを 生 成 す る た め の 構 造 体

例 18 IL－ TIF可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 発 現



た 。
【 ０ ５ ３ ５ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 10～ 12日 後 、 コ ロ ニ ー を 、 ５ μ Mの MTXを 有 す る 5％ FCS/DMEM 1m
lを 含 む 12－ ウ ェ ル プ レ ー ト に 機 械 的 に 採 取 し 、 次 に 、 集 密 性 ま で 増 殖 し た 。 次 に 、 陽 性
の 発 現 ク ロ ー ン コ ロ ニ ー の な ら し 培 地 サ ン プ ル を 、 SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ ー ン 分 析 に よ
り 、 発 現 レ ベ ル に つ い て 試 験 し た 。 高 い 発 現 性 の ク ロ ー ン を 採 取 し 、 そ し て 前 記 細 胞 に よ
り 発 現 さ れ る IL－ TIF－ CEEの 精 製 に つ い て の な ら し 培 地 の ア ン プ ル 生 成 の た め に 拡 張 し た
（ 例 19） 。
【 ０ ５ ３ ６ 】

．
特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 操 作 は ４ ℃ で 行 わ れ た 。 次 の 方 法 を 、 C－ 末 端 Glu－ Glu
（ EE） 標 識 （ 配 列 番 号 10） を 含 む IL－ TIFポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 使 用 し た 。 IL－ T
IF－ CEE（ 例 18） を 発 現 す る BHK細 胞 か ら の な ら し 培 地 を 、 ProFlux A30上 で Amicon S10Y3
ス パ イ ラ ル 遠 心 分 離 機 に よ り 濃 縮 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 溶 液 を 、 前 記 濃 縮 さ れ
た な ら し 培 地 に 添 加 し 、 2.5mMの エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA, Sigma Chemical Co. St
. Louis, MO） 、 0.003mMの ロ イ ペ プ チ ン （ Boehringer－ Mannheim, Indianapolis, IN） 、
0.001mMの ペ プ ス タ チ ン （ Boehringer－ Mannheim） 及 び 0.4mMの Pefabloc（ Boehringer－ Ma
nnheim） の 最 終 濃 度 に し た 。 サ ン プ ル を 分 析 の た め に 除 去 し 、 そ し て 多 量 の 体 積 を 、 精 製
を 開 始 す る ま で 、 － 80℃ で 凍 結 し た 。 濃 縮 さ れ た な ら し 培 地 の 合 計 の 標 的 物 タ ン パ ク 質 濃
度 を 、 抗 － EE HRP接 合 さ れ た 抗 体 を 用 い て 、 SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に
よ り 決 定 し た 。
【 ０ ５ ３ ７ 】
約 100mlカ ラ ム の 抗 － EE G－ Sephrose（ 下 記 の よ う に 調 製 さ れ た ） を 、 Waters AP-5, 5cm
× 10cmガ ラ ス カ ラ ム に 充 填 し た 。 カ ラ ム を 流 動 充 填 し 、 そ し て リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ PBS） （ p
H7.4） に よ り 、 BioCad Sprint (PerSeptive BioSystems, Framingham, MA) 上 で 平 衡 化 し
た 。 濃 縮 さ れ た な ら し 培 地 を 融 解 し 、 0.2ミ ク ロ ン の 無 菌 膜 を 通 し て 濾 過 し 、 pHを 7.4に 調
節 し 、 次 に 、 約 1ml/分 の 流 速 で 一 晩 カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を 、 10カ ラ ム 体 積 （ CV）
の リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ PBS, pH7.4 ） に よ り 洗 浄 し 、 次 に 、 5ml/分 で 、 0.5mg/mlの EEペ プ チ
ド （ Anaspec, San Jose, CA）  を 含 む PBS（ pH6.0） 200mlに よ り プ ラ グ 溶 出 し た 。 使 用 さ
れ る EEペ プ チ ド は 、 配 列 EYMPME（ 配 列 番 号 10） を 有 す る 。
【 ０ ５ ３ ８ 】
カ ラ ム を 10CVの PBSに よ り 洗 浄 し 、 次 に 、 5CVの 0.2Mグ リ シ ン （ pH3.0） に よ り 溶 出 し た 。
グ リ シ ン 溶 出 さ れ た カ ラ ム の pHを 、 ２ CVの ５ × PBSに よ り 7.0に 調 節 し 、 次 に PBS（ pH24）
に よ り 平 衡 化 し た 。 5mlの 画 分 を 、 全 溶 出 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 集 め 、 そ し て 280及
び 215nMで の 吸 光 度 を モ ニ タ ー し ； 通 過 及 び 洗 浄 プ ー ル を ま た 、 保 存 し 、 そ し て 分 析 し た
。 EE－ ポ リ ペ プ チ ド 溶 出 ピ ー ク 画 分 を 、 抗 － EE HRP接 合 抗 体 を 用 い て 、 SDS－ PAGE銀 染 色
及 び ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を 通 し て 標 的 タ ン パ ク 質 に つ い て 分 析 し た 。 興 味 あ る ポ リ ペ プ
チ ド 溶 出 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 10,000ド ル ト ン 分 子 量 カ ッ ト オ フ 膜 回 転 濃 縮 機 （ Millip
ore, Bedford, MA） を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 60mlか ら 5.0mlに 濃 縮 し
た 。
【 ０ ５ ３ ９ 】
他 の 同 時 精 製 タ ン パ ク 質 か ら IL－ TIF－ CEEを 分 離 す る た め に 、 前 記 濃 縮 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド 溶 出 の プ ー ル さ れ た 画 分 を 、 pH8.0で 、 POROS HQ-50 (PerSeptive BioSystems, Framing
ham, MAか ら の 強 ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 ) に ゆ だ ね た 。 1.0× 6.0cmの カ ラ ム を 充 填 し 、 そ し て B
ioCad Sprint上 に 流 動 充 填 し た 。 カ ラ ム を 、 対 向 イ オ ン に 荷 電 し し 、 次 に 20mMの TRIS（ pH
8.0） （ ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン ） ） に よ り 平 衡 化 し た 。 サ ン プ ル を 、 １
： 13に 希 釈 し （ PBSの イ オ ン 強 度 を 低 め る た め に ） 、 次 に 5ml/分 で Poros HQカ ラ ム 上 に 充
填 し た 。
【 ０ ５ ４ ０ 】
カ ラ ム を 、 10CVの 20mMの ト リ ス （ pH8.0） に よ り 洗 浄 し 、 次 に 、 40CVグ ラ ジ エ ン ト の 20mM
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例 19 BHK570細 胞 か ら の IL－ TIF可 溶 性 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製



の ト リ ス /1Mの 塩 化 ナ ト リ ウ ム （ NaCl） に よ り 10ml/分 で 溶 出 し た 。 1.5mlの 画 分 を 、 全 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 上 で 集 め 、 そ し て 280及 び 215nMで の 吸 光 度 を モ ニ タ ー し た 。 溶 出 ピ ー ク
画 分 を 、 SDS－ PAGE銀 染 色 に よ り 分 析 し た 。 興 味 あ る 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 10,000ド ル
ト ン 分 子 カ ッ ト オ フ 膜 回 転 濃 縮 機 （ Millipore, Bedford, MA） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 説 明
に 従 っ て 、 1.5～ 2mlに 濃 縮 し た 。
【 ０ ５ ４ １ 】
遊 離 EEペ プ チ ド 及 び い ず れ か の 汚 染 性 同 時 精 製 タ ン パ ク 質 か ら IL－ TIF－ CEEポ リ ペ プ チ ド
を 分 離 す る た め に 、 プ ー ル さ れ た 濃 縮 画 分 を 、 PBSに よ り 平 衡 化 し 、 そ し て BioCad Sprint
を 用 い て 、 1.0ml/分 の 流 速 で 充 填 さ れ る 、 1.5× 90cmの Sephadex S200 (Pharmacia, Pisca
taway, NJ) カ ラ ム 上 で の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 に ゆ だ ね た 。 1.5mlの 画 分 を
、 全 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 通 し て 集 め 、 そ し て 280及 び 215nMで の 吸 光 度 を モ ニ タ ー し た 。
ピ ー ク 画 分 を 、 SDS－ PAGE銀 染 色 に よ り 特 徴 づ け 、 そ し て 最 も 純 粋 な 画 分 の み を プ ー ル し
た 。 こ の 材 料 は 、 精 製 さ れ た IL－ TIF－ CEEポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し た 。
【 ０ ５ ４ ２ 】
こ の 精 製 さ れ た 材 料 を 、 最 終 的 に 、 4mlの ActiClean Etox (Sterogene) カ ラ ム に ゆ だ ね 、
い ず れ か の 存 存 す る 内 毒 素 を 除 去 し た 。 サ ン プ ル を 、 PBSに よ り 平 衡 化 さ れ た 重 力 カ ラ ム
上 に ４ 度 、 通 し 、 次 に カ ラ ム を １ 回 の ３ ml体 積 の PBSに よ り 洗 浄 し 、 こ れ を “ 清 浄 さ れ た
” サ ン プ ル と し て プ ー ル し た 。 次 に 、 そ の 材 料 を 、 0.2ミ ク ロ ン の 無 菌 膜 を 通 し て 濾 過 し
、 そ し て そ れ を 等 分 す る ま で 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ５ ４ ３ 】
ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト さ れ た 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 及 び 銀 色 さ れ た SDS－ PAGEゲ ル 上 で 、 IL
－ TIF－ CEEポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の 主 要 バ ン ド で あ っ た 。 精 製 さ れ た 材 料 の タ ン パ ク 質 濃
度 を 、 BCA分 析 （ Pierce, Rockford, IL） に よ り 行 い 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 等 分 し 、 そ し
て 標 準 の 方 法 に 従 っ て 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ５ ４ ４ 】
抗 － EE Sepharoseを 調 製 す る た め に 、 100mlの 層 体 積 の プ ロ テ イ ン G－ Sepharose（ Pharmac
ia, Piscataway, NJ） を 、 500mlの Nalgene 0.45ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 用 い て 、 0
.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS100mlに よ り ３ 度 、 洗 浄 し た 。 ゲ ル を 、 6.0体 積 の 200mM
ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ pH8.2） （ TEA, Sigma, St. Louis, MO） に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 90
0mgの 抗 体 を 含 む 、 等 体 積 の EE抗 体 溶 液 を 添 加 し た 。 ４ ℃ で の 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 、 結 合 さ れ な か っ た 抗 体 を 、 上 記 の よ う に 、 ５ 体 積 の 200mMの TEAに よ り 樹 脂 を 洗 浄 す
る こ と に よ っ て 除 去 し た 。
【 ０ ５ ４ ５ 】
樹 脂 を ２ 体 積 の TEAに 再 懸 濁 し 、 適 切 な 容 器 に 移 し 、 そ し て TEAに 溶 解 さ れ た ジ メ チ ル ピ リ
ミ デ ー ト － 2HCl（ Pierce, Rockford, IL） を 、 プ ロ テ イ ン G－ Sepharoseゲ ル に 添 加 し 、 36
mg/mlの 最 終 濃 度 に し た 。 ゲ ル を 室 温 で 45分 間 、 揺 り 動 か し 、 そ し て 液 体 を 、 上 記 の よ う
に し て フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 用 い て 除 去 し た 。 次 に 、 ゲ ル 上 の 非 特 異 的 部 位 を 、 200mMの T
EA中 、 ５ 体 積 の 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン と 共 に 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
っ て ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、 ゲ ル を 、 0.02％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS５ 体 積 に よ り 洗
浄 し 、 そ し て こ の 溶 液 に お い て 4℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ５ ４ ６ 】

．
A. ：
ヒ ト 組 織 か ら の cDNAの パ ネ ル を 、 PCRを 用 い て 、 zcytor11発 現 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。
パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ヒ ト 組 織 か ら の 94種 の マ ラ ソ ン cDNA及
び cDNAサ ン プ ル を 包 含 し 、 そ し て 細 胞 系 は 下 記 表 ６ に 示 さ れ る 。 PCR反 応 の 他 に 、 使 用 さ
れ る 方 法 は 、 例 12に 示 さ れ る 通 り で あ っ た 。 PCR反 応 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC14,666（
配 列 番 号 32） 及 び ZC14,742（ 配 列 番 号 33） 、 Advantage 2 cDNAポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 （ Clon
tech, Palo Alto, CA） 及 び Rediload色 素 （ Research Genetics, Inc., Huntsville, AL）
を 用 い て 設 定 さ れ た 。
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例 20 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る ヒ ト zcytor11組 織 分 布
 PCRを 用 い て の 組 織 パ ネ ル に お け る ヒ ト zcytor11組 織 分 布



【 ０ ５ ４ ７ 】
増 幅 を 、 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 94℃ で ２ 分 （ １ サ イ ク ル ） 、 94℃ で 15秒 、 51℃ で 30秒 、
及 び 72℃ で 30秒 （ 40サ イ ク ル ） 、 続 い て 72℃ で ７ 分 （ １ サ イ ク ル ） 。 正 し い 予 測 さ れ る DN
Aフ ラ グ メ ン ト は 、 膀 胱 、 脳 、 頸 部 、 結 腸 、 胎 児 脳 、 胎 児 心 臓 、 胎 児 腎 臓 、 胎 児 肝 臓 、 胎
児 肺 、 胎 児 皮 膚 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 メ ラ ノ ー マ 、 卵 巣 、 膵 臓 、 胎 盤 、 前 立 腺 、 直 腺
、 唾 液 腺 、 小 腸 、 卵 巣 、 胸 腺 、 気 管 支 、 脊 椎 、 甲 状 腺 、 肺 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 直 腸 腫 瘍 、 及
び 胃 腫 瘍 に お い て 観 察 さ れ た 。 zcytor11発 現 は 、 こ の パ ネ ル に お い て 試 験 さ れ た 他 の 組 織
及 び 細 胞 系 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ５ ４ ８ 】
市 販 の 第 １ 鎖 cDNAパ ネ ル （ Human Blood Fractions MTC Panel, Clontech, Palo Alto, CA
） を ま た 、 上 記 の よ う に し て ア ッ セ イ し た 。 パ ネ ル は 次 の サ ン プ ル を 含 ん だ ： 単 核 細 胞 、
活 性 化 さ れ た 単 核 細 胞 、 静 止 CD4＋ 細 胞 、 活 性 化 さ れ た CD4＋ 細 胞 、 静 止 CD8＋ 細 胞 、 活 性
化 さ れ た CD8＋ 細 胞 、 静 止 CD14＋ 細 胞 、 静 止 CD19＋ 細 胞 及 び 活 性 化 さ れ た CD19＋ 細 胞 。 活
性 化 さ れ た CD8＋ 及 び 活 性 化 さ れ た CD19＋ を 除 く す べ て の サ ン プ ル は 、 zcytor11の 発 現 を
示 し た 。
【 ０ ５ ４ ９ 】
B. 
ヒ ト 細 胞 系 か ら の RNAの パ ネ ル を 、 RT－ PCRを 用 い て 、 zcytor11発 現 に つ い て ス ク リ ー ン し
た 。 パ ネ ル は 自 家 製 造 さ れ 、 そ し て 表 ７ ～ 10に 示 さ れ る よ う に 、 種 々 の 正 常 及 び 癌 性 ヒ ト
組 織 及 び 細 胞 系 か ら の 84種 の RNAを 含 ん だ 。 RNAは 、 自 家 又 は 購 入 さ れ た 組 織 及 び 細 胞 系 か
ら 、 RNAeasy Midi又 は Miniキ ッ ト （ Qiagen, Valencia, CA） を 用 い て 製 造 さ れ た 。 パ ネ ル
は 、 サ ン プ ル 当 た り 100ngの RNAを 用 い て 、 96－ ウ ェ ル 型 で 設 定 さ れ た 。 RT－ PCR反 応 は 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ZC14,666（ 配 列 番 号 32） 及 び ZC14,742（ 配 列 番 号 33） 、 Rediload組 織
及 び SUPERSCRIPT One RT-PCR System (Life Technologies, Gaithersburg, MD) を 用 い て
設 定 さ れ た 。
【 ０ ５ ５ ０ 】
増 幅 を 次 の 通 り に し て 行 っ た ： 50℃ で 30分 （ １ サ イ ク ル ） 、 続 い て 94℃ で 15秒 、 52℃ で 30
秒 、 72℃ で 30秒 、 次 に 72℃ で ７ 分 の 最 終 延 長 （ 45サ イ ク ル ） 。 ８ ～ 10μ lの PCR反 応 生 成 物
を 、 ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 、 標 準 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に ゆ だ ね た 。 正 し い 推
定 さ れ る cDNAフ ラ グ メ ン ト は 、 副 腎 、 膀 胱 、 乳 房 、 気 管 支 、 正 常 結 腸 、 結 腸 癌 、 十 二 指 腸
、 子 宮 内 膜 、 食 道 、 胃 癌 、 胃 食 道 癌 、 心 室 、 腸 骨 、 正 常 腎 臓 、 肝 臓 癌 、 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ
節 、 膵 臓 、 耳 下 腺 、 皮 膚 、 小 腸 、 胃 、 甲 状 腺 及 び 子 宮 に お い て 観 察 さ れ た 。 zcytor11の 発
現 を 示 す 細 胞 系 は 、 A-431、  分 化 さ れ た CaCo2、  DLD-1、  HBL-100、  HCT-15、  HepG2、  H
epG2+IL6、  HuH7及 び NHEK#1-4で あ っ た 。 zcytor11発 現 は 、 こ の パ ネ ル に お い て 試 験 さ れ
た 他 の 組 織 及 び 細 胞 系 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ５ ５ １ 】
さ ら に 、 zcytor11、 す な わ ち IL－ TIF受 容 体 の １ つ の 発 現 パ タ ー ン は 、 一 定 の 特 定 の 組 織
に お け る 発 現 を 示 す の で 、 天 然 の リ ガ ン ド IL－ TIFを 包 含 す る 結 合 パ タ ー ン は ま た 、 生 検
、 組 織 又 は 組 織 学 的 サ ン プ ル に お け る 、 特 に IL－ TIF受 容 体 が 発 現 さ れ る 組 織 に お け る 特
定 の 組 織 （ 正 常 又 は 異 常 ） 、 癌 又 は 癌 組 織 を 検 出 す る た め の 診 断 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
IL－ TIFは ま た 、 そ の 受 容 体 、 例 え ば zcytor11及 び CRF2－ 4が 発 現 さ れ る 他 の 組 織 を 標 的 化
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 結 合 パ タ ー ン は 、 腫 瘍 又 は 疾 病 組 織 の 部 位
に 治 療 を 標 的 化 す る た め に 、 化 学 療 法 剤 、 毒 性 成 分 及 び 同 様 の も の に 結 合 さ れ 得 る 。 そ の
よ う な 診 断 及 び 標 的 化 さ れ た 治 療 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ５ ５ ２ 】
zcytor11（ 上 記 ） 及 び Zcytor16（ 例 12及 び 21の 発 現 パ タ ー ン は 、 IL－ TIFの 作 用 の た め の
標 的 組 織 及 び 細 胞 型 、 及 び 従 っ て 、 IL－ TIFア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば Zcytor16を 示 し た 。 z
cytor11発 現 は 一 般 的 に 、 次 の ３ 種 の 生 理 学 的 シ ス テ ム に お い て Zcytor16発 現 と オ ー バ ー
ラ ッ プ し た ： 消 化 系 、 女 性 生 殖 系 及 び 免 疫 系 。 さ ら に 、 受 容 体 （ zcytor11） の 発 現 パ タ ー
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RT－ PCRを 用 い て の ヒ ト 細 胞 系 及 び 組 織 パ ネ ル に お け る zcytor11の 組 織 分 布 ：



ン は 、 IL－ TIFア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば Zcytor16が 、 次 の ２ 種 の 領 域 、 す な わ ち 炎 症 （ 例
え ば 、 IBD、 ク ロ ー ン 症 、 膵 炎 ） 及 び 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 、 結 腸 ） に お け る ヒ ト 疾 病 の た め
の 治 療 に 使 用 さ れ る こ と を 示 し た 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 抗 体 は 、 炎
症 、 及 び zcytor11受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 と の IL－ TIF相 互 作 用 の 他 の サ イ ト カ イ ン 誘 発 効
果 を 拮 抗 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ５ ３ 】
さ ら に 、 zcytor11の 発 現 は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 組 織 、 IL－ ６ に よ り 誘 発 さ れ た HepG2肝 臓 細 胞
系 、 活 性 化 さ れ た CD8＋ T－ 細 胞 及 び CD19＋ B－ 細 胞 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か
又 は 不 在 で あ る と 思 わ れ た 。 し か し な が ら 、 休 止 CD19＋ 細 胞 （ 上 記 ） に 比 較 し て 、 Zcytor
16は 、 活 性 化 さ れ た CD19+B細 胞 （ 例 ２ ） に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る と 思 わ れ 、 そ
し て zcytor11は 、 活 性 化 さ れ た CD19＋ 細 胞 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 そ れ ら の
RT－ PCR実 験 は 、 CD19＋ 末 梢 血 液 細 胞 、 す な わ ち Bリ ン パ 球 が IL－ TIFの た め の 受 容 体 、 す
な わ ち zcytoR11及 び zcytoR16を 発 現 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 B細 胞 は 、 zcytoR1１ 及 び zc
ytoR16の 調 節 さ れ た 発 現 を 示 す 。 ミ ト ゲ ン に よ り 活 性 化 さ れ た B－ リ ン パ 球 は 、 zcytoR11
の 発 現 を 低 め 、 そ し て zcytoR16の 発 現 を 高 め る 。 こ れ は 、 B細 胞 及 び 他 の 細 胞 に 対 す る IL-
TIFの 活 性 を 低 め る よ う 作 用 す る 。
【 ０ ５ ５ ４ 】
可 溶 性 zcytoR16は 、 B細 胞 に 対 す る IL－ TIFの 効 果 を 中 和 す る た め に ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て
作 用 す る 。 こ れ は 、 B細 胞 が キ ー プ レ ー ヤ ー で あ る 次 の 疾 患 に お い て 有 益 で あ る ： 自 己 免
疫 疾 患 、 例 え ば 全 身 性 エ リ ト ー マ シ ス （ SLE） 、 重 症 筋 無 力 症 、 免 疫 複 合 体 病 、 及 び IL－ T
IFに よ り 悪 化 さ れ る B－ 細 胞 癌 。 ま た 、 B細 胞 が 疾 病 病 理 学 に 寄 与 す る 次 の 自 己 免 疫 患 者 は
、 zcytoR16治 療 の た め の 標 的 で あ る ： 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） 及 び リ ウ マ チ
様 関 節 炎 。 zcytoR16治 療 は 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 、 例 え ば ぜ ん 息 、 ア レ ル ギ ー 性 及 び ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 （ IgEの 生 成 が 疾 病 の 病 原 に 寄 与 す る ） に お い て IgEを 生 成 す る B細 胞 を 低 め る か
又 は 阻 害 す る た め に 有 益 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ５ 】
B細 胞 悪 性 疾 患 は 、 上 記 に 記 載 さ れ る “ フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 ” の 欠 失 を 示 す こ と が で き る
。 zcytoR16の 投 与 は 、 IL－ TIFシ グ ナ ル 化 の 制 御 を 回 復 し 、 そ し て B細 胞 悪 性 疾 患 を 阻 害 す
る 。 手 術 に よ る 再 切 開 又 は 化 学 療 法 に 続 い て の zcytoR16の 投 与 は 、 B細 胞 悪 性 疾 患 を 有 す
る 患 者 に お け る 最 少 の 残 存 疾 患 を 処 理 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。 調 節 の 欠 失 は 、 zcytoR
11の 高 め ら れ た 発 現 の 維 持 を 導 く こ と が で き る 。 従 っ て 、 zcytoR11を 標 的 化 す る 治 療 用 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 標 的 物 を 創 造 す る 。
【 ０ ５ ５ ６ 】

．
特 に ヒ ト 組 織 を 単 離 し 、 そ し て 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ヒ ト Zcytor16発 現 に つ
い て ス ク リ ー ン し た 。 軟 骨 、 結 腸 、 虫 垂 、 腸 、 胎 児 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 リ ン パ 腫 、 卵 巣
、 膵 臓 、 胎 盤 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 及 び 胸 腺 に 関 す る 種 々 の ヒ ト 組 織 を 調 製 し 、 断 片 化 し
、 そ し て 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に ゆ だ ね た 。 組 織 を 、 標 準 方 法 を 用 い て 、 10％ の 緩
衝 化 さ れ た ホ ル マ リ ン に 固 定 し 、 そ し て パ ラ フ ィ ン に お い て ブ ロ ッ ク し た 。 組 織 を 、 ４ ～
８ ミ ク ロ ン に 断 片 化 し た 。
【 ０ ５ ５ ７ 】
組 織 を 、 標 準 の プ ロ ト コ ー ル （ ” Development of non-isotopic in situ hybridization
”  at The Laboratory of Experiment Pathology (LEP), NIEHS, Research Triangle Par
k, NC; Webア ド レ ス .niehs.nih.gov/dirlep/ish.html） を 用 い て 調 製 し た 。 手
短 に は 、 組 織 断 片 を 、 HistoClear (National Diagnostics, Atlanta, GA) に よ り 脱 パ ラ
フ ィ ン 化 し 、 そ し て 次 に 、 エ タ ノ ー ル に よ り 脱 水 し た 。 次 に 、 そ れ ら を 、 37℃ で ２ ～ ７ 分
間 、 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K（ 50μ g/ml） （ Boehringer Diagnostics, Indianapolis, IN） に よ
り 消 化 し た 。 こ の 段 階 に 続 い て 、 組 織 を ア セ チ ル 化 し 、 そ し て 脱 水 し た 。
【 ０ ５ ５ ８ 】
１ つ の 現 場 プ ロ ー ブ を 、 ヒ ト Zcytor16配 列 （ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 693） に 対 し
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例 21 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て の Zcytor16を 発 現 す る 細 胞 の 同 定
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て 企 画 し 、 そ し て 標 準 方 法 を 用 い て 、 配 列 番 号 １ を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら 単 離 し た 。 T3 RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 生 成 し た 。 そ の プ ロ ー ブ を 、 In Vitro T
ranscription System (Promega, Madison, WI) を 用 い て 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ Boehringer
） に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て ラ ベ ル し た 。
【 ０ ５ ５ ９ 】
現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン に よ り ラ ベ ル さ れ た Zcytor16プ ロ ー ブ （
上 記 ） に よ り 行 っ た 。 プ ロ ー ブ を 、 62.5℃ で 12～ 16時 間 、 １ ～ 5pモ ル /mlの 濃 度 で ス ラ イ
ド に 付 加 し た 。 続 い て 、 ス ラ イ ド を 、 ２ × SSC及 び 0.1× SSCに よ り 55℃ で 洗 浄 し た 。 シ グ
ナ ル を 、 チ ラ ミ ド シ グ ナ ル 増 幅 （ TSA） （ TSA、 現 場 間 接 的 キ ッ ト ； NEN） を 用 い て 増 幅 し
、 そ し て Vector Red基 質 キ ッ ト （ Vector Lab） に よ り 、 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 可
視 化 し た 。 次 に 、 ス ラ イ ド を 、 ヘ マ ト キ シ リ ン （ Vector Laboratories, Burlingame, CA
） に よ り 対 比 染 色 し た 。
【 ０ ５ ６ ０ 】
シ グ ナ ル を 、 試 験 さ れ る い く つ か の 組 織 に お い て 観 察 し た ： 末 梢 組 織 に お け る リ ン パ 節 、
血 漿 細 胞 及 び 他 の 単 核 細 胞 は 強 い 陽 性 で あ っ た 。 リ ン パ 小 節 に お け る ほ と ん ど の 細 胞 は 陰
性 で あ っ た 。 リ ン パ 腫 サ ン プ ル に お い て は 、 陽 性 シ グ ナ ル が 有 糸 分 裂 及 び 多 核 細 胞 に お い
て 見 出 さ れ た 。 脾 臓 に お い て は 、 陽 性 シ グ ナ ル が 、 小 胞 の 末 梢 で 拡 散 さ れ た 単 核 細 胞 に 見
出 さ れ た 。 胸 腺 に お い て は 、 陽 性 の シ グ ナ ル が 、 皮 質 及 び 骨 髄 の 両 者 に お い て 拡 散 さ れ た
単 核 細 胞 に お い て 見 出 さ れ た 。 胎 児 肝 臓 に お い て は 、 強 い シ グ ナ ル が 、 洞 様 空 間 に お い て
、 単 核 細 胞 の 混 合 さ れ た 集 団 に お い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ６ １ 】
肝 細 胞 の サ ブ セ ッ ト は ま た 、 陽 性 で あ っ た 。 炎 症 性 虫 垂 に お い て は 、 Peyerパ ッ チ 及 び 炎
症 部 位 に お け る 単 核 細 胞 が 陽 性 で あ っ た 。 腸 に お い て は 、 い く ら か の 血 漿 細 胞 及 び 神 経 節
細 胞 が 陽 性 で あ っ た 。 正 常 な 肺 に お い て は 、 Zcytor16が 、 肺 胞 上 皮 、 及 び 間 隙 組 織 及 び 循
環 に お け る 単 核 細 胞 に お い て 発 現 さ れ た 。 肺 癌 組 織 に お い て は 、 強 い シ グ ナ ル が 、 ほ と ん
ど の 血 漿 細 胞 、 及 び 末 梢 凝 集 体 の 末 梢 に お け る い く ら か の 他 の 単 核 細 胞 に お い て 観 察 さ れ
た 。 卵 巣 癌 に お い て は 、 上 皮 細 胞 は 強 い 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ５ ６ ２ 】
い く つ か の 間 隙 細 胞 、 た ぶ ん 単 核 細 胞 も ま た 陽 性 で あ っ た 。 正 常 な 卵 巣 に お い て は 、 シ グ
ナ ル は 観 察 さ れ な か っ た 。 正 常 及 び 膵 炎 の 膵 臓 サ ン プ ル に お い て は 、 線 房 細 胞 、 及 び 腸 間
膜 に お け る い く つ か の 単 核 細 胞 が 陽 性 で あ っ た 。 初 期 （ ８ 週 ） 胎 盤 に お い て 、 シ グ ナ ル が
栄 養 膜 に 観 察 さ れ た 。 皮 膚 に お い て は 、 表 皮 に お け る 炎 症 浸 潤 物 に お け る い く ら か の 単 核
細 胞 は 陽 性 で あ っ た 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト は ま た 、 弱 い 陽 性 で あ っ た 。 前 立 腺 癌 に お い て は 、
間 隙 組 織 に お け る 散 在 性 単 核 細 胞 は 陽 性 で あ っ た 。 関 節 軟 骨 に お い て は 、 軟 骨 細 胞 は 陽 性
で あ っ た 。 試 験 さ れ た 他 の 組 織 、 例 え ば 正 常 卵 巣 、 及 び 結 腸 腺 癌 は 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ５ ６ ３ 】
要 約 す る と 、 現 場 デ ー タ は 、 Zcytor16に つ い て の 上 記 の 発 現 デ ー タ と 一 致 し た 。 Zcytor16
発 現 は 、 単 核 細 胞 に お い て 主 と し て 観 察 さ れ 、 そ し て 上 皮 は ま た 陽 性 で あ っ た 。 そ れ ら の
結 果 は 、 ヒ ト 細 胞 に お け る Zcytor16発 現 の 存 在 、 及 び 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 又 は 他 の 免 疫
機 能 に お け る 、 例 え ば プ ロ － 炎 症 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば IL－ ILF（ 但 し 、 そ れ だ け に は 限
定 さ れ な い ） の 結 合 に お け る 役 割 点 を 確 証 し た 。 さ ら に 、 Zcytor16発 現 の 検 出 は 、 例 え ば
組 織 学 的 サ ン プ ル に お け る 単 核 細 胞 の た め の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ６ ４ 】
Zcytor16は 、 単 核 細 胞 、 例 え ば 正 常 組 織 （ リ ン パ 節 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 及 び
肺 ） 、 及 び 異 常 組 織 （ 炎 症 虫 垂 、 肺 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 炎 、 炎 症 性 皮 膚 及 び 前 立 腺 癌 ） に お い
て 発 現 さ れ る 。 リ ン パ 節 、 腸 及 び 肺 癌 に お け る 血 漿 細 胞 が Zcytor16に 関 し て 陽 性 で あ る こ
と は 、 注 目 す べ き で あ る 。 血 漿 細 胞 は 、 抗 体 合 成 を 担 当 す る 、 免 疫 学 的 に 活 性 化 さ れ た リ
ン パ 球 で あ る 。 さ ら に 、 IL－ TIFは 、 免 疫 学 的 に 活 性 化 さ れ た T細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。
さ ら に 、 Zcytor16の 発 現 は 、 活 性 化 さ れ た （ 休 止 に お い て で は な い ） CD４ ＋ 及 び CD19＋ 細
胞 に お い て の み 検 出 さ れ た （ 例 12） 。 従 っ て 、 Zcytor16は 、 一 定 の リ ン パ 球 、 例 え ば 単 核
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リ ン パ 球 及 び 制 限 さ れ た 型 の 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た CD４ ＋ 及 び CD19
+の 単 離 に お い て マ ー カ ー と し て 又 は 標 的 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ６ ５ 】
さ ら に 、 活 性 化 さ れ た 免 疫 細 胞 、 例 え ば 活 性 化 さ れ た CD４ ＋ 及 び CD19＋ 細 胞 に お け る Zcyt
or16発 現 の 存 在 は 、 Zcytor16が 外 来 性 侵 入 体 、 例 え ば 微 生 物 及 び 細 胞 残 骸 に 対 す る 身 体 の
免 疫 防 御 反 応 に 関 与 し 、 そ し て 炎 症 及 び 癌 形 成 の 間 、 免 疫 応 答 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と
を 示 し た 。
【 ０ ５ ６ ６ 】
さ ら に 、 本 明 細 書 に お い て 論 じ ら れ る よ う に 、 い く つ か の 組 織 に お け る 上 皮 形 、 例 え ば 肝
細 胞 （ 内 皮 由 来 の 上 皮 ） 、 肺 胞 上 皮 （ 内 皮 由 来 の 上 皮 ） 及 び 卵 巣 癌 上 皮 （ 中 胚 葉 由 来 の 上
皮 ） は 、 Zcytor16発 現 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 Zcytor16の 上 皮 発 現 は 、 肝 臓 及 び 肺 に お け
る 炎 症 応 答 及 び /又 は 癌 状 態 に お い て 変 更 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 Zcytor16は 、 炎 症 又 は 癌 の
結 果 と し て 、 そ れ ら の 組 織 に お け る 変 化 を モ ニ タ ー す る た め に マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得
る 。 さ ら に 、 Zcytor16現 場 発 現 の 分 析 は 、 正 常 卵 巣 上 皮 が Zcytor16発 現 に 関 し て 陰 性 で あ
り 、 と こ ろ が そ れ は 、 卵 巣 癌 上 皮 に お い て 強 い 陽 性 で あ る こ と を 示 し 、 こ の こ と は 、 Zcyt
or16ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 卵 巣 癌
の 診 断 及 び 処 理 の た め に 診 断 マ ー カ ー 及 び /又 は 治 療 標 的 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 証 拠 を さ
ら に 提 供 す る 。
【 ０ ５ ６ ７ 】
Zcytor16は ま た 、 他 の 組 織 、 例 え ば 膵 臓 （ 正 常 及 び 膵 炎 組 織 ） に お け る 腺 房 細 胞 、 胎 盤 （
外 胚 葉 由 来 の ） に お け る 栄 養 膜 、 軟 骨 （ 中 胚 葉 由 来 の に お け る 軟 骨 細 胞 、 及 び 腸 （ 外 胚 葉
由 来 の ） に お け る 神 経 節 細 胞 に お い て も 検 出 さ れ た 。 Zcytor16自 体 は 、 そ れ ら の 器 官 に お
け る 対 応 す る 細 胞 の 分 化 及 び /又 は 正 常 機 能 に 関 与 し て い る 。 Zcytor16の 可 能 性 あ る 使 用
は 、 正 常 な 代 謝 及 び 妊 娠 、 骨 形 成 /恒 常 性 、 及 び 腸 の 生 理 学 的 機 能 の 維 持 及 び 同 様 の も の
を 包 含 す る 。
【 ０ ５ ６ ８ 】

．
マ ウ ス （ 雌 、 C57B1、 生 後 ８ 週 ； Charles River Labs, Kingston, NY） を 、 ３ 種 の グ ル ー
プ に 分 け た 。 IL－ TIFポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 15） を 発 現 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス を 、 標 準 方
法 を 用 い て 前 も っ て 製 造 し た 。 日 ０ で 、 親 又 は IL－ TIFア デ ノ ウ ィ ル ス を 、 第 １ グ ル ー プ
（ n＝ ８ ） 及 び 第 ２ グ ル ー プ （ n＝ ８ ） に そ れ ぞ れ 、 尾 の 静 脈 を 通 し て 投 与 し 、 そ し て 個 々
の マ ウ ス は 、 約 0.1mlの 体 積 中 、 約 １ × 10 1 1 の 粒 子 の 用 量 を 受 け た 。 第 ３ グ ル ー プ （ n＝ ８
） は 、 処 理 を 受 け な か っ た 。
【 ０ ５ ６ ９ 】
日 12で 、 マ ウ ス を 計 量 し 、 そ し て 血 液 を マ ウ ス か ら 採 血 し た 。 サ ン プ ル を 、 完 全 な 血 液 計
数 （ CBC） 及 び 血 清 化 学 に つ い て 分 析 し た 。 好 中 球 及 び 血 小 板 計 数 の 統 計 学 的 に 有 意 な 上
昇 が 、 親 ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 グ ル ー プ に 対 し て 、 IL－ TIFア デ ノ ウ ィ ル ス 投 与 さ れ た グ ル
ー プ か ら の 血 液 サ ン プ ル に お い て 検 出 さ れ た 。 ま た 、 リ ン パ 球 及 び 赤 血 球 細 胞 計 数 が 、 親
ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 の グ ル ー プ に 対 し て 、 IL－ TIFア デ ノ ウ ィ ル ス 投 与 さ れ た グ ル ー プ か
ら 有 意 に 低 め ら れ た 。 さ ら に 、 IL－ TIFア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ た マ ウ ス は 、 体 重 が 低 下
し 、 と こ ろ が 親 ア デ ノ ウ ィ ル ス 処 理 さ れ た マ ウ ス は 体 重 が 増 加 し た 。
【 ０ ５ ７ ０ 】
前 記 結 果 は 、 IL－ TIFが 造 血 、 す な わ ち イ ン ビ ボ で の 血 液 細 胞 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す こ と を
示 し た 。 IL－ TIF自 体 は 、 異 な っ た 血 液 幹 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す 生 物 学 的 活 性 を 有 し 、 従 っ
て 、 特 定 の 系 統 に お い て 一 定 の 分 化 さ れ た 血 液 細 胞 の 上 昇 又 は 低 下 を も た ら す 。 例 え ば 、
IL－ TIFは 、 リ ン パ 球 を 低 め る と 思 わ れ 、 こ れ は た ぶ ん 、 リ ン パ 細 胞 を 高 め る 傾 倒 し た 前
駆 体 の 阻 害 の た め で あ る 。 こ の 発 見 は 、 骨 髄 球 性 幹 細 胞 の 増 殖 及 び /又 は 成 長 に 対 す る IL
－ TIFの 阻 害 効 果 と 一 致 し （ 例 23） 、 こ れ は 、 IL－ TIFが 、 そ れ ら の 工 程 に 関 与 す る 血 液 細
胞 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 、 貧 血 、 感 染 、 炎 症 及 び /又 は 免 疫 疾 患 に お い て 役 割 を 演
じ る こ と が で き る 概 念 を 支 持 す る 。 IL－ TIFに 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 本 発 明 の 抗
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体 又 は zcytor11可 溶 性 受 容 体 は 、 そ れ ら の 疾 病 に お け る 治 療 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ７ １ 】
さ ら に 、 マ ウ ス に お け る IL－ TIFア デ ノ ウ ィ ル ス を 用 い る そ れ ら の 実 験 は 、 IL－ TIFの 過 剰
発 現 が イ ン ビ ボ で 好 中 球 及 び 血 小 板 の レ ベ ル を 高 め る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ は K562細 胞 （
例 23） に お い て 見 出 さ れ る 発 見 と は 矛 盾 す る と 思 わ れ る が 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 種 々 の 活
性 を 、 イ ン ビ ト ロ 対 イ ン ビ ボ で 観 察 さ れ る こ と は 目 立 っ た こ と で は な い 。 完 全 な 動 物 シ ス
テ ム に お い て IL－ TIFに 対 す る 応 答 に 関 与 す る 他 の 因 子 （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 及 び モ デ
ィ フ ァ イ ア ー 遺 伝 子 ） が 存 在 す る と 思 わ れ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 IL－ TIF及 び そ の 受
容 体 は 、 種 々 の 障 害 、 例 え ば 炎 症 、 免 疫 障 害 、 感 染 、 貧 血 、 造 血 及 び 他 の 癌 及 び 同 様 の も
の の 診 断 及 び 処 理 の た め の 適 切 な 試 薬 /標 的 物 で あ る 。
【 ０ ５ ７ ２ 】

．
K－ 562細 胞 系 （ CRL－ 243、 ATCC） は 、 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ の た め の 高 い 感 受 性 の イ ン ビ ト ロ
標 的 物 と し て の 広 範 な 使 用 を 達 成 し て い る 。 K－ 562芽 細 胞 は 、 赤 血 球 、 顆 粒 球 及 び 単 球 シ
リ ー ズ の 認 識 で き る 前 駆 体 に 自 発 的 に 分 化 す る 、 多 潜 在 性 造 血 悪 性 細 胞 で あ る （ Lozzio, 
BBな ど ., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 166: 546-550, 1981） 。
【 ０ ５ ７ ３ 】
K562細 胞 を 、 ピ ル ベ ー ト 及 び 10％ 血 清 （ HyClone） に よ り 補 充 さ れ た DMEMフ ェ ノ ー ル － フ
リ ー の 成 長 培 地 （ Life Technologies） を 含 む 96－ ウ ェ ル 組 織 培 養 ク ラ ス タ ー （ Costar）
に 、 5,000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で プ レ ー ト し た 。 次 の 日 、 ヒ ト 組 換 え IL－ TIF（ 例 19） 、 BSA対
照 又 は レ チ ノ イ ン 酸 （ K562細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る ） を 添 加 し た
。 72時 間 後 、 生 存 株 MTT（ Sigma, St. Louis, MO） 、 す な わ ち ミ ト コ ン ド リ ア 活 性 及 び 細
胞 増 殖 の 広 く 使 用 さ れ る イ ン ジ ケ ー タ ー を 、 前 記 細 胞 に 、 0.5mg/mlの 最 終 濃 度 で 添 加 し た
。 MMPを 、 ミ ト コ ン ド リ ア デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に よ り パ ー プ ル ホ ル マ ザ ン 誘 導 体 に 転 換 す る
。 24時 間 後 、 転 換 さ れ た MMPを 、 ウ ェ ル に 等 体 積 の 酸 性 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ 無 水 イ ソ プ ロ
パ ノ ー ル 中 、 0.04Nの HCl） を 添 加 す る こ と に よ っ て 溶 解 し た 。 吸 光 度 を 570nmで 測 定 し 、
そ し て 650nmで の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 控 除 し た 。 こ の 実 験 設 定 に お い て は 、 吸 光 度 は 細 胞
生 存 性 に 影 響 を 及 ぼ す 。 表 12に 示 さ れ る 結 果 は 、 ％ 細 胞 毒 性 と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ５ ７ ４ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ５ 】
結 果 は 、 IL－ TIFが 骨 髄 性 幹 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る こ と を 示 す 。 骨 髄 性 幹 細 胞
は 、 普 遍 的 血 液 幹 細 胞 の 娘 細 胞 で あ る 。 そ れ ら は 、 赤 血 球 細 胞 、 血 小 板 巨 核 球 、 単 球 （ 又
は 、 移 動 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ ） 、 好 中 球 及 び 好 塩 基 球 、 等 の 前 駆 体 で あ る 。 K－ 562芽 細
胞 は 、 赤 血 球 細 胞 、 顆 粒 球 及 び 単 級 シ リ ー ズ の 前 駆 体 に 自 発 的 に 分 化 す る の で 、 そ れ は 骨
髄 性 幹 細 胞 と し て 考 慮 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 結 果 は 、 IL－ TIFが 骨 髄 性 幹 細 胞 の 増 殖 及 び /又
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例 23 IL－ TIFは 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ に お い て K－ 562細 胞 を 溶 解 す る



は 成 長 に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 IL－ TIFは 、 貧 血 、 感 染 、 炎 症 及
び /又 は 免 疫 疾 患 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き た 。 さ ら に 、 IL－ TIFに 対 す る ア ン タ ゴ
ニ ス ト 、 例 え ば 抗 体 又 は そ の 可 溶 性 受 容 体 Zcytor16は 、 骨 髄 性 幹 細 胞 に 対 す る IL－ TIF活
性 を 阻 止 す る た め に 、 又 は 疾 病 、 例 え ば 貧 血 、 感 染 、 炎 症 及 び /又 は 免 疫 疾 患 に お け る 治
療 試 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ７ ６ 】

．
：

リ ン パ 特 異 的 Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー 、 マ ウ ス IL－ TIF（ 配 列 番 号 40） 、 ラ ッ ト イ ン ス リ ン II
イ ン ト ロ ン 、 IL－ TIF cDNA及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン ポ リ A配 列 の 5’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ベ ク タ ー か ら の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 標 準 方 法 を 用 い て 調 製 し 、 そ し
て 標 準 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 受 精 さ れ た B6C3f1（ Taconic,
 Germantown, NY） ネ ズ ミ 卵 母 細 胞 中 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の た め に 使 用 し た 。 H
ogan, B. な ど ., Manipulationg the Mouse Embryo. A Laboratory Manual, Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, 1994を 参 照 の こ と 。
【 ０ ５ ７ ７ 】
リ ン パ － 特 異 的 Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー を 有 す る マ ウ ス IL－ TIFに 対 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
で あ る 25匹 の マ ウ ス を 、 154匹 の 子 供 マ ウ ス 間 で 同 定 し た 。 11匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子
供 マ ウ ス は 、 生 後 数 時 間 で 死 亡 し 、 光 沢 の 外 観 を 有 す る ９ 匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 供 マ
ウ ス は 誕 生 の 日 、 検 死 さ れ 、 そ し て ２ 匹 は 成 熟 し た 。 発 現 レ ベ ル は 、 １ 匹 の 成 熟 動 物 に お
い て は 低 か っ た 。 検 死 さ れ た 子 供 マ ウ ス か ら の 組 織 を 調 製 し 、 そ し て 下 記 の よ う に し て 組
織 学 的 に 試 験 し た 。
新 生 児 子 供 マ ウ ス の 光 沢 の あ る 外 観 は 、 ド ラ イ で あ り 、 適 切 な 授 乳 の 低 下 を も た ら す か の
よ う に 、 皮 膚 の 硬 化 に 関 連 し て い る よ う に 思 わ れ た 。
【 ０ ５ ７ ８ 】

：
上 記 に 記 載 さ れ る 、 Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー に よ り 駆 動 さ れ る マ ウ ス IL－ TIFト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 系 か ら の 新 生 児 子 供 マ ウ ス は 、 １ 日 目 （ 生 後 １ 日 ） 、 異 常 性 が 観 察 さ れ 、 そ し て 組 織
採 取 の た め に 殺 害 さ れ た 。 す べ て の 子 供 マ ウ ス は 独 得 の 耳 標 識 番 号 を 与 え ら れ 、 そ し て 殺
害 の 時 点 で 光 沢 の あ る 皮 膚 表 現 型 を 有 す る も の と し て 明 示 さ れ る そ れ が 示 さ れ た 。 12匹 の
子 供 マ ウ ス の う ち 、 6匹 は 、 光 沢 の あ る 皮 膚 表 現 型 を 有 す る こ と が 観 察 さ れ 、 そ し て ２ 匹
は “ 重 度 ” の 表 現 型 と し て 明 示 さ れ た 。 重 度 の 表 現 型 は 、 皮 膚 に 特 に 光 沢 が あ り 、 そ し て
非 常 に ド ラ イ で あ る 、 ほ と ん ど 移 動 性 を 有 さ な い 小 さ な 子 供 マ ウ ス と し て 定 義 さ れ た 。 皮
膚 を 、 個 々 の 子 供 マ ウ ス の 左 側 部 か ら 採 取 し 、 そ し て Tissue－ Tek包 埋 媒 体 に お い て 凍 結
し た 。
【 ０ ５ ７ ９ 】
遺 伝 子 型 分 類 は 、 光 沢 の あ る 皮 膚 が 、 発 現 デ ー タ は 集 め ら れ な か っ た が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 状 態 の 良 好 な イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る こ と を 確 証 し た 。 凍 結 さ れ た 皮 膚 ブ ロ ッ ク を 、 低
温 槽 上 で ７ μ に 断 片 化 し 、 そ し て CD3, CD4, CD8, マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 B－ 細 胞 、 CD80
及 び MHCク ラ ス IIの 存 在 を 調 べ る た め に 染 色 し た 。 染 色 プ ロ ト コ ー ル は 、 組 織 へ の 市 販 の
抗 体 の 結 合 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ラ ベ ル さ れ た 二 次 抗 体 に よ る 検 出 、 及 び 染 色 を 可 視 化 す る
た め の DAB色 原 体 反 応 を 包 含 し た 。
【 ０ ５ ８ ０ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 そ れ ぞ れ 抗 原 提 供 細 胞 及 び 樹 状 突 起 細 胞 を 染 色 す る 、 MHC
ク ラ ス IICD80に お い て よ り 高 い こ と が 見 出 さ れ た 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー は ま た 、 野 生
型 動 物 に お い て よ り も 、 重 度 の 及 び 非 重 度 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 、 一 層 の 細
胞 を 検 出 し た が 、 但 し 、 そ れ ら の 細 胞 の 分 布 は 上 部 真 皮 に お い て 非 常 に 局 在 し た 。 重 度 の
表 現 型 と し て 分 類 さ れ た 動 物 は 、 す べ て の ３ 種 の そ れ ら の マ ー カ ー に よ る 最 も 強 い 染 色 を
有 し 、 野 生 型 に 比 較 さ れ る 場 合 、 細 胞 強 度 及 び 細 胞 数 に お け る 劇 的 な 上 昇 を 示 し た 。
【 ０ ５ ８ １ 】
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例 24 IL－ TIF－ 発 現 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
A． マ ウ ス IL－ TIFを 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 生 成

B． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 遺 伝 子 型 及 び 発 現 分 析



こ の 変 動 性 は 、 そ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 者 の 子 供 マ ウ ス に お け る IL－ TIFの 発 現
レ ベ ル の 差 異 の た め で あ り 得 る 。 MHCク ラ ス II陽 性 細 胞 は 、 ゆ る い 開 放 性 群 に 配 置 さ れ る
下 部 真 皮 に 局 在 し 、 CD80陽 性 細 胞 は 、 筋 肉 /脂 肪 層 に お け る 又 は そ の す ぐ 上 部 の い ず れ か
に お け る 真 皮 下 に 卓 越 し て 存 在 し た 。 そ れ ら の ２ 種 の 細 胞 集 団 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る よ
う に は 思 え な い 。 す べ て の 他 の マ ー カ ー は 、 す べ て の 動 物 に お い て 染 色 す る 同 等 の も の で
あ っ た 。 肥 満 細 胞 に つ い て の ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染 色 は 、 野 生 型 動 物 と ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 と の 間 の わ ず か な 差 異 を 示 す か 、 又 は そ の 差 異 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ５ ８ ２ 】

：
誕 生 の 日 、 IL－ TIFト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 含 む 一 腹 の 子 供 マ ウ ス を 安 楽 死 せ し め 、 そ
し て 前 身 体 を 、 10％ 緩 衝 さ れ た ホ ル マ リ ン に 含 浸 固 定 し た 。 ６ 匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及
び ２ 匹 の 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 供 マ ウ ス を 、 さ ら な る 研 究 の た め に 提 供 し た 。 ６ 匹 の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の う ち ４ 匹 は 、 安 楽 死 の 時 点 で 、 光 沢 の あ る 皮 膚 を 有 す る こ と が 示
さ れ た 。 固 定 さ れ た 組 織 を ５ 個 の 断 片 に 整 え た （ 頭 の 縦 断 面 、 及 び 上 部 及 び 下 部 胸 郭 及 び
上 部 及 び 下 部 腹 の 横 断 面 ） 。 組 織 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 通 常 通 り に 処 理 し 、 ５ μ mで 断
片 化 し （ Jung 2065 Supercut microtome, leica Microsystems, Wetzlar, Germany） 、 そ
し て H＆ Eに よ り 染 色 し た 。 染 色 さ れ た 組 織 は 、 有 資 格 の 獣 医 病 理 学 者 局 （ ACVP） に よ り 、
光 顕 微 鏡 （ Nikon Eclipse E600, Nikon Inc., Melville, NY） 下 で 評 価 さ れ た 。
【 ０ ５ ８ ３ 】
顕 微 鏡 試 験 に 基 づ い て 、 ２ 匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 供 マ ウ ス の 表 皮 は 、 対 照 を 包 含 す る
他 の ６ 匹 の マ ウ ス の 表 皮 よ り も 厚 い こ と が 観 察 さ れ た 。 他 の 異 常 性 は 、 い ず れ か の マ ウ ス
の 皮 膚 及 び 他 の 組 織 に お い て 示 さ れ な か っ た 。 胸 郭 及 び 腹 の 対 応 す る 領 域 か ら の 皮 膚 の 代
表 的 領 域 を 、 40倍 の 対 物 レ ン ズ 及 び 顕 微 鏡 に 備 え 付 け ら れ た CoolSnapデ ジ タ ル カ メ ラ （ Ro
per Scientific, Inc., San Diego, CA） に よ り 画 像 化 し た 。 次 に 、 表 皮 の 厚 さ を 、 組 織
形 態 学 的 ソ フ ト ウ ェ ア （ Scion Image for Windows (NIH Image), Scion Corp., Frederic
k, MD, V. B4.0.2） を 用 い て 決 定 し た 。 結 果 は 次 の 通 り で あ っ た ：
【 ０ ５ ８ ４ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ５ 】
統 計 学 的 有 意 性 を 決 定 す る に は マ ウ ス の 数 は 不 十 分 で あ っ た ； し か し な が ら 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に 光 沢 の あ る 皮 膚 を 有 す る そ れ ら の 動 物 は 、 非 光 沢 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 及 び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 照 よ り も 厚 い 表 皮 を 有 す る 傾 向 が あ っ た 。 光 沢 性 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 非 光 沢 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 よ り も 高 い 発 現 レ ベ ル の IL－ TI
Fを 有 す る こ と が で き る ； し か し な が ら 、 発 現 レ ベ ル は そ れ ら の マ ウ ス に 関 し て は 決 定 さ
れ な か っ た 。
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C． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 組 織 の 肉 眼 的 評 価 ： Eμ LCKプ ロ モ ー タ ー を 有 す る IL
－ TIF TGは 新 生 児 致 死 － 病 歴 を 有 し た



前 述 か ら 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 が 例 示 目 的 の た め に 記 載 さ れ て 来 た が 、 種 々 の 修 飾 が 本 発
明 の 範 囲 内 で 行 わ れ 得 る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 添 付 の 特 許 請 求
の 範 囲 を 除 い て 、 制 限 さ れ な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ５ ８ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト Zcytor16（ hZcytor16） (配 列 番 号 ２ )及 び マ ウ ス Zcytor16（ mZcytor
16） （ 配 列 番 号 38） の 一 列 整 列 で あ る 。 図 に お け る “ ： ” は 、 保 存 さ れ た 置 換 で あ る ア ミ
ノ 酸 を 示 す 。 完 全 な 配 列 に わ た っ て ヒ ト 配 列 と マ ウ ス 配 列 と の 間 に 66.2％ の 同 一 性 （ 231
個 の ア ミ ノ 酸 オ ー バ ー ラ ッ プ ） が 存 在 す る 。
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