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(57)【要約】
　本発明は、ウイルスのビルレンス因子を同定するため
の方法、ならびに該ウイルス性ポリペプチドが結合する
細胞性ポリペプチドを同定するための方法を提供する。
前記細胞性ポリペプチドは、免疫学的疾患または障害を
含めた疾患および障害を治療するための治療標的または
治療薬として有用である。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定する方法であって、
　(a)　細胞または該細胞の画分もしくは上清と、ウイルス性ポリペプチドをアフィニテ
ィタグに融合させた融合タンパク質とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分
が該細胞または該細胞の画分もしくは上清に随伴したポリペプチドと相互作用して融合タ
ンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわ
たり接触させること、ただし、該ウイルス性ポリペプチドは少なくとも1つのビルレンス
形質を示すものであること、
　(b)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、
　(c)　細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸からなる少なく
とも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイルス性ポリ
ペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、
を含んでなる、上記方法。
【請求項２】
　ステップ(a)の前に、(i)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸からなるウ
イルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、(ii)該ウイル
ス性ポリペプチドをアフィニティタグ配列に融合させた融合タンパク質を作製することを
さらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも1つのビルレンス形質が、該ウイルスに感染した細胞における変異型ウイル
ス性ポリペプチドの発現が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質からな
る、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも1つのビルレンス形質が、該ウイルスに感染した細胞における該ウイルス性
ポリペプチドの発現不在が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質からな
る、請求項1に記載の方法。
【請求項５】
　前記ウイルス性ポリペプチドが、(A)該ウイルスに感染した細胞により分泌される、(B)
細胞膜に結合している、または(C)細胞内にある、請求項1に記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも1つのビルレンス形質が、該ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染し
た細胞により分泌される、または該ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞
の細胞膜に結合される、という形質からなる、請求項1に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも1つのビルレンス形質が、ウイルスゲノム中の前記ポリヌクレオチド配列が
ウイルスビルレンス因子である少なくとも1つの他のウイルス性ポリペプチドをコードす
るゲノム領域に位置する、という形質からなる、請求項2に記載の方法。
【請求項８】
　前記領域がウイルスゲノムの5'末端または3'末端にある、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　前記ウイルスがDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを含む、請求項2
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス、アデノウイルス、ヘルペス
ウイルス、またはB型肝炎ウイルスである、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ウイルスがRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レトロウイルス、出血熱ウ
イルス、またはC型肝炎ウイルスである、請求項9に記載の方法。
【請求項１２】
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　ステップ(b)の前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激にさらす、請求項1に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記細胞が免疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激が、(a)該細胞により発現される
コグネイト抗原と特異的に結合する抗体、(b)ホルボールエステル、(c)コンカナバリンA
、(d)サイトカイン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマイシンから選択される、請求項1
2に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出物、または少なくとも1つの分離された細胞オ
ルガネラから選択される、請求項1に記載の方法。
【請求項１５】
　アフィニティタグが検出可能な成分を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項１６】
　アフィニティタグがポリペプチドタグと検出可能な成分を含む、請求項1に記載の方法
。
【請求項１７】
　検出可能な成分がフルオロフォア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択される
、請求項15または16に記載の方法。
【請求項１８】
　アフィニティタグがポリペプチドタグを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項１９】
　アフィニティタグがプロテアーゼ認識配列をさらに含む、請求項18に記載の方法。
【請求項２０】
　プロテアーゼ認識配列がウイルス性ポリペプチドとポリペプチドタグの間に位置する、
請求項19に記載の方法。
【請求項２１】
　ポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレ
プトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFc
ポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球
菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される、請求項17または19に記載の方
法。
【請求項２２】
　赤血球凝集素ペプチドがアミノ酸配列YPYDVDYA (配列番号1)からなり、カルモジュリン
結合ポリペプチドがアミノ酸配列KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL (配列番号3)からなり、プ
ロテインCタグがアミノ酸配列EDQVDPRLIDGK (配列番号4)からなり、ストレプトアビジン
結合ペプチドがMDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP (配列番号6)またはDVEAWLDERV
PLVET (配列番号7)から選択されるアミノ酸配列からなり、少なくとも1つの免疫グロブリ
ン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメインがIgG結合タンパク質ZZからなり、Softag
TMがアミノ酸配列SLAELLNAGLGGS (配列番号11)からなる、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
　免疫グロブリンFcポリペプチドがヒトIgG免疫グロブリンFcポリペプチドである、請求
項21に記載の方法。
【請求項２４】
　ヒトIgG免疫グロブリンFcポリペプチドがヒトIgG1免疫グロブリンFcポリペプチドであ
る、請求項23に記載の方法。
【請求項２５】
　ポリペプチドタグが免疫グロブリンムテインFcポリペプチドであり、該免疫グロブリン
ムテインFcポリペプチドがヒトIgG1免疫グロブリンムテインFcポリペプチドである、請求
項21に記載の方法。
【請求項２６】
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　アフィニティタグが第1のポリペプチドタグと第2のポリペプチドタグを含む、請求項1
に記載の方法。
【請求項２７】
　アフィニティタグがプロテアーゼ認識配列をさらに含む、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　プロテアーゼ認識配列が第1のポリペプチドタグと第2のポリペプチドタグの間に位置す
る、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　第1のポリペプチドタグと第2のポリペプチドタグが、赤血球凝集素ペプチド、カルモジ
ュリン結合タンパク質、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチ
ド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グ
ロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される
、請求項28に記載の方法。
【請求項３０】
　アフィニティタグが第3のポリペプチドタグをさらに含む、請求項26に記載の方法。
【請求項３１】
　第1のポリペプチドタグ、第2のポリペプチドタグ、および第3のポリペプチドタグが、
赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合タンパク質、ストレプトアビジン結合ペプチ
ド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテイ
ンCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン
、およびSoftagTMから選択される、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロ
テインCタグであり、そして第3のポリペプチドタグがSoftagTMである、請求項30に記載の
方法。
【請求項３３】
　アフィニティタグが少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列を含む、請求項30に記載の
方法。
【請求項３４】
　第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロ
テインCタグであり、第3のポリペプチドタグが少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の
黄色ブドウ球菌プロテインAドメインであり、そして少なくとも1つのプロテアーゼ認識配
列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテ
アーゼ認識配列である、請求項33に記載の方法。
【請求項３５】
　第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロ
テインCタグであり、第3のポリペプチドタグが免疫グロブリンムテインFcポリペプチドで
あり、そして少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアー
ゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列である、請求項33に記
載の方法。
【請求項３６】
　アフィニティタグが第1のポリペプチドタグ、第2のポリペプチドタグ、第3のポリペプ
チドタグ、および少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列を含んでなり、ここで、少なく
とも1つのプロテアーゼ認識配列が第1のポリペプチドタグと第2のポリペプチドタグの間
に位置するか、または該プロテアーゼ認識配列が第2のポリペプチドタグと第3のポリペプ
チドタグの間に位置する、請求項1に記載の方法。
【請求項３７】
　アフィニティタグが第4のポリペプチドタグをさらに含む、請求項36に記載の方法。
【請求項３８】
　第1、第2、第3、および第4のポリペプチドタグが、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュ
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リン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチ
ド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グ
ロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される
、請求項37に記載の方法。
【請求項３９】
　第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ポリペプチドであり、第2のポリペプチドタグが
カルモジュリン結合ポリペプチドであり、第3のポリペプチドタグがストレプトアビジン
結合ペプチドであり、第4のポリペプチドタグが免疫グロブリンムテインFcポリペプチド
であり、そして少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテア
ーゼ認識配列である、請求項38に記載の方法。
【請求項４０】
　第4のポリペプチドタグが第1、第2、または第3のポリペプチドタグと同じものである、
請求項37に記載の方法。
【請求項４１】
　第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ポリペプチドであり、第2のポリペプチドタグが
プロテインCタグであり、第3のポリペプチドタグがストレプトアビジン結合ペプチドであ
り、そして第4のポリペプチドタグが第3のポリペプチドタグの繰り返しである、請求項40
に記載の方法。
【請求項４２】
　アフィニティタグが第2のポリペプチドタグと第3のポリペプチドタグの間にプロテアー
ゼ認識配列をさらに含む、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　プロテアーゼ認識配列がヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列である、請求
項42に記載の方法。
【請求項４４】
　アフィニティタグが第2のプロテアーゼ認識配列をさらに含む、請求項33または36に記
載の方法。
【請求項４５】
　融合タンパク質がシグナルペプチド配列をさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項４６】
　シグナルペプチド配列がアミノ酸配列MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA (配列番号12)を含
んでなる、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　ステップ(c)が、(i)単離した細胞性ポリペプチドをプロテアーゼで切断して、細胞性ポ
リペプチドの複数のポリペプチド断片を生成させること、(ii)少なくとも8アミノ酸から
なる少なくとも1つのポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定すること、(iii)少なくとも
1つのポリペプチド断片のアミノ酸配列を既知の細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列と比
較し、それによりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること
を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項４８】
　液体クロマトグラフィーと質量分析を含む方法によりアミノ酸配列を決定する、請求項
47に記載の方法。
【請求項４９】
　ステップ(b)が、(i)融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体とアフィニティタグの
コグネイトリガンドとを、コグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複
合体を形成させるのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(ii)コグ
ネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体から融合タンパク質：細胞
性ポリペプチドを単離することを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項５０】
　融合タンパク質が組換えにより発現される、請求項1に記載の方法。
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【請求項５１】
　融合タンパク質がステップ(a)の細胞から組換えにより発現される、請求項1に記載の方
法。
【請求項５２】
　下記のステップ：
　(i)　融合タンパク質と、少なくとも1個の細胞または該細胞の画分または該細胞の上清
を含む生物学的サンプルとを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が少なくと
も1個の細胞または細胞画分または細胞上清と相互作用するのに十分な条件下でかつ十分
な時間にわたり接触させること、
　(ii)　融合タンパク質が少なくとも1個の細胞またはその画分もしくは上清に結合する
か否かを確認すること、
　(iii)　融合タンパク質が結合する細胞を単離すること、
　(iv)　該細胞の特性解析を行い、そこからウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポ
リペプチドを含む細胞タイプを決定すること、
を含んでなる、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを含む細胞タイプ
を同定することをさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項５３】
　ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定する方法であって、
　(a)　ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸からなるウイルス性ポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、
　(b)　細胞に、プロモーターと機能的に連結させた、アフィニティタグにインフレーム
で融合されたウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む組換え発現構
築物を導入すること、
　(c)　該細胞から、または該細胞の画分から、または該細胞の上清から、融合タンパク
質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、
　(d)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、
　(e)　細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸からなる少なく
とも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイルス性ポリ
ペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、
を含んでなる、上記方法。
【請求項５４】
　ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定する方法であって、
　(a)　細胞または該細胞の画分もしくは上清と、ウイルス性ポリペプチド部分をアフィ
ニティタグ部分に融合させた融合タンパク質とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプ
チド部分が、該細胞または該細胞の画分もしくは上清に随伴したポリペプチドと相互作用
して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分
な時間にわたり接触させること、ただし、該ウイルス性ポリペプチドは少なくとも1つの
ビルレンス形質を有するものであり、該アフィニティタグは少なくとも第1のポリペプチ
ドタグ、第2のポリペプチドタグ、および少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列を含むも
のであること、
　(b)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、ここで、前記単離
は下記のステップ：
　　(i)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第1のポリペプチドタグの第1
のコグネイトリガンドとを、融合タンパク質のアフィニティタグ部分が第1のコグネイト
リガンドと相互作用して第1のコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチ
ド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、
　　(ii)　第1のコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、
プロテアーゼ認識配列の部位でまたはその近くで該融合タンパク質を切断できるプロテア
ーゼと接触させて、切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を得ること、
　　(iii)　切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第2のポリペプチドタグ
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と特異的に結合する第2のコグネイトリガンドとを、第2のコグネイトリガンドおよび切断
融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が相互作用して第2のコグネイトリガンド：
切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分
な時間にわたり接触させること、
　　(iv)　第2のコグネイトリガンド：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体
から切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、
を含むこと、
　(c)　細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸からなる少なく
とも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイルス性ポリ
ペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、
を含んでなる、上記方法。
【請求項５５】
　細胞または該細胞の画分もしくは上清と融合タンパク質とを接触させるステップの前に
、(a)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸からなるウイルス性ポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチド配列を同定するステップと、(b)該ウイルス性ポリペプ
チドをアフィニティタグ配列に融合させた融合タンパク質を作製するステップをさらに含
む、請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
　ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定する方法であって、
　(a)　ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸からなるウイルス性ポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、
　(b)　該ウイルス性ポリペプチドをアフィニティタグ配列に融合させた融合タンパク質
を作製すること、ここで、該アフィニティタグ配列は第1のポリペプチドタグ配列、第2の
ポリペプチドタグ配列、および第1と第2のポリペプチドタグ配列間に配置されたプロテア
ーゼ認識配列を含むものであること、
　(c)　該融合タンパク質と、細胞またはその画分もしくは上清とを、融合タンパク質の
ウイルス性ポリペプチド部分が、該細胞またはその画分もしくは上清に随伴したポリペプ
チドと相互作用して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条
件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、
　(d)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、ここで、前記単離
は下記のステップ：
　　(i)　融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第1のポリペプチドタグの第1
のコグネイトリガンドとを、融合タンパク質のアフィニティタグ部分が第1のコグネイト
リガンドと相互作用して第1のコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチ
ド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、
　　(ii)　第1のコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、
プロテアーゼ認識配列の部位でまたはその近くで該融合タンパク質を切断できるプロテア
ーゼと接触させて、切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を得ること、
　　(iii)　切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第2のポリペプチドタグ
と特異的に結合する第2のコグネイトリガンドとを、第2のコグネイトリガンドおよび切断
融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が相互作用して第2のコグネイトリガンド：
切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分
な時間にわたり接触させること、
　　(iv)　切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、
を含むこと、
　(c)　細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸からなる少なく
とも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイルス性ポリ
ペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、
を含んでなる、上記方法。
【請求項５７】
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　免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤を同定する方法であって、
　(a)　請求項1に記載の方法に従ってウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプ
チドを同定すること、ただし、細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチドとの相互作
用によって免疫細胞の免疫応答性が改変されること、
　(b)　(i)細胞性ポリペプチドもしくは該細胞性ポリペプチドを含む細胞、(ii)ウイルス
性ポリペプチド、および(iii)候補薬剤を、該細胞性ポリペプチドと該ウイルス性ポリペ
プチドが相互作用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、
　(c)　候補薬剤の非存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの
結合レベルに対して、候補薬剤の存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペ
プチドへの結合レベルを測定し、その際、候補薬剤の非存在下での該ウイルス性ポリペプ
チドの該細胞性ポリペプチドへの結合レベルと比較して、候補薬剤の存在下での該ウイル
ス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合レベルが低下していれば、その候補薬
剤を、免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤として同定すること、
を含んでなる、上記方法。
【請求項５８】
　前記薬剤が(a)抗体またはその抗原結合フラグメント、(b)ウイルス性ポリペプチド/Fc
ポリペプチド融合タンパク質、(c)ペプチド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(d)小分子
、(e)低分子干渉RNA（siRNA）、(f)アンチセンスオリゴヌクレオチド、および(g)アプタ
マーから選択される、請求項57に記載の方法。
【請求項５９】
　被験者の免疫学的疾患または障害を治療するための方法であって、該被験者に、細胞性
ポリペプチドと、少なくとも1つのビルレンス形質を示すウイルス性ポリペプチドとの結
合を阻害する抗体またはその抗原結合フラグメントを投与することを含んでなる、上記方
法。
【請求項６０】
　免疫学的疾患または障害が、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデ
ス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテローム性硬化症、シェーグレン症候群
、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再灌流、クローン病、子宮内膜症、
糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎
、または炎症性自己免疫筋炎である、請求項57または58に記載の方法。
【請求項６１】
　心血管疾患または障害が、アテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血
性疾患である、請求項60に記載の方法。
【請求項６２】
　疾患または障害を治療する方法であって、それを必要とする被験者に、(a)医薬用とし
て適する担体、および(b)請求項57に記載の方法により同定された薬剤を投与することを
含んでなり、ここにおいて、該疾患または障害が免疫学的疾患または障害、心血管疾患ま
たは障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患または障害である、上記方法。
【請求項６３】
　前記薬剤が抗体またはその抗原結合フラグメントである、請求項62に記載の方法。
【請求項６４】
　疾患または医学的障害を治療するための治療薬の選択へと導く方法であって、
　(a)　ウイルスに感染した宿主において該ウイルスのビルレンスを増加させるウイルス
性ポリペプチドを同定すること、
　(b)　ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、ここで
、ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドへの結合が細胞の少なくとも1つの生物
学的活性を改変させること、
　(c)　ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドへの結合を阻害する1種以上の薬剤
を同定すること、
　(d)　細胞の少なくとも1つの生物学的作用を改変させる、ステップ(c)で同定された1種
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以上の薬剤の能力をカテゴリーに分類すること、ここで、少なくとも1つの生物学的作用
を改変することが、疾患または医学的障害を発症するリスクを低減させるか、あるいは宿
主において疾患または医学的障害の少なくとも1つの症状を軽減すること、
　(e)　前臨床的および臨床的方法で試験するためにステップ(d)からの少なくとも1種の
薬剤を選択し、そこから疾患または障害を治療するための治療薬の選択へと導くこと、
を含んでなる、上記方法。
【請求項６５】
　前記細胞の少なくとも1つの生物学的活性が免疫応答性であり、前記細胞が免疫細胞で
ある、請求項64に記載の方法。
【請求項６６】
　前記疾患または障害が免疫学的疾患または障害、心血管疾患または障害、代謝性疾患ま
たは障害、あるいは増殖性疾患または障害である、請求項64に記載の方法。
【請求項６７】
　免疫学的疾患または障害が、自己免疫疾患、または次の疾患：多発性硬化症、慢性関節
リウマチ、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテロー
ム性硬化症、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再
灌流、クローン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急
性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎、および炎症性自己免疫筋炎から選択される炎症性疾患
である、請求項66に記載の方法。
【請求項６８】
　心血管疾患または障害が、アテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血
性疾患である、請求項66に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2006年3月22日付けの米国仮特許出願第60/784,620号の優先権を主張するも
のであり、その全内容を参考として本明細書に組み入れる。
【０００２】
　本発明は、細胞性ポリペプチドの生物学的活性が改変される場合に、疾患または障害（
特に免疫学的疾患）の治療が可能となる、そうした細胞性ポリペプチドを同定する方法を
提供する。前記方法は、ウイルスのビルレンス因子およびその細胞性リガンドを同定する
ことを含む。本明細書ではさらに、細胞性標的に影響を及ぼしかつ疾患または障害を治療
するための治療用分子として使用しうる薬剤、ならびに前記薬剤の同定方法をも提供する
。この種の薬剤は、免疫系の免疫応答性を改変するのに有用であり、また、被験者の免疫
学的疾患を治療するのに有用である。
【背景技術】
【０００３】
　米国では、自己免疫疾患や炎症性疾患を含めた免疫学的疾患および障害に2000万人を超
える人々が罹患している。多くの免疫学的疾患は次第に衰弱をきたし、長期に及ぶため、
患者の一般的な健康状態だけでなく、生殖能力や幸福感にも影響を及ぼしてくる。
【０００４】
　免疫応答のエフェクターもしくはモジュレーターである細胞性ポリペプチドを同定し、
さらに該細胞性ポリペプチドと相互作用することによって免疫応答を調節する薬剤を同定
する必要がある。そのような薬剤は免疫学的疾患および障害ならびに他の関連疾患および
障害を治療および/または予防するのに有用である。本明細書では、治療標的として有用
な細胞性ポリペプチドの同定方法を提供する。
【発明の開示】
【０００５】
発明の概要
　本発明は、ヒトの免疫系を調節するのに重要な細胞性標的を迅速に同定し、その後、該
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標的と結合してそれを調節するカウンター構造体（counterstructures）を同定するため
の方法を提供するものである。
【０００６】
　一実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定
する方法を提供し、前記方法は、(a)細胞または該細胞の画分もしくは上清と、ウイルス
性ポリペプチドをアフィニティタグに融合させた融合タンパク質とを、融合タンパク質の
ウイルス性ポリペプチド部分が該細胞または該細胞の画分もしくは上清に随伴したポリペ
プチドと相互作用して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な
条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、ただし、該ウイルス性ポリペプチドは
少なくとも1つのビルレンス形質を示すものであること、(b)融合タンパク質：細胞性ポリ
ペプチド複合体を単離すること、(c)細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なく
とも8アミノ酸からなる少なくとも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し
、それによりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、を
含んでなる。ある実施形態では、ステップ(a)の前に、(i)ウイルスのゲノムにおいて、少
なくとも40アミノ酸からなるウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列
を同定すること、(ii)該ウイルス性ポリペプチドをアフィニティタグ配列に融合させた融
合タンパク質を作製することをさらに含む。具体的な実施形態において、少なくとも1つ
のビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞における変異型ウイルス性ポリペプチド
の発現が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質である。別の具体的な実
施形態において、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞におけ
る該ウイルス性ポリペプチドの発現の不在が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、
という形質である。さらに別の具体的な実施形態において、前記ウイルス性ポリペプチド
は、(a)該ウイルスに感染した細胞により分泌される、(b)細胞膜に結合している、または
(c)細胞内にある。特定の実施形態では、前記ウイルス性ポリペプチドが感染細胞により
分泌される。別の特定の実施形態において、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイ
ルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞により分泌される、または該ウイルス性
ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞の細胞膜に結合される、という形質である。
【０００７】
　上記方法の別の具体的な実施形態において、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイ
ルスゲノム中の前記ポリヌクレオチド配列がウイルスのビルレンス因子である少なくとも
1つの他のウイルス性ポリペプチド（すなわち、第2のウイルス性ポリペプチド）をコード
するゲノム領域に位置する、という形質である。前記領域はウイルスゲノムの5'末端また
は3'末端にある。ある実施形態では、ウイルスがポックスウイルスである。ある実施形態
において、前記ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを含む
。特定の実施形態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつ前記ウイルスがポックス
ウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。別の具
体的な実施形態では、前記ウイルスがRNAゲノムを含み、かつ前記ウイルスがピコルナウ
イルス、レトロウイルス、出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスである。
【０００８】
　ある実施形態では、上記方法のステップ(b)の前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激に
さらす。特定の実施形態では、前記細胞が免疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激が(
a)該細胞により発現されるコグネイト抗原と特異的に結合する抗体、(b)ホルボールエス
テル、(c)コンカナバリンA、(d)サイトカイン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマイシ
ンから選択される。他の特定の実施形態では、免疫細胞を上記刺激の少なくとも2つまた
は少なくとも3つにさらす。別の実施形態では、前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出
物、または少なくとも1つの分離された細胞オルガネラから選択される。特定の実施形態
において、アフィニティタグは検出可能な成分を含み、他の特定の実施形態では、アフィ
ニティタグはポリペプチドタグと検出可能な成分を含む。特定の実施形態においては、検
出可能な成分がフルオロフォア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択される。
【０００９】
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　上記方法のさらに別の実施形態においては、アフィニティタグがポリペプチドタグを含
む。具体的な実施形態では、アフィニティタグがプロテアーゼ認識配列をさらに含む。さ
らに別の具体的な実施形態では、プロテアーゼ認識配列がウイルス性ポリペプチドとポリ
ペプチドタグの間に位置する。特定の実施形態において、ポリペプチドタグは、赤血球凝
集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、免
疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタ
グ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およ
びSoftagTMから選択される。特定の実施形態では、アフィニティタグがアミノ酸配列YPYD
VDYA (配列番号1)からなる赤血球凝集素ペプチドを含む。別の特定の実施形態では、アフ
ィニティタグがアミノ酸配列KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL (配列番号3)からなるカルモジ
ュリン結合ポリペプチドを含む。さらに別の特定の実施形態では、アフィニティタグが免
疫グロブリンFcポリペプチドを含み、該FcポリペプチドがヒトIgG免疫グロブリンFcポリ
ペプチドである。ある特定の実施形態では、ヒトIgG免疫グロブリンFcポリペプチドがヒ
トIgG1免疫グロブリンFcポリペプチドである。他の特定の実施形態では、ポリペプチドタ
グが免疫グロブリンムテインFcポリペプチドであり、該免疫グロブリンムテインFcポリペ
プチドがヒトIgG1免疫グロブリンムテインFcポリペプチドである。さらに別の特定の実施
形態では、アフィニティタグがアミノ酸配列EDQVDPRLIDGK (配列番号4)からなるプロテイ
ンCタグを含む。さらに別の特定の実施形態では、アフィニティタグがMDEKTTGWRGGHVVEGL
AGELEQLRARLEHHPQGQREP (配列番号6)またはDVEAWLDERVPLVET (配列番号7)から選択される
アミノ酸配列からなるストレプトアビジン結合ペプチドを含む。さらに別の特定の実施形
態では、アフィニティタグがIgG結合タンパク質ZZからなる少なくとも1つの免疫グロブリ
ン結合性黄色ブドウ球菌プロテインAドメインを含む。さらに別の特定の実施形態では、S
oftagTMがアミノ酸配列SLAELLNAGLGGS (配列番号11
)からなる。
【００１０】
　上記方法の別の実施形態では、アフィニティタグが第1のポリペプチドタグと第2のポリ
ペプチドタグを含む。具体的な実施形態では、アフィニティタグがプロテアーゼ認識配列
をさらに含み、特定の実施形態では、プロテアーゼ認識配列が第1のポリペプチドタグと
第2のポリペプチドタグの間に位置する。ある実施形態において、第1のポリペプチドタグ
と第2のポリペプチドタグは、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド
、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンム
テインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色
ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。
【００１１】
　さらに他の実施形態においては、アフィニティタグが第3のポリペプチドタグをさらに
含み、第1のポリペプチドタグ、第2のポリペプチドタグ、および第3のポリペプチドタグ
がそれぞれ、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビ
ジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプ
チド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテ
インAドメイン、およびSoftagTMから選択される。具体的な実施形態では、第1のポリペプ
チドタグが赤血球凝集素ペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロテインCタグであ
り、そして第3のポリペプチドタグがSoftagTMである。他の特定の実施形態では、アフィ
ニティタグが少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列を含む。具体的な実施形態では、第1
のポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロテイ
ンCタグであり、第3のポリペプチドタグが少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色
ブドウ球菌プロテインAドメインであり、そして少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列が
タバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテアー
ゼ認識配列である。さらに別の実施形態では、第1のポリペプチドタグが赤血球凝集素ペ
プチドであり、第2のポリペプチドタグがプロテインCタグであり、第3のポリペプチドタ
グが免疫グロブリンムテインFcポリペプチドであり、そして少なくとも1つのプロテアー
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ゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3
Cプロテアーゼ認識配列である。さらに別の特定の実施形態では、アフィニティタグが第1
のポリペプチドタグ、第2のポリペプチドタグ、第3のポリペプチドタグ、および少なくと
も1つのプロテアーゼ認識配列を含んでなり、ここで、少なくとも1つのプロテアーゼ認識
配列は第1のポリペプチドタグと第2のポリペプチドタグの間に位置するか、または該プロ
テアーゼ認識配列が第2のポリペプチドタグと第3のポリペプチドタグの間に位置する。別
の特定の実施形態では、アフィニティタグが第2のプロテアーゼ認識配列をさらに含む。
【００１２】
　上記方法のさらに別の実施形態においては、アフィニティタグが第4のポリペプチドタ
グをさらに含む。特定の実施形態では、第1、第2、第3、および第4のポリペプチドタグが
、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペ
プチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロ
テインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメ
イン、およびSoftagTMから選択される。さらに別の特定の実施形態では、第1のポリペプ
チドタグが赤血球凝集素ポリペプチドであり、第2のポリペプチドタグがカルモジュリン
結合ポリペプチドであり、第3のポリペプチドタグがストレプトアビジン結合ペプチドで
あり、第4のポリペプチドタグが免疫グロブリンムテインFcポリペプチドであり、そして
少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列で
ある。さらに他の実施形態では、第4のポリペプチドタグが第1、第2、または第3のポリペ
プチドタグと同じものである。具体的な実施形態では、第1のポリペプチドタグが赤血球
凝集素ポリペプチドであり、第2のポリペプチドタグがプロテインCタグであり、第3のポ
リペプチドタグがストレプトアビジン結合ペプチドであり、そして第4のポリペプチドタ
グが第3のポリペプチドタグの繰り返しである。特定の実施形態において、アフィニティ
タグは第2のポリペプチドタグと第3のポリペプチドタグの間にプロテアーゼ認識配列をさ
らに含む。具体的な実施形態では、そのプロテアーゼ認識配列がヒトライノウイルスHRV3
Cのプロテアーゼ認識配列である。別の具体的な実施形態では、アフィニティタグが第2の
プロテアーゼ認識配列をさらに含む。
【００１３】
　上記方法のいずれかによれば、融合タンパク質はシグナルペプチド配列をさらに含む。
特定の実施形態では、シグナルペプチド配列がヒト成長ホルモンシグナルペプチド配列の
アミノ酸配列を含んでなり、特定の実施形態ではアミノ酸配列MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEG
SA (配列番号12)を含んでなる。
【００１４】
　上記方法の別の実施形態においては、ステップ(c)が、(i)単離した細胞性ポリペプチド
をプロテアーゼで切断して、細胞性ポリペプチドの少なくとも1つのポリペプチド断片ま
たは複数のポリペプチド断片を生成させること、(ii)少なくとも8アミノ酸からなる少な
くとも1つのポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定すること、(iii)少なくとも1つのポ
リペプチド断片のアミノ酸配列を既知の細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列と比較し、そ
れによりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することを含む。
特定の実施形態では、液体クロマトグラフィーと質量分析を含む方法によりアミノ酸配列
を決定する。特定の実施形態では、前記方法は液体クロマトグラフィーとタンデム質量分
析を含む。
【００１５】
　上記方法のさらに別の実施形態では、ステップ(b)が、(i)融合タンパク質：細胞性ポリ
ペプチド複合体とアフィニティタグのコグネイトリガンドとを、コグネイトリガンド：融
合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成させるのに十分な条件下でかつ十分な時
間にわたり接触させること、(ii)コグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプ
チド複合体から融合タンパク質：細胞性ポリペプチドを単離することを含む。特定の実施
形態では、融合タンパク質が組換えにより発現される。具体的な実施形態では、融合タン
パク質がステップ(a)の細胞から組換えにより発現される。
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【００１６】
　上記方法のさらに別の実施形態では、前記方法は、(i)融合タンパク質と、少なくとも1
個の細胞または該細胞の画分または該細胞の上清を含む生物学的サンプルとを、融合タン
パク質のウイルス性ポリペプチド部分が少なくとも1個の細胞または細胞画分または細胞
上清と相互作用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(ii)融
合タンパク質が少なくとも1個の細胞またはその画分もしくは上清に結合するか否かを確
認すること、(iii)融合タンパク質が結合する細胞を単離すること、(iv)該細胞の特性解
析を行い、そこからウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを含む細胞タ
イプを決定することを含んでなる、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチ
ドを含む細胞タイプを同定することをさらに含む。
【００１７】
　別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同
定する方法を提供し、前記方法は、(a)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ
酸からなるウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、
(b)アフィニティタグ配列に融合されたウイルス性ポリペプチドを含む融合タンパク質を
作製すること、(c)該融合タンパク質と細胞またはその画分もしくは上清とを、融合タン
パク質のウイルス性ポリペプチド部分が該細胞またはその画分もしくは上清と相互作用し
て融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な
時間にわたり接触させること、(d)融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離す
ること、(e)細胞性ポリペプチドの全部または一部のアミノ酸配列を決定し、それにより
ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することを含んでなる。特
定の実施形態では、ウイルス性ポリペプチドが少なくとも1つのビルレンス形質を示し、
該形質は、該ウイルスに感染した細胞における変異型ウイルス性ポリペプチドの発現が該
ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質を含む。別の特定の実施形態では、
少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞における該ウイルス性ポ
リペプチドの発現の不在が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質を含む
。さらに別の特定の実施形態では、ウイルス性ポリペプチドが、(i)該ウイルスに感染し
た細胞により分泌される、(ii)細胞膜に結合している、または(iii)細胞内にある。ある
特定の実施形態において、ウイルス性ポリペプチドの少なくとも1つのビルレンス形質は
、ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞により分泌される、という形質を
含む。別の特定の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルス性ポリペ
プチドが該ウイルスに感染した細胞の細胞膜に結合される、という形質を含む。上記方法
の別の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルスゲノム中の該ポリヌ
クレオチド配列がウイルスのビルレンス因子である少なくとも1つの他のウイルス性ポリ
ペプチド（すなわち、第2のウイルス性ポリペプチド）をコードするゲノム領域に位置す
る、という形質を含み、該領域はウイルスゲノムの5'末端または3'末端にある。ある実施
形態において、前記ウイルスはポックスウイルスである。特定の実施形態において、前記
ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを含む。特定の実施形
態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス、アデノウイルス、ヘ
ルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。別の特定の実施形態では、前記ウイル
スがRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レトロウイルス、出血熱ウイルス、また
はC型肝炎ウイルスから選択される。ある実施形態では、融合タンパク質と細胞または該
細胞の画分もしくは上清を接触させるステップの前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激
にさらす。特定の実施形態では、前記細胞が免疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激
が、(a)該細胞により発現されるコグネイト抗原と特異的に結合する抗体、(b)ホルボール
エステル、(c)コンカナバリンA、(d)サイトカイン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマ
イシンから選択される。他の特定の実施形態では、免疫細胞を上記刺激の少なくとも2つ
または少なくとも3つにさらす。別の実施形態では、前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞
抽出物、または少なくとも1つの分離された細胞オルガネラから選択される。特定の実施
形態において、アフィニティタグは検出可能な成分を含み、他の特定の実施形態では、ア
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フィニティタグがポリペプチドタグと検出可能な成分を含む。特定の実施形態においては
、検出可能な成分がフルオロフォア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択される
。特定の実施形態においては、アフィニティタグが少なくとも1つのポリペプチドタグを
含み、ポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ス
トレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテイ
ンFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブド
ウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。別の実施形態では、アフ
ィニティタグが少なくとも2つ、3つ、または4つのポリペプチドタグを含み、少なくとも2
つ、3つ、または4つのポリペプチドタグのそれぞれが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュ
リン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチ
ド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グ
ロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される
。具体的な実施形態において、アフィニティタグは少なくとも1つのプロテアーゼ認識配
列をさらに含み、少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテ
アーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである
。さらに別の具体的な実施形態において、アフィニティタグは少なくとも2つのプロテア
ーゼ認識配列をさらに含み、少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイ
ルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいず
れかである。
【００１８】
　一実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定
する方法を提供し、該方法は、(a)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸か
らなるウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、(b)
細胞に、プロモーターと機能的に連結させた、アフィニティタグにインフレームで融合さ
れたウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む組換え発現構築物を導
入すること、(c)該細胞から、または該細胞の画分から、または該細胞の上清から、融合
タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、(d)融合タンパク質：細胞性ポ
リペプチド複合体を単離すること、(e)細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少な
くとも8アミノ酸からなる少なくとも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定
し、それによりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することを
含んでなる。特定の実施形態では、ウイルス性ポリペプチドが少なくとも1つのビルレン
ス形質を示す。具体的な実施形態において、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイ
ルスに感染した細胞における変異型ウイルス性ポリペプチドの発現が該ウイルスのビルレ
ンスの低下と相関する、という形質を含む。別の特定の実施形態では、少なくとも1つの
ビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの発現
の不在が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質を含む。さらに別の特定
の実施形態では、ウイルス性ポリペプチドが、(i)該ウイルスに感染した細胞により分泌
される、(ii)細胞膜に結合している、または(iii)細胞内にある。ある特定の実施形態に
おいて、ウイルス性ポリペプチドの少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルス性ポリ
ペプチドが該ウイルスに感染した細胞により分泌される、という形質を含む。別の特定の
実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルス性ポリペプチドが該ウイル
スに感染した細胞の細胞膜に結合される、という形質を含む。上記方法の別の実施形態で
は、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルスゲノム中の該ポリヌクレオチド配列が
ウイルスのビルレンス因子である少なくとも1つの他のウイルス性ポリペプチド（すなわ
ち、第2のウイルス性ポリペプチド）をコードするゲノム領域に位置する、という形質を
含み、該領域がウイルスゲノムの5'末端または3'末端にある。ある実施形態において、前
記ウイルスはポックスウイルスである。特定の実施形態において、前記ウイルスはDNAゲ
ノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを含む。特定の実施形態では、前記ウイ
ルスがDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、
またはB型肝炎ウイルスである。別の特定の実施形態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含
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み、かつピコルナウイルス、レトロウイルス、出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルス
から選択される。ある実施形態では、前記方法は、ステップ(c)の前に、前記細胞を少な
くとも1つの刺激にさらすことをさらに含み、特定の実施形態では、前記細胞が免疫細胞
であり、かつ少なくとも1つの刺激が、(a)該細胞により発現されるコグネイト抗原と特異
的に結合する抗体、(b)ホルボールエステル、(c)コンカナバリンA、(d)サイトカイン、(e
)ケモカイン、および(f)イオノマイシンから選択される。他の特定の実施形態では、免疫
細胞を上記刺激の少なくとも2つまたは少なくとも3つにさらす。別の実施形態では、前記
細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出物、または少なくとも1つの分離された細胞オルガネ
ラから選択される。特定の実施形態において、アフィニティタグは検出可能な成分を含み
、他の特定の実施形態では、アフィニティタグがポリペプチドタグと検出可能な成分を含
む。特定の実施形態においては、検出可能な成分がフルオロフォア、放射性核種、酵素、
およびビオチンから選択される。特定の実施形態においては、アフィニティタグが少なく
とも1つのポリペプチドタグを含み、ポリペプチドタグが赤血球凝集素ペプチド、カルモ
ジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペ
プチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免
疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択さ
れる。別の実施形態では、アフィニティタグが少なくとも2つ、3つ、または4つのポリペ
プチドタグを含み、少なくとも2つ、3つ、または4つのポリペプチドタグのそれぞれが赤
血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチ
ド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテイ
ンCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン
、およびSoftagTMから選択される。具体的な実施形態において、アフィニティタグは少な
くとも1つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列
がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテア
ーゼ認識配列のいずれかである。さらに別の具体的な実施形態において、アフィニティタ
グは少なくとも2つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なくとも1つのプロテアーゼ
認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3C
プロテアーゼ認識配列のいずれかである。
【００１９】
　さらに別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチ
ドを同定する方法を提供し、該方法は、(a)細胞または該細胞の画分もしくは上清と、ウ
イルス性ポリペプチド部分をアフィニティタグ部分に融合させた融合タンパク質とを、融
合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が、該細胞または該細胞の画分もしくは上清
に随伴したポリペプチドと相互作用して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形
成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、ただし、該ウイルス
性ポリペプチドは少なくとも1つのビルレンス形質を有するものであり、該アフィニティ
タグは少なくとも第1のポリペプチドタグ、第2のポリペプチドタグ、および少なくとも1
つのプロテアーゼ認識配列を含むものであること、(b)融合タンパク質：細胞性ポリペプ
チド複合体を単離すること、ここで、前記単離ステップは、(i)融合タンパク質：細胞性
ポリペプチド複合体と、第1のポリペプチドタグの第1のコグネイトリガンドとを、融合タ
ンパク質のアフィニティタグ部分が第1のコグネイトリガンドと相互作用して第1のコグネ
イトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件下
でかつ十分な時間にわたり接触させること、(ii)第1のコグネイトリガンド：融合タンパ
ク質：細胞性ポリペプチド複合体を、プロテアーゼ認識配列の部位でまたはその近くで該
融合タンパク質を切断できるプロテアーゼと接触させて、切断融合タンパク質：細胞性ポ
リペプチド複合体を得ること、(iii)切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と
、第2のポリペプチドタグと特異的に結合する第2のコグネイトリガンドとを、第2のコグ
ネイトリガンドおよび切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が相互作用して第
2のコグネイトリガンド：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するの
に十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(iv)第2のコグネイトリガン
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ド：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体から切断融合タンパク質：細胞性ポ
リペプチド複合体を単離することを含むこと、(c)細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、
または少なくとも8アミノ酸からなる少なくとも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸
配列を決定し、それによりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定
することを含んでなる。特定の実施形態において、前記方法は、細胞または該細胞の画分
もしくは上清と融合タンパク質とを接触させるステップの前に、(a)ウイルスのゲノムに
おいて、少なくとも40アミノ酸からなるウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド配列を同定するステップと、(b)該ウイルス性ポリペプチドをアフィニティタグ配
列に融合させた融合タンパク質を作製するステップをさらに含んでなる。特定の実施形態
では、ウイルス性ポリペプチドが少なくとも1つのビルレンス形質を示す。具体的な実施
形態において、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞における
変異型ウイルス性ポリペプチドの発現が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、とい
う形質を含む。別の特定の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイル
スに感染した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの発現の不在が該ウイルスのビルレ
ンスの低下と相関する、という形質を含む。さらに別の特定の実施形態では、ウイルス性
ポリペプチドが、(i)該ウイルスに感染した細胞により分泌される、(ii)細胞膜に結合し
ている、または(iii)細胞内にある。ある特定の実施形態において、ウイルス性ポリペプ
チドの少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染
した細胞により分泌される、という形質を含む。別の特定の実施形態では、少なくとも1
つのビルレンス形質は、ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞の細胞膜に
結合される、という形質を含む。上記方法の別の実施形態では、少なくとも1つのビルレ
ンス形質は、ウイルスゲノム中の該ポリヌクレオチド配列がウイルスのビルレンス因子で
ある少なくとも1つの他のウイルス性ポリペプチド（すなわち、第2のウイルス性ポリペプ
チド）をコードするゲノム領域に位置する、という形質を含み、該領域がウイルスゲノム
の5'末端または3'末端にある。ある実施形態において、前記ウイルスはポックスウイルス
である。特定の実施形態において、前記ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または
一本鎖RNAゲノムを含む。特定の実施形態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポ
ックスウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。
別の特定の実施形態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レ
トロウイルス、出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスから選択される。ある実施形態
では、ステップ(a)の前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激にさらし、特定の実施形態で
は、前記細胞が免疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激が、(a)該細胞により発現され
るコグネイト抗原と特異的に結合する抗体、(b)ホルボールエステル、(c)コンカナバリン
A、(d)サイトカイン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマイシンから選択される。他の特
定の実施形態では、免疫細胞を上記刺激の少なくとも2つまたは少なくとも3つにさらす。
別の実施形態では、前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出物、または少なくとも1つの
分離された細胞オルガネラから選択される。特定の実施形態において、アフィニティタグ
は検出可能な成分を含み、他の特定の実施形態では、アフィニティタグがポリペプチドタ
グと検出可能な成分を含む。特定の実施形態においては、検出可能な成分がフルオロフォ
ア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択される。特定の実施形態においては、ア
フィニティタグが少なくとも1つのポリペプチドタグを含み、ポリペプチドタグが赤血球
凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、
免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインC
タグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、お
よびSoftagTMから選択される。別の実施形態では、アフィニティタグが少なくとも2つ、3
つ、または4つのポリペプチドタグを含み、少なくとも2つ、3つ、または4つのポリペプチ
ドタグのそれぞれが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプ
トアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポ
リペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌
プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。具体的な実施形態において、ア
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フィニティタグは少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なくとも1つの
プロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウ
イルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである。さらに別の具体的な実施形態にお
いて、アフィニティタグは少なくとも2つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なく
とも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒ
トライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである。
【００２０】
　別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同
定する方法を提供し、該方法は、(a)単離したウイルス性ポリペプチドと細胞または該細
胞の画分もしくは上清とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が該細胞に随
伴したポリペプチドと相互作用してウイルス性ポリペプチド：細胞性ポリペプチド複合体
を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、ただし、該ウイ
ルス性ポリペプチドは少なくとも1つのビルレンス形質を含み、該形質が以下から選択さ
れること：(i)ウイルス（該ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを含む）に感染
した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの変異体の発現が該ウイルスのビルレンスの
低下と相関すること、(ii)ウイルス（該ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを含
む）に感染した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの発現の不在が該ウイルスのビル
レンスの低下と相関すること、(iii)該ウイルス性ポリペプチドがウイルス（該ウイルス
性ポリペプチドをコードするゲノムを含む）に感染した細胞により分泌されること、(iv)
該ウイルス性ポリペプチドがウイルスのゲノム中に存在するポリヌクレオチド配列により
コードされ、該ポリヌクレオチド配列はウイルスのビルレンス因子である少なくとも1つ
の他のウイルス性ポリペプチド（すなわち、第2のウイルス性ポリペプチド）をコードす
るゲノム領域に位置すること、(v)該ウイルス性ポリペプチドがウイルスのゲノム中に存
在するポリヌクレオチド配列によりコードされ、該ポリヌクレオチド配列はウイルスゲノ
ムの5'末端または3'末端にあること、および(vi)該ウイルス性ポリペプチドが少なくとも
40アミノ酸からなること、(b)該ウイルス性ポリペプチド：細胞性ポリペプチド複合体を
単離すること、(c)細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸から
なる少なくとも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイ
ルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することを含んでなる。上記方
法の別の実施形態では、ウイルスゲノム中の該ポリヌクレオチド配列が、少なくとも1つ
のウイルスビルレンス因子をコードするゲノム領域に位置し、該領域がウイルスゲノムの
5'末端または3'末端にある。ある実施形態において、前記ウイルスはポックスウイルスで
ある。特定の実施形態において、前記ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一
本鎖RNAゲノムを含む。特定の実施形態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポッ
クスウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。別
の特定の実施形態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レト
ロウイルス、出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスから選択される。ある実施形態で
は、ステップ(a)の前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激にさらし、特定の実施形態では
、前記細胞が免疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激が、(a)該細胞により発現される
コグネイト抗原と特異的に結合する抗体、(b)ホルボールエステル、(c)コンカナバリンA
、(d)サイトカイン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマイシンから選択される。他の特
定の実施形態では、免疫細胞を上記刺激の少なくとも2つまたは少なくとも3つにさらす。
別の実施形態では、前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出物、または少なくとも1つの
分離された細胞オルガネラから選択される。特定の実施形態において、アフィニティタグ
は検出可能な成分を含み、他の特定の実施形態では、アフィニティタグがポリペプチドタ
グと検出可能な成分を含む。特定の実施形態においては、検出可能な成分がフルオロフォ
ア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択される。特定の実施形態においては、ア
フィニティタグが少なくとも1つのポリペプチドタグを含み、ポリペプチドタグが赤血球
凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、
免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、プロテインC
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タグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、お
よびSoftagTMから選択される。別の実施形態では、アフィニティタグが少なくとも2つ、3
つ、または4つのポリペプチドタグを含み、少なくとも2つ、3つ、または4つのポリペプチ
ドタグのそれぞれが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ストレプ
トアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテインFcポ
リペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブドウ球菌
プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。具体的な実施形態において、ア
フィニティタグは少なくとも1つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なくとも1つの
プロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒトライノウ
イルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである。さらに別の具体的な実施形態にお
いて、アフィニティタグは少なくとも2つのプロテアーゼ認識配列をさらに含み、少なく
とも1つのプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアーゼ認識配列またはヒ
トライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである。
【００２１】
　別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同
定する方法を提供し、該方法は、(a)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸
からなるウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、(b
)該ウイルス性ポリペプチドをアフィニティタグ配列に融合させた融合タンパク質を作製
すること、ここで、該アフィニティタグ配列は第1のポリペプチドタグ配列、第2のポリペ
プチドタグ配列、および第1と第2のポリペプチドタグ配列間に配置されたプロテアーゼ認
識配列を含むものであること、(c)該融合タンパク質と細胞またはその画分もしくは上清
とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が該細胞またはその画分もしくは上
清に随伴したポリペプチドと相互作用して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を
形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(d)融合タンパク
質：細胞性ポリペプチド複合体を単離すること、ここで、前記単離ステップは、(i)融合
タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第1のポリペプチドタグの第1のコグネイトリ
ガンドとを、融合タンパク質のアフィニティタグ部分が第1のコグネイトリガンドと相互
作用して第1のコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成
するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(ii)第1のコグネイト
リガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、プロテアーゼ認識配列の部位
でまたはその近くで該融合タンパク質を切断できるプロテアーゼと接触させて、切断融合
タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を得ること、(iii)切断融合タンパク質：細胞性
ポリペプチド複合体と、第2のポリペプチドタグと特異的に結合する第2のコグネイトリガ
ンドとを、第2のコグネイトリガンドおよび切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複
合体が相互作用して第2のコグネイトリガンド：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチ
ド複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(iv)切
断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離することを含むこと、(d)細胞性ポ
リペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8アミノ酸からなる少なくとも1つの細胞性
ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それによりウイルス性ポリペプチドが結合す
る細胞性ポリペプチドを同定することを含んでなる。特定の実施形態では、ウイルス性ポ
リペプチドが少なくとも1つのビルレンス形質を示す。具体的な実施形態において、少な
くとも1つのビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞における変異型ウイルス性ポ
リペプチドの発現が該ウイルスのビルレンスの低下と相関する、という形質を含む。別の
特定の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、該ウイルスに感染した細胞に
おける該ウイルス性ポリペプチドの発現の不在が該ウイルスのビルレンスの低下と相関す
る、という形質を含む。さらに別の特定の実施形態では、ウイルス性ポリペプチドが、(i
)該ウイルスに感染した細胞により分泌される、(ii)細胞膜に結合している、または(iii)
細胞内にある。ある特定の実施形態において、ウイルス性ポリペプチドの少なくとも1つ
のビルレンス形質は、ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞により分泌さ
れる、という形質を含む。別の特定の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は
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、ウイルス性ポリペプチドが該ウイルスに感染した細胞の細胞膜に結合される、という形
質を含む。上記方法の別の実施形態では、少なくとも1つのビルレンス形質は、ウイルス
ゲノム中の該ポリヌクレオチド配列がウイルスのビルレンス因子である少なくとも1つの
他のウイルス性ポリペプチド（すなわち、第2のウイルス性ポリペプチド）をコードする
ゲノム領域に位置する、という形質を含み、該領域がウイルスゲノムの5'末端または3'末
端にある。ある実施形態において、前記ウイルスはポックスウイルスである。特定の実施
形態において、前記ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを
含む。特定の実施形態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス、
アデノウイルス、ヘルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。別の特定の実施形
態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レトロウイルス、出
血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスから選択される。ある実施形態では、ステップ(c)
の前に、前記細胞を少なくとも1つの刺激にさらし、特定の実施形態では、前記細胞が免
疫細胞であり、かつ少なくとも1つの刺激が、(a)該細胞により発現されるコグネイト抗原
と特異的に結合する抗体、(b)ホルボールエステル、(c)コンカナバリンA、(d)サイトカイ
ン、(e)ケモカイン、および(f)イオノマイシンから選択される。他の特定の実施形態では
、免疫細胞を上記刺激の少なくとも2つまたは少なくとも3つにさらす。別の実施形態では
、前記細胞の画分が細胞溶解物、細胞抽出物、または少なくとも1つの分離された細胞オ
ルガネラから選択される。特定の実施形態において、アフィニティタグは検出可能な成分
を含み、検出可能な成分はフルオロフォア、放射性核種、酵素、およびビオチンから選択
される。特定の実施形態においては、アフィニティタグを構成する少なくとも2つのポリ
ペプチドタグがそれぞれ、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチド、ス
トレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブリンムテイ
ンFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合性の黄色ブド
ウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。別の実施形態では、アフ
ィニティタグが少なくとも3つまたは4つのポリペプチドタグを含み、少なくとも3つまた
は4つのポリペプチドタグのそれぞれが赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリ
ペプチド、ストレプトアビジン結合ペプチド、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロ
ブリンムテインFcポリペプチド、プロテインCタグ、少なくとも1つの免疫グロブリン結合
性の黄色ブドウ球菌プロテインAドメイン、およびSoftagTMから選択される。具体的な実
施形態において、アフィニティタグは少なくとも1つの第2のプロテアーゼ認識配列をさら
に含み、少なくとも1つの第2のプロテアーゼ認識配列がタバコエッチウイルスプロテアー
ゼ認識配列またはヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列のいずれかである。
【００２２】
　さらに、本発明においては、宿主細胞と結合するウイルス性ポリペプチドからなるウイ
ルスビルレンス因子を提供し、該ウイルス性ポリペプチドは以下の形質から選択される少
なくとも1つの形質を示す：(a)ウイルス（該ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノム
を含む）に感染した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの変異体の発現が該ウイルス
のビルレンスの低下と相関すること、(b)ウイルス（該ウイルス性ポリペプチドをコード
するゲノムを含む）に感染した細胞における該ウイルス性ポリペプチドの発現の不在が該
ウイルスのビルレンスの低下と相関すること、(c)該ウイルス性ポリペプチドがウイルス
（該ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを含む）に感染した細胞により分泌され
ること、(d)該ウイルス性ポリペプチドがウイルスのゲノム中に存在するポリヌクレオチ
ド配列によりコードされ、該ポリヌクレオチド配列はウイルスのビルレンス因子である第
2のウイルス性ポリペプチドをコードするゲノム領域に位置すること、(e)該ウイルス性ポ
リペプチドがウイルスのゲノム中に存在するポリヌクレオチド配列によりコードされ、該
ポリヌクレオチド配列はウイルスゲノムの5'末端または3'末端にあること、および(f)該
ウイルス性ポリペプチドが少なくとも40アミノ酸からなること。前記ウイルス性ポリペプ
チドが宿主細胞に結合すると、宿主細胞の少なくとも1つの生物学的活性が変化して、該
宿主が該ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを含むウイルスによる感染に対して
増大した感受性を示すようになる。特定の実施形態において、前記ウイルスはDNAゲノム
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、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノムを含む。特定の実施形態では、前記ウイルス
がDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、また
はB型肝炎ウイルスである。別の特定の実施形態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含み、
かつピコルナウイルス、レトロウイルス、出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスから
選択される。
【００２３】
　別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドと結合する細胞性ポリペプチドから
なる単離されたポリペプチドを提供し、該細胞性ポリペプチドは以下のステップを含む方
法に従って単離される：(a)ウイルスのゲノムにおいて、少なくとも40アミノ酸からなる
ウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定すること、(b)該ウイ
ルス性ポリペプチドをアフィニティタグに融合させた融合タンパク質を作製すること、(c
)該融合タンパク質と細胞または該細胞の画分もしくは上清とを、該融合タンパク質のウ
イルス性ポリペプチド部分が該細胞またはその画分もしくは上清中に存在するポリペプチ
ドと相互作用して融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成するのに十分な条件
下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(d)該融合タンパク質：細胞性ポリペプチ
ド複合体を単離すること、(e)細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列、または少なくとも8ア
ミノ酸からなる少なくとも1つの細胞性ポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、それ
によりウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること。特定の実
施形態において、前記ウイルスはDNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲノム
を含む。特定の実施形態では、前記ウイルスがDNAゲノムを含み、かつポックスウイルス
、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、またはB型肝炎ウイルスである。別の特定の実施
形態では、前記ウイルスはRNAゲノムを含み、かつピコルナウイルス、レトロウイルス、
出血熱ウイルス、またはC型肝炎ウイルスから選択される。特定の実施形態において、前
記ウイルス性ポリペプチドは宿主細胞と結合するウイルス性ポリペプチドからなるウイル
スのビルレンス因子であり、該ウイルス性ポリペプチドは上記のようなビルレンス形質を
少なくとも1つ含む。
【００２４】
　さらに、本発明においては、免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤の同定方法
を提供し、該方法は、(a)細胞性ポリペプチドを同定するための上記方法のいずれかに従
って、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、ここにお
いて、細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチドとの相互作用によって免疫細胞の免
疫応答性が改変されること、(b)(i)細胞性ポリペプチドもしくは該細胞性ポリペプチドを
含む細胞、(ii)ウイルス性ポリペプチド、および(iii)候補薬剤を、該細胞性ポリペプチ
ドと該ウイルス性ポリペプチドが相互作用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわた
り接触させること、(c)候補薬剤の非存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポ
リペプチドへの結合のレベルに対して、候補薬剤の存在下での該ウイルス性ポリペプチド
の該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルを測定し、その際、候補薬剤の非存在下での該
ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルと比較して、候補薬剤
の存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルが低下
していれば、その候補薬剤を、免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤として同定
することを含んでなる。特定の実施形態において、前記薬剤は、(a)抗体またはその抗原
結合フラグメント、(b)ウイルス性ポリペプチド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(c)ペ
プチド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(d)小分子、(e)低分子干渉RNA（siRNA）、(f)ア
ンチセンスポリヌクレオチド、および(g)アプタマーから選択される。
【００２５】
　別の実施形態においては、細胞性ポリペプチドと特異的に結合する抗体またはその抗原
結合性フラグメントを提供するが、該細胞性ポリペプチドは上記のようにウイルス性ポリ
ペプチドと結合し、上記方法のいずれかにより同定されるものである。特定の実施形態で
は、抗体がポリクローナル抗体である。他の特定の実施形態では、抗体がモノクローナル
抗体で、該モノクローナル抗体がマウスモノクローナル抗体、ヒトモノクローナル抗体、



(21) JP 2009-529917 A 2009.8.27

10

20

30

40

50

ラットモノクローナル抗体、およびハムスターモノクローナル抗体から選択される。他の
実施形態において、抗体はヒト化抗体またはキメラ抗体である。本発明においては、抗体
を発現する宿主細胞をも提供し、ある実施形態では宿主細胞がハイブリドーマ細胞である
。具体的な実施形態において、抗原結合フラグメントはF(ab')2、Fab'、Fab、Fd、および
Fvから選択され、他の具体的な実施形態では、抗原結合フラグメントはヒト、マウス、ニ
ワトリ、またはウサギ由来のものである。別の具体的な実施形態では、抗原結合フラグメ
ントは一本鎖Fv（scFv）である。別の実施形態においては、(a)製薬上の担体と(b)前記抗
体またはその抗原結合フラグメントを被験者に投与することを含んでなる、疾患または障
害の治療方法を提供する。特定の実施形態では、前記疾患または障害は免疫学的疾患また
は障害、心血管疾患または障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患または障害
である。具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害は自己免疫疾患または炎症性疾
患である。さらに他の具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害は多発性硬化症、
慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、
アテローム性硬化症、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群
、虚血再灌流、クローン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、
喘息、急性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎である。別の具体
的な実施形態では、前記疾患または障害は心血管疾患または障害であり、心血管疾患また
は障害がアテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾患である。
【００２６】
　別の実施形態においては、被験者の免疫学的疾患または障害を治療するための方法を提
供し、該方法は、被験者に、細胞性ポリペプチドと、上記のような少なくとも1つのビル
レンス形質を示すウイルス性ポリペプチドとの結合を阻害する抗体またはその抗原結合フ
ラグメントを投与することを含んでなる。さらに別の実施形態では、疾患または障害を治
療する方法であって、それを必要とする被験者に、(a)医薬用として適する担体、および(
b)上記のような少なくとも1つのビルレンス形質を示すか、または上記方法のいずれかに
より同定された細胞性ポリペプチドもしくはその細胞外ドメインと結合するウイルス性ポ
リペプチドと結合する細胞性ポリペプチド、を投与することを含んでなる上記方法を提供
する。特定の実施形態において、細胞性ポリペプチドもしくは該細胞性ポリペプチドの少
なくとも1つの細胞外ドメインは第2のポリペプチド配列に融合される。具体的な実施形態
では、第2のポリペプチド配列が免疫グロブリンFcポリペプチドまたは免疫グロブリンム
テインFcポリペプチドである。特定の実施形態において、前記疾患または障害は免疫学的
疾患または障害、心血管疾患または障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患ま
たは障害である。具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が自己免疫疾患または
炎症性疾患である。さらに他の具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が多発性
硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病
、乾癬、アテローム性硬化症、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性
冠症候群、虚血再灌流、クローン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺
線維症、喘息、急性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎である。
別の具体的な実施形態では、前記疾患または障害が心血管疾患または障害であり、心血管
疾患または障害がアテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾患であ
る。
【００２７】
　さらに、疾患または障害を治療する方法であって、それを必要とする被験者に、(a)医
薬用として適する担体、および(b)下記のステップ：
　(a)細胞性ポリペプチドを同定するための上記方法のいずれかに従って、ウイルス性ポ
リペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること、ここにおいて、細胞性ポリペ
プチドとウイルス性ポリペプチドとの相互作用によって免疫細胞の免疫応答性が改変され
ること、
　(b)(i)細胞性ポリペプチドもしくは該細胞性ポリペプチドを含む細胞、(ii)ウイルス性
ポリペプチド、および(iii)候補薬剤を、該細胞性ポリペプチドと該ウイルス性ポリペプ
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チドが相互作用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、
　(c)候補薬剤の非存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結
合のレベルに対して、候補薬剤の存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペ
プチドへの結合のレベルを測定し、その際、候補薬剤の非存在下での該ウイルス性ポリペ
プチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルと比較して、候補薬剤の存在下での該ウ
イルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルが低下していれば、その
候補薬剤を、免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤として同定すること、
を含んでなる方法により同定された薬剤を投与することを含んでなる上記方法を提供する
。特定の実施形態において、前記疾患または障害は免疫学的疾患または障害、心血管疾患
または障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患または障害である。具体的な実
施形態では、免疫学的疾患または障害が自己免疫疾患または炎症性疾患である。さらに他
の具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が多発性硬化症、慢性関節リウマチ、
全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテローム性硬化症
、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再灌流、クロ
ーン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急性呼吸促進
症候群(ARDS)、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎である。別の具体的な実施形態では、
前記疾患または障害が心血管疾患または障害であり、心血管疾患または障害がアテローム
性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾患である。
【００２８】
　本発明はさらに、(a)ウイルスのビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを同定
すること、(b)該ウイルスビルレンス因子が結合する細胞性ポリペプチドを同定すること
、ここにおいて、該ウイルスビルレンス因子の細胞性ポリペプチドへの結合が細胞の少な
くとも1つの生物学的活性を改変すること、(c)該ウイルスビルレンス因子の細胞性ポリペ
プチドへの結合を阻害する薬剤を同定し、それにより該細胞の少なくとも1つの生物学的
活性を改変する薬剤を同定すること、(d)少なくとも1つの前臨床試験を立案し実施して、
該薬剤により細胞の少なくとも1つの生物学的活性を改変することが、ヒト被験者におけ
る疾患または医学的症状の治療に有用であることを示すか否かを確認すること、を含んで
なるビジネス方法を提供する。特定の実施形態において、前記ビジネス方法はさらに、ヒ
ト被験者における該薬剤の安全性を検討するための少なくとも1つの臨床試験を立案して
実施することを含み、特定の実施形態では、該薬剤を必要とするヒト被験者における該薬
剤の有効性を評価するための少なくとも1つの臨床試験を立案して実施することをさらに
含み、他の特定の実施形態では、該薬剤を販売することをさらに含む。具体的な実施形態
において、前記ビジネス方法は、ライセンス供与機関から取得会社にウイルス性ポリペプ
チドのライセンスを供与することを含む。別の具体的な実施形態では、ライセンス供与機
関から取得会社に細胞性ポリペプチドのライセンスを供与することを含む。さらに別の具
体的な実施形態では、前記方法はライセンス供与機関から取得会社へ薬剤のライセンスを
与えることを含み、特定の実施形態では、ライセンス供与機関がバイオ医薬品会社である
。他の特定の実施形態では、取得会社がバイオ医薬品会社である。ある特定の実施形態で
は、バイオ医薬品会社が細胞性ポリペプチドを同定するための実験を行う。他の特定の実
施形態では、バイオ医薬品会社が薬剤を同定するための実験を行う。さらに別の実施形態
では、前記ビジネス方法が、バイオ医薬品会社から販売会社へ薬剤販売の権利をライセン
ス供与することをさらに含む。別の具体的な実施形態では、前記ビジネス方法は、バイオ
医薬品会社がロイヤリティ料金を販売会社から回収することをさらに含む。一実施形態に
おいて、前記薬剤は、(a)抗体またはその抗原結合フラグメント、(b)ウイルス性ポリペプ
チド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(c)ペプチド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(d)
Fcポリペプチドに融合された細胞性ポリペプチドのドメインまたは少なくとも8アミノ酸
からなるその断片、(e)小分子、(f)低分子干渉RNA（siRNA）、(g)アンチセンスオリゴヌ
クレオチド、および(h)アプタマーから選択される。別の特定の実施形態では、細胞の少
なくとも1つの生物学的活性が免疫応答性であり、前記細胞が免疫細胞である。具体的な
実施形態では、前記疾患または障害が免疫学的疾患または障害、心血管疾患または障害、
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代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患または障害である。具体的な実施形態では、
免疫学的疾患または障害が自己免疫疾患または炎症性疾患である。さらに他の具体的な実
施形態では、免疫学的疾患または障害が多発性硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エリテ
マトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテローム性硬化症、シェーグレ
ン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再灌流、クローン病、子宮
内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急性呼吸促進症候群(ARDS)
、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎である。別の具体的な実施形態では、前記疾患また
は障害が心血管疾患または障害であり、心血管疾患または障害がアテローム性硬化症、心
内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾患である。
【００２９】
　別の実施形態においては、疾患または医学的障害を治療するための治療薬の選択へと導
く方法であって、(a)ウイルスに感染した宿主において該ウイルスのビルレンスを増加さ
せるウイルス性ポリペプチドを同定すること、(b)ウイルス性ポリペプチドが結合する細
胞性ポリペプチドを同定すること、ここで、ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチ
ドへの結合が細胞の少なくとも1つの生物学的活性を改変させること、(c)ウイルス性ポリ
ペプチドの細胞性ポリペプチドへの結合を阻害する1種以上の薬剤を同定すること、(d)細
胞の少なくとも1つの生物学的作用を改変させる、ステップ(c)で同定された1種以上の薬
剤の能力をカテゴリーに分類すること、ここで、少なくとも1つの生物学的作用を改変す
ることが、疾患または医学的障害を発症するリスクを低減させるか、あるいは宿主におい
て疾患または医学的障害の少なくとも1つの症状を軽減すること、(e)前臨床的および臨床
的方法で試験するための少なくとも1種の薬剤を選択し、そこから疾患または障害を治療
するための治療薬の選択へと導くこと、を含んでなる上記方法を提供する。別の特定の実
施形態では、前記細胞の少なくとも1つの生物学的活性が免疫応答性であり、前記細胞が
免疫細胞である。具体的な実施形態では、前記疾患または障害が免疫学的疾患または障害
、心血管疾患または障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性疾患または障害である
。具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が自己免疫疾患または炎症性疾患であ
る。さらに他の具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が多発性硬化症、慢性関
節リウマチ、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテロ
ーム性硬化症、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血
再灌流、クローン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、
急性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎である。別の具体的な実
施形態では、前記疾患または障害が心血管疾患または障害であり、心血管疾患または障害
がアテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾患である。別の特定の
実施形態においては、ステップ(a)をコンピュータ装置を用いて行い、このコンピュータ
装置は、(i)複数のウイルス性ポリペプチドをコードする複数の異なるポリヌクレオチド
配列を含む第1の情報ベース（knowledge base）、および(ii)ウイルスビルレンス因子で
あるウイルス性ポリペプチドを評価し選択するための複数のルールを含む第2の情報ベー
ス（ここで、ウイルス性ポリペプチドはステップ(i)で受け取った情報から同定される）
を含んでなる。
【００３０】
　別の実施形態においては、疾患または障害の治療薬を販売するためのビジネス方法であ
って、(a)ウイルスに感染した宿主においてウイルスのビルレンスを増強するウイルス性
ポリペプチドに関する情報を受け取ること、(b)ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞
性ポリペプチドを同定すること、ここで、ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチド
への結合が細胞の少なくとも1つの生物学的活性を改変させること、(c)ウイルス性ポリペ
プチドの細胞性ポリペプチドへの結合を阻害し、かつ細胞の少なくとも1つの生物学的作
用を改変させる1種以上の薬剤を同定すること、ここで、少なくとも1つの生物学的作用を
改変することが、疾患または障害を発症するリスクを低減させるか、あるいは宿主におい
て疾患または医学的障害の少なくとも1つの症状を軽減すること、(d)ステップ(c)で同定
された薬剤を、疾患または医学的障害の治療のために医療専門家または患者に販売するこ
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と、を含んでなる上記方法を提供する。具体的な実施形態では、前記疾患または障害が免
疫学的疾患または障害、心血管疾患または障害、代謝性疾患または障害、あるいは増殖性
疾患または障害である。具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が自己免疫疾患
または炎症性疾患である。さらに他の具体的な実施形態では、免疫学的疾患または障害が
多発性硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、
糖尿病、乾癬、アテローム性硬化症、シェーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症
、急性冠症候群、虚血再灌流、クローン病、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特
発性肺線維症、喘息、急性呼吸促進症候群(ARDS)、血管炎、または炎症性自己免疫筋炎で
ある。別の具体的な実施形態では、前記疾患または障害が心血管疾患または障害であり、
心血管疾患または障害がアテローム性硬化症、心内膜炎、高血圧症、または末梢虚血性疾
患である。別の特定の実施形態においては、ステップ(a)をコンピュータ装置を用いて行
い、このコンピュータ装置は、(i)複数のウイルス性ポリペプチドをコードする複数の異
なるポリヌクレオチド配列を含む第1の情報ベース（knowledge base）、および(ii)ウイ
ルスビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを評価し選択するための複数のルール
を含む第2の情報ベース（ここで、ウイルス性ポリペプチドはステップ(i)で受け取った情
報から同定される）を含んでなる。
【００３１】
　さらに、本発明においては、所望の結果を達成するためのウイルス性ポリペプチドの選
択へと導くシステムを提供し、該システムは、(a) (i)複数のウイルス性ポリペプチドを
コードする複数のポリヌクレオチド配列を含む第1の情報ベース、および(ii)ステップ(i)
で受け取った情報に基づいてウイルスビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを評
価し選択するための複数のルールを含む第2の情報ベース、を含んでなるコンピュータ装
置、(b)該コンピュータ装置に所望の結果および標的ウイルスビルレンス因子に関する情
報を提供するための手段、(c)ウイルス性ポリペプチド（これを使用して、該ウイルス性
ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することができ、該ウイルス性ポリペ
プチドの細胞性ポリペプチドへの結合が細胞の少なくとも1つの生物学的活性を改変させ
る）をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチド配列を同定して、カテゴリーに分類
するかまたはランク付けするための、該コンピュータ装置に内蔵された手段を含んでなる
。
【００３２】
　別の実施形態においては、所望の結果を達成するためのウイルス性ポリペプチドの選択
へと導くコンピュータプログラム製品を提供し、該コンピュータプログラム製品は、コン
ピュータ読み取り可能なプログラムコード手段を組み込んだコンピュータ使用可能な記憶
媒体を含み、該コンピュータ読み取り可能なプログラムコード手段は、(a) (i)複数のウ
イルス性ポリペプチドをコードする複数のポリヌクレオチド配列を含む第1の情報ベース
、および(ii)ステップ(i)で受け取った情報に基づいてウイルスビルレンス因子であるウ
イルス性ポリペプチドを評価し選択するための複数のルールを含む第2の情報ベースを作
成するためのコンピュータ読み取り可能なプログラムコード手段、(b)該コンピュータ装
置に所望の結果および標的ウイルスビルレンス因子に関する情報を提供するためのコンピ
ュータ読み取り可能なプログラムコード手段、(c)標的ウイルスビルレンス因子（これを
使用して、該ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することがで
き、該ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドへの結合が細胞の少なくとも1つの
生物学的活性を改変させる）を同定して、カテゴリーに分類するかまたはランク付けする
ためのコンピュータ読み取り可能なプログラムコード手段を含んでなる。
【００３３】
　別の実施形態においては、ウイルス性ポリペプチドと結合する細胞性ポリペプチドの生
産方法を提供し、該方法は、(a)上記方法に従って、ウイルス性ポリペプチドと結合する
細胞性ポリペプチドを同定すること、(b)該細胞性ポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列を決定すること、(c)該細胞性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に機能
的に連結されたプロモーターを含む組換え発現ベクターを作製すること、(d)ステップ(c)
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で作製された組換え発現ベクターを用いて宿主細胞のトランスフェクションまたは形質転
換を行うこと、(e)ステップ(d)の宿主細胞を、該細胞性ポリペプチドの発現を可能にする
条件下で培養すること、(f)宿主細胞培養物から該細胞性ポリペプチドを単離すること、
を含んでなる。
【００３４】
　別の実施形態においては、免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤の生産方法を
提供し、該方法は、(a)免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤を同定すること、
ここにおいて、同定ステップは、(i)上記方法のいずれかに従って、ウイルス性ポリペプ
チドが結合する細胞性ポリペプチドを同定すること（ただし、細胞性ポリペプチドとウイ
ルス性ポリペプチドとの相互作用により、免疫細胞の免疫応答性が改変されること）、(i
i)(A)細胞性ポリペプチドまたは該細胞性ポリペプチドを含む細胞、(B)ウイルス性ポリペ
プチド、および(C)候補薬剤を、細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチドが相互作
用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させること、(iii)候補薬剤の非
存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレベルに対して
、候補薬剤の存在下での該ウイルス性ポリペプチドの該細胞性ポリペプチドへの結合のレ
ベルを測定し、それにより免疫学的疾患または障害を治療するための薬剤を同定すること
、を含んでなり、(b)ステップ(a)で同定された薬剤を生産すること、を含んでなる。具体
的な実施形態では、前記薬剤は(a)抗体またはその抗原結合フラグメント、(b)ウイルス性
ポリペプチド/Fcポリペプチド融合タンパク質、(c)ペプチド/Fcポリペプチド融合タンパ
ク質、(d) Fcポリペプチドに融合された細胞性ポリペプチドのドメインまたは少なくとも
8アミノ酸からなるその断片、(e)小分子、(f)低分子干渉RNA（siRNA）、(g)アンチセンス
オリゴヌクレオチド、および(h)アプタマーから選択される。
【００３５】
　本明細書および特許請求の範囲で用いる単数形は、特に断らない限り、複数形への言及
を含めるものとする。したがって、例えば「薬剤」という語は複数のそのような薬剤を含
み、「細胞」という語は1個以上の細胞や当業者に公知のその均等物を含む、などである
。「含む」という語（および関連用語）は、例えば本明細書に記載する合成物、組成物、
方法、プロセスなどが、記載した特徴・構成「から成る」または「から本質的に成る」こ
とを除外するものではない。
【００３６】
　本出願および/または出願データシートで挙げた米国特許、米国特許出願公開、米国特
許出願、外国特許、外国特許出願、および非特許刊行物はいずれも、その全体を参考とし
て本明細書に組み入れる。
【００３７】
発明の詳細な説明
　本発明は、ヒト免疫系をモジュレートするのに重要な細胞性標的を迅速に同定し、次い
でそうした標的に結合しかつそうした標的をモジュレートするカウンター構造体を同定す
る方法に関する。本明細書に開示の方法は、バイオインフォマティックスを用いてウイル
スのビルレンス遺伝子を同定すること、およびウイルスのビルレンスポリペプチド、もし
くはその断片(例えば細胞性ポリペプチドに結合する断片)をコードする前記のビルレンス
遺伝子またはその部分(もしくは断片)を発現させることを含む。発現されたウイルスのビ
ルレンスポリペプチドはさらに、検出および単離のための配列タグを１以上含みうる。発
現された、タグ化ビルレンス遺伝子産物は、細胞を(例えば蛍光活性化セルソーティング
により)スクリーニングするか、または分離された細胞膜を(例えばBIAcoreにより)スクリ
ーニングして、ビルレンス遺伝子産物と相互作用する細胞性標的分子を同定するために使
用される。次いで細胞性標的は、例えばそのアミノ酸配列を決定することにより、単離し
同定することができる。
【００３８】
　本明細書に記載の方法は、細胞、細胞の画分、または細胞の上清と、ウイルスのビルレ
ンス因子であるウイルス性ポリペプチド(ウイルスのビルレンスポリペプチドとも言う)を
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接触させ、次いでウイルスのビルレンスポリペプチドが結合する細胞標的を同定すること
を含む。ウイルスのビルレンス遺伝子および該ビルレンス遺伝子によりコードされるポリ
ペプチドは、例えばバイオインフォマティックス手法により同定される。ウイルスのビル
レンスポリペプチド(または細胞性ポリペプチドと相互作用するその断片もしくは一部)お
よびアフィニティタグ(エピトープタグとも言う)を含む融合タンパク質を用意することも
できる。特定の実施形態では、前記の方法には、細胞性ポリペプチド標的（これには細胞
により分泌される細胞性ポリペプチド標的も含まれる）を単離するためのタンデムアフィ
ニティー精製(TAP)タグ手法の改変も含まれる。
【００３９】
　ウイルスは、細胞サイトカイン、細胞ケモカインまたはサイトカインもしくはケモカイ
ンの受容体のウイルス性相同体であるタンパク質をコードすることにより、感染宿主の免
疫系による検出と排除を回避するための様々な機構を進化させてきた。例えばポックスウ
イルスのゲノムは可溶性のウイルス性腫瘍壊死因子(TNF)受容体をコードし、これが炎症
誘発性サイトカインであるTNFと結合して、それを阻害する。ウイルス性ポリペプチドが
標的とする他の細胞性ポリペプチドとしては、インターロイキン1、種々のケモカイン、
およびCD30が挙げられる。
【００４０】
　ウイルスは、ウイルスの感染を制限して、その複製周期に悪影響を及ぼすように感染宿
主が発達させた機構に抵抗すべく進化してきた。ウイルスは、宿主の免疫応答の回避また
はモジュレーションを可能にする性質、特徴および／または機能を有するタンパク質をコ
ードする遺伝子を含む。さらに、ウイルスは宿主から遺伝子を獲得する能力および／また
は宿主遺伝子のウイルス性相同体を進化させる能力および／または宿主遺伝子のウイルス
性モジュレーターを進化させる能力を有する。したがって、進化する能力を有するおよび
／または宿主から遺伝子を獲得する能力を有するウイルスは、宿主のウイルスに対する免
疫応答をモジュレートするビルレンス因子と呼ばれるタンパク質(本明細書においてウイ
ルスのビルレンスポリペプチドとも言う)をコードするゲノムを有する。したがってウイ
ルスのビルレンス因子のリガンドである宿主内の細胞性成分は、重要な免疫調節性標的と
なり得る。
【００４１】
　特に、免疫細胞により発現されかつウイルスのビルレンス因子(すなわち少なくとも１
つのウイルスビルレンス特性を示すウイルス性ビルレンスポリペプチドまたはウイルス性
ポリペプチド)と相互作用する細胞性ポリペプチド（これには細胞表面ポリペプチド、分
泌ポリペプチド、および細胞内ポリペプチドが含まれる）の同定は、免疫学的障害、例え
ば多発性硬化症、慢性関節リウマチ、および全身性エリテマトーデス(SLE)を含む炎症性
疾患および自己免疫疾患を治療するために使用することのできる薬剤を同定するために有
用であり有益である。別の実施形態において、ウイルスのビルレンス因子の同定は、ビル
レンス因子をコードするウイルス（または関連ウイルス）により引き起こされるウイルス
感染の治療および／または予防用の薬剤を同定するために有用である。かかる免疫学的疾
患および障害ならびにウイルス感染の治療および予防に使用することのできる組成物を同
定し開発する必要がある。
【００４２】
細胞性ポリペプチド治療標的を同定するための手法
　細胞活性または機能を変更するのに適した標的である細胞性ポリペプチドを同定するた
めの本明細書に記載の手法としては、ウイルス性ポリペプチド(例えばウイルスのビルレ
ンスポリペプチドまたはビルレンス因子)が結合する細胞性ポリペプチドを同定する手法
が挙げられる。かかる手法は、細胞または該細胞の画分もしくは上清を、融合タンパク質
と接触させることを含む。融合タンパク質は、アフィニティタグに融合させたウイルスの
ビルレンスポリペプチドからなる。融合タンパク質および細胞(またはコグネイト細胞性
ポリペプチドが含まれる細胞画分、細胞培養上清、細胞溶解物、細胞抽出物、もしくは細
胞外上清）は、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド成分が細胞、該細胞の画分もし
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くは該細胞の上清に随伴したポリペプチドと相互作用して融合タンパク質/細胞性ポリペ
プチド複合体を形成するのに十分な時間および条件下で、相互作用できるようにする。前
記複合体はアフィニティタグを介して分離することができるが、アフィニティタグはその
コグネイトリガンドに結合することが可能である。細胞性ポリペプチドの正体は、本明細
書に記載され当技術分野で使用されている方法に従い同定することができ、こうした方法
としては、LC-MS/MS、MALDI-TOF、免疫アッセイ、ペプチドマッピング、およびアミノ末
端解析(例えばエドマン分解)を含むアミノ酸解析が挙げられるがこれらに限らない。
【００４３】
　標的細胞性ポリペプチドのアフィニティ分離のための代表的方法は、タンデムアフィニ
ティ精製(TAP) (TAPタグとも言う)である (例えば、Rigautら Nat. Biotech. 17:1030-32
 (1999); Puig ら, Methods 24:218-29 (2001); Knuesel ら Mol. Cell. Proteomics 2:1
225-33 (2003)を参照されたい)。TAP法は、生物学的複合体中に存在する成分の同定を可
能にする。精製は迅速に行うことができ、一般にはいずれかの成分のまたは生物学的複合
体の変性を必要としない条件下で行われる。典型的には、TAPタグ(またはアフィニティタ
グ)を対象のポリペプチドのアミノ末端またはカルボキシ末端(この場合は、ウイルスゲノ
ムのオープンリーディングフレームによりコードされるウイルスビルレンスポリペプチド
、またはその一部)に融合させ、これを細胞または細胞画分と接触させて対象のポリペプ
チドと細胞性ポリペプチドとを相互作用できるようにし、その結果、対象のポリペプチド
と細胞性ポリペプチドの間で複合体が形成される。次いでアフィニティタグの結合特性を
利用することにより複合体を分離する。特定の実施形態ではTAP手法の後に、標的細胞性
ポリペプチドの正体を液体クロマトグラフタンデム型質量分析(LC-MS/MSと言う)により決
定する。この手法は本明細書において詳細に説明する。
【００４４】
ウイルス性ポリペプチド
　治療標的となる細胞性ポリペプチドを同定する方法において有用なウイルス性ポリペプ
チドとしては、宿主内で疾患を引き起こすウイルスの能力を維持するまたは高める、すな
わちウイルスのビルレンスに影響を及ぼす、ウイルス性ポリペプチドが挙げられる。かか
るウイルス性ポリペプチドのことを本明細書ではウイルスのビルレンスポリペプチドと言
い、これは少なくとも１つのビルレンス特性を示すウイルス性ポリペプチドである。特定
の実施形態では、ウイルスのビルレンスポリペプチドが結合する、また治療薬がターゲッ
ティングされ得る細胞性ポリペプチドを同定する方法はさらに、ウイルスのゲノム中から
、１以上のビルレンス形質を有するウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド配列を同定すること(例えば、少なくとも20、30、または40個連続したアミノ酸をコー
ドするポリヌクレオチド配列を同定すること)を含む。次いで同定されたウイルス性ポリ
ペプチドをアフィニティタグに結合させるが、これについては本明細書においてさらに詳
細に説明する。
【００４５】
　ビルレンス、すなわち疾患を引き起こすウイルスの能力には、どの程度ウイルスが宿主
の防御機構の１以上を征服または最小化できるかが含まれる。微生物のビルレンスを保つ
または高める微生物(ウイルスも含む)の成分のことを、ビルレンス因子とも言う。ウイル
スのビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチド(またはウイルスビルレンスポリペプ
チド)は、宿主の免疫応答を回避するまたはモジュレートする能力を有する。本明細書に
記載のように、ウイルスのビルレンスは、一部には、ウイルス内に含まれる遺伝情報の進
化により、また、ウイルスが宿主から遺伝子を獲得する能力および／または宿主遺伝子の
ウイルス性相同体を進化させる能力および／または宿主遺伝子のウイルス性モジュレータ
ーを進化させる能力により保たれる。ウイルスのビルレンス因子であるウイルス性ポリペ
プチドとしては、細胞性ポリペプチドに結合したときに細胞性ポリペプチドの生物学的機
能または活性に影響を及ぼす(すなわちモジュレートするもしくは変更する)ポリペプチド
が挙げられるが、こうしたウイルス性ポリペプチドは免疫応答（ウイルスによる感染を予
防、最小化、低減、抑制または阻害し、また、それに関連する疾患の続発症を予防、最小
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化、低減、抑制または阻害する）に影響を及ぼす宿主の能力を改変する。
【００４６】
　ウイルスのビルレンス因子である１以上のウイルス性ポリペプチドをコードするウイル
スゲノムは、一本鎖DNAゲノム、二本鎖DNAゲノム、二本鎖RNAゲノム、または一本鎖RNAゲ
ノム(センスもしくはアンチセンス)でありうる。例となるDNAウイルスとしては、限定す
るものではないが、ラージDNAゲノム(二本鎖DNA)ウイルス、例えばヘルペスウイルス、ア
デノウイルス、およびポックスウイルスが挙げられる。ウイルスのビルレンスに寄与する
ポリペプチドをコードする他のウイルスとしては、ピコルナウイルス(RNA含有型ウイルス
、例えばエンテロウイルス、ライノウイルス、ヘパトウイルス(A型肝炎ウイルス)、カル
ジオウイルス、アフトウイルス、パレコウイルス、エルボウイルス、コブウイルス、およ
びテスコウイルス); 出血熱ウイルス(RNA含有型ウイルス、例えばアレナウイルス、フロ
ウイルス、ブニウイルス、フラビウイルス)；インフルエンザウイルス(一本鎖RNAウイル
ス)；レトロウイルス(例えばオンコウイルスおよびレンチウイルス(RNA含有型ウイルス、
例えばHIV-1、HIV-2、HTLV-1、HTLV-2))；B型肝炎ウイルス(DNA含有型ウイルス)；C型肝
炎ウイルス (RNA含有型ウイルス)；ならびにコロナウイルスが挙げられるがこれらに限ら
ない。アンチセンスRNAウイルスのことを当技術分野ではマイナスRNA鎖ウイルスとも言い
、これには例えば麻疹ウイルス、ムンプス・ウイルス、インフルエンザウイルス、エボラ
ウイルス、および呼吸器合胞体ウイルスが含まれる。プラス鎖RNAウイルス（センスRNAウ
イルスとも言う）としては、例えばポリオウイルス、ライノウイルス、コロナウイルス、
ルベラウイルス、黄熱病ウイルス、西ナイルウイルス、デング熱ウイルス、A型肝炎ウイ
ルスおよびC型肝炎ウイルスが挙げられる。
【００４７】
　ポックスウイルスは、細胞の細胞質で複製し、多数の異なる宿主において複製するよう
適応した二本鎖DNAウイルスの一群を形成する。多くのポックスウイルスの適応機構は、
ウイルスが宿主の免疫系を回避できるようにするおよび／またはウイルス複製を容易にす
る宿主遺伝子の獲得を伴う(Smithら, Science 248:1019 (1990); Bugert and Darai, Vir
us Genes 21:111 (2000); Alcamiら, Semin. Virol. 8:419 (1998); McFadden and Barry
, Semin. Virol. 8:429 (1998))。このプロセスはポックスウイルスゲノムが比較的大き
く複雑であることにより促進される。ポックスウイルスとしては、例えばオルトポックス
ウイルス、例えばワクシニア、サル痘、牛痘、および天然痘(variola)ウイルス(例えば痘
瘡(smallpox)ウイルス)、レポリポックスウイルス、例えば粘液腫ウイルスおよびショー
プ線維腫ウイルス、モルスキポックス(例えば伝染性軟属腫)、ヤタポックスウイルス(例
えばヤバ様疾患ウイルス)、パラポックスウイルス (例えばORFウイルス)が挙げられる。
例として、天然痘ワクチンとして広く使用されている原型ポックスウイルスであるワクシ
ニアウイルスは、ゲノムが約190キロ塩基対であり、これは200を超えるタンパク質をコー
ドすると考えられる(Goebelら, Virology 179:247 (1990))。ワクシニアウイルスおよび
他種のポックスウイルスの全ゲノムが配列決定されているが、多数の可能性のあるオープ
ンリーディングフレーム(ORF)の機能、および該ORFによりコードされるポリペプチドの存
在は未だに不明である。
【００４８】
　ウイルスのゲノム、例えばラージDNAゲノム含有型ウイルス(ポックスウイルスなど)の
多数のORFのうちでウイルスのビルレンス因子をコードする配列を同定するためにウイル
スゲノム内のポリヌクレオチド配列を迅速に調べることは、治療標的となる細胞性ポリペ
プチドを同定するための本明細書に記載の方法に有用である。特定の実施形態では、ウイ
ルス、例えばポックスウイルスのゲノムを解析して、ウイルスのビルレンスに寄与するウ
イルス性ポリペプチドをコードするウイルスゲノム内のポリヌクレオチド配列を同定する
。かかるウイルス性ポリペプチドは、少なくとも１つ(すなわち１以上)のビルレンス特性
またはビルレンス形質を示す。
【００４９】
　ウイルスのビルレンス因子の典型的なビルレンス形質としては、ウイルスのビルレンス
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因子を発現するウイルスに感染した宿主において観察される形質、または組織培養で増殖
させた細胞において観察される形質が挙げられる。ウイルスのビルレンスに寄与するウイ
ルス性ポリペプチドとしては、例えばそれがウイルス性ポリペプチドの生物学的活性を改
変させる(例えば統計的に有意なまたは生物学的に有意な様式で減少させる)突然変異(自
然淘汰または分子生物学分野の当業者が実施する種々の突然変異誘発技術の結果としての
少なくとも１個のアミノ酸の置換、挿入、または欠失)を有する場合のように、それが変
更されている場合のポリペプチドが含まれる。かかるウイルス性ポリペプチド変異体(ま
たは改変型ウイルス性ポリペプチド)が、変異型(または改変型)ウイルス性ポリペプチド
をコードするゲノムを含むウイルスに感染した細胞において発現されるとき、変異型(ま
たは改変型)ウイルス性ポリペプチドの発現はウイルスのビルレンスの低下と相関する。
【００５０】
　また、ウイルスのビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドのビルレンス形質は、
ウイルスに感染した細胞におけるウイルス性ポリペプチドの発現の不在と、ウイルスのビ
ルレンスの低下との相関によって示される。ウイルス性ポリペプチドの発現の欠損とビル
レンスの低下との相関は、ウイルス性ポリペプチドをコードする遺伝子を欠失させた、サ
イレンシングさせた(例えばウイルスに感染した細胞をアンチセンスポリヌクレオチドで
処理することによる、または低分子干渉性RNA (siRNA)を用いるRNA干渉による)、または
ノックアウトさせた組換えウイルスを細胞に感染させることにより観察できる。組織培養
では、細胞に、対象の特定のウイルス性ポリペプチドの変異体を発現するまたは上記のウ
イルス性ポリペプチドを発現しないウイルスを感染させたときには、細胞の継代は悪影響
を受けない可能性がある。宿主において、少なくとも１つのビルレンス形質を示すウイル
ス性ポリペプチドには、その発現が(例えばウイルス性ポリペプチドの生物学的活性を変
更する少なくとも１つの変異の導入により、または発現の低下または発現の欠如により)
変更されたときに、該変更された発現がビルレンスの低下（すなわち、疾患、および／ま
たは炎症の増加、および／または他のタイプの免疫応答の増加を引き起こすウイルスの能
力の低下）と相関するウイルス性ポリペプチドが含まれる。すなわち、宿主は、変異型ウ
イルス性ポリペプチドをコードするゲノム、または該ポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド配列を含まないゲノムを有するウイルスに対して増大した免疫応答性を有する。
【００５１】
　ビルレンス形質はまた、ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを有するウイルス
に感染した細胞中で発現された後の、該ウイルス性ポリペプチドの細胞中でのまたは細胞
外での位置に関連している。感染細胞内で発現した後のウイルス性ポリペプチドは、細胞
内の場所に残存してもよく、細胞外ドメインを有する膜貫通ポリペプチドであってもよく
、または感染細胞により分泌されてもよい。感染細胞により分泌されるまたは細胞外ドメ
インを有するウイルス性ポリペプチドは、宿主の他の細胞と、または宿主の他の細胞に結
合したもしくはそれにより分泌された他の分子と相互作用することによりウイルスのビル
レンスに寄与する。かかる分子としては、限定するものではないが、細胞表面抗原、サイ
トカイン、ケモカイン、ホルモン、および宿主防御に寄与する他の分子が挙げられる。
【００５２】
　ウイルスのビルレンスに寄与するウイルス性ポリペプチドは、典型的にはウイルスゲノ
ムにおいて互いに近接した位置のポリヌクレオチド配列によりコードされる。したがって
、ウイルス性ポリペプチドのビルレンス形質には、当該ポリペプチドが、ウイルスのビル
レンスポリペプチドであることが当技術分野で知られているまたは本明細書に記載される
および当技術分野で実施される方法によりウイルスのビルレンスポリペプチドであること
が決定された、少なくとも１つの他のポリペプチドをコードするゲノム領域に位置するポ
リヌクレオチド配列によりコードされることが含まれる。例えばポックスウイルスにおい
て、ウイルスのビルレンスポリペプチドであるウイルス性ポリペプチドをコードする、ウ
イルスゲノム中に存在するポリヌクレオチド配列は、ウイルスゲノムの5'末端または3'末
端の方に配置される。特定の場合には、ビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを
コードするポリヌクレオチド配列は、ゲノムの5'末端または3'末端から１／３以内または
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１／４以内の位置に存在し得る(すなわち、かかるポリヌクレオチド配列は、ウイルスゲ
ノムの5'末端または3'末端のいずれかの少なくとも20％、25％、30％、33％、または少な
くとも35％以内に存在するヌクレオチドを含む)。
【００５３】
　したがって、本明細書においては宿主細胞に結合するウイルスのビルレンスポリペプチ
ドであるウイルスビルレンス因子をも提供する。かかるウイルスビルレンス因子は、例え
ば以下のような形質(ビルレンス形質)を少なくとも１つ有するウイルス性ポリペプチドで
ある：(a)ウイルスに感染した細胞におけるウイルス性ポリペプチドの変異体(または改変
されたウイルス性ポリペプチド)の発現がウイルスのビルレンスの低下と相関すること、
ただし該ウイルスは前記ウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを有すること；(b)
ウイルスに感染した細胞におけるウイルス性ポリペプチドの発現の不在がウイルスのビル
レンスの低下と相関すること、ただし該ウイルスはウイルス性ポリペプチドをコードする
ゲノムを有すること；(c)前記ウイルス性ポリペプチドがウイルスに感染した細胞により
分泌されること、ただし該ウイルスはウイルス性ポリペプチドをコードするゲノムを有す
ること；(d)前記ウイルス性ポリペプチドがウイルスのゲノムに存在するポリヌクレオチ
ド配列によりコードされること、ここで該ポリヌクレオチド配列は少なくとも１つのウイ
ルスビルレンス因子をコードするゲノム領域に位置すること；(e)前記ウイルス性ポリペ
プチドがウイルスのゲノムに存在するポリヌクレオチド配列によりコードされること、こ
こで前記ポリヌクレオチド配列はウイルスゲノムの5'末端または3'末端に位置すること；
(f)前記ウイルス性ポリペプチドが少なくとも40アミノ酸からなること(これはシグナルペ
プチド配列を含んでもよい)。ビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドが細胞と相
互作用する(細胞内にあるか、細胞膜に存在するか、または分泌される細胞性ポリペプチ
ドと特異的に結合することを含む)と、該ウイルス性ポリペプチドは宿主細胞の少なくと
も１つの生物学的活性を変更し、その結果宿主が該ウイルス性ポリペプチドをコードする
ゲノムを有するウイルスによる感染に対して増大した感受性(または感染に抵抗する能力
の低下)を示すようになる。
【００５４】
　ウイルスのビルレンスポリペプチド(またはその変異体、誘導体もしくは断片)は、治療
薬として使用することもできる。ある実施形態において、ウイルスのビルレンスポリペプ
チドまたはビルレンスポリペプチドを含む融合ポリペプチドは、それを必要とする患者ま
たは被験者の治療に使用することができる。ある特定の実施形態において、被験者は急性
の免疫応答を示す、例えば非限定的な例として、被験者は急性呼吸促進症候群(ARDS)を示
す。ウイルスビルレンスポリペプチド(またはその変異体、誘導体もしくは断片)に特異的
な被験者による免疫応答の可能性または程度を低下させるか最小化するために、ウイルス
性ポリペプチドを、限られた回数で投与したり、ウイルス性ポリペプチドの免疫原性が低
下するように該ウイルス性ポリペプチドの翻訳後修飾を変更する様式で産生させたり誘導
することができ、また、ウイルス性ポリペプチドの抗原性を低下させるか最小化する条件
下で投与することができる。例えばウイルスのビルレンスポリペプチドは、免疫応答(特
にウイルス性ポリペプチドに特異的な応答)を抑制する第２の組成物の被験者への投与の
前に、それと同時に、またはその後に投与することができる。さらに、当業者は、治療薬
(これには複数回投与することのない治療薬も含まれる)の有効性を高めうる、ポリペプチ
ドの半減期を増大させるおよび／または薬物動態特性を改善する方法（例えば該ポリペプ
チドをペグ化することによる方法）を熟知している。
【００５５】
　ウイルスのビルレンスに寄与することの知られているウイルス性ポリペプチドは、典型
的には長さにして少なくとも20、30、もしくは40アミノ酸、または長さにして少なくとも
50、60、70、80、90、100、120、140、160、180、200、250、300、もしくは400アミノ酸
以上である。ビルレンス因子であるポリペプチドをコードし得るポリヌクレオチド配列を
ウイルスゲノムから同定するには、ゲノムの配列を調べて少なくとも20、30、40、50アミ
ノ酸またはそれ以上(すなわち20、30、40、または50連続アミノ酸)についてのオープンリ
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ーディングフレームを有する領域を同定する。特定の実施形態では、ポリヌクレオチド配
列は、少なくとも40アミノ酸からなるポリペプチドをコードするオープンリーディングフ
レームを含む。本明細書に記載の方法により同定されたオープンリーディングフレームが
コードするウイルス性ポリペプチドは、全長ウイルス性ポリペプチドであるか、または全
長ポリペプチドの一部もしくは断片であり得る。特定の実施形態では、ウイルスビルレン
スポリペプチドの断片は、全長ポリペプチドの少なくとも10、15、20、25、30、40、50ま
たはそれ以上連続した(または隣接する)アミノ酸からなり、かつ細胞性ポリペプチドに結
合することのできる断片である。
【００５６】
　ポリヌクレオチド配列は、シグナルペプチド配列および成熟ポリペプチドまたは全長成
熟ポリペプチドの一部をコードするヌクレオチドを含みうる。シグナルペプチド（分泌タ
ンパク質および細胞表面タンパク質が細胞内膜を通って最終的な局在位置へとトランスロ
ケーションされることを促進する）は、かかるタンパク質のN末端に位置し、典型的には
長さにして13～40アミノ酸である。シグナルペプチド配列を有するポリペプチドのことを
プレ-プロテインとも言う。シグナルペプチドは通常はプレ-プロテインから切断されて成
熟タンパク質をもたらす。シグナルペプチドは、特定の配列特性、またはシグナルペプチ
ドを成熟ポリペプチド配列から区別するような他の特性を示す；シグナルポリペプチドの
アミノ酸配列を決定する補助としてコンピュータプログラムを使用することができる(Zha
ngら, Protein Sci. 13:2819-24 (2004))。
【００５７】
　ウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の精査は、ウイルスゲノム
あるいは推定上のウイルスゲノム、またはその任意の部分もしくは領域のポリヌクレオチ
ド配列を、例えばコンピュータと適当なソフトウェアプログラムを用いて、スキャニング
することにより行うことができる。ウイルスゲノムまたはウイルスゲノムの一部のポリヌ
クレオチド配列は、容易に利用可能なコンピュータプログラムを用いて６つのオープンリ
ーディングフレーム (フォワードが３つおよびリバースが３つ)に翻訳することができる
。ソフトウェアプログラムとしては、市販のプログラム、または注文設計により作成され
るプログラムが含まれる。次にこの６つのオープンリーディングフレームを、さらなるコ
ンピュータソフトウェアプログラムを用いてまたは用いないで精査し、少なくとも20、30
、または40アミノ酸をコードするオープンリーディングフレームを有する位置をウイルス
ゲノム中で同定することができる。
【００５８】
　オープンリーディングフレームによりコードされるウイルス性ポリペプチドは、本明細
書に記載のウイルスの全長ビルレンスポリペプチドまたはウイルスビルレンスポリペプチ
ドの断片もしくは一部であり、治療標的である細胞性ポリペプチドを同定するために使用
することができる。少なくとも20個連続した(または隣接する)アミノ酸、少なくとも30も
しくは少なくとも40アミノ酸または少なくとも50、60、70、80、90、100、120、140、160
、180、200またはそれ以上(または記載した範囲の任意の整数)のアミノ酸を含むウイルス
性ポリペプチドの断片もしくは部分は、アフィニティタグに結合または融合させることが
できる。本明細書に記載の方法に有用なウイルス性ポリペプチドの断片もしくは部分とし
ては、膜ポリペプチドであるウイルス性ポリペプチドの細胞外部分、または少なくとも１
つの結合ドメインを含むウイルス性ポリペプチドの一部が挙げられる。
【００５９】
　ウイルスビルレンスポリペプチドまたは細胞性ポリペプチドまたは本明細書に記載の他
のポリペプチドについてのタンパク質(またはポリペプチド)ドメインとは、構造的および
／または機能的に規定または記載することのできるポリペプチドまたはタンパク質の領域
を言う。例えばポリペプチドのドメインは、酵素のモチーフまたは領域、(リガンドまた
は特異的結合抗体の)結合ドメイン、位置(例えば細胞外ドメインもしくは細胞内ドメイン
)、および独立して折り畳まれた構造単位、ならびに当技術分野で理解される他の定義を
表しうる。ポリペプチド中のドメインの存在は、既知のまたは類似のドメインとの配列類
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似性を決定するために一次配列を調べることにより決定することができ、または容易に入
手可能なコンピュータプログラム、例えばPROSITE、BLOCKS、PRINTS、DOMAK、およびPFAM
 (また例えばSiddiquiら, Protein Science 4:872-884 (1995)を参照されたい)を用いて
決定する(もしくはドメインの存在の可能性を決定する)ことができる。
【００６０】
　本明細書に記載のウイルス性ポリペプチドには、ウイルス性ポリペプチドの変異体も含
まれる。ウイルス性ポリペプチド変異体としてはウイルス株変異体または他の変異体が挙
げられる。変異体は、自然多型から生じることもあり、または組換え法(例えば特定の宿
主での発現のためのコドン最適化を得るため、またはアミノ酸変異を導入するため)もし
くは化学合成により合成することもでき、1以上のアミノ酸の置換、挿入、欠失により野
生型ポリペプチドと異なり得る。本明細書に記載のように同定されたウイルス性ポリペプ
チドの変異体は、ウイルスゲノムによりコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも70
％～100％のアミノ酸同一性(つまり、少なくとも70％、75％、80％、85％、90％、95％、
または99％同一性)を有する。好ましくは少なくとも１つのアミノ酸の置換、欠失、また
は挿入を有するウイルス性ポリペプチドの変異体は、同じ生物学的活性（少なくとも１つ
の細胞性ポリペプチドに結合する能力を含む）を保持する。1以上の置換を有するウイル
ス性ポリペプチド変異体は、好ましくは野生型ポリペプチド配列と比較して保存的置換を
有する。
【００６１】
　保存的置換とは、あるアミノ酸が類似の特性、すなわちペプチド化学の当業者によりポ
リペプチドの二次構造と水に対する特性が実質的に変わらないと予測されるような類似の
特性を有する別のアミノ酸で置換されることである。アミノ酸置換は、一般に残基の極性
、荷電、溶解性、疎水性、親水性および／または両親媒性特性の類似性に基づいて行うこ
とができる。例えば負に荷電したアミノ酸としては、アスパラギン酸およびグルタミン酸
が挙げられる；正に荷電したアミノ酸としてはリシンおよびアルギニンが挙げられる；ま
た、同様の親水性値の非荷電の極性頭部基を有するアミノ酸としては、ロイシン、イソロ
イシンおよびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグルタミン；ならび
にセリン、トレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンが挙げられる。保存的置換の例
としては、ある脂肪族アミノ酸を別の脂肪族アミノ酸（イソロイシン、バリン、ロイシン
、またはアラニンなど）で置き換えること、またはある極性残基を別の極性残基で置き換
えること（例えばリシンとアルギニン間、グルタミン酸とアスパラギン酸間、またはグル
タミンとアスパラギン間の置換）が挙げられる。類似アミノ酸または保存的アミノ酸置換
とは、あるアミノ酸残基を類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置き換える置換でもあり、
これには塩基性側鎖 (例えばリシン、アルギニン、ヒスチジン)；酸性側鎖 (例えばアス
パラギン酸、グルタミン酸); 非荷電極性側鎖(例えばグリシン、アスパラギン、グルタミ
ン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン、ヒスチジン)；非極性側鎖(例えばアラ
ニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、ト
リプトファン); β分枝側鎖(例えばトレオニン、バリン、イソロイシン)、および芳香族
側鎖(例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン)を有するアミノ酸が含まれる
。比較的分類しにくいとされるプロリンは、脂肪族側鎖を有するアミノ酸(例えばLeu、Va
l、Ile、およびAla)と特性が似ている。特定の状況では、グルタミンをグルタミン酸で、
またはアスパラギンをアスパラギン酸で置き換えることは、グルタミンとアスパラギンが
それぞれグルタミン酸とアスパラギン酸のアミド誘導体であるという点に置いて類似置換
と見なすことができる。変異体はさらに、あるいはこれとは別に、ウイルス性ポリペプチ
ドの特性(結合特性を含む)に悪影響を及ぼさない非保存的変化を含みうる。
【００６２】
　変異体はさらに（あるいは代わりに）、例えばポリペプチドの活性に最小限の影響しか
与えないアミノ酸の欠失または付加により改変されうる。特に、変異体はアミノ末端およ
び／またはカルボキシ末端において追加のアミノ酸配列を有しうる。かかる配列は、例え
ばポリペプチドの精製または検出を促進するために利用できる。
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【００６３】
　ウイルスのビルレンスポリペプチド、その断片、一部、または変異体をコードするポリ
ヌクレオチド配列は、ウイルスゲノムで同定されたポリヌクレオチド配列を含み、また、
遺伝子コードの縮重のためゲノム配列と異なるポリヌクレオチド変異体を含む。ポリヌク
レオチド変異体はまた、本明細書に記載のウイルスビルレンスポリペプチド変異体をコー
ドするポリヌクレオチド配列を含む。
【００６４】
　当業者は、ポリペプチド変異体を調製するにあたり、当業者が通常用いる種々の突然変
異誘発技術のいずれかを用いて、ポリヌクレオチド配列に変異を容易に導入することがで
きる。突然変異は、天然型配列の断片へのライゲーションを可能にする、制限部位が両側
にある突然変異配列を有するオリゴヌクレオチドを合成することにより、特定の遺伝子座
に導入することができる。ライゲーション後に得られる再構築配列は、所望のアミノ酸の
挿入、置換または欠失を有する誘導体または変異体をコードする。
【００６５】
　あるいはまた、オリゴヌクレオチドにより特定される部位特異的(またはセグメント特
異的)突然変異誘発法を用いて、置換、欠失または挿入により変更された特定のコドンを
有する改変型ポリヌクレオチドを用意することができる。上記の改変を行うための典型的
な方法は、Walderら (Gene 42:133, 1986); Bauerら (Gene 37:73, 1985); Craik (BioTe
chniques, January 1985, 12-19); Smithら (Genetic Engineering:　Principles and Me
thods, Plenum Press, 1981); およびSambrookら (上記)に開示されている。所望の欠失
に隣接する都合のよい制限エンドヌクレアーゼ部位を利用することにより、ウイルスのビ
ルレンスポリペプチドの欠失誘導体またはトランケーション誘導体(例えば可溶性の細胞
外部分)を構築することもできる。制限の後に、突出部分を埋め、DNAを再度ライゲーショ
ンさせることができる。上記のような改変を行うための典型的な方法の例は、Sambrookら
 (Molecular Cloning:　A Laboratory Manual, 第3版, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press (2001))に開示されている。
【００６６】
　ポリヌクレオチドに導入される突然変異は、コード配列のリーディングフレームを保存
することが好ましい。さらに、突然変異は、転写されたときに、mRNAの翻訳に悪影響を及
ぼすと考えられる二次mRNA構造（例えばループまたはヘアピン）を生じるようにハイブリ
ダイズする相補的な領域を生成させないことが好ましい。突然変異部位を予め決定するこ
とはできるが、該突然変異の性質それ自体を予め決定する必要はない。例えばランダム突
然変異誘発を標的コドンに行い、発現した変異体を生物学的活性の獲得、喪失、または保
持についてスクリーニングすることができる。あるいは突然変異は、天然配列の断片への
ライゲーションを可能にする制限部位が両側にある変異型配列を有するオリゴヌクレオチ
ドを合成することにより、特定の遺伝子座に導入することができる。ライゲーション後に
得られる再構築配列は、所望のアミノ酸の挿入、置換または欠失を有する誘導体をコード
する。本明細書に記載のウイルスビルレンスポリペプチドまたは融合タンパク質をコード
する核酸分子はまた、例えばポリメラーゼ連鎖反応(PCR)突然変異誘発、化学的突然変異
誘発(Drinkwater and Klinedinst, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3402-3406, 1986)；
強制ヌクレオチド誤組込み (例えばLiao and Wise Gene 88:107-111, 1990)；またはラン
ダムに突然変異させたオリゴヌクレオチドの使用(Horwitzら, Genome 3:112-117, 1989)
などといった技術を用いて構築することができる。
【００６７】
　２以上のウイルス性ポリヌクレオチドならびにそれがコードするポリペプチドおよび変
異体の、それぞれヌクレオチド配列およびアミノ酸配列は、任意の標準的なソフトウェア
プログラム、例えばBLAST、tBLAST、pBLAST、またはMegAlignを用いて比較することがで
きる。さらにその他のものとしては、DNASTAR社(登録商標) (Madison、Wisconsin) が作
製したLasergeneバイオインフォマティックスコンピュータソフトウェア一式に提供され
るプログラム; CLUSTALWプログラム (Thompsonら, Nucleic Acids Res. 22:4673-80 (199
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1))；および「GeneDoc」 (Nicholasら, EMBNEW News 4:14 (1991))が挙げられる。ALIGN
またはBLASTなどのアルゴリズムの文献は例えばAltschul, J. Mol. Biol. 219:555-565, 
1991; またはHenikoff and Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 19
92に見出せる。BLASTはNCBIのウェブサイトから入手することができる。かかるアルゴリ
ズムとしてはAlignまたはBLASTアルゴリズムが挙げられ（例えばAltschul、J. Mol. Biol
. 219:555-565, 1991; Henikoff and Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-
10919, 1992を参照されたい)、これらもNCBIウェブサイトで入手することができる([オン
ライン]インターネットのncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLASTを参照されたい)。デフォルト
パラメーターを使用してもよい。最適アライメントを決定することにより２種のヌクレオ
チド配列またはアミノ酸配列を比較するための他の方法は、当業者によって実施されてい
る(例えばPeruski and Peruski、The Internet and the New Biology: Tools for Genomi
c and Molecular Research (ASM Press, Inc. 1997); Wuら(編)、“Information Superhi
ghway and Computer Databases of Nucleic Acids and Proteins,” in Methods in Gene
 Biotechnology、123-151頁 (CRC Press, Inc. 1997); およびBishop (編), Guide to Hu
man Genome Computing, 第2版(Academic Press, Inc. 1998)を参照されたい)。
【００６８】
　本明細書において用いる「同一性パーセント」とは、ウイルス性ポリペプチド(すなわ
ち少なくとも１つのビルレンス形質を示すウイルス性ポリペプチドであるウイルスのビル
レンスポリペプチド)またはその断片もしくは変異体の配列を、コンピュータ実行アルゴ
リズムを使用し、典型的にはデフォルトパラメーターを用いて、テスト配列と比較するこ
とにより得られるパーセント値である。変異型ポリペプチドは、種々の突然変異、例えば
点突然変異、フレームシフト突然変異、ミスセンス突然変異、付加、欠失などを１以上含
むように作製することができ、または変異体は修飾、例えば特定の化学置換基による修飾
（これにはグリコシル化、アルキル化なども含まれる）の結果生じるものでありうる。本
明細書において用いる、２種のペプチドまたはポリペプチド間の「類似性」は、一般に、
あるペプチドまたはポリペプチドのアミノ酸配列を、第２のペプチドまたはポリペプチド
のアミノ酸配列およびその保存されたアミノ酸置換体と比較することにより決定する。
【００６９】
　ウイルスのビルレンスポリペプチドも含め、ウイルス性ポリペプチドは、当技術分野で
用いられる化学合成法(自動化手法による合成を含む)により、該ポリペプチドを化学合成
して調製することができる。ポリペプチドの自動合成装置はPerkin-Elmer社, Applied Bi
oSystems Division (Foster City, CA)などの業者から市販されており、業者の説明書に
したがい稼働させることができる。かかるポリペプチドは、市販の固相技術のいずれか、
例えばMerrifield固相合成法を用いて、合成することができ、この方法では成長するアミ
ノ酸鎖にアミノ酸が逐次的に付加される(例えばMerrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149
 (1963)を参照されたい)。例えばポリペプチドは、N-α-(9-フルオレニルメチルオキシカ
ルボニル(Fmoc)またはtert-ブトキシカルボニル(tBoc)-保護ストラテジーを用いて、ヘキ
サフルオロリン酸2-(1H-7-アザベンゾトリアゾール-1-イル)-1,1,3,3-テトラメチルウロ
ニウム(HATU)またはヘキサフルオロリン酸2-(1H-ベンゾトリアゾール-1-イル)-1,1,3,3-
テトラメチルウロニウム(HBTU)をカップリング剤として使用し、合成することができる(
例えばSchnoelzerら, Int. J. Pept. Protein Res. 40、180-193 (1992); Hackengら, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 94:7845-50 (1997)を参照されたい)。粗製のポリペプチドは
、分取逆相クロマトグラフィーを用いてさらに精製することができる。他の精製方法、例
えば分画クロマトグラフィー、ゲル濾過、ゲル電気泳動、またはイオン交換クロマトグラ
フィーを使用してもよい。さらにD-アミノ酸またはL-アミノ酸およびその組み合わせを含
め、あらゆる天然アミノ酸またはその誘導体を用いることができる。特定の実施形態では
、合成ウイルス性ポリペプチドは、ウイルスゲノムによりコードされるアミノ酸配列と同
一であるか、または少なくとも80％同一である(これには少なくとも85％、90％、もしく
は95％または80％～100％の間の任意のパーセントが含まれる)アミノ酸配列を有する。
【００７０】
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　あるいはまた、ウイルスのビルレンスポリペプチドは、本明細書に記載のおよび／また
は当技術分野で通常用いられる組換え発現方法により調製することができ、このときウイ
ルス性ポリペプチドまたはウイルス性ポリペプチドを含む融合タンパク質は、核酸発現構
築物中の発現制御配列(例えばプロモーター、エンハンサー、転写開始部位)に機能的に連
結されたポリヌクレオチドから発現される。本明細書に詳述するウイルス性ポリペプチド
およびウイルス性ポリペプチドを含む融合ポリペプチドは、かかるポリペプチドをコード
する任意のポリヌクレオチドを含むベクターおよび構築物、特に組換え発現構築物を用い
て発現させることができる。宿主細胞をベクターおよび／または構築物で遺伝的に操作し
て、こうしたポリペプチドおよび融合タンパク質、またはその断片もしくは変異体を組換
え技術により産生させる。本明細書に記載の各々のポリペプチドおよび融合ポリペプチド
は、適当なプロモーターの制御下で、哺乳動物細胞、酵母、細菌または他の細胞内で発現
させることができる。DNA構築物から誘導されたRNAを使用し、無細胞翻訳系を用いてかか
るタンパク質を産生させることもできる。原核性および真核性の宿主用の適当なクローニ
ングベクターおよび発現ベクターは、例えばSambrookら, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual, 第３版, Cold Spring Harbor, New York, (2001)に記載されている。
【００７１】
細胞および細胞性ポリペプチド
　疾病過程のエフェクターによって何らかの方法で影響される細胞性ポリペプチド、また
は該エフェクターである細胞性ポリペプチドを同定するための方法をここに記載する。細
胞性ポリペプチドの生物学的活性を少なくとも１つ(すなわち１以上)変更すること(統計
的に有意にまたは生物学的に有意に増加または減少させること)により、疾病過程を抑制
する、消失させる、遅延させる、または妨害することができ、それにより、罹患した宿主
の疾患または障害が治療および／または予防され、あるいは／または、該疾患または障害
の少なくとも１つの症状が抑制、軽減、または消失される。
【００７２】
　本明細書に記載するように、ウイルス、例えばポックスウイルスは、感染中に発現され
るタンパク質をコードしており、該タンパク質は1以上の細胞性分子と相互作用すること
により宿主免疫系を回避するおよび／または宿主免疫系を抑制するウイルスの能力に寄与
している。こうしたウイルス性ポリペプチドは、限定するものではないが、細胞表面抗原
、細胞表面受容体、サイトカイン、ケモカイン、サイトカインまたはケモカイン結合タン
パク質、細胞内シグナリングポリペプチド、または細胞表面受容体もしくはシグナル伝達
分子の基質、および免疫応答に影響を及ぼしそれを調節する他の免疫調節分子を含む細胞
性ポリペプチドと相互作用する(例えば米国特許第5,359,039号、米国特許第6,852,486号
、米国特許第5,871,740号、米国特許第6,843,991号、米国特許第6,355,252号を参照され
たい)。
【００７３】
　細胞性ポリペプチドは、インタクトな細胞、細胞画分、および／または細胞上清を含む
生物学的サンプルを用いて、本明細書に記載の方法にしたがい同定することができる。本
明細書において用いる「生物学的サンプル」とは、特定の実施形態において、少なくとも
１つの細胞または細胞の画分または細胞の上清を含むサンプルを言う。生物学的サンプル
は、血液サンプル(ここから血清または血漿を調製することができる)、生検標本、体液(
例えば肺洗浄液、腹水、粘膜洗浄液、滑液)、骨髄、リンパ節、組織移植片、臓器培養物
、または被験者もしくは生物学的供給源からの任意の他の組織もしくは細胞調製物であり
得る。
【００７４】
　被験者または生物学的供給源は、ヒトまたは非ヒト動物、初代細胞培養物(例えば免疫
細胞、ウイルス感染細胞)、または培養適合細胞株（染色体に組み込まれたまたはエピソ
ーム性の組換え核酸配列を含んでもよい遺伝子操作細胞株、不死化されたまたは不死化可
能な細胞株、体細胞ハイブリッド細胞株、分化したまたは分化可能な細胞株、形質転換細
胞株などを含むが、これらに限らない）とすることができる。種々の正常細胞および腫瘍
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細胞タイプを用いてウイルスのビルレンスポリペプチドと結合するまたは相互作用する細
胞性ポリペプチドを同定することができ、このような細胞としては、B細胞およびT細胞(
活性化または非活性化)、マクロファージ、上皮細胞、線維芽細胞、ならびにRaji(B細胞
リンパ腫)、THP-1(急性単球性白血病)、およびJurkat(T細胞リンパ腫)のような細胞株が
挙げられる。本明細書に記載の方法に有用な細胞は免疫細胞であり、これにはT細胞、B細
胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージなどが含まれる。免疫細胞は、本明細書に記
載の生物学的サンプル中に存在するか、またはそれから単離することができる。例えば、
免疫細胞または任意の他の細胞は、初代もしくは長期細胞培養から得ることができ、また
は被験体(ヒトまたは非ヒト動物)から得られた生物学的サンプル中に存在するか、または
それから単離することができる。
【００７５】
　サンプルはさらに、形態学的完全性または物理的状態が、例えば下記の手段により破壊
された組織または細胞調製物を意味する：切開、解離、可溶化、分画化、ホモジェナイズ
、生化学的もしくは化学的抽出、粉状化、凍結乾燥、超音波処理、またはその組み合わせ
、あるいは被験者または生物学的供給源に由来するサンプルを処理するための他の手段。
かかる細胞調製物としては、本明細書に記載の方法に用いることのできる細胞溶解物また
は細胞抽出物などの細胞画分が挙げられる。細胞画分には、細胞由来の１以上の分離され
たオルガネラの調製物も含まれる。細胞オルガネラとしては、限定するものではないが、
核、ミトコンドリア、核小体、中心小体、中心体、ゴルジ体、細胞骨格、サイトゾル、分
泌小胞、リソソーム、ペルオキシソーム、液胞、細胞膜、および小胞体が挙げられる。細
胞画分にはまた、複雑な多分子構造体、例えば脂質ラフトおよび他の転送および輸送複合
体も含まれる。細胞画分および単離された細胞オルガネラは、当技術分野で通常使用され
る方法により調製することができる。
【００７６】
　本明細書に記載するように、ウイルスのビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリ
ペプチドには、細胞により分泌される細胞性ポリペプチドが含まれる。したがって、例え
ば細胞洗浄液、細胞培地、または馴化培地(すなわち、細胞が細胞性ポリペプチドを分泌
するのに十分な期間にわたり増殖させた培養中の細胞からの培地)、または任意の他の細
胞外調製物を含めた、細胞上清を本明細書に記載の方法に使用することができる。血液、
血清、血漿、脳脊髄液、または本明細書に記載の他の体液のような生物学的サンプルは、
ウイルス性ポリペプチドが結合する1以上の細胞性ポリペプチドを含むことがあり、細胞
により分泌されるか、または正常もしくは異常な細胞死を含む他のプロセスを介して細胞
から放出される細胞性ポリペプチドの存在を検出するための供給源として使用することが
できる。
【００７７】
　特定の実施形態では、本明細書に詳述するように、細胞または細胞画分もしくは上清を
、アフィニティタグに融合したウイルス性ポリペプチドを含む融合タンパク質と接触させ
る前に、それと同時に、またはその後に、細胞を刺激する。細胞は、少なくとも１種の刺
激、少なくとも２種の刺激、または２種を超える異なる刺激を用いて刺激することができ
る。典型的な刺激としては、細胞により発現されるコグネイト抗原(例えば細胞表面マー
カー抗原または細胞表面受容体)に特異的に結合する抗体；ホルボールエステル(これは遺
伝子発現をモジュレートし、細胞骨格を再編成し、かつ／または大量タンパク質合成を刺
激する) (例えばホルボール12-ミリステート13-アセテート(PMA))、ならびに他のマイト
ジェン (例えばコンカナバリンAおよび他のレクチン、リポ多糖、フィトヘマグルチニン 
(PHA)、ポークウィードマイトジェン(PWM)、インスリン、ポリペプチド増殖因子)、サイ
トカイン、ケモカイン、およびイオノマイシンが挙げられる。特定の実施形態では、細胞
を少なくとも２種の薬剤の組み合わせ、例えばPMAとイオノマイシンまたはPWMとインスリ
ンに曝露することができる。
【００７８】
ウイルス性ポリペプチド/細胞性ポリペプチド複合体の検出
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　本明細書に記載するように、ウイルスのビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリ
ペプチドを同定する方法であって、細胞性ポリペプチドの供給源(例えば細胞、細胞画分
、または細胞上清)と、ウイルス性ポリペプチドとを、該ウイルス性ポリペプチドが該細
胞性ポリペプチドと複合体を形成するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触さ
せること(混合すること、組み合わせること、または何らかの様式で相互作用させること)
を含む、前記方法を提供する。次いでウイルス性ポリペプチド/細胞性ポリペプチド複合
体を検出および／または単離することができる。特定の実施形態では、ウイルス性ポリペ
プチドはアフィニティタグと融合しており、融合タンパク質を形成する。かかる融合タン
パク質は、細胞性ポリペプチドの精製および／または単離のためのタンデムアフィニティ
精製などの方法に使用することができる。細胞性ポリペプチドの正体は、当技術分野で使
用され本明細書に記載される種々の方法、例えばLC-MS/MSなどにより決定することができ
る。
【００７９】
融合タンパク質：　アフィニティタグに融合させたウイルス性ポリペプチド
　ある実施形態において、ウイルスのビルレンスポリペプチド(またはその断片)は、アフ
ィニティタグと融合しており、これは細胞性ポリペプチドを同定するための本明細書に記
載の方法に使用することができる。アフィニティタグは、当技術分野で用いられる方法に
したがい、少なくとも１つのポリペプチドタグおよび／または少なくとも１つの検出可能
な成分(または標識もしくはレポーター分子)、例えば酵素、細胞毒性薬剤、または他のレ
ポーター分子、例えば色素、放射性核種、発光団、蛍光団、またはビオチンなどを含みう
る。ポリペプチドの放射性標識技術は当技術分野で知られている (例えばAdams, In Vivo
 12:11-21 (1998); Hiltunen, Acta Oncol.　32:831-9 (1993) を参照されたい)。検出可
能な成分は、例えば該ポリペプチドに存在する利用可能なアミノ酸側鎖、末端アミノ酸、
または炭水化物官能基を介して、ウイルス性ポリペプチドまたはポリペプチドタグに結合
されるが、このとき該結合または結合法が分子の有用性を消失させるように結合特性に悪
影響を及ぼすものではないことを条件とする。特に官能基としては、例えば遊離のアミノ
基、イミノ基、チオール基、ヒドロキシル基、カルボキシル基、またはアルデヒド基が挙
げられる。ポリペプチド(ウイルス性ポリペプチド、またはアフィニティタグのポリペプ
チドタグ部分)および検出可能な成分の結合は、かかる官能基および検出可能な成分中の
適当な官能基を介して達成されうる。連結は直接または間接的（スペーシング基もしくは
架橋基を介する）であってよい(例えば国際特許出願公開番号WO 93/06231、WO 92/22583
、WO 90/091195、およびWO 89/01476を参照されたい；また、例えばPierce Biotechnolog
y社、Rockford、ILなどの業者を参照のこと)。
【００８０】
　ポリペプチドタグを有するアフィニティタグは、当業者が熟知している種々の技術によ
りウイルス性ポリペプチドに結合させることができる。ウイルス性ポリペプチドとアフィ
ニティタグを含む融合タンパク質は、細胞性ポリペプチドに結合したときに、例えば以下
の方法や技術により検出、同定または単離されうる：ポリペプチドタグと検出可能なコグ
ネイト結合分子(すなわちコグネイトリガンド)との相互作用、検出可能な成分(例えば標
識成分)による融合タンパク質の直接共有結合的修飾、融合タンパク質の特定の標識化レ
ポーター分子への非共有結合的結合、酵素活性を有する成分を含む融合タンパク質による
検出可能な基質の酵素的改変、または融合タンパク質の固相支持体上への(共有結合また
は非共有結合による)固定化。アフィニティタグのコグネイトリガンド（ポリペプチドタ
グのコグネイトリガンドを含む）は、ポリペプチドタグと相互作用して複合体を形成する
ことのできる分子である。コグネイトリガンドの例としては、限定するものではないが、
ポリペプチドタグに特異的に結合する抗体(またはそのフラグメントもしくは誘導体)、小
分子、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ホルモン、細胞受容体ポリペプチド(または
その断片もしくはドメイン)、細胞表面抗原、またはポリペプチドタグが結合する他の細
胞性分子が挙げられる。ウイルス性ポリペプチドは、当技術分野で記載され当業者が通常
用いる方法にしたがい、望ましいアフィニティ特性を有するペプチドタグのような別のポ
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リペプチドに融合することができる(例えば米国特許第5,100,788号; WO 89/03422; 米国
特許第5,489,528号、米国特許第5,672,691号; WO 93/24631; 米国特許第5,168,049号、米
国特許第5,272,254号; EP 511,747を参照されたい)。
【００８１】
　特定の実施形態では、ウイルスのビルレンスポリペプチドに結合しているアフィニティ
タグは、少なくとも１つのポリペプチドタグを含む；特定の他の実施形態では、アフィニ
ティタグは少なくとも２、３、または４以上のポリペプチドタグを含む。ポリペプチドタ
グの例としては、限定するものではないが、免疫グロブリンFcポリペプチド、免疫グロブ
リン ムテインFcポリペプチド、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ポリペプチ
ド(またはそのドメインもしくはペプチド)、プロテインCタグ、ストレプトアビジン結合
ペプチド(またはその断片)、プロテインA断片(例えばIgG結合ZZポリペプチド)、およびSo
ftagTMペプチドが挙げられる。さらなるアフィニティタグとしては、ポリヒスチジンタグ
(hisタグ)またはFLAG(登録商標)エピトープタグ(DYKDDDDK、配列番号20)、β-ガラクトシ
ダーゼ、アルカリホスファターゼ、GST、またはXPRESSTM エピトープタグ(DLYDDDDK、配
列番号21；(Invitrogen社, Carlsbad, CA)などが挙げられる(例えば米国特許第5,011,912
号; Hoppら, Bio/Technology 6:1204 (1988)を参照されたい)。アフィニティ配列はベク
ターにより供給され、例えばヘキサヒスチジンタグはpBAD/His (Invitrogen社)により提
供される。あるいはまた、アフィニティ配列は、合成的に付加したり、または核酸コード
配列を組換えにより作製するために使用するプライマーに(例えばポリメラーゼ連鎖反応
を用いて)組込むことができる。
【００８２】
　ある実施形態において、少なくとも１つのポリペプチドタグはFcポリペプチドである。
特定の実施形態では、Fcポリペプチドはヒト起源であり、どのような免疫グロブリンクラ
ス、例えばヒトIgG1、IgG2、IgG3、IgG4、またはIgA由来であってもよい。特定の実施形
態では、FcポリペプチドはヒトIgG1免疫グロブリン由来である(Kabatら, Sequences of P
roteins of Immunological Interest、第4版、(U.S. Dept. of Health and Human Servic
es、U.S. Government Printing Office, 1991)を参照されたい)。別の実施形態において
、Fcポリペプチドは非ヒト動物、例えば限定するものではないが、マウス、ラット、ウサ
ギ、またはハムスター由来のFcポリペプチドのアミノ酸配列を含みうる。Fcポリペプチド
の結合パートナー(またはコグネイトリガンド)としては、例えばプロテインA(または免疫
グロブリンFcポリペプチドに結合するプロテインAの少なくとも１つのドメイン)；プロテ
インG；特定の生物種に由来するFcポリペプチドと特異的に結合する抗体またはそのフラ
グメントもしくは誘導体(例えば、特定の生物種由来の、特定のクラスまたはアイソタイ
プのFcポリペプチドと特異的に結合する抗体、例えばヒトIgG1 Fcポリペプチドと特異的
に結合する抗体)が挙げられる。Fcポリペプチドを含むアフィニティタグを有する融合タ
ンパク質は、例えば融合タンパク質が細胞性ポリペプチドと複合体を形成したときに該複
合体を本明細書に記載のまたは当技術分野で知られているFcポリペプチド結合パートナー
またはリガンドのいずれか１つと接触させることにより、同定、検出または単離すること
ができる。
【００８３】
　ヒトおよび種々の生物種に由来するFcポリペプチドのアミノ酸配列は当技術分野で入手
可能であり、例えばKabatら (Sequences of Proteins of Immunological Interest、第4
版(U.S. Dept. of Health and Human Services、U.S. Government Printing Office, 199
1))より入手可能である。一例として、本明細書に記載の融合タンパク質のFcポリペプチ
ドタグは、ヒト免疫グロブリン、例えばIgG1のヒンジ領域、CH2ドメイン、およびCH3ドメ
インの全部または一部のアミノ酸配列を含み得る。Fcポリペプチドは第２のFcポリペプチ
ドと相互作用し、共有結合（例えばジスルフィド結合の形成）および非共有結合相互作用
を介して二量体を形成することができる。
【００８４】
　本明細書に記載のFcポリペプチドには、Fcポリペプチド変異体も含まれる。かかるFcポ
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リペプチド変異体の１種は、鎖間ジスルフィド結合を形成する1個以上のシステイン残基(
例えばヒンジ領域における1個以上のシステイン残基)が別のアミノ酸、例えばセリンで置
換されており、Fcポリペプチドを形成する２つの重鎖定常領域ポリペプチド間に形成され
得る鎖間ジスルフィド結合の数が減っている。さらに、またはこれとは別に、典型的には
免疫グロブリン分子中の軽鎖定常領域とジスルフィド結合を形成するヒンジ領域の最もア
ミノ末端のシステイン残基を欠失または置換（例えばセリン残基で置換）することができ
る。Fcポリペプチド変異体の別の例は、Fcポリペプチドのエフェクター機能のレベルが低
下するようにエフェクター機能に関与する1個以上のアミノ酸が置換または欠失された変
異体である。例えばFc領域中のアミノ酸を置換することにより、補体カスケードの成分の
結合を低下もしくは排除したり(例えばDuncanら, Nature 332:563-64 (1988); Morganら,
 Immunology 86:319-24 (1995)を参照されたい)、または免疫細胞により発現されるIgG F
c受容体に結合するFcフラグメントの能力を低下もしくは無効化したり (Winesら, J. Imm
unol. 164:5313-18 (2000); Chappelら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9036 (1991); 
Canfieldら, J. Exp. Med. 173:1483 (1991); Duncanら, 上記)；または抗体依存性細胞
傷害性を変更したりすることができる。野生型Fcポリペプチドと異なる、このようなFcポ
リペプチド変異体のことを本明細書では、ムテインFcポリペプチドとも言う。
【００８５】
　ある実施形態において、ウイルスのビルレンスポリペプチド(またはその断片もしくは
変異体)は、野生型Fc領域ポリペプチドにおいてFcポリペプチドまたは免疫グロブリンの1
以上のIgG Fc受容体（特定の免疫細胞上に発現される）への結合に寄与する残基が少なく
とも１つ置換されたFcポリペプチドと、インフレームで融合される。かかるムテインFcポ
リペプチドは、ムテインFcポリペプチドのCH2ドメイン中の少なくとも１つのアミノ酸残
基の置換を有し、その結果、IgG Fc受容体（例えば免疫細胞の表面に存在するIgG Fc受容
体）に結合する融合ポリペプチドの能力が低下する。
【００８６】
　背景として、ヒト白血球上では３種の異なるタイプのFc IgG-受容体が発現されており
、これらは構造および機能的な特性、ならびに抗原構造により識別可能である（この差異
はCD特異的モノクローナル抗体により検出される）。これらのIgG Fc受容体はFcγRI (CD
64)、FcγRII (CD32)、およびFcγRIII (CD16)と呼ばれており、これらは互いに重複する
サブセットの白血球上に示差的に発現される。
【００８７】
　FcγRI (CD64)は、単球、マクロファージ、好中球、骨髄前駆細胞、および樹状細胞上
に発現される高親和性受容体であり、アイソフォームlaおよびlbを含む。FcγRII (CD32)
は、IIa、IIb1、IIb2、IIb3、およびIIcのアイソフォームを含み、最も広く分布している
ヒトFcγRタイプの低親和性受容体である。これはほとんどのタイプの血液白血球、なら
びにランゲルハンス細胞、樹状細胞、および血小板上に発現される。FcγRIII (CD16)に
は２つのアイソフォームがあり、そのいずれもヒトIgG1およびIgG3に結合することができ
る。FcγRIIIaアイソフォームはIgGに対して中程度の親和性を有し、マクロファージ、単
球、ナチュラルキラー(NK)細胞、およびT細胞サブセット上に発現される。FcγRIIIbはIg
Gに対する低親和性受容体であり、好中球上に選択的に発現される。
【００８８】
　IgG Fc受容体結合に寄与するCH2ドメインのアミノ末端部分の残基には、位置Leu234-Se
r239の残基が含まれる (Leu-Leu-Gly-Gly-Pro-Ser (配列番号22) (EU ナンバリングシス
テム、Kabatら, 上記) (例えばMorganら, Immunology 86:319-24 (1995)およびそこに引
用されている参考文献を参照されたい)。これらの位置は、典型的なヒトIgG1 Fcポリペプ
チドのアミノ酸配列(配列番号25)の位置15-20に対応する。CH2ドメイン中のこれら６つの
位置の１以上 (すなわち１、２、３、４、５、または６つ全て) のアミノ酸の置換は、1
以上のIgG Fc受容体(またはそのアイソフォーム)に結合するFcポリペプチドの能力の低下
をもたらす (例えばBurtonら, Adv. Immunol. 51:1 (1992); Hulettら, Adv. Immunol. 5
7:1 (1994); Jefferisら, Immunol. Rev. 163:59 (1998); Lundら, J. Immunol. 147:265
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7 (1991); Sarmayら, Mol. Immunol. 29:633 (1992); Lundら, Mol. Immunol. 29:53 (19
92); Morganら, 上記を参照されたい)。EU 位置234-239における1以上のアミノ酸の置換
に加えて、この領域(位置239のカルボキシ末端側または位置234のアミノ末端側のいずれ
か)に隣接する１、２、または３個またはそれ以上のアミノ酸が置換されていてもよい。
【００８９】
　一例として、位置235のロイシン残基(これは配列番号25の位置16に対応する)をグルタ
ミン酸残基またはアラニン残基で置き換えると、FcγRIに対する免疫グロブリン(例えば
ヒトIgG3)の親和性が、それぞれ消失または低減する(Lundら, 1991、上記; Canfieldら, 
上記; Morganら, 上記)。別の例として、位置234および235のロイシン残基(これは配列番
号25の位置15および16に対応する)を、例えばそれぞれアラニン残基で置き換えると、Fc
γRIIaへの免疫グロブリンの結合が消失する(例えばWinesら, 上記を参照されたい)。あ
るいは、位置234のロイシン(配列番号25の位置15に対応する)、位置235のロイシン(配列
番号25の位置16に対応する)、および位置237のグリシン(配列番号25の位置18に対応する)
を、それぞれ異なるアミノ酸で置き換えることができ、例えば位置234のロイシンをアラ
ニン残基(L234A)で、位置235のロイシンをアラニン残基(L235A)またはグルタミン酸残基(
L235E)で、位置237のグリシン残基を別のアミノ酸、例えばアラニン残基(G237A)で置き換
えてもよい。
【００９０】
　ある実施形態において、ウイルスのビルレンスポリペプチド(またはその変異体もしく
は断片)とインフレームで融合したムテインFcポリペプチドは、本明細書に記載のように
、ヒトIgG1 CH2ドメインの位置234-239(EUナンバリングシステム)に対応する、配列番号2
5の位置15-20に１、２、３、４、５、または６つの突然変異を有する。典型的なムテイン
Fcポリペプチドは配列番号23に示したアミノ酸配列からなり、ここにおいて(L234A)、(L2
35E)、および(G237A)に対応する置換は配列番号23の位置13、14、および16に存在する。
【００９１】
　別の実施形態において、ムテインFcポリペプチドは、Fcポリペプチドのヒンジ領域中の
システイン残基の突然変異を含む。一実施形態においては、完全な免疫グロブリン分子に
おいて軽鎖の定常領域のシステインとジスルフィド結合を形成する、Fcポリペプチドのヒ
ンジ領域のアミノ末端に最も近位のシステイン残基(例えば、野生型IgG1免疫グロブリン
のFc部分のヒンジ領域のアミノ末端に最も近位のシステイン残基)が欠失されるか、また
は別のアミノ酸で置換される。すなわち、例として、配列番号25の配列を有する典型的な
Fcポリペプチドの位置1のシステインに対応するシステイン残基を欠失させるか、または
この位置のシステイン残基を、ジスルフィド結合を形成することのできない別のアミノ酸
、例えばセリン残基で置換する。別の実施形態において、ムテインFcポリペプチドはFcポ
リペプチドのヒンジ領域のアミノ末端に最も近位のシステイン残基の欠失または置換を有
し、さらに隣接するC末端アミノ酸の欠失または置換を有する。特定の実施形態では、こ
のシステイン残基および隣接C末端残基の両方がムテインFcポリペプチドのヒンジ領域か
ら欠失される。具体的な実施形態では、ムテインFcポリペプチドは、配列番号25の位置1
に対応する位置のシステイン残基と配列番号25の位置2に対応する位置のアスパラギン酸
が欠失されたアミノ酸配列からなる。ヒンジ領域でこれらのシステインおよびアスパラギ
ン酸残基が欠失されているFcポリペプチドは、宿主細胞内で効率的に発現され、特定の場
合には、野生型のシステインおよびアスパラギン酸残基を保持するFcポリペプチドよりも
細胞内で効率的に発現され得る。
【００９２】
　ある特定の実施形態において、ムテインFcポリペプチドは、野生型Fcポリペプチド (配
列番号25)と異なる配列番号23のアミノ酸配列からなる。配列番号23のアミノ酸配列では
、配列番号25の位置1のシステイン残基が欠失されており、配列番号25の位置2のアスパラ
ギン酸も欠失されており、配列番号25の位置15のロイシン残基はアラニン残基で置換され
ており(すなわち配列番号23の位置13)、位置16のロイシン残基はグルタミン酸残基で置換
されており(すなわち配列番号23の位置14)、位置18のグリシンはアラニン残基で置換され
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ている(すなわち配列番号23の位置16) (図6；配列番号23を参照されたい)。したがって、
典型的なムテインFcポリペプチドは、そのアミノ末端部分にKTHTCPPCPAPEAEGAPS (配列番
号26)というアミノ酸配列を有する(典型的なFcムテイン配列である配列番号23を参照され
たい)。
【００９３】
　他のFc変異体は、ごくわずかな変更、例えば、限定するものではないが、共有結合性化
学的修飾、挿入、欠失および／または置換（これには保存的置換も含まれる）を有する、
既知のFcポリペプチド配列と類似したアミノ酸配列を包含する。互いに類似しているアミ
ノ酸配列は広範な配列相同性の領域を共有している。同様に、Fc変異体をコードするヌク
レオチド配列は、実質的に類似するヌクレオチド配列を包含し、ごくわずかな変更、例え
ば限定するものではないが、共有結合性化学的修飾、挿入、欠失および／または置換（こ
れには遺伝子コードの縮重によるサイレント突然変異も含まれ得る）を有し得る。互いに
類似しているヌクレオチド配列は広範な配列相同性の領域を共有している。
【００９４】
　アフィニティタグとして、単独でまたは少なくとも１つの追加のポリペプチドタグと共
に、使用することのできる別のポリペプチドタグとしては、赤血球凝集素ペプチドが挙げ
られるが、これは特定の実施形態ではヒトインフルエンザ赤血球凝集素ペプチドである。
典型的な赤血球凝集素ペプチドのアミノ酸配列は、YPYDVDYA (配列番号1)を含む。赤血球
凝集素ペプチドに特異的に結合する抗体は、赤血球凝集素ペプチドに対するコグネイトリ
ガンドの例であり、市販されている(例えばRoche Diagnostics社,. Roche Applied Scien
ce, Indianapolis, IN; Vector Laboratories社, Burlingame, CA)。
【００９５】
　別の実施形態においては、cAMPキナーゼまたはCBPドメインまたはCBPペプチドに由来す
るカルモジュリン結合ポリペプチド(CBP)を、少なくとも１つのポリペプチドタグとして
使用することができる(例えばPuigら, Methods 24:218-29 (2001)を参照されたい)。CBP
全長ポリペプチドのペプチドまたはドメインであるCBP成分は、カルシウム(Ca2+)の存在
下でカルモジュリン(すなわちコグネイトリガンド)に結合することができる。典型的なCB
Pペプチドは配列番号3の配列(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL) を有し、これは、カルモジ
ュリン結合タンパク質の隣接アミノ酸であるかまたはスペーサーペプチドに相当する、少
なくとも１、２、３、４、５、６、７個、またはそれ以上のアミノ酸をアミノ末端または
カルボキシ末端のいずれかに有し得る。CBP成分とカルモジュリンとの相互作用は、EGTA
またはEDTAのようなキレート剤の添加により妨害することができる。特定の場合には、ウ
イルスのビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定するための本明細
書に記載の方法に用いる細胞、細胞画分、または細胞上清中に内在性カルモジュリンが存
在する。CBP成分を有する融合タンパク質の内在性カルモジュリンへの結合は、融合タン
パク質:細胞性ポリペプチド複合体(または本明細書に記載の方法により形成される他の複
合体)をカルモジュリンの外来供給源にさらす前に、キレート剤を添加することにより防
止したり、著しく減少させたりすることができる。
【００９６】
　アフィニティタグは、ポリペプチドタグとしてプロテインCタグを含むこともできる。
プロテインCタグは、ヒトプロテインC (ビタミンK依存型セリンプロテアーゼ)の重鎖に由
来するアミノ酸配列EDQVDPRLIDGK (配列番号4)を有する。プロテインCタグのポリペプチ
ドタグを検出するための、またはプロテインCタグポリペプチドタグを含む複合体または
融合タンパク質を単離するための抗体は市販されている(例えばRoche Applied Science社
; Delta BioLabs社, Gilroy, CA; Abcam社, Cambridge, MA; Immunology Consultants La
boratory社, Newburg, ORを参照されたい)。HPC4 (Roche Applied Science)と呼ばれる抗
体へのC-タグペプチドの結合はカルシウム依存性であり、カルシウム結合ドメインがこの
抗体上に存在する。カルシウム依存性の特異的抗体に結合されているプロテインCタグを
ポリペプチドタグとして有する融合ポリペプチドは、EDTAのようなキレート剤を用いて溶
出する (すなわちプロテインCタグと抗体との結合相互作用を破壊する) ことができる。
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【００９７】
　アフィニティタグは、ストレプトアビジン結合ペプチド(SBP) (またはその断片)をも含
みうる。SBPのアミノ酸配列は、例えばMDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP (配列
番号6、これは配列番号9のヌクレオチド配列によりコードされる)を有する。アフィニテ
ィタグは１つのSBP成分を含んでもよいし、２つのSBP成分(例えば配列番号8、これは配列
番号10のヌクレオチド配列によりコードされる)をタンデムで含んでもよく、これはスト
レプトアビジン結合ペプチドとそのコグネイトリガンドであるストレプトアビジンとの相
互作用の親和性を高める。特定の実施形態では、ストレプトアビジンとSBPペプチドタグ
の間のより低い親和性の相互作用が望ましいことがある。したがって、15アミノ酸からな
るSBPペプチド(DVEAWLDERVPLVET; 配列番号7)を使用してもよい(また、例えばLamla, Pro
tein Expr. Purif. 33:39-47 (2004) を参照されたい)。SBPポリペプチドとストレプトア
ビジンとの結合は、ストレプトアビジンへの結合についてSBPと競合するビオチンの添加
により破壊することができる。
【００９８】
　ウイルス性ポリペプチド融合タンパク質のアフィニティタグ部分に組込むことのできる
別のポリペプチドタグは、免疫グロブリンの特定のクラスおよびアイソタイプのFc部分に
結合するブドウ球菌プロテインA結合ドメインである。上記Fc部分はブドウ球菌プロテイ
ンA結合ドメインタグに対するコグネイトリガンドとして機能する。アフィニティタグは
、２つ以上のブドウ球菌プロテインA結合ドメインを含みうる。ある実施形態において、
ブドウ球菌プロテインA結合ドメインはIgG結合タンパク質ZZからなり、これが免疫グロブ
リンのFc部分に結合する(例えばNizardら, Protein Eng. 14:439-446 (2001); Nizard ら
, FEBS Lett. 433:83-88 (1998)を参照されたい)。ZZポリペプチドは、ブドウ球菌プロテ
インA（そのポリペプチド配列およびコードヌクレオチド配列は当技術分野で久しく知ら
れている）の変異型Bドメインを重複させることにより作製される(例えばNizardら, (200
1), 上記; Nilssonら, Protein Eng. 1:107-13 (1987); Ljungbergら, Mol. Immunol. 30
:1279-85 (1993)；Janssonら, FEMS Immunol. Med. Microbiol. 20:69-78 (1998) を参照
されたい；さらに、例えばGenBank登録番号M74186 (1993年6月21日)およびM74187 (1996
年5月23日) を参照されたい)。
【００９９】
　アフィニティタグは、アミノ酸配列SLAELLNAGLGGS(配列番号11) (大腸菌RNAポリメラー
ゼのエピトープ)からなるSoftagTMペプチドであるポリペプチドタグを含みうる(NeoClone
社, Madison, WI)。このペプチドタグは、Softag TMのコグネイトリガンドの例であるNT7
3と呼ばれる抗体と特異的に結合する(Thompsonら, Biochemistry 31:7003-7008 (1992); 
Anthonyら, J. Biol. Chem. 277:46433-41 (2002))。Softag TMとNT73の間の結合相互作
用は、低分子量ポリヒドロキシル化化合物 (ポリオール)および非カオトロピック塩の存
在下で破壊することができる(Thompsonら, 上記を参照されたい)。
【０１００】
　本明細書に記載のように、特定の実施形態では、ウイルスのビルレンスポリペプチドと
アフィニティタグを含む融合タンパク質は、治療薬の適当な標的となり得る細胞性ポリペ
プチドを同定するための本明細書に記載の方法に使用することができ、また、かかる細胞
性ポリペプチドを発現する細胞タイプを同定する方法に使用することができる。特定の実
施形態ではアフィニティタグは少なくとも１つのポリペプチドタグを含み、特定の他の実
施形態ではアフィニティタグは少なくとも２、３、または４つのポリペプチドタグを含み
得る。融合タンパク質は、本明細書に記載のおよび当技術分野で通常使用される合成生化
学的および有機化学的手法を用いて作製することができる。融合タンパク質はまた、やは
り本明細書に記載のおよび分子生物学の技術分野で通常使用される分子生物学的技術およ
び手法を用いて組換えにより作製し、次いで真核細胞または原核細胞において組換えタン
パク質として発現させることができる。
【０１０１】
　本発明において用いる、ウイルス性ポリペプチドおよびアフィニティタグを有する融合
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タンパク質は、融合ポリペプチドの成分間にスペーサーペプチド配列をさらに含み得る。
例えばスペーサーペプチドはウイルス性ポリペプチドとアフィニティタグの間に位置して
もよく、または該アフィニティタグが少なくとも２つのポリペプチドタグを有する場合に
は、ポリペプチドタグの間にアミノ酸スペーサー配列があってもよい。スペーサーペプチ
ドは少なくとも１、２、３、４、５、６、または７個以上のアミノ酸でありうる。スペー
サーペプチドを融合タンパク質に組み込んで、融合タンパク質の各成分の適正な折りたた
みを可能にする、または確実にする、または促進することができる。さらに、またはこれ
とは別に、融合タンパク質を組換えで作製するときには、スペーサーペプチドは、組換え
構築物のヌクレオチド配列に組み込まれかつクローニング目的に有用である、ポリヌクレ
オチド制限部位の翻訳産物 (すなわちコードされたアミノ酸配列)であり得る。特定の他
の実施形態では、(例えば本明細書に記載の)ポリペプチドタグのアミノ末端またはカルボ
キシ末端の１、２、または３個のアミノ酸を欠失または置換してもよく、これは制限部位
配列またはスペーサー配列を設けるのに有用でありうる。
【０１０２】
　アフィニティタグは少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列をさらに含みうる。プロテ
アーゼ認識配列とは、特定のプロテアーゼにより認識されタンパク質分解的切断に必要な
連続するアミノ酸配列を言う。プロテアーゼ認識配列は、プロテアーゼ切断部位と同じ場
所にあって、切断がプロテアーゼ認識配列でおこってもよい。プロテアーゼ認識配列はプ
ロテアーゼにより加水分解されるペプチド結合の両側の1個以上のアミノ酸を含みうる。
あるいはプロテアーゼ認識配列は、プロテアーゼの切断部位からアミノ末端もしくはカル
ボキシ末端に向かって１、２個またはそれ以上離れたアミノ酸でありうる。したがって、
プロテアーゼはプロテアーゼ認識配列を含むポリペプチドをプロテアーゼ認識配列でまた
はその近傍で切断する。
【０１０３】
　ある実施形態において、プロテアーゼ認識配列はタバコエッチウイルス(TEV)プロテア
ーゼのプロテアーゼ切断部位を含む。TEVプロテアーゼは、一般式E-X-X-Y-X-Q-(G/S) (配
列番号28)(式中のXは任意のアミノ酸を意味する)で表される線状エピトープを認識する。
特定の実施形態では、融合タンパク質は、アミノ酸配列 ENLYFQS(配列番号29)を有するTE
Vプロテアーゼ認識配列を含む。別の頻繁に使用されるTEVプロテアーゼ認識配列は、アミ
ノ酸ENLYFQG(配列番号30)からなる。可変アミノ酸位置に特定の他のアミノ酸を組込むと
、TEVプロテアーゼによりさほど効率的には切断されないペプチド配列が得られるが、こ
れは特定の実施形態では望ましいかもしれない。このプロテアーゼはグルタミン残基とグ
リシンまたはセリン残基(-Q-(G/S))の間を切断する。
【０１０４】
　特定の実施形態では、アフィニティタグはヒトライノウイルス3C(HRV3C )プロテアーゼ
部位を含み得る。プロテアーゼ認識配列はアミノ酸LEVLFQGP(配列番号16)からなる。特定
の他の実施形態では、アフィニティタグは少なくとも２つのプロテアーゼ認識配列、例え
ばTEVプロテアーゼ認識配列とヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ認識配列を含む。
【０１０５】
　特定の実施形態では、アフィニティタグは少なくとも２つのポリペプチドタグを含む。
特定の他の実施形態では、アフィニティタグは少なくとも２つのプロテアーゼ認識配列を
含みうる。例えばアフィニティタグが少なくとも３つのポリペプチドタグを含み、第１の
プロテアーゼ認識配列が第１および第２のポリペプチドタグの間にあり、第２のプロテア
ーゼ認識配列が第２のポリペプチドタグと第３のポリペプチドタグの間にあってよい。あ
るいは、少なくとも２つのプロテアーゼ認識配列を有する融合タンパク質は、ウイルス性
ポリペプチドとアフィニティタグの間に第１プロテアーゼ認識配列を有し、アフィニティ
タグ中に存在する２つのポリペプチドタグの間に第２プロテアーゼ認識配列を含み得る。
当業者には理解されようが、本明細書に記載の融合タンパク質およびアフィニティタグ中
のプロテアーゼ認識配列は、アフィニティタグの任意の２つのポリペプチドタグの間に配
置されてもよいし、ウイルス性ポリペプチドとアフィニティタグの間に配置されてもよい
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。
【０１０６】
　アフィニティタグは、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチドのアミノ末端に配置さ
れてもよいし、ウイルス性ポリペプチドのカルボキシ末端に配置されてもよい。融合タン
パク質を組換え的に発現させるときに、標準的な分子生物学および組換え発現の方法およ
び手順を用いる当業者であれば、ウイルス性ポリペプチドのいずれかの末端にアフィニテ
ィタグを配置することが発現、すなわち融合タンパク質の翻訳、折りたたみ、および／ま
たは輸送のいずれかに悪影響を及ぼすかを容易に決定することができる。その後、これに
したがって、融合タンパク質の発現が著しい悪影響を受けないように組換えベクターを構
築することができる。
【０１０７】
　ある実施形態において、アフィニティタグは、１つのポリペプチドタグ、例えばムテイ
ンFcポリペプチドを含む。別の実施形態において、アフィニティタグは、本明細書に記載
の少なくとも２、少なくとも３つ、少なくとも４つ、または少なくとも５つまたは６つの
ポリペプチドタグを含み、これには限定するものではないが、免疫グロブリンFcポリペプ
チド、免疫グロブリンムテインFcポリペプチド、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン
結合ペプチドまたはカルモジュリンドメイン、プロテインCタグ、ストレプトアビジン結
合ペプチド(またはその断片)、Hisタグ、プロテインA断片(例えばIgG結合ZZポリペプチド
)、およびSoftag TMペプチドが含まれる。特定の実施形態では、１以上のポリペプチドタ
グが反復され、すなわち同じポリペプチドタグの少なくとも２つのアミノ酸配列がアフィ
ニティタグ中で反復される。反復されるポリペプチドタグは互いに直接隣接していてもよ
く、または少なくとも１つの異なるポリペプチドタグにより分離されていてもよい。
【０１０８】
　ある特定の実施形態において、アフィニティタグは、赤血球凝集素ペプチド、C-タグペ
プチド、およびSoftag TMペプチドを含む。別の特定の実施形態では、アフィニティタグ
は赤血球凝集素ペプチド、C-タグペプチド、およびムテインFcポリペプチドタグを含む。
別の特定の実施形態では、アフィニティタグは、赤血球凝集素ペプチド、Cタグペプチド
、およびプロテインA断片、例えばIgG結合型ZZポリペプチドを含む。別の実施形態におい
て、アフィニティタグは赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ペプチドまたはドメ
イン、ストレプトアビジン結合ペプチド(SBP) (またはその断片)を含む。別の実施形態に
おいて、アフィニティタグは、赤血球凝集素ペプチド、C-タグペプチド、およびSBPまた
はその断片を含む。特定の実施形態では、SBPペプチドまたはその断片が少なくとも２回
反復される。別の実施形態においてアフィニティタグは、赤血球凝集素ペプチド、カルモ
ジュリン結合ペプチドまたはドメイン、SBP(またはその断片)、およびムテインFcポリペ
プチドを含む。本明細書に記載のさらなる他の実施形態では、アフィニティタグは本明細
書に記載の特定の実施形態を含め、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列をさらに含む
。非限定的な例として、赤血球凝集素ペプチド、カルモジュリン結合ペプチドまたはドメ
イン、SBP(またはその断片)、およびムテインFcポリペプチドを含むアフィニティタグは
、プロテアーゼ認識配列、例えばTEVプロテアーゼ認識配列またはHRV3Cプロテアーゼ配列
を、任意の２つのポリペプチドタグの間にさらに含むことができる。１つのポリペプチド
タグ、例えばムテインFcポリペプチドを含むアフィニティタグは、ウイルス性ポリペプチ
ド配列とムテインFcポリペプチドの間にプロテアーゼ認識配列をさらに含みうる。
【０１０９】
組換え発現構築物
　ある実施形態において、ウイルス性ビルレンスポリペプチドおよびアフィニティタグを
含む融合タンパク質は、組換えにより発現される。本明細書に記載の方法によれば、融合
タンパク質は、ウイルス性ポリペプチドに結合する細胞性ポリペプチドを同定する、もし
くはその細胞性ポリペプチドを随伴する細胞タイプを同定するための、プローブとして使
用することができる。他の実施形態において、融合タンパク質は、本明細書でより詳細に
記載される方法によって、ウイルス性ビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリペプ
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チドを同定するために、加えてそれを単離するために用いられるが、その方法は、タンデ
ムアフィニティ精製（TAP）タグ法に類似したステップを含むことができ、ここで、この
融合タンパク質は、標的の細胞性ポリペプチドを随伴する細胞において、組換えにより発
現される（例えば、Rigautら、Nat. Biotech. 17:1030-32 (1999); Puigら、上記; Tasto
ら、Yeast 18:657-62 (2001); Gouldら、Methods 33:239-44 (2004)を参照されたい）。
本明細書に記載のアフィニティタグを含む融合タンパク質は、ウイルス性ポリペプチドが
結合する細胞性ポリペプチドを単離精製するために特に有用である。
【０１１０】
　ウイルス性ビルレンスポリペプチドおよびアフィニティタグからなる融合タンパク質は
、本明細書に記載された、および／または当技術分野において記載された、組換え発現法
によって調製することができるが、この場合、ウイルス性ポリペプチドを含む融合タンパ
ク質は、核酸発現構築物において発現制御配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、
転写開始点）に機能的に連結されたポリヌクレオチドから発現される。融合タンパク質は
、本明細書においてきわめて詳細に記載されるように、そうしたポリペプチドをコードす
る任意のポリヌクレオチドを含有する構築物、特に組換え発現構築物、およびベクターを
用いて発現させることができる。当技術分野で一般に認められ、十分に解明された遺伝暗
号を考慮すれば、分子生物学分野の当業者は、ウイルス性ポリペプチドおよびポリペプチ
ドタグをコードする上記のようなポリヌクレオチドのヌクレオチド配列を、本明細書に記
載され当技術分野で公知の、ウイルス性ポリペプチドおよびポリペプチドタグのアミノ酸
配列に基づいて、容易に決定することができる。こうしたポリペプチドおよび融合タンパ
ク質、またはそれらの断片もしくは変異体を組換え技術によって作製するために、宿主細
胞をベクターおよび／または構築物によってトランスフェクト、形質転換、もしくは形質
導入することができる。本明細書に記載のポリペプチドおよび融合タンパク質はそれぞれ
、適当なプロモーターの制御を受けて、哺乳類細胞、酵母、細菌、もしくは他の細胞内で
、発現させることができる。原核生物および真核生物宿主とともに使用するのに適したク
ローニングおよび発現ベクターは、例えば、Sambrookら、Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor, New York, (2001)に記載されている
。特定の実施形態において、宿主細胞は真核細胞であり、この真核細胞は哺乳類細胞であ
って、これには、例えば、CV1/EBNA細胞、HEK293細胞、HEK293T細胞、COS-7細胞、CHO細
胞などが含まれる。
【０１１１】
　ポリヌクレオチド、核酸、または核酸分子は、一本鎖もしくは二本鎖のデオキシリボ核
酸（DNA）もしくはリボ核酸（RNA）ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、またはそれ
らの断片のいずれかを表す。ポリヌクレオチドは、生物学的起源から単離することができ
る、ならびに／または、当技術分野で実施されている、クローニングおよび増幅に関する
標準的な分子生物学的方法（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR））によって作製およ
び増幅することができる。ポリヌクレオチド断片は、ライゲーション、切断、エンドヌク
レアーゼおよび／またはエキソヌクレアーゼ活性のいずれかによって、PCR産物から、も
しくは単離されたポリヌクレオチドから得ることができる。核酸は、天然に存在するヌク
レオチド（例えば、デオキシリボヌクレオチドおよびリボヌクレオチド）、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）、ま
たは両者の組み合わせである、単量体で構成されるとすることができる。修飾ヌクレオチ
ドは、糖鎖、および／またはピリミジンもしくはプリン塩基部分に修飾を有することがで
きる。
【０１１２】
　ある実施形態において、組換え発現構築物は、ウイルス性ポリペプチドをインフレーム
でアフィニティタグと融合させた融合タンパク質をコードする、ポリヌクレオチド配列を
含む。本明細書に記載のように、アフィニティタグは、少なくとも１、２、３、４、もし
くは５個以上のポリペプチドタグを含むことができるが、さらに、少なくとも１つ、もし
くは少なくとも２つのプロテアーゼ認識配列を含んでいてもよい。本明細書に記載のよう
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に、組換え発現構築物は、スペーサーペプチドをコードするヌクレオチド配列も含有する
。本明細書に記載され、しかも当技術分野で利用されているポリペプチドタグ配列のよう
に、あるポリペプチドのアミノ酸配列が既知である場合、そうしたポリペプチドをコード
するポリヌクレオチド配列は、標準的な分子生物学の知見（例えば、各アミノ酸に対する
コドンの配列）および当業者が日常的に行っている方法によって、容易にデザインして調
製することができる。
【０１１３】
　組換え構築物はさらに、融合タンパク質とインフレームで機能的に連結して融合させた
シグナルペプチド配列を含むことができる。シグナルペプチドは、組換え発現構築物内に
組み込まれ、分泌タンパク質もしくは細胞表面タンパク質として、細胞内の膜を横切って
最終的な局在化に至る、融合タンパク質のトランスロケーションを促進することができる
。シグナルペプチド配列は、融合タンパク質のN末端に位置し、典型的には13～40アミノ
酸の長さである。したがって、シグナルペプチドは、アフィニティタグがウイルス性ポリ
ペプチドのカルボキシ末端に付いている、もしくは融合されている場合には、ウイルス性
ポリペプチドのアミノ末端に位置することになり、あるいは、アフィニティタグがウイル
ス性ポリペプチドのアミノ末端に付いている、もしくは融合されている場合には、シグナ
ルペプチドは融合ポリペプチドのアフィニティタグのアミノ末端に位置することになる。
【０１１４】
　融合タンパク質にインフレームで融合されるシグナルペプチド配列の一例が、ヒト成長
ホルモンシグナルペプチド配列である。組換え構築物は、したがって、アミノ酸配列MATG
SRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA (配列番号12)をコードするヌクレオチド配列を含有する。シグ
ナルペプチド配列はさらに、制限酵素部位のヌクレオチド配列がコードするアミノ酸を含
んでいてもよい。制限酵素部位は、融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列
を構築するために、異なるポリヌクレオチド配列をクローニングおよびサブクローニング
するのに有用であると考えられる。細胞酵素が成熟融合タンパク質からシグナルペプチド
を切断する部位によっては、制限酵素部位のヌクレオチド配列がコードするアミノ酸は、
全部、または一部が、融合タンパク質のアミノ末端に付いている可能性がある。ある実施
形態において、組換え構築物は、制限酵素Spe1もしくはAsp718の認識部位に対応するヌク
レオチド配列を有するポリヌクレオチドを含有するが、このヌクレオチド配列はそれぞれ
、Thr-SerおよびGly-Thrのアミノ酸をコードするものである。したがって、Spe1およびAs
p718の制限部位に対応するヌクレオチドを追加して含有するヒト成長ホルモンシグナルペ
プチド配列は、アミノ酸配列MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSATSGT (配列番号13)からなる。
当業者は、どの制限酵素部位ヌクレオチド配列がアミノ酸をコードしているかを容易に判
定できるのに加えて、シグナル配列のカルボキシ末端に、追加の制限酵素部位、もしくは
代わりの制限酵素部位を組み入れることができる。制限酵素部位ヌクレオチド配列は、ウ
イルス性ポリペプチドとアフィニティタグの間、および／またはアフィニティタグのポリ
ペプチドタグ間に組み込まれていてもよい。
【０１１５】
　一般に、組換え発現ベクターは、複製開始点、宿主細胞の形質転換を可能にする選択マ
ーカー、例えば、大腸菌（E. coli）のアンピシリン耐性遺伝子および出芽酵母S. cerevi
siaeのTRP1遺伝子、ならびに下流の構造配列の転写を指示する高発現遺伝子から誘導され
たプロモーターを含有する。プロモーターは、特に、3-ホスホグリセリン酸キナーゼ（PG
K）のような解糖酵素、α因子、酸ホスファターゼ、もしくは熱ショックタンパク質をコ
ードするオペロンから誘導することができる。異種構造配列は、翻訳開始および終結配列
とともに適切に構築される。ウイルス性ビルレンスポリペプチドおよびアフィニティタグ
を含有する本明細書に記載の融合タンパク質を発現させるために使用および改造すること
ができるベクターは市販されており、例えば、pcDNATM3.1および関連ベクター(Invitroge
n)、アデノウイルスベクターおよびアデノ関連ウイルスベクター(例えば、pAAVベクター
、Stratagene, La Jolla, CA)、ならびにレンチウイルスベクター系を含むレトロウイル
スベクター(例えば、pSL9)などがある。
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【０１１６】
　前記組換え発現構築物を含有する宿主細胞は、ベクターおよび／または発現構築物（例
えば、クローニングベクター、シャトルベクター、もしくは発現構築物）を、安定して導
入する、または一過性に導入する（形質導入、形質転換、もしくはトランスフェクトする
）ことによって、遺伝子工学により作製することができる。本明細書に記載の融合タンパ
ク質をコードする、クローニングされたポリヌクレオチド配列を含有するベクター構築物
は、例えば、リポソームを介したトランスフェクション、リン酸カルシウムによるトラン
スフェクション（Wiglerら、Cell 14:725, 1978; CorsaroおよびPearson、Somatic Cell 
Genetics 7:603, 1981; Graham and Van der Eb, Virology 52:456, 1973)、エレクトロ
ポレーション（Neumannら、EMBO J. 1:841-845, 1982）、またはDEAE-デキストランによ
るトランスフェクション（Ausubelら、(編)、Current Protocols in Molecular Biology,
 John Wiley and Sons, Inc., NY, 1987)；レトロウイルス、アデノウイルス、およびプ
ロトプラスト融合によるトランスフェクション（Sambrookら、上記、を参照されたい）に
よって、哺乳類培養細胞に導入することができる。クローニングされたDNAを含有するベ
クターにより安定してトランスフェクトされた細胞を同定するために、一般に、選択マー
カーが、目的のポリヌクレオチドとともに細胞内に導入される。哺乳類培養細胞で使用す
るのに好ましい選択マーカーは、ネオマイシン、ハイグロマイシン、およびメトトレキサ
ートのような薬物に対する耐性を付与する遺伝子である。選択マーカーは、増幅可能な選
択マーカーであってもよい。好ましい増幅可能な選択マーカーは、DHFR遺伝子、およびネ
オマイシン耐性遺伝子である。選択マーカーは、Thilly (Mammalian Cell Technology, B
utterworth Publishers, Stoneham, Massachusetts)によって概説されている。
【０１１７】
　ベクターもしくは構築物は、プラスミド、ウイルス粒子、ファージ、などの形をとって
もよい。作製された宿主細胞は、プロモーターを活性化する、形質転換体を選択する、ま
たは特定の遺伝子もしくはコード化ヌクレオチド配列を増幅する目的で、必要に応じて改
変された従来の栄養培地で培養することができる。特定の宿主細胞のための培養条件、例
えば、温度、pHなどの選択および維持は、当業者には容易に明らかとなる。好ましくは、
宿主細胞を、技術的に確立された方法論にしたがって、培養下での持続的な増殖に適応さ
せて、培養細胞株を生じることができる。ある実施形態において、細胞株は不死化細胞株
であるが、これは、対数増殖後に培養下で、繰り返し（生存し続けながら少なくとも10回
）継代することができる細胞株を表す。ある実施形態において、細胞株を生じるために使
用される宿主細胞は、無秩序に増殖する能力のある細胞、例えば、癌細胞であり、悪性転
換細胞であり、あるいは悪性細胞である。
【０１１８】
　ウイルス性ビルレンスポリペプチド、またはウイルス性ポリペプチドを含む融合タンパ
ク質を発現するのに有用な細菌発現構築物は、発現ベクター内に、望ましいタンパク質を
コードする構造DNA配列を、適当な翻訳開始および終結シグナルとともに、機能的プロモ
ーターを有する作動可能な読み枠で挿入することによって構築される。構築物は、ベクタ
ー構築物の保持を確認するため、そして必要ならば、宿主内で増幅をもたらすために、１
つもしくは２つ以上の選択可能な表現型のマーカー、および複製開始点を含有することが
できる。形質転換に適した原核生物宿主には、大腸菌（E. coli）、枯草菌（Bacillus su
btilis）、ネズミチフス菌（Salmonella typhimurium）、ならびにシュードモナス（Pseu
domonas）属、ストレプトミセス（Streptomyces）属およびブドウ球菌（Staphylococcus
）属のさまざまな細菌種があるが、選択肢として他のものも用いることができる。他のど
のようなプラスミドもしくはベクターも、それが宿主内で複製可能、かつ存続可能である
限り、使用することができる。したがって、例えば、本明細書に記載のポリヌクレオチド
は、ポリペプチドを発現するための組換え発現構築物として、さまざまな発現ベクター構
築物のいずれかに含まれることになる。こうしたベクターおよび構築物には、染色体DNA
配列、非染色体性DNA配列、および合成DNA配列があり、例えば、細菌プラスミド；ファー
ジDNA；バキュロウイルス；酵母プラスミド；プラスミドとファージDNAとの組み合わせか
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ら誘導されたベクター；ワクシニア、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、および仮性狂犬病
などのウイルスDNAである。しかしながら、他のどのようなベクターも、それが宿主内で
複製可能かつ存続可能である限り、組換え発現構築物の調製に使用することができる。
【０１１９】
　１つもしくは複数の適当なDNA配列を、さまざまな方法でベクター内に挿入することが
できる。一般に、DNA配列は、当技術分野で既知の方法によって、１つもしくは複数の適
当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。クローニング、DNA分離、増幅、および
精製のための標準的な技法、DNAリガーゼ、DNAポリメラーゼ、制限エンドヌクレアーゼな
どに関する酵素反応のための標準的な技法、ならびにさまざまな分離法は、当業者に知ら
れており、しかも広く用いられている技法である。数多くの標準的技法が、例えば、Ausu
belら、（Current Protocols in Molecular Biology (Greene Publ. Assoc. Inc. & John
 Wiley & Sons, Inc., 1993)); Sambrookら、(Molecular Cloning:　A Laboratory Manua
l、第３版、(Cold Spring Harbor Laboratory 2001)); Maniatisら、(Molecular Cloning
, (Cold Spring Harbor Laboratory 1982))などに記載されている。
【０１２０】
　発現ベクター内でポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、mRNA合成を指示
するために、少なくとも１つの適当な発現制御配列（例えば、プロモーターもしくは制御
されたプロモーター）に、機能的に連結されている。このような発現制御配列の代表的な
例としては、LTRもしくはSV40プロモーター、大腸菌lacもしくはtrp、ラムダファージPL
プロモーター、ならびに原核もしくは真核細胞またはそれらのウイルスにおいて遺伝子の
発現を制御することが知られている他のプロモーターがある。プロモーター領域は、CAT
（クロラムフェニコールトランスフェラーゼ）ベクター、または選択マーカーを有する他
のベクターを用いて、任意の望ましい遺伝子から選択することができる。具体的な細菌プ
ロモーターには、lacI、lacZ、T3、T5、T7、gpt、ラムダPR、PL、およびtrpがある。真核
生物プロモーターには、CMV前初期、HSVチミジンキナーゼ、初期および後期SV40、レトロ
ウイルス由来LTR、およびマウスメタロチオネイン-Iがある。適当なベクターおよびプロ
モーターの選択、ならびに本明細書に記載のポリヌクレオチドに機能的に連結された、少
なくとも１つのプロモーターもしくは制御されたプロモーターを含む特定の組換え発現構
築物の調製は、十分、当業者のレベルの範囲内である。
【０１２１】
　誘導型の制御されたプロモーター、および／または厳重に制御されたプロモーターのデ
ザインおよび選択は、当技術分野においてよく知られており、個別の宿主および発現系に
よって決まってくる。pBAD発現系（Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA）は、
アラビノース代謝経路を制御する大腸菌アラビノースオペロン（PBADもしくはPARA）を使
用する、厳重に制御された発現系の一例である（Guzmanら、J. Bacteriology 177:4121-3
0 (1995); Smithら、J. Biol. Chem. 253:6931-33 (1978); Hirshら、Cell 11:545-50 (1
977)を参照されたい）。この系を用いるさまざまなベクターが市販されている。厳重に制
御されたプロモーターで駆動される発現系の他の例としては、Stratagene (La Jolla, CA
)から市販されているPET発現系（米国特許第4.952,496号を参照されたい）、もしくはtet
制御発現系（Gossenら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-51 (1992); Gossenら、Sc
ience 268:1766-69 (1995))が挙げられる。pLP-TRE2アクセプターベクター（BD Bioscien
ces Clontech, Palo Alto, CA）は、CLONTECH社のCreatorTMクローニングキットとともに
使用するためにデザインされており、目的とする遺伝子の、厳重に制御された誘導性発現
のための、テトラサイクリン制御発現構築物を、部位特異的なCre-lox組換え系を用いて
迅速に生成する（例えば、Sauer, Methods 14:381-92 (1998); Furth, J. Mamm. Gland B
iol. Neoplas. 2:373 (1997)を参照されたい）が、これは宿主細胞の不死化にも用いるこ
とができる（例えば、Cascio, Artif. Organs 25:529 (2001)を参照されたい）。
【０１２２】
　ベクターは、レトロウイルスベクターのようなウイルスベクターであってもよい。例え
ば、レトロウイルスプラスミドベクターの起源となりうるレトロウイルスには、モロニー
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マウス白血病ウイルス、脾臓壊死症ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ハーベイ肉腫ウイル
ス、トリ白血病ウイルス、テナガザル白血病ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、アデノウ
イルス、骨髄増殖性肉腫ウイルス、および乳癌ウイルスがあるが、それらに限定されない
。ウイルスベクターはまた、１つもしくは複数のプロモーターを含有する。使用すること
ができる適当なプロモーターには、レトロウイルスLTR; SV40プロモーター; およびヒト
サイトメガロウイルス(CMV)プロモーター（Millerら、Biotechniques 7:980 990 (1989)
に記載）、またはその他のプロモーター（例えば、ヒストン、pol IIIおよびβアクチン
プロモーターなどを含む、真核細胞プロモーター)があるが、それらに限定されない。使
用することができる他のウイルスプロモーターには、アデノウイルスプロモーター、チミ
ジンキナーゼ（TK）プロモーター、およびB19パルボウイルスプロモーターがあるが、そ
れらに限定されない。
【０１２３】
　プロデューサー細胞株を作製するために、レトロウイルスプラスミドベクターを用いて
パッケージング細胞株（例えば、PE501、PA317、ψ-2、ψ-AM、PA12、T19-14X、VT-19-17
-H2、ψCRE、ψCRIP、GP+E-86、GP+envAm12、DAN; 例えば、Miller, Human Gene Therapy
, 1:5-14 (1990)も参照されたい）に形質導入する。当技術分野で周知の何らかの方法、
例えば、エレクトロポレーション、リポソームの使用、およびリン酸カルシウム沈澱によ
って、ベクターは、パッケージング細胞に形質導入することができる。プロデューサー細
胞株は、本明細書に記載のポリペプチドもしくは融合タンパク質をコードする核酸配列を
含有する、感染性レトロウイルスベクター粒子を生成する。そこで、こうしたレトロウイ
ルスベクター粒子を用いて、in vitroでも、in vivoでも、真核細胞に形質導入すること
ができる。形質導入することができる真核細胞には、例えば、胚性幹細胞、胚性癌腫細胞
、造血幹細胞、肝細胞、線維芽細胞、筋芽細胞、ケラチノサイト、内皮細胞、気管支上皮
細胞、および他の培養細胞株がある。
【０１２４】
　別の例として、ポリペプチドもしくは融合タンパク質の発現を指示する組換えウイルス
構築物によって形質導入された宿主細胞は、ウイルス出芽の際にウイルス粒子によって取
り込まれた宿主細胞膜の一部に由来する、発現されたポリペプチドもしくは融合タンパク
質を含有するウイルス粒子を生成する可能性がある。ポリペプチドをコードする核酸配列
を、バキュロウイルスシャトルベクターにクローニングしてもよく、その後このベクター
はバキュロウイルスと組み換えられて、組み換えバキュロウイルス発現構築物を生じるが
、この構築物は、例えば、Sf9宿主細胞に感染するために使用されるものである（例えば
、Baculovirus Expression Protocols, Methods in Molecular Biology 第39巻、Richard
son編、(Human Press 1995); Piwnica-Worms, “Expression of Proteins in Insect Cel
ls Using Baculoviral Vectors,” Short Protocols in Molecular Biology、第2版、Aus
ubelら編(John Wiley & Sons 1992)より、第16章、第II項、16-32ページから16-48ページ
まで、を参照されたい）。
【０１２５】
標的細胞性ポリペプチドを同定するための方法
　ある実施形態において、ウイルス性ビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリペプ
チドを同定するための方法が与えられるが、その方法は、細胞、または該細胞の画分もし
くは上清と、ウイルス性ポリペプチドをアフィニティタグに融合させた融合タンパク質と
を、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が、該細胞または該細胞の画分もしく
は上清に随伴したポリペプチドと相互作用するのに十分な条件下でかつ十分な時間にわた
り接触させて、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成させることを含んでな
り、このウイルス性ポリペプチドは少なくとも1つのビルレンス形質を示すものである。
接触（すなわち、混合、配合、または何らかの方法で細胞と融合タンパク質との相互作用
を可能にすること）のステップは、当技術分野で使用される任意の適当な反応容器で行う
ことができる。次に、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を単離し、ポリペプチ
ド全体の、または少なくとも１つの細胞性ポリペプチド断片（もしくは複数個の断片）の
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、アミノ酸配列を決定することによって、細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列を決定する
が、ここでそれぞれの断片は、少なくとも8アミノ酸からなるものであって（これには、
全体として任意の個数で8個以上のアミノ酸を有する任意のポリペプチド断片が含まれる
）、それによってウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定する。細
胞性ポリペプチドを同定するための典型的な技法、または技術と方法の組み合わせには、
タンデムアフィニティ精製（TAP）とその後のLC-MS/MS（液体クロマトグラフィー-タンデ
ム質量分析）があるが、これは当技術分野で行われており、本明細書にも記載されている
。
【０１２６】
　本明細書に記載のように、ウイルス性ビルレンスポリペプチドは、感染宿主においてウ
イルス病原性の原因となる、ウイルス由来のポリペプチドである。ウイルス性ポリペプチ
ドの少なくとも１つのビルレンス形質は当技術分野で知られている可能性がある。あるい
はまた、本明細書に記載の方法は、ウイルス性ポリペプチドが、本明細書に詳述されたビ
ルレンス形質である少なくとも１つの形質を、有しているか否かを判定することを、さら
に含むことができる。ウイルス性ポリペプチドのポリペプチド配列は、やはり当技術分野
で判明している場合があり、または、本明細書に記載の方法にしたがって決定することも
できる。同様に、本明細書にビルレンス形質として記載されたウイルス性ポリペプチドの
形質が、当技術分野で知られていることがあるが、その形質がウイルスの病原性と関係が
あることは、当業者に明白である場合もあるし、そうでないこともある。ウイルス性ポリ
ペプチドが１つもしくは複数のビルレンス形質を有するかどうかを判断する手順および技
法は、本明細書に記載された、当業者が精通している方法にしたがって実施することがで
きる。例えば、細胞、細胞上清、または細胞画分を接触させるステップの前に、ウイルス
ゲノムのポリヌクレオチド配列を本明細書に記載のように検査もしくはスキャンして、少
なくとも40アミノ酸（シグナルペプチド配列を含むことができる）をコードする、少なく
とも１つのオープンリーディングフレームを同定することができる。その代わりに、また
はそれに加えて、本方法はさらに、下記のうちいずれか１つもしくは２つ以上を含むこと
ができる：ウイルスに感染した細胞内での変異型ウイルス性ポリペプチドの発現が、ウイ
ルス毒性の減少と相関すると判断すること；ウイルスに感染した細胞内でウイルス性ポリ
ペプチドが発現しないことが、ウイルス毒性の減少と相関すると判断すること；ウイルス
性ポリペプチドが、ウイルスに感染した細胞によって分泌される、細胞膜に結合している
、または細胞内にあると判断すること；ならびに、ウイルスゲノム内のポリヌクレオチド
配列が、ウイルス性ビルレンス因子である少なくとも１つの他のウイルス性ポリペプチド
をコードするゲノム領域に位置すると判断すること（ただしこの領域はウイルスゲノムの
5'末端または3'末端にある）。
【０１２７】
　ウイルス性ポリペプチドおよびアフィニティタグを含む融合タンパク質は、本明細書に
記載の方法にしたがって、合成により、または遺伝子組換えにより、調製することができ
る。融合タンパク質と、細胞、細胞の画分、もしくは細胞の上清との接触には、細胞もし
くは画分もしくは上清の相互作用を可能にすること、例えば、何らかの方法で、細胞、細
胞の画分、もしくは細胞の上清と融合ポリペプチドとを合わせて、混合もしくは配合する
ことが含まれる。細胞の細胞性ポリペプチドは、細胞の細胞表面で発現される可能性があ
り、または細胞から分泌されるため、細胞上清から得ることができるので、この細胞性ポ
リペプチドを本明細書に記載の融合タンパク質と接触させることができる。具体的な実施
形態において、細胞上清、例えば馴化培地（すなわち、細胞性ポリペプチドが分泌される
、または何らかの方法で細胞によって放出されるのに十分な時間にわたって培養された、
多数の細胞から集められた培地）を、融合ポリペプチドと接触させる。
【０１２８】
　細胞、細胞画分、もしくは細胞上清と、融合ポリペプチドとの接触は、融合タンパク質
が細胞内に導入される場合の接触も含む。例えば、融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチド配列を含有する組み換え発現構築物を、トランスフェクション、形質転換、また
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は本明細書に記載され、当技術分野で実施されている他の方法によって、細胞内に導入し
て、融合タンパク質が細胞によって発現されるようにすることができる。こうして融合タ
ンパク質は、細胞内にある細胞性ポリペプチド、膜（細胞オルガネラの膜、もしくは細胞
の膜のいずれか）と結合した細胞性ポリペプチド、または細胞により分泌された細胞性ポ
リペプチド（しかもこれは細胞上清中に存在しうる）と相互作用することが可能となる。
融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドは、例えば、Ulmerら、Science 259:1745-
49 (1993)に記載され、Cohen, Science 259:1691-92 (1993)により概説されるように、「
裸の」ポリヌクレオチドとして細胞に導入することもできる。裸のポリヌクレオチドの取
り込みは、生分解性ビーズ上にポリヌクレオチドをコーティングすることによって増加さ
せることが可能であって、このビーズは効率的に細胞内に運び込まれる。
【０１２９】
　特定の実施形態において、融合タンパク質は、融合タンパク質の分泌を促す、例えばヒ
ト成長ホルモンシグナルペプチド配列のようなシグナルペプチド配列を含有しており、分
泌型細胞性ポリペプチドである細胞性ポリペプチドと融合タンパク質との相互作用をより
容易に可能にする。したがって、分泌型細胞性ポリペプチドであるポリペプチドを含む細
胞性ポリペプチドを同定するために、融合タンパク質は、例えば、成長ホルモンシグナル
ペプチド配列をインフレームでウイルス性ポリペプチドと融合させて含んでいてもよく、
このウイルス性ポリペプチドはやはりインフレームでアフィニティタグと融合されている
。具体的な実施形態において、アフィニティタグは、アフィニティタグのアミノ末端から
カルボキシ末端に向かって、赤血球凝集素ペプチド（例えば、YPYDVDYA（配列番号１））
、カルモデュリン結合ポリペプチド（例えば、KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL（配列番号３
））、TEVプロテアーゼ認識配列、ストレプトアビジン結合ペプチド、および免疫グロブ
リンムテインFcポリペプチド（例えば、ヒトIgGムテインFcポリペプチド）を含む。別の
具体的な実施例において、融合タンパク質のアフィニティタグは、赤血球凝集素ペプチド
（例えば、YPYDVDYA（配列番号１））、カルモデュリン結合ポリペプチド（例えば、KRRW
KKNFIAVSAANRFKKISSSGAL（配列番号３））、ヒトライノウイルス3Cプロテアーゼ認識配列
、ならびにストレプトアビジン結合配列、およびストレプトアビジン結合配列のもう１つ
のリピートを含む。
【０１３０】
　ある実施形態において、細胞は、細胞、細胞画分、もしくは細胞上清を融合タンパク質
と接触させる前、接触させるのと同時、または接触させた後に刺激を受ける。本明細書に
記載のように、刺激には、例えば、細胞によって発現されるコグネイト抗原（例えば、細
胞表面マーカー抗原、もしくは細胞表面受容体）と特異的に結合する抗体；ホルボールエ
ステル（例えば、PMA）、および他のマイトジェン；サイトカイン；ケモカイン；および
イオノマイシン；または少なくとも２つの活性物質の組み合わせ（例えば、PMAとイオノ
マイシン；PWM（ヤマゴボウマイトジェン）とインスリン）がある。
【０１３１】
　やはり本明細書に記載のように、細胞溶解物もしくは細胞抽出物などの細胞画分を、本
明細書に記載の方法に使用することができる。細胞画分には、細胞から分離された１つも
しくは複数のオルガネラの調製物もあるが、これは本明細書に記載されており、また、脂
質ラフトのような複雑な多分子構造、および他の輸送（トラフィッキングおよびトランス
ポート）複合体も含まれる。細胞画分、細胞溶解物、細胞抽出物、および分離された細胞
オルガネラは、個別の細胞に適した方法および技術によって調製することができるが、こ
れは当業者が精通している機械、物理、および化学の技術の１つもしくはそれらの組み合
わせを含むことができる。細胞上清は、例えば細胞洗浄液、細胞培養培地もしくは馴化培
地（すなわち、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを細胞が分泌する
のに十分な時間にわたって増殖させた、培養細胞から得られる培地）、または他の何らか
の細胞外調製物（生物学的サンプルなど）を含むが、この細胞上清を本明細書に記載の方
法に使用することができる。本明細書に記載のように、ある細胞の細胞画分もしくは細胞
上清を、その細胞によって発現される融合タンパク質と接触させることができる。あるい
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はまた、細胞上清もしくは細胞画分を採取してから、融合タンパク質と接触させてもよい
。
【０１３２】
　細胞、細胞上清、もしくは細胞画分と、融合タンパク質との相互作用は、融合タンパク
質のウイルス性ポリペプチド部分が細胞性ポリペプチドと、相互作用する、もしくは結合
することを可能にするが、この細胞性ポリペプチドは、ウイルス性ポリペプチドをコード
し発現させるウイルスによる宿主の感染時に、ウイルス性ポリペプチドが相互作用する細
胞性ポリペプチドである。相互作用は、単離しうる融合タンパク質：細胞性ポリペプチド
複合体の形成を可能にするのに適した条件（例えば、温度、雰囲気、栄養、バッファー、
pHなど）下で、かつ十分な時間にわたって行われる。本明細書に記載のように、融合タン
パク質はアフィニティタグを含有するが、このアフィニティタグは、検出可能な成分、お
よび／または少なくとも１つのポリペプチドタグを含有する。
【０１３３】
　ある実施形態において、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体は、アフィニティ
タグの少なくとも１つのポリペプチドタグのコグネイトリガンドと、この複合体とを接触
させることによって、細胞、細胞画分、または細胞上清から分離することができる。ポリ
ペプチドタグとコグネイトリガンドの例は、本明細書に詳細に記載される。コグネイトリ
ガンドは、例えばプラスチック、ガラス、もしくは金属表面のような、固相担体に結合さ
せることができる。こうした担体にはスライドグラス、ビーズ、プレート（マルチウェル
プレートなど）、ナノ粒子、または他のマトリックス（ポリマーマトリックス、負荷電マ
トリックス、および正荷電マトリックスなど）があるが、それらに限定されない。細胞、
細胞画分、または細胞上清から、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を分離する
ために、ポリペプチドタグとそのコグネイトリガンドとが結合するのに適した条件下で、
かつ結合するのに十分な時間、この複合体をコグネイトリガンドと相互作用させておき、
その結果としてコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が形成
される。その後、コグネイトリガンドとポリペプチドタグとの相互作用を妨げて、コグネ
イトリガンドから複合体を分離することによって、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド
複合体を単離することができる。当業者は、複合体形成に適した条件、および複合体を分
裂させるのに適した条件（pH；バッファー；イオン、塩、カチオン、もしくはキレート剤
の存否；など）、ならびにコグネイトリガンドとポリペプチドタグとの間の複合体形成に
十分な時間を、容易に決定することができる。
【０１３４】
　あるいはまた、アフィニティタグがプロテアーゼ認識配列を含む場合には、それぞれの
プロテアーゼとコグネイトリガンド：融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体とを、
プロテアーゼが融合ポリペプチドを切断して、切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド
複合体を遊離するのに十分な条件で、かつ十分な時間にわたって、接触させることができ
る。特定のポリペプチドタグは、それぞれのコグネイトリガンド（例えば、SBPペプチド
（配列番号６）もしくはタンデムSBPタグ（配列番号８）； Fcポリペプチド-コグネイト
リガンド相互作用；または特定の抗体-ポリペプチドのタグ特異的結合）に対して高い親
和性示すので、ポリペプチドタグとコグネイトリガンドとの相互作用を途絶させるには、
細胞性ポリペプチドの構造に悪影響を及ぼす、もしくはウイルス性ポリペプチドと細胞性
ポリペプチドとの相互作用を妨害する可能性のある条件（例えば、低pH、カオトロピック
剤、高塩濃度）が必要である。少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列をアフィニティタ
グに組み込むことは、融合タンパク質（もしくはその一部）：細胞性ポリペプチド複合体
を分離して単離する能力をもたらし、したがって、細胞性ポリペプチドの、および／また
はウイルス性ポリペプチド：細胞性ポリペプチド相互作用の、起こりうる不都合な変化を
最小限にとどめる。それに加えて、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列をアフィニテ
ィタグに組み込んだ後、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体からアフィニティタ
グ部分をタンパク質分解により切断することは、融合タンパク質に対する細胞性ポリペプ
チドの質量比を高め、したがって、LC-MS/MS（液体クロマトグラフィー後のタンデム質量
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分析）のような本明細書に記載の方法による細胞性ポリペプチドの検出および分析の感度
を高める。細胞性ポリペプチド：融合タンパク質複合体は、本明細書にさらに詳細に記載
される、当技術分野で周知の、例えば、表面プラズモン共鳴法（SPR）；蛍光励起細胞分
取（FACS）（例えば、細胞表面発現ポリペプチドを同定するため）；および動力学的タン
パク質相互作用測定装置、例えば、KinExATM 装置（例えば、Sapidyne Instruments社, B
oise, ID）（例えば、馴化培地のような細胞上清中の細胞性ポリペプチドを同定するため
）などの方法によって、同定および検出することができるが、これらの方法はさらに、放
射性標識（例えば、S35、P32など）の使用を含むことができる。
【０１３５】
　細胞、細胞画分、もしくは細胞上清から融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を
単離した後、細胞性ポリペプチドを同定する。ある実施形態において、細胞性ポリペプチ
ドの同定は、全長ポリペプチドの解析、例えば本明細書に記載のように、特定の細胞性ポ
リペプチドと特異的に結合する能力で特徴付けられた抗体を用いて免疫測定法を行うこと
によって、判断することができる。（複合体中の、もしくは複合体から分離された）細胞
性ポリペプチドを、例えば、免疫ブロット法、イムノアッセイ（ELISAなど）、ラジオイ
ムノアッセイ、競合アッセイ、および当技術分野で行われている他のアッセイといった、
免疫化学法などの方法で同定することができる。イムノアッセイは、異なる細胞性ポリペ
プチドに対する特異性を有する数多くの抗体と、細胞性ポリペプチドとを接触させる、マ
トリクス法、もしくは多重法、もしくはハイスループット法で行うことができる。もっと
長い細胞性ポリペプチド断片もしくは全長ポリペプチドを同定するための方法の他の例に
は、MALDI-TOFがあるが、これは当技術分野で日常的に行われており、本明細書にも記載
されている。本明細書に記載のように、こうした方法は、全長細胞性ポリペプチドもしく
はその断片を分析するために使用することができるが、前記断片は少なくとも６アミノ酸
の、もしくは６アミノ酸からそのポリペプチドの全長を構成するアミノ酸数までの任意の
数のアミノ酸の断片とすることができる。
【０１３６】
　他の実施形態において、細胞性ポリペプチドの、またはその少なくとも１つのペプチド
のアミノ酸配列を決定することができる。ある実施形態において、細胞性ポリペプチドは
、複合体から分離することができる。細胞性ポリペプチドもしくはそのペプチドのアミノ
酸配列は、当業者が実践し、本明細書にも記載された、多くの方法のうちいずれか１つに
よって決定することができる。例えば、細胞性ポリペプチドの部分加水分解は、アミノ酸
配列を決定することができるペプチドを生成させることになる。部分加水分解は、化学的
な方法、または酵素的な方法によって行うことができる。タンパク質の化学的な部分加水
分解のために使用される化合物には、弱酸（例えば、ギ酸、40℃）（特異性：Asp-Pro）
；ヒドロキシルアミン（特異性：Asn:Gly）；臭化シアン（特異性：Metのカルボキシル側
）；ヨードソ安息香酸（特異性：Trpのカルボキシル側）；ならびに、2-ニトロ-5-チオシ
アノ安息香酸とそれに続くアルカリ処理（特異性：Cysのアミノ側）がある。配列決定可
能なペプチド断片を生成するために有用なタンパク質分解酵素には、例えば、トリプシン
（特異性：ArgおよびLysのカルボキシル側）；キモトリプシン（特異性：Tyr、Phe、およ
びTrpのカルボキシル側)；エラスターゼ（特異性： AlaおよびGlyのカルボキシル側）；
フィシン（特異性：非荷電、芳香族アミノ酸）；パパイン（Arg、Lys、およびPheのカル
ボキシル側)；ペプシン（特異性：PheおよびLeuのカルボキシル側；非極性ペア）；サー
モリシン（特異性：LeuおよびPheのアミノ側；非極性残基）；ならびにトロンビン（特異
性：Argのカルボキシル側）がある。アミノ酸配列分析のために質量分析にかけるペプチ
ドを生成させるのに特に有用なプロテアーゼはトリプシンであり、またAsp-N（特異性：A
spおよびCysのアミノ側）、Glu-C（特異性：GluおよびAspのカルボキシル側)、Lys-C（特
異性：Lysのカルボキシル側)、ならびにArg-C（特異性：Argのカルボキシル側)と呼ばれ
るプロテアーゼも挙げられるが、これらは市販されている（例えば、Sigma Aldrich, St.
 Louis, MOを参照されたい）。本明細書で使用されるアミノ酸の３文字表記および１文字
表記は、そうした略号として当技術分野で広く受け入れられている基準に従う。
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【０１３７】
　ある実施形態において、細胞性ポリペプチドは、その細胞性ポリペプチド（もしくは細
胞性ポリペプチド：融合タンパク質複合体）をプロテアーゼと接触させて、長さが少なく
とも8～20（特に指定された長さ範囲の間の任意の整数、例えば8、10、12、14、16、18も
しくは20アミノ酸）の、またはより長いペプチド断片を生成させることによって同定され
る。その後、細胞性ペプチド断片を分離または単離して、個々の断片をアミノ酸分析に供
することができる。分離法には、例えば、当業者が日常的に使用している、２次元LCを含
めたさまざまな液体クロマトグラフィー（LC）技術（高速液体クロマトグラフィー、高速
タンパク質液体クロマトグラフィー）、他のクロマトグラフィー法（例えば、アフィニテ
ィ、イオン交換、薄層、ゲルクロマトグラフィーなど）、およびさまざまな電気泳動技術
のいずれもが含まれる。例えば、LCステップから得られたペプチドのアミノ酸配列は、そ
の後、当技術分野で行われているさまざまな配列決定法、例えば、質量分析によって決定
することができるが、この質量分析はイオンスペクトル同定をもたらすタンデム質量分析
（MS/MS）を包含しており、これはさらに親ペプチドイオンのフラグメンテーションの誘
導を含むことができる。次に、この質量分析データを、そのデータと既知のポリペプチド
に関するデータベースの情報とを比較するソフトウェアプログラム（例えば、Sequest (S
equest Technologies, Inc. Lisle, IL); Mascot (Matrix Science Ltd., London, UK); 
またはX!Tandem (オープンソース・ソフトウェア、Global Proteome Machine Organizati
on); 例えば、Clauserら、Anal. Chem. 71:2871 (1999)も参照されたい）で解析すること
ができる。イオンスペクトルも、X!HUNTERのようなソフトウェアパッケージを用いて、高
い信頼度で特定のペプチドに関連づけられるスペクトルのデータベースと比較することに
よって、同定することができる。
【０１３８】
　質量分析法には、エレクトロスプレーイオン化法があるが、これは高い感度をもたらし
、直接ペプチドおよびタンパク質の分析に適用することができる。エレクトロスプレーイ
オン化の使用による多価荷電は、サンプルによって左右されるが、トリプル四重極型機器
を用いて分析可能な質量上限を、一部のタンパク質について50-80kDaの範囲に拡大するこ
とができる。ペプチドおよびタンパク質の質量分析のために、サンプルは稀酸に溶解する
ことが好ましい。多くの場合、サンプルは少なくとも１回のHPLCを経ている。トリプル四
重極型機器でエレクトロスプレー-質量分析法を用いて、ポリペプチド／ペプチドに関す
るさまざまな情報を得ることができる。これには、分子量測定、質量増加による化学修飾
の帰属、娘イオンスキャン（配列分析のため）、プリカーサーイオンスキャン、一定の質
量差のスキャン、および選択イオンモニタリングが含まれる。
【０１３９】
　ペプチド分析のため、トリプル四重極型の技術が、配列／構造情報のためにイオンの衝
突誘起解離（CID）を行う目的で使用される。配列決定することができる最大残基数は、
通常20アミノ酸程度である。もっと長いペプチド／タンパク質から配列分析するには、通
常、分析前にプロテアーゼ消化ステップが必要である。
【０１４０】
　例えば、LC-MS/MSは、イオントラップ型質量分析計（例えば、LC/MS/MS LCQ Deca XP (
ThermoFinnigan, Thermo Electron Corp., Waltham, MA); QSTAR（登録商標）Elite LC/M
S/MS System, Applied Biosystems/MDS Sciex）を用いて行われ、ポリペプチドの断片の
アミノ酸配列（MS/MS配列）に基づいて、標的細胞性ポリペプチドを同定することができ
る。質量分析計を、HPLCシステムのようなLCシステムにつなげることができる。標的細胞
性ポリペプチドのプロテアーゼ消化後、例えば、トリプシンによる消化後、そのペプチド
を逆相カラム上に注入し、ペプチドの疎水性に基づいて分離する。カラムから脱着された
ペプチドは、直接、質量分析計に溶出される。イオントラップ内でインタクトなペプチド
の質量を測定する。次に各ペプチドは順にトラップ内で分離され、衝突エネルギーが増大
して、それがペプチドを断片化し、ペプチドの配列を表すMS/MSスペクトルを与える。MS/
MSスペクトルは、データベース（タンパク質、DNA、もしくはEST）に対して検索をかけて
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、対応するインタクトな質量およびフラグメント質量を有するペプチドを同定する。典型
的には、タンパク質同定ソフトウェアが、実測MS/MSマススペクトルと、上記のデータベ
ースのタンパク質から計算された理論的ペプチド質量スペクトルとの適合についてスコア
を割り当てる。他の典型的な方法は、米国特許第6,829,539号および第6,908,740号に記載
されている。例えば、Linら、J. Biomol. Techniques 14:149-55 (2003); Tomlinsonら、
Rapid Commun. Mass Spectrom. 17:909-16 (2003); Yiら、Rapid Commun. Mass Spectrom
. 17:2093-98 (2003)も参照されたい。
【０１４１】
　標的細胞性ポリペプチドを同定するために使用することができる他の質量分析法には、
マトリックス支援レーザー脱離イオン化 飛行時間型（MALDI-TOF）、MALDI-TOF-MSがある
。プロテアーゼ消化およびドデシル硫酸ナトリウム（SDS）ゲル電気泳動を受けたタンパ
ク質由来のペプチドを分析する方法が、当技術分野で利用可能である（例えば、Egelhofe
rら、Anal. Chem. 74:1760-71 (2002); Cohenら、Anal. Biochem. 247:257-67 (1997); C
ottrellら、Protein and peptide analysis by mass spectrometry. J. R. Chapman. Tot
owa, N.J., Humana Press. 61:67-82 (1996); Fernandezら、Electrophoresis 19:1036-4
5(1998) Jensenら、Proteins Suppl. 2: 74-79 (1998)を参照されたい）。また、例えば
、Andersenら、Nat. Biotechnol. 14: 449-57 (1996); Chapman, Protein and peptide a
nalysis by mass spectrometry C. J. R. Totowa, NJ, Humana Press. 61:9-28 (1996); 
Gillece-Castroら、Methods Enzymol. 271:427-48 (1996); Hillenkampら、Methods Enzy
mol. 193: 280-95 (1990); Kattaら、Anal. Chem. 70:4410-6 (1998); Pattersonら、Ana
l. Chem. 67:3971-78 (1995); Wangら、Protein and peptide analysis by mass spectro
metry J. R. Chapman. Totowa, NJ, Humana Press. 61:161-70 (1996); Oliverら、Metho
ds Mol. Biol. 61:295-309 (1996); Covey, Methods Mol. Biol. 61:83-
99 (1996); Ducretら、Protein Sci. 7:706-19 (1998); Fearnleyら、Biochem. Soc. Tra
ns. 24:912-7 (1996); Yates, Methods Enzymol. 271:351-77 (1996)も参照されたい。
【０１４２】
　ポリペプチド、もしくはそのペプチドのアミノ酸配列を決定するために、当技術分野で
知られているさらに別の方法を使用することができる。こうした方法には、例えば、アミ
ノペプチダーゼM切断と併用することができるエドマン分解を用いたN末端基の分析；C末
端分析：および、いくつかのカルボキシペプチダーゼ酵素（例えば、カルボキシペプチダ
ーゼC、カルボキシペプチダーゼY）のいずれかを用いたC末端アミノ酸の酵素的切断があ
る。
【０１４３】
　ある実施形態において、ウイルス性ポリペプチド（すなわち、少なくとも１つのビルレ
ンス形質を示すウイルス性ポリペプチドである、ウイルス性ビルレンスポリペプチド）が
相互作用する細胞性ポリペプチドであって、その細胞性ポリペプチドが治療標的として役
立つ可能性がある、前記細胞性ポリペプチドを同定する方法は、その細胞性ポリペプチド
を含有する細胞タイプを同定することをさらに含んでなる。ウイルス性ポリペプチドおよ
びアフィニティタグを含有する融合タンパク質と、少なくとも１つの細胞、その細胞画分
、もしくはその細胞上清を含む生物学的試料とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプ
チド部分が前記の少なくとも１つの細胞、その細胞画分、もしくはその細胞上清と相互作
用するのを可能にするのに十分な条件下で、かつ十分な時間にわたって、接触させること
ができる。融合タンパク質と細胞（もしくは細胞画分もしくは細胞上清）との結合レベル
を測定することができるが、これは融合タンパク質と生物学的試料との結合の有無を示す
。その後細胞を分離して特性解析すると、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリ
ペプチドを含有する、少なくとも１つの細胞タイプを同定することができる。ある実施形
態において、アフィニティタグは、融合タンパク質：細胞複合体の単離、および／または
細胞タイプの特性解析に有用な、検出可能な部分、例えば、フルオロフォア、放射性核種
、酵素、もしくはビオチンを含有する。
【０１４４】
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　例えば、血液、骨髄、さまざまな組織サンプルといった生物学的試料は、異なるタイプ
の細胞を含有する可能性がある。細胞のタイプ（もしくは細胞型）は、本明細書に記載の
ように、例えば、造血細胞および神経細胞といった系統の異なる細胞を包含するが、例え
ばさまざまな種類の免疫細胞（T細胞、B細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージな
ど）のように、さらにきわめて近縁である、異なるタイプの細胞も指している。細胞のタ
イプは、細胞表面抗原の発現、形態、刺激に対する反応、および他の特徴によって識別し
、特性解析することができるが、これは、標準的な試薬および方法（例えば、イムノアッ
セイ、顕微鏡検査、および生物活性アッセイ）によって容易に行うことができる。
【０１４５】
　ある実施形態において、ウイルス性ビルレンスポリペプチドが結合する細胞性ポリペプ
チドを同定する方法が与えられるが、その方法は、細胞、または該細胞の画分もしくは上
清と、ウイルス性ポリペプチド（少なくとも１つのビルレンス形質を有する）をアフィニ
ティタグに融合させた融合タンパク質とを、融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部
分が、該細胞または該細胞の画分もしくは上清に随伴したポリペプチドと相互作用するの
に十分な条件下でかつ十分な時間にわたり接触させて（混合、配合、または細胞内での融
合タンパク質の発現を含めて、何らかの方法で相互作用を可能にして）、融合タンパク質
：細胞性ポリペプチド複合体を与えることを含んでなるものである。ある実施形態におい
て、アフィニティタグは少なくとも第１のポリペプチドタグ、および第２のポリペプチド
タグを含有し、さらに少なくとも１つもしくは２つの追加のポリペプチドタグを含んでい
てもよく、また少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を含有する。融合タンパク質：細
胞性ポリペプチド複合体は、その後、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体と、第
１のポリペプチドタグのコグネイトリガンドとを、融合タンパク質のアフィニティタグ部
分が第１のコグネイトリガンドと相互作用して第１のコグネイトリガンド：融合タンパク
質：細胞性ポリペプチド複合体を与えるのに十分な条件下で、かつ十分な時間にわたって
、接触させることによって単離することができる。次に、第１のコグネイトリガンド：融
合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、プロテアーゼ認識配列もしくはその近傍で
融合タンパク質を切断することができるプロテアーゼと接触させ、混合し、もしくは配合
して、切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を与えることができる。次のステ
ップで、第２のポリペプチドタグと特異的に結合する第２のコグネイトリガンドと、切断
融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、第２のコグネイトリガンドと切断融合タ
ンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が相互作用するのに十分な条件下で、かつ十分な時
間にわたり接触させて（混合、配合、またはなんらかの方法で相互作用を可能にして）、
第２のコグネイトリガンド：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を形成させ
る。次に切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を、第２のコグネイトリガンド
：切断融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体から分離し、細胞性ポリペプチド、ま
たはその細胞性ポリペプチドの少なくとも１つのポリペプチド断片のアミノ酸配列を決定
するが、この場合少なくとも１つのポリペプチド断片は少なくとも８アミノ酸（または少
なくとも10、12、14、16、18もしくは20アミノ酸の長さ、またはそれ以上）からなる。
【０１４６】
細胞性ポリペプチドおよび薬剤
　ウイルス性ポリペプチドに結合する細胞性ポリペプチドも、本明細書で提供される。本
明細書に記載のように、細胞性ポリペプチドは、ウイルスゲノムにおいてウイルス性ポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を同定することを含む方法にしたがって、単
離することができるが、このウイルス性ポリペプチドは、本明細書に記載のように、少な
くとも１つのビルレンス形質を示すものであり、少なくとも40アミノ酸（シグナルペプチ
ド配列を含んでいてもよい）からなる。ある実施形態において、ウイルス性ポリペプチド
をアフィニティタグ配列に融合させた、または何らかの方法で結び付けた融合タンパク質
を作製し、次に融合タンパク質のウイルス性ポリペプチド部分が細胞内、もしくは該細胞
画分中、もしくは該細胞上清中に存在するポリペプチドと相互作用することを可能にする
のに十分な条件下で、かつ十分な時間にわたって、細胞、または該細胞画分もしくは該細
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胞上清と接触させて、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体を与える。本明細書に
詳細に記載されるように、融合タンパク質：細胞性ポリペプチド複合体が単離され、細胞
性ポリペプチドの、またはそのポリペプチドの少なくとも１つの断片のアミノ酸配列が、
本明細書に記載の方法にしたがって決定されるが、この断片は少なくとも８アミノ酸（ま
たは少なくとも10、12、14、16、18もしくは20アミノ酸の長さ、またはそれ以上）からな
る。本明細書に記載のように、ウイルス性ポリペプチドは、ウイルスのゲノム（RNAもし
くはDNA）によってコードされているが、これには、ポックスウイルス、アデノウイルス
、およびヘルペスウイルスといった大型DNAゲノムウイルスが含まれ、さらに本明細書に
記載の、もしくは当技術分野で既知の他の任意のウイルスゲノム、または公知の、もしく
は入手可能なゲノムが含まれる。
【０１４７】
　本明細書に記載の方法によって同定される細胞性ポリペプチドには、細胞表面抗原、細
胞表面受容体、サイトカイン、ケモカイン、サイトカインもしくはケモカイン結合タンパ
ク質、細胞内シグナル伝達ポリペプチド、または細胞表面受容体もしくはシグナル伝達分
子の基質があるが、それらに限定されない。ウイルス性ポリペプチドと結合する細胞性ポ
リペプチドの例としては、受容体様タンパク質チロシンホスファターゼ（RPTP）（例えば
、白血球共通抗原関連タンパク質（LAR）、RPTP-σ、およびRPTP-δ）（例えば、米国特
許第6,852,486号；国際公開公報WO 98/37217；Ngら、J. Gen. Virol. 82:2095-105 (2001
)；米国特許出願第60/721,876号を参照されたい)がある。RPTPと結合するウイルス性ポリ
ペプチドA41Lは、牛痘ウイルス（CPV）、ワクシニアウイルス（Copenhagen株、Ankara株
、Tian Tan株およびWR株）および痘瘡ウイルス（Harvey株、India-1967株およびGarcia-1
966株を含む）などの、いくつかの異なるポックスウイルスに存在する。LAR、RPTP-δ、
および／またはRPTP-σに対するA41Lの結合は、これらのホスファターゼの少なくとも１
つの生物学的機能を変化させ、本明細書に記載のように、免疫細胞の細胞表面に発現され
るLAR、RPTP-δ、および／またはRPTP-σとA41Lとの相互作用は、その細胞の免疫応答性
を変化させる（例えば、抑制もしくは増強する）。
【０１４８】
　ウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチドとの相互作用（例えば、ウイルス性ポリ
ペプチドA41Lと細胞性ポリペプチドRPTPとの相互作用、これは免疫細胞の免疫応答性を変
化させる）の結果としての、細胞の生物学的活性の変化は、ウイルス性ポリペプチドと類
似した様式で、生物活性薬剤（化合物もしくは分子）によっても達成されることがある。
生物活性薬剤には、例えば、小分子、核酸（例えば、アプタマー、siRNA、アンチセンス
核酸）、抗体およびそのフラグメント、ならびに融合タンパク質（例えば、ペプチド-Fc
融合タンパク質、および免疫グロブリンFcポリペプチドのような他の部分と融合させた細
胞ポリペプチドドメインもしくは断片（少なくとも8、10、12、14、16、18、20、25、も
しくは30アミノ酸））がある。薬剤は、少なくとも１つの細胞性ポリペプチドと、その細
胞性ポリペプチド上のある位置で、相互作用し、かつ結合することができ、その位置は、
ウイルス性ポリペプチドが結合するのと同じ位置、もしくはその近傍である。あるいはま
た、ウイルス性ポリペプチドの作用と同様の、薬剤による少なくとも１つの生物学的機能
の変化は、ウイルス性ポリペプチドが結合する位置から遠位の位置での、薬剤の細胞性ポ
リペプチドとの結合もしくは相互作用に起因する可能性がある。競合結合アッセイおよび
機能アッセイなどの結合実験は、細胞の免疫応答性のレベルを示すものであって、本明細
書に記載され当技術分野で実践されている方法にしたがって実施され、薬剤が免疫細胞と
結合してその免疫応答性に影響を及ぼす能力およびレベルを、測定して比較することがで
きる。
【０１４９】
　疾患もしくは障害、例えば、心血管疾患もしくは障害、代謝疾患もしくは障害、増殖性
疾患もしくは障害、または免疫疾患もしくは障害を治療するための薬剤を同定する方法が
本明細書で与えられる。上記のような疾患もしくは障害を治療するのに有用な薬剤は、細
胞性ポリペプチドの少なくとも１つの生物学的機能を変化させる能力を有する。その方法
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は、細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチドとを相互作用させるのに十分な条件下
で、かつ十分な時間にわたって、(i)細胞性ポリペプチド、または細胞性ポリペプチドを
含有する細胞、または細胞上清もしくは細胞画分；(ii)ウイルス性ポリペプチド（すなわ
ち、ウイルス性ビルレンスポリペプチドであり、しかも本明細書に記載の少なくとも１つ
のビルレンス形質を示すウイルス性ポリペプチド）；および(iii)候補薬剤を互いに接触
させること（すなわち、混合、配合すること、または何らかの方法で相互作用を可能にす
ること）を含むものである。細胞性ポリペプチド、または細胞性ポリペプチドを含有する
細胞上清もしくは細胞画分を、反応容器内で、候補薬剤あり、およびなしの状態で接触さ
せる（すなわち混合する、など）。次に、当業者によって日常的に実践され、本明細書に
も記載されている方法にしたがって、候補薬剤の存在下での、細胞性ポリペプチドのウイ
ルス性ポリペプチドとの結合レベル（第１の結合レベル）を測定し、候補薬剤非存在下で
の細胞性ポリペプチドのウイルス性ポリペプチドとの結合レベル（第２の結合レベル）と
比較する。候補薬剤なしでのウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチドとの結合レベ
ルは、薬剤存在下での結合レベルと同時に測定することができるが、あるいは、候補薬剤
非存在下でのウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチドとの結合レベルは、過去の経
過から判断することもできる。候補薬剤非存在下でのウイルス性ポリペプチドの細胞性ポ
リペプチドとの結合レベルと比較した、候補薬剤存在下でのウイルス性ポリペプチドの細
胞性ポリペプチドとの結合レベルの減少は、その薬剤がウイルス性ポリペプチドの細胞性
ポリペプチドとの結合を（部分的に、または完全に）阻害することを示しており、したが
って疾患または障害の治療に有用な薬物が同定される。このように、薬剤の細胞性ポリペ
プチドとの結合は、ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合によって影響
を受ける、細胞性ポリペプチドの生物学的機能（例えば、免疫細胞の免疫応答性）のうち
少なくとも１つもしくは複数に影響を及ぼす。こうした薬剤を同定するための方法は、当
業者に周知の任意の適当な対照を追加して含む。
【０１５０】
　具体的な実施形態において、免疫疾患または障害を治療するための薬剤を同定する方法
が与えられ、その方法はウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを本明細
書に記載の方法にしたがって同定することを含むが、ただし細胞性ポリペプチドとウイル
ス性ポリペプチド（すなわち、ウイルス性ビルレンスポリペプチドであり、しかも本明細
書に記載の少なくとも１つのビルレンス形質を示すウイルス性ポリペプチド）との相互作
用は、免疫細胞の免疫応答性を変化させる（すなわち、統計学的に有意に、または生物学
的に有意に、増加させる、または減少させる）ものである。その方法は、細胞性ポリペプ
チドとウイルス性ポリペプチドとを相互作用させるのに十分な条件下で、かつ十分な時間
にわたって、(i)細胞性ポリペプチド、または細胞性ポリペプチドを含有する細胞、もし
くは細胞上清もしくは細胞画分；(ii)ウイルス性ポリペプチド；および(iii)候補薬剤を
互いに接触させること（すなわち混合、組み合わせること、または何らかの方法で相互作
用を可能にすること）を含むものである。上記のように、候補薬剤存在下でのウイルス性
ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルを、候補薬剤非存在下でのウイルス性
ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルと比較する。候補薬剤存在下でのウイ
ルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルが、薬剤非存在下でのウイルス
性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルと比べて減少しているならば、その
薬剤は、免疫疾患もしくは障害の治療に有用である可能性がある。ウイルス性ポリペプチ
ドの細胞性ポリペプチドとの結合を阻害する（または、妨害する、減少させる、最小限に
する、または抑止する）候補薬剤は、ウイルス性ポリペプチドを模倣し、それと同様に作
用する可能性があり、したがって、細胞性ポリペプチドの少なくとも１つの生物学的活性
に影響を及ぼす可能性がある。こうした生物学的活性には、免疫細胞の免疫応答性を変化
させること（ある実施形態では、免疫細胞の免疫応答性を抑制すること、ならびに別のあ
る実施形態では、免疫細胞の免疫応答性を増強すること）が含まれるが、それに限定され
ない。したがって、こうした薬剤は、免疫疾患または障害の治療に有用である。
【０１５１】
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　免疫応答性は、サイトカインレベル、増殖、および刺激の測定といった、当業者により
実施されている方法にしたがって、測定することができる。免疫細胞の免疫応答性は、細
胞接着および細胞遊走の変化を評価すること、ならびに細胞性タンパク質（細胞骨格タン
パク質、ならびに細胞接着および遊走に影響を与える他のタンパク質などであるが、これ
に限らない）のチロシンリン酸化パターンを調べることによっても、測定することができ
る。
【０１５２】
　本明細書に記載の薬剤は、免疫疾患もしくは障害、心血管疾患もしくは障害、代謝疾患
もしくは障害、または増殖性疾患もしくは障害を、治療もしくは予防する、抑制する、そ
の進行を遅らせる、またはそれに伴う症状を軽減するのに役立つ可能性がある。免疫障害
には、炎症性疾患もしくは障害、および自己免疫疾患もしくは障害が含まれる。炎症もし
くは炎症反応は、傷害に対する宿主の正常で防御的な反応であるが、炎症は、望ましから
ざる損傷を引き起こす可能性がある。例えば、アテローム性動脈硬化は、少なくともある
程度は、動脈損傷に対する病的反応であり、その結果としての炎症カスケードである。
【０１５３】
　薬剤または細胞性ポリペプチド（もしくはその断片）は、免疫疾患もしくは障害といっ
た、本明細書に記載の疾患もしくは障害を有する、または有する疑いのある患者を治療す
るのに有用である。こうした治療を必要とする患者は、免疫疾患の症状が発現した、また
は発現するリスクのある、ヒト、またはヒト以外の霊長類もしくは他の動物（すなわち家
畜への使用）とすることができる。ヒト以外の霊長類もしくは他の動物の例としては、家
畜、ペット、および動物園の動物（例えば、ウマ、ウシ、スイギュウ、ラマ、ヤギ、ウサ
ギ、ネコ、イヌ、チンパンジー、オランウータン、ゴリラ、サル、ゾウ、クマ、大型のネ
コ科動物など）があるが、それらに限定されない。
【０１５４】
　本明細書に記載の抗体もしくはその抗原結合フラグメントで治療することができる免疫
疾患の例には、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（SLE）、移
植片対宿主病（GVHD）、敗血症、糖尿病、乾癬、アテローム性動脈硬化、シェーグレン症
候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再潅流、クローン病、子宮内膜
症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急性呼吸窮迫症候群（ARDS）、
血管炎、または炎症性自己免疫性筋炎および他の炎症性および筋肉変性疾患（例えば、皮
膚筋炎、多発筋炎、若年性皮膚筋炎、封入体筋炎）があるが、それらに限定されない。AR
DSは、成人および小児で発症する可能性があり、多くの場合、肺胞毛細管ユニットを傷つ
ける、直接的な肺もしくは全身の傷害（例えば、敗血症、肺炎、誤嚥）に続いて起こる。
例えば、腫瘍壊死因子α（TNF-α）、インターロイキンβ（IL-β）、IL-10、および可溶
性細胞間接着分子１（sICAM-1）などのいくつかのサイトカインが、同症候群の発現に関
わっている。生物学的試料中のこれらの因子およびサイトカインレベルの増減は、本明細
書にも記載され、当技術分野で日常的に行われている方法およびアッセイによって容易に
測定することができ、急性状態をモニターし、さらに治療効果をモニターすることができ
る。
【０１５５】
　治療することができる心血管疾患もしくは障害は、免疫疾患／障害とも見なされる疾患
および障害を包含することがあるが、これには、例えば、アテローム性動脈硬化、心内膜
炎、高血圧、または末梢性虚血性疾患が含まれる。代謝疾患もしくは障害には、糖尿病、
肥満、ならびにミトコンドリア機能の異常もしくは変化に関連する疾患および障害がある
。
【０１５６】
　本明細書に記載のように、薬剤は、小分子と呼ばれる化合物であってもよい。小分子の
薬剤は、化合物、組成物、もしくは分子の「ライブラリー」またはコレクションのメンバ
ーとして与えられることがある。小分子は、典型的には、105ダルトン未満、104ダルトン
未満、または103ダルトン未満の分子量を有する。例えば、テスト化合物のライブラリー
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のメンバーを、それぞれが少なくとも１つの細胞性ポリペプチド、または本明細書で与え
られる細胞性ポリペプチドの起源を含有する複数のサンプルに与えた後に、前記メンバー
が細胞性ポリペプチドの生物活性を増強もしくは抑制する能力、またはウイルス性ポリペ
プチドと細胞性ポリペプチドとの相互作用を抑制もしくは増強する能力について、サンプ
ルをアッセイする。
【０１５７】
　免疫細胞の免疫応答性のような、細胞の生物学的機能を変化させるために使用される生
物活性薬剤であって、しかも疾患もしくは障害の治療に使用することができる前記薬剤は
、ペプチド-免疫グロブリン（Ig）定常領域 融合ポリペプチドであり、これにはペプチド
-IgFc融合ポリペプチドがある。ペプチドは、任意の天然に存在する、または組換えによ
って調製された分子とすることができる。例えばペプチド-IgFc融合ポリペプチドのよう
な、ペプチド－Ig定常領域 融合ポリペプチド（当技術分野では、ペプチボディ（peptibo
dy）とも呼ばれる（例えば、米国特許第6,660,843号を参照されたい））は、目的とする
タンパク質の活性を変化させることができる、生物学的に活性なペプチドもしくはポリペ
プチドを含有する。Fcポリペプチドは、本明細書に記載のように、ムテインFcポリペプチ
ドであってもよい。細胞の生物学的機能、例えば免疫細胞の免疫応答性を変化させるペプ
チドは、コンビナトリアルライブラリー（例えば、国際特許出願PCT/US91/08694およびPC
T/US91/04666を参照されたい）、ならびにファージディスプレイペプチドライブラリー（
例えば、Scottら、Science 249:386 (1990); Devlinら、Science 249:404 (1990); Cwirl
aら、Science 276: 1696-99 (1997); 米国特許第5,223,409号; 米国特許第5,733,731号; 
米国特許第5,498,530号; 米国特許第5,432,018号; 米国特許第5,338,665号; 1994; 米国
特許第5,922,545号; 国際出願公開番号WO 96/40987およびWO 98/15833を参照されたい）
から、同定して単離することができる。
【０１５８】
　ある実施形態において、目的の細胞性ポリペプチドをコードする配列の少なくとも一部
に相補的であるポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド（例えば、低分子干渉核酸、
アンチセンスポリヌクレオチド、リボザイム、またはペプチド核酸）であって、しかも遺
伝子および／またはタンパク質の発現を変化させるために使用することができる前記ポリ
ヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドが与えられる。本明細書に記載のように、細胞性
ポリペプチドをコードする核酸分子と特異的に結合する、またはハイブリダイズするこれ
らのポリヌクレオチドは、当技術分野で利用可能なヌクレオチド配列を用いて調製するこ
とができる。別の実施形態において、アプタマーのような、配列特異的でない核酸分子も
、遺伝子および／またはタンパク質発現を変化させるために使用することができる。
【０１５９】
　アンチセンスポリヌクレオチドは、mRNAもしくはDNAといった核酸に、配列特異的に結
合する。アンチセンス剤として使用するためのオリゴヌクレオチドおよびリボザイムの同
定、ならびに標的化デリバリーのための遺伝子をコードするDNAの同定には、当技術分野
でよく知られている方法が用いられる。例えば、こうしたオリゴヌクレオチドの望ましい
性質、長さ、および他の特徴がよく知られている。アンチセンス技術を用いて、ポリメラ
ーゼ、転写因子、または他の制御分子の結合に干渉することにより、遺伝子発現を調節す
ることができる（Geeら、Huber and Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Fut
ura Publishing Co. (Mt. Kisco, NY; 1994)を参照されたい）。
【０１６０】
　目的の細胞性ポリペプチドをコードする遺伝子の発現をモジュレートする（減少させる
、または抑制する）ために、低分子干渉RNAを使用してもよい。本明細書の記載は、小核
酸分子を用いたRNA干渉によって遺伝子の発現および活性をモジュレートするのに有用な
、化合物、組成物、および方法に関するものである。とりわけ、低分子干渉RNA（siRNA）
、マイクロRNA（miRNA）および低分子ヘアピンRNA（shRNA）分子といった、小核酸分子を
、目的の細胞性ポリペプチドの発現をモジュレートするために、本明細書に記載の方法に
したがって使用することができる。siRNAポリヌクレオチドは二本鎖RNA（dsRNA）からな
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ることが好ましいが、一本鎖RNAでもよい（例えば、Martinezら, Cell 110:563-74 (2002
)を参照されたい）。siRNAポリヌクレオチドは、本明細書で与えられ、既知であって、し
かも当業者によって使用されている、他の天然に存在する、組換えの、または合成の、ヌ
クレオチド（リボヌクレオチドもしくはデオキシリボヌクレオチド、または両者の組み合
わせ）および／またはヌクレオチドアナログの一本鎖もしくは二本鎖ポリマーを含んでい
てもよい。
【０１６１】
　二本鎖siRNAポリヌクレオチドの少なくとも一方の鎖は、そのsiRNAポリヌクレオチドの
いずれか一方のストランド、または両方のストランドの3'末端で「オーバーハング」とな
っている（すなわち、相手方のストランドの相補的塩基と塩基対を組んでいない）、少な
くとも１つ、好ましくは２つのヌクレオチドを有する。典型的には、siRNAポリヌクレオ
チド二本鎖の各ストランドが、3'末端に２ヌクレオチドのオーバーハングを有する。２ヌ
クレオチドオーバーハングは、チミジンジヌクレオチド（TT）とすることができるが、他
の塩基、例えば、TCジヌクレオチド、もしくはTGジヌクレオチド、または他の任意のジヌ
クレオチドからなっていてもよい（例えば、国際特許出願公開WO 01/75164を参照された
い）。あるいはまた、siRNAポリヌクレオチドは、平滑末端を有していてもよく、すなわ
ち、二本鎖の一方のストランドの各ヌクレオチドは、他方のストランドのヌクレオチドと
（例えば、Watson-Crick塩基対合によって）完全に相補的である。
【０１６２】
　別の実施形態において、目的の細胞性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド（ま
たはその一部）のデオキシリボースリン酸骨格を変更することによって、ペプチド核酸（
PNA）を調製することができる（例えば、Hyrup B.ら、Bioorganic & Medicinal Chemistr
y 4:5-23(1996)を参照されたい）。「ペプチド核酸」または「PNA」という用語は、デオ
キシリボースリン酸骨格が擬ペプチド骨格で置き換えられ、４つの核酸塩基のみが保持さ
れている、核酸ミミック（模倣体）、例えば、DNAミミックを表す。PNAの中性骨格は、イ
オン強度の低い条件下で、DNAおよびRNAとの特異的なハイブリダイゼーションを可能にす
ることが判明している。PNAオリゴマーの合成は、標準的な固相ペプチド合成法によって
行うことができる（例えば、Hyrup B.、上記; Perry-O'Keefeら、Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 93:14670-75 (1996)を参照されたい）。細胞性ポリペプチドに特異的なPNA分子は
、例えば、転写もしくは翻訳の停止を誘導することによって、または複製を抑制すること
によって、遺伝子発現を配列特異的にモジュレートするための、アンチセンスもしくはア
ンチジーン剤として使用することができる。
【０１６３】
　アプタマーは、核酸、タンパク質、脂質などを含めた他の分子と結合する能力に基づい
て、ランダムプールから選択された、一般に一本鎖の、DNAもしくはRNA分子である。目的
のポリペプチドをコードする配列を含むポリヌクレオチドと結合して、転写もしくは翻訳
を変化させる、アンチセンスポリヌクレオチド、低分子干渉RNA（siRNA）、またはリボザ
イムとは異なり、アプタマーはポリペプチドを標的として、それに結合することができる
。アプタマーは、ランダムな、または無修飾のオリゴヌクレオチドライブラリーから、特
定の標的と結合する能力によって、選択することができる（例えば、米国特許第6,867,28
9号；第5,567,588号を参照されたい）。アプタマーは、さまざまな二次元および三次元構
造を形成する能力を有し、単量体であれ多量体であれ、事実上あらゆる化合物に対するリ
ガンドとして機能する（すなわち、特異的な結合対を形成する）のに十分な、そのモノマ
ー内部で利用可能な化学的多用途性を有している。いかなる大きさの、またはいかなる組
成の分子も、標的となりうる。in vitro選択の反復プロセスを用いて、標的に対して高い
親和性を有する分子種についてライブラリーを濃縮することができる。このプロセスは、
ライブラリーを望ましい標的とともにインキュベートし、標的と結合したものから遊離の
オリゴヌクレオチドを分離し、さらに、結合したオリゴヌクレオチドサブセットを、例え
ばポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を用いて、増幅する、というサイクルを繰り返すことを
含むものである。選択された、標的に対して高い親和性を有する配列のサブ集団から、サ
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ブ集団をサブクローニングし、特定のアプタマーをより詳細に調べて、標的の生物学的機
能を変化させるアプタマーを同定することができる（例えば、米国特許第6,699,843号を
参照されたい）。
【０１６４】
　アプタマーは、任意のデオキシリボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチド、またはこ
れらの塩基の修飾されたもの、例えば、デオキシチオリン酸（もしくはホスホロチオ酸）
を含むことができるが、これはリンに結合した非架橋リガンドの１つとして酸素のかわり
に硫黄を有するものである。モノチオリン酸αSは１つの硫黄原子を有し、したがってリ
ンを中心としてキラルになる。ジチオリン酸は、２つの酸素が置換されており、したがっ
てキラルでない。ホスホロチオ酸ヌクレオチドは市販されているが、当技術分野で公知の
いくつかの異なる方法によって合成することもできる。
【０１６５】
　薬剤には、目的とする細胞性ポリペプチドと特異的に結合する抗体、またはその抗原結
合フラグメントが挙げられる。これらの特異的抗体は、ポリクローナルもしくはモノクロ
ーナルであって、動物の免疫化、およびその後の抗体の分離によって調製することができ
るが、または抗体は、組み換え抗体であってもよい。
【０１６６】
　本明細書で使用される場合、抗体が検出可能なレベルで目的の細胞性ポリペプチドと反
応し、好ましくは親和定数Kaが約104 M-1以上、もしくは約105 M-1以上、約106 M-1以上
、約107 M-1以上、または108 M-1であるならば、その抗体は細胞性ポリペプチドに対して
「免疫特異的である」、「特異的である」、または同ポリペプチドと「特異的に結合する
」と言われる。コグネイト抗原に対する抗体の親和性も、一般に、解離定数KDとして表さ
れ、抗細胞性ポリペプチド抗体が、10-4以下、約10-5以下、約10-6以下、10-7以下、また
は10-8以下のKDで結合するならば、その抗体は細胞性ポリペプチドと特異的に結合してい
る。このような定義は、本明細書に記載の他の抗原抗体反応、例えば、ポリペプチドタグ
とそのコグネイトリガンド、にも適用することができる。
【０１６７】
　結合パートナーもしくは抗体の親和性は、従来の技術、例えば、Scatchardら (Ann. N.
Y. Acad. Sci. USA 51:660 (1949))によって記載された技術を用いて、また表面プラズモ
ン共鳴（SPR; BIAcoreTM, Biosensor, Piscataway, NJ）によって、容易に測定すること
ができる。表面プラズモン共鳴のために、標的分子を固相に固定化し、フローセルに沿っ
て流れる移動相中のリガンドと接触させる。リガンドと固定化標的との結合が生じると、
局所的な屈折率が変化してSPR角の変化をもたらし、それを、反射光の強度変化を検出す
ることによって、リアルタイムでモニターすることができる。表面プラズモン共鳴シグナ
ルの変化率を解析して、結合反応の結合および解離相に対する見かけの速度定数を得るこ
とができる。これらの値の比が、見かけの平衡定数（親和性）を与える（例えば、Wolff
ら, Cancer Res. 53:2560-2565 (1993)を参照されたい）。
【０１６８】
　本明細書に記載の細胞性ポリペプチドに対する抗体の結合特性は、一般に、免疫検出法
を用いて測定および評価することができるが、こうした方法には例えば、酵素結合免疫吸
着法(ELISA)、免疫沈降法、免役ブロット法、向流免疫電気泳動、ラジオイムノアッセイ
、ドットブロットアッセイ、阻害もしくは競合アッセイなどがあり、当業者はこれらを容
易に実施することができる（例えば、米国特許第4,376,110号および第4,486,530号；Harl
owら、Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)を参
照されたい）。イムノアッセイ法は、抗体が細胞性ポリペプチドと特異的に結合するかど
うか、ならびに他の細胞性ポリペプチドを認識しないか、もしくはそれと交差反応しない
かどうかを判断するための対照および手順を含むことができる。
【０１６９】
　抗体は、例えば、IgG、IgE、IgM、IgD、またはIgAといった、いかなる免疫グロブリン
クラスに属していてもよい。抗体は、例えば、家禽（例えば、ニワトリ）および哺乳類と
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いった、動物から得ることができる、または動物起源とすることができるが、哺乳類には
マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、もしくは他の齧歯類、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ
、ラクダ、ヒト、もしくは他の霊長類が含まれ、しかしそれに限定されることはない。抗
体は、内在化される抗体であってもよい。こうした技術で、本明細書に記載の細胞性ポリ
ペプチドもしくはその断片（少なくとも６アミノ酸）を抗原として用いて動物を免疫し、
ポリクローナル抗血清を生じさせる。適当な動物には、例えば、ウサギ、ヒツジ、ヤギ、
ブタ、ウシがあり、またもっと小型の哺乳類、例えばマウス、ラットおよびハムスター、
または他の種の動物を含めることもできる。
【０１７０】
　抗体は、一般に、当業者に周知のさまざまな技術のいずれかによって調製することがで
きる。例えば、Harlowら、Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo
ratory (1988); Peterson, ILAR J. 46:314-19 (2005)を参照されたい。細胞性ポリペプ
チドと特異的に結合するポリクローナル抗体は、当業者によって報告され、実践されてい
る方法を用いて調製することができる（例えば、Greenら、「ポリクローナル抗血清の生
産」（“Production of Polyclonal Antisera”）、Immunochemical Protocols (Manson
編)より、1-5ページ (Humana Press 1992); Harlowら、Antibodies: A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Williamsら、「プラスミドベクターを用い
た大腸菌における外来タンパク質の発現と特異的ポリクローナル抗体の精製」（“Expres
sion of foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification of sp
ecific polyclonal antibodies”）、DNA Cloning 2: Expression Systems、第２版、Glo
verら(編)より、15ページ (Oxford University Press 1995)を参照されたい）。ポリクロ
ーナル抗体は、典型的には、ラット、マウス、ウサギ、ヤギ、ウシ、またはヒツジといっ
た動物中に生じるが、類人猿から抗細胞性ポリペプチド抗体を得ることもできる。診断お
よび治療に役立つ抗体をヒヒで産生させるための一般的な技法は、例えば、国際特許出願
公開WO 91/11465 (1991)、およびLosmanら、Int. J. Cancer 46:310, 1990に見出すこと
ができる。
【０１７１】
　目的の細胞性ポリペプチドと特異的に結合するモノクローナル抗体、ならびに望ましい
結合特異性を有するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ（これは不死の真核細
胞株の例である）も、例えば、KohlerおよびMilstein (Nature, 256:495-97 (1976), Eur
. J. Immunol. 6:511-19 (1975))の方法、およびその改良法（例えば、Coliganら(編)、C
urrent Protocols in Immunology, 1:2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991); 米国特許
第4,902,614号、第4,543,439号および第4,411,993号; Monoclonal Antibodies, Hybridom
as:　A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kennettら(編) (1980);
 ならびにAntibodies: A Laboratory Manual, HarlowおよびLane (編), Cold Spring Har
bor Laboratory Press (1988)を参照されたい；またBrandら、Planta Med. 70:986-92 (2
004); Pasqualiniら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:257-59 (2004)も参照されたい）
を用いて調製することができる。動物、例えば、ラット、ハムスター、または、もっと一
般的にはマウスを、当技術分野で行われている方法にしたがって調製された細胞性ポリペ
プチド免疫原で、免疫する。特異的抗体産生の有無は、初回注入（注入物は、ポリクロー
ナル抗体作製のために本明細書に記載のいくつかの経路のいずれかによって、投与するこ
とができる）後、および／またはブースター注入後に、血清サンプルの採取、ならびに当
業者に周知であって本明細書に記載されるいくつかの免疫検出法のいずれかによる、細胞
性ポリペプチドと結合する抗体の存在の検出によって、モニターすることができる。
【０１７２】
　細胞性ポリペプチドと特異的に結合する抗体は、ヒトモノクローナル抗体とすることが
できる。ヒトモノクローナル抗体は、当業者が精通しているいくつもの技術によって作製
することができる。そうした方法には、ヒト末梢血液細胞（例えば、Bリンパ球を含有す
る）のエプスタインバールウイルス（EBV）による形質転換（例えば、米国特許第4,464,4
56号を参照されたい；また、例えば、Glaskyら、Hybridoma 8:377-89 (1989)も参照され
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たい）；ヒトB細胞のin vitro免疫化（例えば、Boernerら、J. Immunol. 147:86-95 (199
1)を参照されたい）；挿入されたヒト免疫グロブリン遺伝子を保有する免疫化トランスジ
ェニックマウス由来の脾細胞の融合（例えば、Greenら、Nature Genet. 7:13 (1994); Lo
nbergら、Nature 368:856 (1994); Taylorら、Int. Immun. 6:579 (1994); 米国特許第5,
877,397号; Bruggemannら、Curr. Opin. Biotechnol. 8:455-58 (1997); Jakobovitsら、
Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:525-35 (1995)を参照されたい）；ヒト免疫グロブリンV領域
ファージライブラリーからの分離；抗-細胞性ポリペプチド抗体を産生しているB細胞から
の軽鎖および重鎖可変領域のクローニング（WO 92/02551; 米国特許第5,627,052号; Babc
ookら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-48 (1996)）；または当技術分野で公知の
、ならびに本明細書の記載に基づく、他の方法があるがそれらに限定されない。
【０１７３】
　目的の細胞性ポリペプチドに特異的なキメラ抗体は、ヒト化抗体も含めて、やはり本発
明にしたがって作製することができる。キメラ抗体は、第１の哺乳類に由来する少なくと
も１つの定常領域、および第２の別の哺乳類に由来する少なくとも１つの可変領域を有す
る。例えば、Morrisonら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-55 (1984)を参照され
たい。ある実施形態において、キメラ抗体は、非ヒトモノクローナル抗体に由来する少な
くとも１つの可変領域ドメイン、例えばマウス、ラットもしくはハムスターモノクローナ
ル抗体由来の可変領域をコードするポリヌクレオチド配列を、少なくとも１つのヒト定常
領域をコードする核酸配列を含有するベクター内にクローニングすることによって構築す
ることができる（例えば、Shinら、Methods Enzymol. 178:459-76 (1989); Wallsら、Nuc
leic Acids Res. 21:2921-29 (1993)を参照されたい）。
【０１７４】
　非ヒト／ヒトキメラ抗体をさらに遺伝子操作して、「ヒト化」抗体を作製することがで
きる。このヒト化抗体は、非ヒト哺乳類の免疫グロブリン由来の複数のCDR、少なくとも
１つのヒト可変フレームワーク領域、および少なくとも１つのヒト免疫グロブリン定常領
域を含むことができる。したがって、ヒト化抗体をデザインするための有用な戦略は、例
えば、説明のためであって限定するわけではないが、キメラ抗体の非ヒトフレームワーク
領域にもっとも相同的なヒト可変フレームワーク領域の同定を含むことができる（例えば
、Jonesら、Nature 321:522-25 (1986); Riechmannら、Nature 332:323-27 (1988)を参照
されたい）。
【０１７５】
　したがって、ヒト化抗体をデザインすることは、例えばコンピュータモデリングによっ
て、CDRループの高次構造および非ヒト可変領域の構造的決定要因を決定したのち、そのC
DRループおよび決定要因を既知のヒトCDRループ構造および決定要因と比較することを含
むことができる（例えば、Padlanら、FASEB 9:133-39 (1995); Chothiaら、Nature, 342:
377-83 (1989)を参照されたい）。コンピュータモデリングを用いて、配列相同性により
選択されたヒト構造テンプレートを非ヒト可変領域と比較することもできる（例えば、Ba
jorathら、Ther. Immunol. 2:95-103 (1995); 欧州特許EP-0578515-A3; Daviesら、Ann. 
Rev. Biochem. 59:439-73, (1990)を参照されたい）。非ヒトCDRのヒト化が結果的に結合
親和性の減少をもたらす場合には、コンピュータモデリングの助けを借りて、親和性を部
分的に、完全に、もしくは最適以上に（すなわち非ヒト化抗体より高いレベルにまで増加
）回復させるように、部位特異的もしくは他の変異誘発法によって変化させることができ
る、特定のアミノ酸残基を同定することができる。当業者はこうした技術に精通しており
、容易に、こうしたデザイン法に対する多数の変法および修正を正しく評価することがで
きると思われる。
【０１７６】
　特定の使用のために、抗体の抗原結合フラグメントが望ましいことがある。例えば、抗
体のタンパク質分解性加水分解、その例として従来法による全抗体のペプシンもしくはパ
パイン消化により、抗体フラグメント、F(ab')2、Fab、Fab'、Fv、およびFdを得ることが
できる。実例として、抗体フラグメントは、ペプシンによる抗体の酵素的分解によって作
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製され、F(ab')2と呼ばれるフラグメントを与えることができる。このフラグメントを、
チオール還元剤を用いてさらに切断し、Fab'１価フラグメントを作製することができる。
必要ならば、切断反応は、ジスルフィド結合の切断の結果生じるスルフヒドリル基のため
の保護基を使用して、実施することができる。別の方法として、パパインを用いた抗体の
酵素的切断は、２つの１価FabフラグメントおよびFcフラグメントを生じる（例えば、米
国特許第4,331,647号; Nisonoffら、Arch. Biochem. Biophys. 89:230 (1960); Porter, 
Biochem. J. 73:119 (1959); Edelmanら、Methods in Enzymology 1:422 (Academic Pres
s 1967); Weir, Handbook of Experimental Immunology, Blackwell Scientific, Boston
 (1986)を参照されたい）。抗原結合フラグメントは、例えば、固定化されたプロテインA
、プロテインG、Fc特異的抗体、または固定化された細胞性ポリペプチドもしくはその断
片を用いた、アフィニティクロマトグラフィーによってFcフラグメントから分離すること
もできる。抗体を切断するための他の方法、例えば、重鎖を分離して１価軽－重鎖フラグ
メント（Fd）を形成させること、フラグメントをさらに切断すること、または他の酵素的
、化学的、または遺伝学的技法も、フラグメントが、インタクトな抗体により認識される
細胞性ポリペプチドと結合する限り、使用することができる。
【０１７７】
　また、抗体フラグメントは、それが特異的な抗原と結合して複合体を形成するという点
で抗体のように作用する、いかなる合成タンパク質、または遺伝子工学で作製されたタン
パク質であってもよい。例えば、抗体フラグメントには、軽鎖可変領域からなる単離され
たフラグメント、重鎖および軽鎖の可変領域からなるFvフラグメント、軽鎖および重鎖可
変領域がペプチドリンカーによって連結されている組換え一本鎖ポリペプチド分子（scFv
タンパク質）、および超可変領域を模したアミノ酸残基からなる最小認識単位がある。本
発明の抗体は、好ましくは、少なくとも１つの可変領域ドメインを含む。可変領域ドメイ
ンは、いかなる大きさでも、いかなるアミノ酸組成を有していてもよく、一般に、抗原結
合を担う少なくとも１つの超可変アミノ酸配列を含有するものであるが、この配列は１つ
もしくは複数のフレームワーク配列と隣接しており、またはそれらを有する骨組みの中に
ある。一般的に言って、可変(V)領域ドメインは、免疫グロブリン重鎖可変ドメイン(VH)
および／または軽鎖可変ドメイン(VL)の任意の適当な取り合わせとすることができる。し
たがって、例えば、V領域ドメインは単量体であってよく、VHもしくはVLとすることがで
きるが、これは独立に、許容される親和性で抗原と結合する能力を有する。あるいはまた
、V領域ドメインは二量体であってもよく、VH-VH、VH-VL、またはVL-VL二量体を含有する
ことができる。好ましくは、V領域二量体は、非共有結合している少なくとも１つのVH鎖
および少なくとも１つのVL鎖を含有する（以後、FVと称する）。必要ならば、これらの鎖
は、２つの可変ドメイン間のジスルフィド結合を介して直接、または、例えばペプチドリ
ンカーのようなリンカーを介して共有結合し、一本鎖Fv(scFV)を形成してもよい。
【０１７８】
　最小認識単位は、１つの相補性決定領域（CDR）を含む抗体フラグメントである。この
ようなCDRペプチドは、目的の抗体のCDRをコードするポリヌクレオチドを構築することに
よって得ることができる。このポリヌクレオチドは、例えば、当業者が実施している方法
にしたがって、抗体産生細胞から単離された、またはその細胞内に含まれているmRNAを鋳
型として用いて可変領域を合成することができる、ポリメラーゼ連鎖反応を使用すること
によって調製される（例えば、Larrickら、Methods: A Companion to Methods in Enzymo
logy 2:106, (1991); Courtenay-Luck, “Genetic Manipulation of Monoclonal Antibod
ies,” Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, 
Ritterら（編）より、166ページ (Cambridge University Press 1995); およびWardら、
“Genetic Manipulation and Expression of Antibodies,” in Monoclonal Antibodies:
 Principles and Applications, Birchら（編）より、137ページ (Wiley-Liss, Inc. 199
5)を参照されたい）。あるいはまた、こうしたCDRペプチドおよび他の抗体フラグメント
は、自動ペプチド合成装置を用いて合成することができる。
【０１７９】
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　ある実施形態によれば、本明細書に記載のIg分子のいずれの非ヒト、ヒト、またはヒト
化重鎖および軽鎖可変領域も、scFvポリペプチドフラグメント（一本鎖抗体）として構築
することができる。例えば、Birdら、Science 242:423-426 (1988); Hustonら、Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 85:5879-83 (1988)を参照されたい。多機能性scFv融合タンパク質は
、scFvポリペプチドをインフレームでコードするポリヌクレオチド配列と、既知のさまざ
まなエフェクタータンパク質のいずれかをコードする少なくとも１つのポリヌクレオチド
配列とを連結することによって、作製することができる。こうした方法は当技術分野で知
られており、例えば、欧州特許EP-B1-0318554、米国特許第5,132,405号、米国特許第5,09
1,513号、および米国特許第5,476,786号に記載されている。一例として、エフェクタータ
ンパク質は、免疫グロブリン定常領域配列を含有することができる。例えば、Hollenbaug
hら、J. Immunol. Methods 188:1-7 (1995)を参照されたい。エフェクタータンパク質の
他の例は酵素である。限定的でない例として、こうした酵素は治療目的の生物活性を与え
ることができる（例えば、Siemersら、Bioconjug. Chem. 8:510-19 (1997)を参照された
い）が、あるいは診断用の目的で、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼが触媒する、数多
くの周知の基質の検出可能な産物への変換といった、検出可能な活性を与えることもでき
る。
【０１８０】
　抗体はまた、ヒト免疫グロブリンファージライブラリー、ウサギ免疫グロブリンファー
ジライブラリー、マウス免疫グロブリンファージライブラリー、および／またはニワトリ
免疫グロブリンファージライブラリーから同定して単離することができる（例えば、Wint
erら、Annu. Rev. Immunol. 12:433-55 (1994); Burtonら、Adv. Immunol. 57:191-280 (
1994); 米国特許第5,223,409号; Huseら、Science 246:1275-81 (1989); Schlebuschら、
Hybridoma 16:47-52 (1997)およびそれに引用されている参考文献; Raderら、J. Biol. C
hem. 275:13668-76 (2000); Popkovら、J. Mol. Biol. 325:325-35 (2003); Andris-Widh
opfら、J. Immunol. Methods 242:159-31 (2000)を参照されたい）。ヒト以外の種、もし
くは非ヒト免疫グロブリンライブラリーから単離された抗体は、本明細書に記載の、当技
術分野で公知の方法にしたがって遺伝子操作され、抗体もしくはそのフラグメントを「ヒ
ト化」することができる。目的とする細胞性ポリペプチドに特異的に結合するIgフラグメ
ント（Fab、Fv、scFv、またはそれらの多量体）を選択するためにスクリーニングするこ
とができる、免疫グロブリン可変領域遺伝子のコンビナトリアルライブラリーを、ファー
ジベクター内に作ることができる（例えば、米国特許第5,223,409号; Huseら、Science 2
46:1275-81 (1989); Sastryら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5728-32 (1989); Altin
g-Meesら、Strategies in Molecular Biology 3:1-9 (1990); Kangら、Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 88:4363-66 (1991); Hoogenboomら、J. Molec. Biol. 227:381-388 (1992); 
Schlebuschら、Hybridoma 16:47-52 (1997)およびそれに引用されている参考文献; 米国
特許第6,703,015号を参照されたい）。
【０１８１】
　他の実施形態において、細胞性ポリペプチドに特異的な抗体は、多量体の抗体フラグメ
ントである。有用な方法論は、例えば、Haydenら、Curr Opin. Immunol. 9:201-12 (1997
) およびColomaら、Nat. Biotechnol. 15:159-63 (1997)に概説されている。例えば、多
量体の抗体フラグメントは、ファージ技術によって作製され、ミニ抗体（米国特許第5,91
0 573号）またはダイアボディ（Holligerら、Cancer Immunol. Immunother. 45:128-30 (
1997)）を形成することができる。細胞性ポリペプチドに特異的なFvの多量体である、多
量体フラグメントを作製することができる。多量体型抗体には、ある抗原に特異的な第１
のFvを、異なる抗原特異性を有する第２のFvとともに含有する、二重特異性および二機能
性抗体がある（例えば、Drakemanら、Expert Opin. Investig. Drugs 6:1169-78 (1997);
 Koelemijら、J. Immunother. 22:514-24 (1999); Marvinら、Acta Pharmacol. Sin. 26:
649-58 (2005); Dasら、Methods Mol. Med. 109:329-46 (2005)を参照されたい）。
【０１８２】
　最小認識単位は、１つの相補性決定領域（CDR）を含む抗体フラグメントである。この
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ようなCDRペプチドは、目的の抗体のCDRをコードするポリヌクレオチドを構築することに
よって得ることができる。このポリヌクレオチドは、例えば、当業者により実施されてい
る方法にしたがって、ポリメラーゼ連鎖反応を用いて、抗体産生細胞から単離されたmRNA
、またはその細胞内に含まれているmRNAを鋳型として用いて可変領域を合成することによ
って、調製される（例えば、Larrickら、Methods: A Companion to Methods in Enzymolo
gy 2:106, (1991); Courtenay-Luck, “Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodie
s,” Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ri
tterら（編）より、166ページ (Cambridge University Press 1995); およびWardら、“G
enetic Manipulation and Expression of Antibodies,” in Monoclonal Antibodies: Pr
inciples and Applications, Birchら（編）より、137ページ (Wiley-Liss, Inc. 1995)
を参照されたい）。あるいはまた、こうしたCDRペプチドおよび他の抗体フラグメントは
、自動ペプチド合成装置を用いて合成することができる。
【０１８３】
　他の実施形態において、最小認識単位は、ペプチドライブラリーから同定することがで
きる。そうしたペプチドは、コンビナトリアルライブラリー（例えば、国際特許出願番号
PCT/US91/08694およびPCT/US91/04666を参照されたい）、およびファージディスプレイペ
プチドライブラリー（例えば、Scottら、Science 249:386 (1990); Devlinら、Science 2
49:404 (1990); Cwirlaら、Science 276: 1696-99 (1997); 米国特許第5,223,409号; 米
国特許第5,733,731号; 米国特許第5,498,530号; 米国特許第5,432,018号; 米国特許第5,3
38,665号; 1994; 米国特許第5,922,545号; 国際出願公開公報WO 96/40987 およびWO 98/1
5833を参照されたい）から同定して単離することができる。ファージディスプレイペプチ
ドライブラリーにおいて、ランダムなペプチド配列をファージコートタンパク質に融合し
、そのペプチドが繊維状ファージ粒子の外部表面上にディスプレイされるようにする。
【０１８４】
　最小認識単位すなわちCDR（すなわち、重鎖可変領域にある３つのCDRのうちいずれか１
つもしくは複数、および／または軽鎖可変領域にある３つのCDRのうちいずれか１つもし
くは複数）であるペプチドは、コンピュータモデリング法によって同定することができる
が、その方法は、本明細書に記載のように細胞性ポリペプチドに特異的に結合するペプチ
ド配列を比較して予測するために、使用することができるものである（例えば、Bradley
ら、Science 309:1868 (2005); Schueler-Furmanら、Science 310:638 (2005)を参照され
たい）。こうしたコンピュータの助けを借りた予測モデリング法は、細胞性ポリペプチド
と結合する抗体の、結合アフィニティを変更するのにも有用であると考えられる。最小認
識単位および／または１つもしくは複数のCDRの予想される三次元構造を、細胞性ポリペ
プチドと特異的に結合するウイルス性ポリペプチドの予想三次元構造と比較することによ
って、モデリング法は、置換可能で、しかも細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチ
ドとの結合相互作用により近い、最小認識単位内の残基、および／または１つもしくは複
数のCDRの残基を同定する方法を与える。アミノ酸置換は、ポリヌクレオチドおよびポリ
ペプチド変異体を作製する目的で、本明細書に記載され、当技術分野で日常的に使用され
ている、多くの変異誘発法のいずれかを用いて、容易に行うことができる。
【０１８５】
　ある実施形態において、目的の細胞性ポリペプチドと特異的に結合する抗体（もしくは
その抗原結合フラグメント）を認識し、これに特異的に結合する、抗イディオタイプ抗体
が与えられる。抗イディオタイプ抗体は、細胞性ポリペプチドと特異的に結合する抗体（
もしくはその抗原結合フラグメント）を免疫原として用いて、本明細書に記載の方法によ
って、ポリクローナル抗体として、またはモノクローナル抗体として作製することができ
る。抗イディオタイプ抗体またはその抗原結合フラグメントは、また、上記の組換え遺伝
子操作法のいずれかによって、またはファージディスプレイ選択によって、作製すること
ができる。本明細書で詳細に与えられる記載にしたがって、また当技術分野で日常的に行
われている方法にしたがって、抗イディオタイプ抗体をさらに操作して、キメラもしくは
ヒト化抗イディオタイプ抗体を与えることもできる。抗イディオタイプ抗体は、抗細胞性
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ポリペプチド抗体の抗原結合部位に特異的に結合することができ、その抗体の細胞性ポリ
ペプチドとの結合を競合的に阻害する。あるいはまた、本明細書で与えられる抗イディオ
タイプ抗体は、抗細胞性ポリペプチド抗体と細胞性ポリペプチドとの結合を競合的に阻害
しないこともある。
【０１８６】
　薬剤には、ペプチド-免疫グロブリン（Ig）定常領域融合ポリペプチドも挙げられるが
、これにはペプチド-IgFc融合ポリペプチドが含まれる。ペプチドは、任意の天然に存在
する分子もしくは組換え作製分子とすることができる。ペプチド-Ig定常領域融合タンパ
ク質、例えば、ペプチド-IgFc融合ポリペプチド（当技術分野ではペプチボディ（Peptibo
dy）とも称される（例えば、米国特許第6,660,843号を参照されたい））は、目的の細胞
性ポリペプチドの活性を変化させる能力を有する、生物学的に活性なペプチドもしくはポ
リペプチドを、免疫グロブリンの一部、少なくとも１つの定常領域ドメイン（例えば、CH
1、CH2、CH3、および／またはCH4）、またはFc部分（CH2-CH3）とインフレームで融合さ
せて、含有している。Fc部分は本明細書ではFc領域とも称される。
【０１８７】
　ある実施形態において、融合ポリペプチドのペプチド部分は、ウイルス性ポリペプチド
が結合する細胞性ポリペプチドと相互作用する、もしくは結合する能力を有し、加えて、
それが細胞性ポリペプチドと結合する際にウイルス性ポリペプチドと同一の生物活性を発
揮する能力を有する。特定の実施形態において、ペプチド-Fc融合ポリペプチドの結合は
、細胞性ポリペプチドを発現する免疫細胞の免疫応答性を抑制する（阻害する、妨げる、
低下させる、または抑止する）。例えば、こうしたペプチドは、それが細胞性ポリペプチ
ドを発現する細胞とウイルス性ポリペプチドとの結合を阻害する、もしくは阻止する能力
を測定することによって、同定することができる。あるいはまた、候補ペプチドを、細胞
性ポリペプチドを発現する細胞と接触もしくは相互作用させておき、その候補ペプチドが
その細胞の生物学的機能の少なくとも１つを抑制もしくは増強する能力を、本明細書に記
載され当技術分野でも実施されている方法にしたがって、測定することができる。
【０１８８】
　候補ペプチドは、コンビナトリアルライブラリーのメンバーとして与えられることもあ
るが、このライブラリーには、複数の反応容器内で実施される、複数のあらかじめ決めら
れた化学反応により調製される合成ペプチドが含まれる。例えば、当業者が精通している
標準的なペプチド合成技術によって、さまざまな出発ペプチドを調製することができる。
【０１８９】
　細胞の生物活性を少なくとも１つ変化させるペプチドを、コンビナトリアルライブラリ
ー（例えば、国際特許出願番号PCT/US91/08694およびPCT/US91/04666を参照されたい）か
ら、ならびにファージディスプレイペプチドライブラリー（例えば、Scottら、Science 2
49:386 (1990); Devlinら、Science 249:404 (1990); Cwirlaら、Science 276: 1696-99 
(1997); 米国特許第5,223,409号; 米国特許第5,733,731号; 米国特許第5,498,530号; 米
国特許第5,432,018号; 米国特許第5,338,665号; 1994; 米国特許第5,922,545号; 国際出
願公開番号WO 96/40987およびWO 98/15833を参照されたい）から、同定して単離すること
ができる。ファージディスプレイペプチドライブラリーでは、ランダムなペプチド配列が
ファージコートタンパク質に融合されており、そのペプチドは繊維状ファージ粒子の外部
表面上に提示される。典型的には、提示されたペプチドを、目的のリガンドもしくは結合
分子と接触させて、そのリガンドもしくは結合分子とペプチドとを相互作用させておき、
未結合のファージを除去して、結合したファージを溶出した後、アフィニティ精製および
増幅を複数回連続して行うことによって濃縮する。目的のリガンドもしくは結合分子もし
くは標的分子（例えば、本明細書において同定され、記載される細胞性ポリペプチド）に
対して最大の親和性を有するペプチドを配列決定して、鍵となる残基を同定することがで
きるが、この残基は１つもしくは複数の構造的に関連したペプチドファミリーの中で、ペ
プチドを同定することができる。ペプチド配列の比較は、そうしたペプチド内のどの残基
を変異誘発によって安全に置換し、または欠失させることができるかを示すこともできる
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。その後、これらのペプチドを、スクリーニングすることができる別途のペプチドライブ
ラリーに組み入れることができ、最適な親和性を有するペプチドを同定することができる
。
【０１９０】
　細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させることができ、したがって免疫疾患もしく
は障害、またはウイルス感染症の治療および／または予防に有用となりうるペプチドを同
定するための、さらに別の方法には、(1)タンパク質-タンパク質相互作用の構造解析、例
えば細胞性ポリペプチドの重要残基の位置付けを識別して決定するために、細胞性ポリペ
プチド標的の結晶構造（例えば、Jia, Biochem. Cell Biol. 75:17-26 (1997)を参照され
たい）を解析することであって、これはペプチドをデザインするのに有用であると思われ
る（例えば、Takasakiら、Nature Biotech. 15: 1266-70 (1997)を参照されたい）、(2)
ペプチドグリカン結合リポタンパク質と融合させたペプチドであって、大腸菌（E. coli
）のような細菌の外部表面上に提示される前記ペプチドを含有する、ペプチドライブラリ
ー、(3)ポリペプチドの翻訳を中断させてRNA結合ペプチドを生成させることにより、ペプ
チドライブラリーを作製すること、ならびに(4)１つもしくは複数のプロテアーゼでポリ
ペプチドを消化することによりペプチドを生成させることがあるが、それらに限定されな
い（例えば、米国特許第6,660,843号、第5,773,569号、第5,869,451号、第5,932,946号、
第5,608,035号、第5,786,331号、第5,880,096号、も参照されたい）。ペプチドは、3から
75アミノ酸、3から60アミノ酸、3から50アミノ酸、3から40アミノ酸、3から30アミノ酸、
3から20アミノ酸、または3から10アミノ酸までの間の、任意の数のアミノ酸を含有するこ
とができる。細胞の生物学的活性を変化させる能力、例えば、免疫細胞の免疫応答性を変
化させる（一例としてある実施形態では、免疫細胞の免疫応答性を抑制し、また他のある
実施形態では免疫細胞の免疫応答性を増強する）能力を有するペプチドは、さらに誘導体
化して、ペプチド-Ig定常領域融合タンパク質を構築するのに有用なアミノ酸（例えば、
連結配列となるアミノ酸、またはスペーサー配列となるアミノ酸）を付加または挿入する
こともできる。
【０１９１】
　ペプチド-Ig定常領域融合ポリペプチド（ペプチド-IgFc融合ポリペプチドを含む）を構
築するために使用することができるペプチドは、細胞性ポリペプチドと結合するウイルス
性ポリペプチドから誘導することができる。ペプチドは、さまざまなプロテアーゼのいず
れか１つもしくは複数を用いたタンパク質分解消化によって、ウイルス性ポリペプチドか
らランダムに生成させ、単離した後、それが細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させ
る能力について分析することができる。ウイルス性ポリペプチドのペプチドは、本明細書
に記載され当技術分野でも実施されている組換え法を用いて作製することもできる。ラン
ダムに作製されたペプチドを用いて、本明細書および当技術分野で記載されているように
、ペプチドコンビナトリアルライブラリーまたはファージライブラリーを調製することも
できる。あるいはまた、細胞性ポリペプチドと相互作用する、ウイルス性ポリペプチドの
部分のアミノ酸配列を、細胞性ポリペプチドのコンピュータモデリング、もしくはそのポ
リペプチドの一部、例えば、細胞外部分のコンピュータモデリングによって、および／ま
たはX線結晶構造解析によって、決定することができる（X線結晶構造解析には、細胞性ポ
リペプチド（もしくはその断片）のみの結晶、または細胞性ポリペプチド-ウイルス性ポ
リペプチド（もしくは細胞性ポリペプチドおよび／またはウイルス性ポリペプチドの断片
）複合体の結晶の、調製および解析を含めることができる）。
【０１９２】
　本明細書に詳細に記載されるように、免疫グロブリンのFcポリペプチド（もしくは部分
もしくは領域）は、重鎖CH2ドメインおよびCH3ドメイン、ならびにCH1とCH2の間に位置す
るヒンジ領域の一部もしくは全体を含有している。従来は、Fcフラグメントは免疫グロブ
リンのパパイン消化によって誘導され、免疫グロブリンのヒンジ領域を包含していた。本
明細書で言及されるFc領域もしくはFcポリペプチドは、共有結合（例えば、特にジスルフ
ィド結合）および非共有結合により二量体もしくは多量体型を形成するように、結合もし
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くは会合させることができる単量体ポリペプチドである。Fcポリペプチドの単量体サブユ
ニット間の分子間ジスルフィド結合の数は、免疫グロブリンクラス（例えば、IgG、IgA、
IgE）またはサブクラス（例えば、ヒトIgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2）に応じて
さまざまである。免疫グロブリンのFc部分は、免疫グロブリンの一定のエフェクター機能
を仲介する。Fc領域に関連するエフェクター機能をおおまかに３つに分類すると、(1)古
典的補体カスケードの活性化、(2)エフェクター細胞との相互作用、および(3)免疫グロブ
リンの局在化、がある。現在、Fcポリペプチド、および任意の１つもしくは複数の定常領
域ドメイン、ならびに少なくとも１つの定常領域ドメインを含有する融合タンパク質は、
当業者が精通している分子生物学の組換え技術によって、容易に調製することができる。
【０１９３】
　Fcポリペプチドは好ましくは、動物種に由来するヌクレオチドおよびコード化アミノ酸
配列を用いて調製されるが、ペプチド-IgFc融合ポリペプチドはその動物に使用すること
を目的とする。ある実施形態において。Fcフラグメントは、ヒト起源のものであって、例
えば、ヒトIgG1およびIgG2といった任意の免疫グロブリンクラスに由来するものとするこ
とができる。
【０１９４】
　本明細書に記載のFcポリペプチドは、Fcポリペプチド変異体を包含する。こうしたFcポ
リペプチド変異体のあるものは、別のFcポリペプチドとジスルフィド結合を形成する、１
つもしくは複数のシステイン残基（例えば、ヒンジ領域内の１つもしくは複数のシステイ
ン残基）が、セリンのような別のアミノ酸で置換されており、２つのFcポリペプチド間に
形成されるジスルフィド結合の数が減少する。Fcポリペプチド変異体の別の例として、F
ｃポリペプチドがレベルの低下したエフェクター機能を有するように、エフェクター機能
に関連する１つもしくは複数のアミノ酸を置換した変異体がある。例えば、Fc領域のアミ
ノ酸を置換して、補体カスケードの成分との結合を減少させる、もしくは抑止する（例え
ば、Duncanら、Nature 332:563-64 (1988); Morganら、Immunology 86:319-24 (1995)を
参照されたい）；Fcポリペプチドの、免疫細胞により発現されるFc受容体との結合能力を
低下させる、もしくはなくす；または抗体依存性細胞傷害作用を変化させることができる
。
【０１９５】
　他のFc変異体には、軽微な変化のみ、例えば、限定ではなく例証として、共有結合の化
学的修飾、挿入、欠失、および／または置換（これにはさらに保存的置換を含めることが
できる）を有する、既知のFcポリペプチド配列の類似アミノ酸配列が含まれる。互いに類
似したアミノ酸配列は、配列相同性を有する相当な領域を共有していると考えられる。同
様に、Fc変異体をコードするヌクレオチド配列は、実質的に類似したヌクレオチド配列を
含むことができ、軽微な変化のみ、例えば、限定ではなく例証として、共有結合の化学的
修飾、挿入、欠失、および／または置換（これにはさらに遺伝暗号の縮重によるサイレン
ト変異を含めることができる）を有することができる。互いに類似したヌクレオチド配列
は、配列相同性を有する相当な領域を共有していると考えられる。
【０１９６】
　Fcポリペプチド、もしくは少なくとも１つの免疫グロブリン定常領域、またはその一部
は、目的のペプチドもしくはポリペプチドと融合させたとき、少なくともある程度は、分
解を防止する、および／または半減期を増加させる媒体もしくは担体成分として機能し、
毒性を低下させ、免疫原性を低下させ、および／またはペプチドの生物活性を増加させる
が、これは例えば二量体もしくは他の多量体を形成することによる（例えば、米国特許第
6,018,026号；第6,291,646号；第6,323,323号；第6,300,099号；第5,843,725号を参照さ
れたい）。（例えば、米国特許第5,428,130号; 米国特許第6,660,843号; 米国特許出願公
開番号2003/064480; 2001/053539; 2004/087778; 2004/077022; 2004/071712; 2004/0579
53/ 2004/053845/ 2004/044188; 2004/001853; 2004/082039も参照されたい）。ウイルス
性ポリペプチドと結合する、および／または細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させ
るペプチドと、結合もしくは融合させることができる、Fcポリペプチドのような免疫グロ
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ブリン定常領域の代わりとなる成分としては、例えば直鎖状ポリマー（例として、ポリエ
チレングリコール、ポリリジン、デキストランなど；例えば、米国特許第4,289,872号；
国際特許出願公開番号WO 93/21259を参照されたい）；脂質；コレステロール類（ステロ
イドなど）；炭水化物またはオリゴ糖がある。
【０１９７】
　ウイルス性ポリペプチド（特に、本明細書に記載のビルレンス形質を少なくとも１つ有
するウイルス性ポリペプチド）が結合する細胞性ポリペプチドを作製するための製造法が
本明細書で与えられる。例えば、細胞性ポリペプチドを製造する工程（または方法）は、
本明細書に記載のいずれか１つの方法によって、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞
性ポリペプチドを同定することを含む。細胞性ポリペプチドのアミノ酸配列を決定した後
で、細胞性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を、遺伝暗号に基づく原則に従っ
て決定することができる。あるいはまた、プライマーデザイン、ハイブリダイゼーション
、核酸の単離、クローニングおよび増幅、ならびに配列決定を含む標準的な分子生物学の
技術を使用することによって、細胞性ポリペプチドをコードする、細胞のゲノムDNAもし
くはmRNAのヌクレオチド配列を決定することができる。分子生物学分野で知られており、
本明細書にも記載されている、組換え発現ベクターを調製するための周知の方法および原
理にしたがって、細胞性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含有するポリヌク
レオチドを、組換え発現構築物（すなわちベクター）に組み込むことができる。ベクター
は、細胞性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に機能的に連結されたプロモータ
ー、ならびに当業者が精通している他の調節エレメント（例えば、エンハンサーもしくは
転写開始部位）も含有する。次にこのベクターを宿主細胞（例えば、原核生物、真核生物
、昆虫、酵母、または他の適当な宿主細胞）に導入することができるが、それは例えば、
宿主細胞を組換え発現ベクターでトランスフェクトする、または形質転換することによる
。細胞性ポリペプチドを発現させるのに十分な条件下で、かつ十分な時間にわたって宿主
細胞を培養した後、細胞性ポリペプチドを宿主細胞培養物から、または宿主細胞から、単
離することができる。
【０１９８】
　ウイルス性ポリペプチドと特異的に結合する細胞性ポリペプチドをコードする核酸分子
を、本明細書に記載のように、核酸の切り出し、連結、形質転換、およびトランスフェク
ションのためのさまざまな既知の手順にしたがって、増幅して発現させることができる。
したがって、ある実施形態において、細胞性ポリペプチドの発現は、大腸菌（Escherichi
a coli）のような原核生物宿主細胞で行うことが好ましいと考えられる（例えば、Pluckt
hunら、Methods Enzymol. 178:497-515 (1989)を参照されたい）。他の特定の実施形態で
は、細胞性ポリペプチドの発現は、酵母（例えば、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae
）、分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）、およびメタノール資化酵母（Pichia past
oris））；動物細胞（哺乳類細胞を含む）；または植物細胞を含めた、真核生物宿主細胞
で行うことが好ましいといえる。適当な動物細胞の例としては、骨髄腫、HEK293、COS、
またはCHO細胞があるがそれらに限定されない。植物細胞の例としては、タバコ、トウモ
ロコシ、ダイズ、およびイネ細胞がある。当業者に知られており、しかも本明細書に基づ
いた方法によって、特定の宿主系において外来配列を発現させるために、核酸ベクターを
デザインし、次に細胞性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を挿入すること
ができる。調節エレメントは、個別の宿主に応じてさまざまとなる。
【０１９９】
　免疫疾患または障害を含む、本明細書に記載の疾患または障害を有する、もしくはそれ
を発症するリスクのある患者、またはウイルス感染症に罹患した、もしくはウイルス感染
症を発症するリスクのある患者の治療に有用な、薬剤を生産するための製造法も、本明細
書で与えられる。ある実施形態において、この製造法は、(a)本明細書に記載され当技術
分野で実施されている方法にしたがって、免疫疾患もしくは障害、またはウイルス感染症
といった、疾患もしくは障害を治療するための薬剤を同定することを含む。例えば、薬剤
の同定は、本明細書に記載の方法にしたがって、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞
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性ポリペプチドを同定することを含むが、この場合細胞性ポリペプチドとウイルス性ポリ
ペプチドとの相互作用は免疫細胞の免疫応答性を変化させる。薬剤を同定する方法は、細
胞性ポリペプチドとウイルス性ポリペプチドとを相互作用させるのに十分な条件下で、か
つ十分な時間にわたって、細胞性ポリペプチド、もしくは細胞性ポリペプチドを含有する
細胞；ウイルス性ポリペプチド；および候補薬剤を接触させることを含むが、この薬剤は
、本明細書に詳細に記載されている。次に、候補薬剤の存在下での、ウイルス性ポリペプ
チドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルを測定し、候補薬剤の非存在下での、ウイルス
性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合レベルと比較する。ウイルス性ポリペプチ
ドの細胞性ポリペプチドとの結合を阻害する（または妨害する、減少させる、最小限に抑
える、もしくは阻止する）候補薬剤は、ウイルス性ポリペプチドを模したもので、それと
同様に作用することができ、したがって細胞性ポリペプチドの少なくとも１つの生物活性
に影響を及ぼすことができる。こうした生物活性には、細胞性ポリペプチドを含有する免
疫細胞の免疫応答性を変化させること（例えば、特定の実施形態では免疫細胞の免疫応答
性を抑制することであり、他の特定の実施形態では免疫細胞の免疫応答性を増強すること
である）が含まれるが、それに限定されない。したがって、こうした薬剤は、免疫疾患も
しくは障害を治療するのに有用である。次に、薬剤は、薬剤を作製するために当技術分野
で知られている方法にしたがって生産される。
【０２００】
　薬剤は、本明細書に記載の任意の作用物質、例えば、抗体もしくはその抗原結合フラグ
メント；小分子；アプタマー；アンチセンスポリヌクレオチド；低分子干渉RNA（siRNA）
；およびペプチド-IgFc融合ポリペプチドとすることができる。特定の実施形態において
、薬剤は抗体もしくはその抗原結合フラグメントであり、大規模製造に適した、本明細書
に記載の方法によって製造することができる。例えば、製造法には、バッチ細胞培養があ
るが、これは適切な培養条件を維持するように監視され、制御される。抗体もしくはその
抗原結合フラグメントの精製は、本明細書に記載され、当技術分野で知られており、国内
外の規制当局の指針に適合した方法にしたがって、実行することができる。
【０２０１】
　心血管疾患もしくは障害、代謝疾患もしくは障害、増殖性疾患もしくは障害、または免
疫疾患もしくは障害を含めた、疾患もしくは障害を治療または予防するのに有用である可
能性のある、本明細書に記載の方法にしたがって同定された薬剤（例えば、標的の細胞性
ポリペプチドと結合する抗体もしくはその抗原結合フラグメントであるが、それに限らな
い）を、患者への投与のために医薬用として（すなわち生理学的に）適する添加剤と組み
合わせる（すなわち、ともに製剤する）ことができる。医薬組成物は、生理学的に許容さ
れる添加剤（製薬上許容される、または適合する添加剤もしくは担体）（すなわち、有効
成分の活性と相互作用しない、毒性のない材料）を追加して含有する、無菌の水性もしく
は非水性溶液、懸濁液もしくは乳濁液とすることができる。こうした組成物は、固体、液
体、または気体（エアロゾル）の形をとることができる。あるいはまた、本明細書に記載
の組成物を凍結乾燥物として製剤することができるが、当技術分野で公知の技法を用いて
化合物をリポソーム内に封入してもよい。医薬組成物は、また、生物学的に活性または不
活性の他の成分を含有することができる。こうした成分には、バッファー（例えば、中性
緩衝食塩水、またはリン酸緩衝食塩水）、糖質（例えば、ブドウ糖、マンノース、ショ糖
、またはデキストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチド、もしくはグリシン
などのアミノ酸、抗酸化剤、EDTAもしくはグルタチオンなどのキレート剤、安定化剤、色
素、香料添加剤、および懸濁化剤、および／または防腐剤があるが、それらに限定されな
い。
【０２０２】
　医薬組成物用の、当業者に公知の適当な添加剤もしくは担体のいずれかを、本明細書に
記載の組成物に用いることができる。治療に使用するための添加剤はよく知られており、
例えば、Remingtons Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro編
、1985).に記載されている。概して、添加剤の種類は、投与法に基づいて選択される。医
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薬組成物は、適切な投与法のいずれに対しても、製剤することができる。
【０２０３】
　医薬分野の当業者が判断するように、治療（または予防）すべき疾患に適した方法で、
医薬組成物を投与することができる。適切な用量、ならびに適当な投与期間および頻度は
、患者の状態、患者の疾患のタイプおよび重症度、個別の活性成分の種類、および投与法
といった要因によって決まってくる。一般に、適切な用量および治療計画は、治療および
／または予防の効果（例えば、完全寛解もしくは部分寛解の回数の増加、または無病生存
期間および／または全生存期間の延長、または症状の重症度の低下、といった臨床転帰の
改善）をもたらすのに十分な量の組成物を与える。予防に使用するためには、用量は、免
疫疾患もしくは障害といった疾患を予防し、疾患の発症を遅らせ、または疾患の重症度を
下げるのに十分でなければならない。
【０２０４】
　最適用量は、一般に、実験モデルおよび／または臨床試験によって決定することができ
る。最適用量は、患者の体格、体重、または血液容量に左右される可能性がある。概して
、投与量中に含まれる、本明細書に記載の抗体もしくはその抗原結合フラグメントのよう
なポリペプチドの量、または投与量中に含まれるDNAによりin situで生成される前記ポリ
ペプチドの量は、患者の体重kgあたり約0.01μｇから約1000μｇまでの範囲にある。有効
な治療をもたらすのに十分な最小投与量を使用することが、通常、好ましい。一般に、治
療もしくは予防の有効性について、治療もしくは予防すべき疾患に適したアッセイを用い
て患者をモニターすることができるが、このアッセイは当業者によく知られている。適当
な用量サイズは、患者の体格に応じて変化するであろうが、典型的には、10～60 kgの患
者に対して約1 mlから約500 mlまでの範囲である。
【０２０５】
ビジネス方法
　免疫疾患および障害を含めた、疾患および障害を治療するために、治療用生物活性剤と
して使用することができる薬剤を同定し、前臨床試験および臨床試験でその薬剤をテスト
して評価した後、その薬剤を医療専門家に販売する方法およびシステムが本明細書で与え
られる。治療薬を販売するシステムおよび方法には、(1)科学的方法、これは、ウイルス
のビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを同定して解析するための、コンピュー
タシステムおよび方法を含むことができる；(2)ウイルス性ビルレンス因子と結合する細
胞性ポリペプチドを同定するための科学的方法、この細胞性ポリペプチドは、したがって
治療薬の標的となる；(3)ウイルス性ポリペプチドの細胞性ポリペプチドとの結合を阻害
し、したがって、細胞性ポリペプチドの少なくとも１つの生物活性を変化させる薬剤を同
定して解析するための科学的方法；(4)薬剤の臨床開発のための方法およびシステム；(5)
薬剤を必要とする患者の治療のために、薬剤を医療専門家に販売すること、があるが、そ
れらに限定されない。
【０２０６】
　ある実施形態において、ウイルスのビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを同
定すること；ウイルスのビルレンス因子が結合する細胞性ポリペプチドを同定すること（
この場合、ウイルスのビルレンス因子と細胞性ポリペプチドとの結合は、細胞性ポリペプ
チドが関与している細胞の生物活性の少なくとも１つを変化させる）；細胞性ポリペプチ
ドとウイルス性ポリペプチドとの結合を阻害する薬剤を同定し、それによって少なくとも
１つの細胞生物活性を変化させる薬剤を同定すること；ならびに少なくとも１つの前臨床
研究を立案して実行することを含む、ビジネス方法が与えられる。他の特定の実施形態に
おいて、ビジネス方法は、ヒト被験者において少なくとも１つの臨床試験を立案して実行
し、その薬剤のヒトにおける安全性プロフィールを判断することをさらに含む。ビジネス
方法はまた、疾病または内科的疾患の治療（予防を含む）のためにそうした薬剤を必要と
しているヒト患者において、薬剤の有効性を評価するための、少なくとも１つの臨床試験
の立案および実行をさらに含むことができる。この方法はさらに加えて、医療専門家、ま
たは医療専門家へ薬剤を供給する流通事業体への薬剤の販売を含むことができる。
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【０２０７】
　具体的な実施形態において、少なくとも１つの生物学的効果とは免疫応答性であり、細
胞は免疫細胞であって、薬剤は、免疫細胞の免疫応答性を変化させる。したがって、ウイ
ルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチドとの結合を阻害する薬剤は、免疫細胞の免疫応
答性を変化させる能力も有するものである。本明細書に詳細に記載されるように、薬剤と
しては、(a)抗体、もしくはその抗原結合フラグメント；(b)ウイルス性ポリペプチド／Fc
ポリペプチド融合タンパク質；(c)ペプチド／Fcポリペプチド融合タンパク質；(d)Fcポリ
ペプチドに融合された、細胞性ポリペプチドのドメイン、もしくは少なくとも８アミノ酸
からなるその断片；(e)小分子； (f) 低分子干渉PNA（siRNA）；(g)アンチセンスポリヌ
クレオチド；および(h)アプタマーが挙げられるが、それらに限定されない。
【０２０８】
　本明細書に記載のように、薬剤による細胞の少なくとも１つの生物活性の変化が、その
薬剤がヒト被験者において疾病もしくは内科的疾患の治療に有用であることを示すのかど
うかを判断するため、ビジネス方法は、少なくとも１つの前臨床研究を立案して実行する
ことを含む。前臨床研究は、薬剤の治療濃度域（すなわち、薬剤の有効性と安全性の関係
）の決定に寄与する実験を包含する。細胞において少なくとも１つの毒性作用を誘導する
薬剤の濃度を決定するために、細胞培養研究において、手順を立案して、実施もしくは実
行することができる。毒性作用は、細胞において望ましくない作用を意味するものと理解
される。例えば、細胞の生存率を高め、生存期間を長くする能力、または正常な生物活性
もしくは機能を維持する能力について薬剤を調べている場合には、毒性作用として、アポ
トーシスの誘導、構造的な細胞の形態もしくは完全性の異常な変化、または特定の細胞タ
イプにとって正常とは見なされない、もしくは細胞の増殖能力を変化させる、何らかの細
胞経路の誘導および維持が挙げられる。癌もしくは悪性腫瘍を治療する能力、および／ま
たは抗増殖剤として作用する能力について薬剤を調べている場合には、アポトーシスおよ
び細胞死の誘導は望ましい作用であり、こうした分析は薬剤の潜在的な有効性を示すこと
になる。毒性分析のために立案して実行することができる前臨床研究には、動物での研究
が含まれる。細胞培養法および／または動物モデルを用いて行うことができる他の前臨床
研究の例には、催奇性の判定；男性および女性生殖器系への影響、例えば子孫の誕生への
薬剤の影響など；薬物動態解析、および安定性研究がある。
【０２０９】
　前臨床研究には、薬剤の有効性を示して評価する細胞培養および動物実験も含まれる。
免疫疾患もしくは障害、例えば、自己免疫疾患または炎症性疾患もしくは障害、心血管疾
患もしくは障害、代謝疾患もしくは障害、または増殖性疾患もしくは障害の治療に有用な
薬剤を、本明細書に記載の、当業者が用いる数多くの動物モデルのいずれか１つにおいて
、測定して評価することができる（例えば、Tanejaらによる総説、Nat. Immunol. 2:781-
84 (2001); Lam-Tseら、Springer Semin. Immunopathol. 24:297-321 (2002)を参照され
たい）。例えば、受容体チロシンキナーゼをコードする３つの遺伝子Tyro3、Mer、および
Axlをノックアウトしたマウスは、慢性関節リウマチおよびSLEなどの自己免疫疾患のいく
つかの症状を示す（Lu et al., Science 293:228-29 (2001)）。自然発生ループス様疾患
のマウスモデルが、NZB/WF1ハイブリッドマウスを用いて報告されている（例えば、Drake
ら、Immunol. Rev. 144:51-74 (1995)を参照されたい）。動物の発病、調節、および／ま
たは疾患からの動物の保護に影響を及ぼす薬剤および分子を調べることを可能にするI型
糖尿病の動物モデルは、MHCトランスジェニック（Tg）マウスを使用する。HLA-DQ8トラン
スジーン（HLA-DQ8はヒト１型糖尿病の支配的な素因遺伝子である）およびHLA-DQ6トラン
スジーン（これは糖尿病防御的である）を発現するマウスをRIP(ラットインスリンプロモ
ーター).B7-1-Tgマウスと交配させて、自然発生的に糖尿病を発症するHLA-DQ8 RIP.B7-1
トランスジェニックマウスを得た（Wakeland ら、Curr. Opin. Immunol. 11:701-707 (19
99); Wenら、J. Exp. Med. 191:97-104 (2000)を参照されたい）。（また、Brondumら、H
orm. Metab. Res. 37 Suppl 1:56-60 (2005)も参照されたい）。
【０２１０】
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　慢性関節リウマチの治療に有用な薬剤の特性を明らかにするために使用することができ
る動物モデルには、コラーゲン誘導関節炎モデル（例えば、Kakimoto, Chin. Med. Sci. 
J. 6:78-83 (1991); Myersら, Life Sci. 61:1861-78 (1997)を参照されたい）および抗
コラーゲン抗体誘導関節炎モデル（例えば、Kakimoto、上記、を参照されたい）がある。
免疫疾患に適用可能な他の動物モデルには、実験的自己免疫性脳脊髄炎モデル（実験的ア
レルギー性脳脊髄炎モデルとも呼ばれる）、多発性硬化症の動物モデル；I型およびII型
インターフェロン受容体が欠損し、かつ組換え活性化遺伝子２を欠損したAGR129マウスを
使用する乾癬モデル（Zenzら、Nature 437:369-75 (2005); Boymanら、J. Exp. Med. 199
:731-36 (2004); 2004年2月23日オンライン発行）；および炎症性腸疾患のためのTNBS（2
,4,6-トリニトロベンゼンスルホン酸）マウスモデルがある。心血管疾患のための数多く
の動物モデルが利用可能であり、van Vlijmenら、J Clin. Invest. 93:1403-10 (1994); 
Kiriazisら、Annu. Rev. Physiol. 62:321-51 (2000); Babuら、Methods Mol. Med. 112:
365-77 (2005)に記載のモデルなどがある。
【０２１１】
　本明細書に記載のように、ビジネス方法は、薬剤による細胞の少なくとも１つの生物活
性の変化が、その薬剤がヒト被験者における疾病もしくは内科的疾患の治療に有用である
（すなわち、安全かつ有効である）ことを表しているのかどうかを判断するために、少な
くとも１つの臨床研究を立案して実行することを含む。臨床研究は、法律および規則（21
 U.S.C.（連邦食品医薬品化粧品法（The Federal Food, Drug, and Cosmetics Act））な
らびに21 C.F.R.、なかでも21 C.F.R. §§ 312, 314, 316, 50, 54, 56, 58,および20を
参照されたい）、ならびに臨床研究を立案、実行、評価し、その結果を報告するために食
品医薬品局（FDA）から提供された指針書にしたがって、当業者により実施される。ある
実施形態において、ビジネス方法は、少なくとも１つの第I相臨床試験、少なくとも１つ
の第II相臨床試験、および少なくとも１つの第III相臨床試験の立案および実行を含む。
別の実施形態において、その方法は、少なくとも１つの第I相臨床試験、および少なくと
も１つの第II相臨床試験の立案および実行を含み、もう１つの実施形態では、ビジネス方
法は、少なくとも１つの第I相臨床試験の立案および実行を含む。
【０２１２】
　第I相臨床試験には、典型的には、ヒト被験者における薬剤の安全性を評価する研究の
立案および実行が含まれる。第I相試験もしくは第II相試験には、用量増加試験を含める
ことができる。ある特定の場合には、第I相試験は、薬剤投与を受けることから何らかの
臨床的利益を得る可能性のある患者群で行うことができる。第I相試験は、薬剤が人体に
おいてどのように吸収、代謝、および排泄されるかを判断するために、さらに加えて副作
用を評価するために、立案される。第I相臨床試験の立案には、新薬治験（IND）実施申請
資料の作成、および評価承認のためのFDAへの提出が含まれる。INDの内容、およびINDの
内容に含まれる実施される研究は、例えば、薬剤、治療指標、ならびに、臨床医もしくは
他の医療専門家にその治療薬について情報を与える適切なin vivo（すなわち、動物実験
）およびin vitro（細胞培養、ならびに他の生物学的および化学的アッセイ）前臨床研究
によって決定される。
【０２１３】
　第II相試験には、疾患もしくは病的状態を有する患者において、（１つもしくは複数の
）特定の徴候に対する薬物の有効性に関する予備的データを得るために実施される、初期
の対照臨床試験が含まれる。この第II相試験はまた、薬物に関連する、一般的な短期的副
作用およびリスクを判断するのに役立つ。第II相試験は、一般に、通常数百人が含まれる
比較的少人数の患者において、十分にコントロールし、厳密に監視して、実施される。第
III相試験は、拡大された対照および非対照試験である。こうした試験は、薬物の有効性
を示唆する予備的な証拠が第II相で得られた後に行われ、薬物の利点とリスクの関係を総
合的に評価するのに必要とされる、有効性および安全性に関する追加の情報を集めること
を目的とする。第III相試験はまた、その結果を一般集団に当てはめて、その情報を医師
への表示物で伝達するための適切な基準を与える。第III相試験は、通常、数百人から数
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千人が関わる。
【０２１４】
　各臨床試験の立案および実行は、臨床試験プロトコールデザイン（試験対象患者基準お
よび除外基準、主要および副次的評価項目決定のための統計的デザインおよび分析；副作
用の分析、および有害事象を報告するためのプロトコール；薬剤および適応症に関するバ
ックグラウンド；患者情報（バックグラウンドおよびモニタリング）；臨床投与プロトコ
ールなどが挙げられるがそれらに限定されない）；研究評価（臨床プロトコールにおいて
概要が示されたすべての測定パラメータに関する統計分析；有害事象の統計分析および分
類；重篤な有害事象の体験談；および他のFDAから要求された概要が挙げられるがそれら
に限定されない）；ならびに結論を含む。立案、結果、および結論について、FDAと公式
のみならず非公式にも協議することができ、これは法令により要求されている。臨床試験
の立案および実行には、臨床試験の立案および実行に関する、当業者が精通しているさら
に別の方法およびシステムを含めることができる。
【０２１５】
　本明細書に記載のビジネス方法は、個別の薬剤に応じて、FDAの下部組織（CDERおよびC
BDR）の指針に規定されるように、新薬承認申請（New Drug Application(NDA)）または生
物学的製剤製造許可申請（Biological License Application (BLA)）を準備すること、な
らびに医薬品の販売承認を得るためのFDAに対するプレゼンテーションを、さらに含むこ
とができる。したがって、ビジネス方法は薬剤の販売をさらに含むことができる。薬剤を
医療専門家（医師もしくは薬剤師を含むがこれに限定されない）に直接販売することがで
きるが、市販の医薬品および生物製剤の流通業者に販売してもよく、こうした業者が、そ
の後医療専門家に医薬品を販売する。場合によっては、医薬品は小売り、および卸売りの
店頭で消費者に直接販売することができる。
【０２１６】
　本明細書に記載のビジネス方法は、ウイルス性ポリペプチド、ウイルス性ポリペプチド
が結合する細胞性ポリペプチド、および／または薬剤を製造および使用する権利を、製薬
会社により、別の生物薬剤会社、研究もしくは医療機関、大きな製薬会社、またはジェネ
リック医薬品製造会社に対してライセンス供与することを含むことができる。前記のウイ
ルス性ポリペプチド、細胞性ポリペプチド、および薬剤のそれぞれを製造および使用する
権利は、権利の売り渡しもしくは譲渡、または権利のライセンス供与を含むことができる
。ウイルス性ポリペプチド、細胞性ポリペプチド、および／または薬剤を別の団体に売り
渡す、またはライセンス供与する事業体は、それぞれ売り手会社、またはライセンス供与
機関と呼ばれ、ウイルス性ポリペプチド、細胞性ポリペプチド、および／または薬剤を売
り渡す、またはライセンス供与する相手の団体は、取得会社と呼ばれる。「会社」という
用語は、国内、または国の州もしくは行政区分内で合法的に組織されていると考えられる
ビジネス事業体、もしくは政府機関、もしくは他の公的機関のいずれかを表すが、これは
営利団体でも非営利団体でもよい。
【０２１７】
　ある特定の実施形態において、取得会社とライセンス供与機関との間のビジネス協定は
、ウイルス性ポリペプチド、細胞性ポリペプチド、および／または薬剤に対する知的所有
権、ならびに特定の関連技術情報およびノウハウも取得した、取得会社を与えることがで
きる。取得会社は、取得会社とライセンス供与機関が同意した他の対価に加えて、前払い
金、進行中の研究開発費用、ロイヤルティ、目標達成報奨金（例えば、取得企業が、臨床
開発、収益の発生、および画期的な技術的成功の１つもしくは複数の段階を開始および／
または完了した時点での支払い）のいずれかを組み合わせて、ライセンス機関に支払うこ
とができる。決済は、現金、株式、および／または資産（他の薬剤、ウイルス性ポリペプ
チド、および／または細胞性ポリペプチドを含む）取引、または他の合意に基づく支払い
の形をとることができる。その見返りとして、ライセンス供与機関は、取得会社に、ウイ
ルス性ポリペプチド、細胞性ポリペプチド、および／または薬剤に関連する知的所有権の
独占的もしくは非独占的ライセンスを供与する、またはウイルス性ポリペプチド、細胞性
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ポリペプチド、および／または薬剤に関連する知的所有権を譲渡することができる。この
権利は、全体として、または特定の分野（例えば、特定の適応症に対する薬剤の使用）に
ついて、または特定の地域について、付与されることがある。
【０２１８】
　特定の実施形態において、ライセンス供与機関は生物医薬品会社であり、他の特定の実
施形態では、取得機関が生物医薬品会社である。他の実施形態において、生物医薬品会社
はウイルス性ポリペプチド、ウイルス性ポリペプチドが結合する細胞性ポリペプチド、お
よび／または細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させる薬剤を同定するための実験を
実施する。ある実施形態において、薬剤は免疫細胞の免疫反応性を変化させる。
【０２１９】
　疾病もしくは内科的疾患を治療するための治療薬の選択を導くための方法も本明細書で
与えられる。その方法は、ウイルスに感染した宿主内でウイルスの病原性を高めるウイル
ス性ポリペプチドに関する情報を受け取ること；そのウイルス性ポリペプチドが結合する
細胞性ポリペプチドを同定すること（このウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチド
との結合は細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させる）；このウイルス性ポリペプチ
ドと細胞性ポリペプチドとの結合を阻害する１つもしくは複数の薬剤を同定すること；こ
の１つもしくは複数の薬剤の、細胞の少なくとも１つの生物学的作用を変化させる能力を
分類すること（この少なくとも１つの生物学的作用の変化は、宿主において、疾病もしく
は内科的疾患を発症するリスクを減じ、または疾病もしくは内科的疾患の少なくとも１つ
の症状を軽減する）；ならびに、細胞の少なくとも１つの生物学的作用を変化させる薬剤
の能力の分類を医学研究者に提供して、前臨床的および臨床的方法でテストするための薬
剤の選択を支援すること、そしてそれによって疾患もしくは障害を治療するための治療薬
の選択を導くことを含む。特定の実施形態において、少なくとも１つの生物学的作用は免
疫応答性であり、細胞は免疫細胞である。
【０２２０】
　少なくとも１つの薬剤の、疾患の発症リスクを減少させる能力は、患者が疾患もしくは
障害を有すると疑われた時から、または疾患もしくは障害を発症するリスクがあると判断
された時から、患者が疾患もしくは障害の少なくとも１つの症状もしくは続発症を示す時
までの時間を増やす、もしくは長くする、少なくとも１つの薬剤（または複数の薬剤）の
能力を含む。少なくとも１つの症状を軽減することは、疾患もしくは障害の症状（もしく
は続発症）の強さ、発現、または増悪を減少させる、改善する、さもなければ最小限に抑
える薬剤の能力を包含する。薬剤は、疾患もしくは障害の発現を予防することもできる。
【０２２１】
　本明細書に記載されるように、細胞の少なくとも１つの生物学的作用を変化させる１つ
もしくは複数の薬剤の能力を、実験モデルおよび／または臨床試験によって測定すること
ができるが、この場合少なくとも１つの生物学的作用を変化させることは、宿主において
、疾病もしくは内科的疾患の発現リスクを低下させ、または疾病もしくは内科的疾患の少
なくとも１つの症状を軽減する。医薬組成物は、医学分野の当業者によって決定されるよ
うに、治療（もしくは予防）すべき疾患に適した方法で投与することができる。患者もし
くは宿主の状態、患者の疾患のタイプおよび重症度、個別の活性成分型、および投与の方
法といったさまざまな要因によって、適切な投与量、ならびに適当な投与期間および投与
頻度を決定することができる。一般に、適切な用法および治療計画は、治療および／また
は予防の利益（臨床転帰の改善など、例えば完全もしくは部分寛解の回数の増加、無病生
存および／または全生存の延長、または症状の重さの軽減）をもたらすのに十分な量の組
成物を規定する。予防用には、投与量は、免疫疾患もしくは障害を含めた疾患もしくは内
科的疾患に付随する症状の発現を予防し、遅らせ、または症状の重さを軽減するのに十分
でなければならない。
【０２２２】
　別の実施形態において、疾患もしくは障害を治療する治療薬を販売するためのビジネス
方法が提供される。ビジネス方法は、ウイルスに感染した宿主内でウイルスの病原性を高
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めるウイルス性ポリペプチドに関する情報を受け取ること、ならびにそのウイルス性ポリ
ペプチドが結合する細胞性ポリペプチドを同定することを含むが、このウイルス性ポリペ
プチドと細胞性ポリペプチドとの結合は細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させるも
のである。特定の実施形態において、少なくとも１つの生物活性は免疫応答性であり、細
胞は免疫細胞である。その方法はさらに、ウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチド
との結合を阻害し、かつ細胞の少なくとも１つの生物活性を変化させる、１つもしくは複
数の薬剤を同定することを含むことができる。本明細書に記載のように、少なくとも１つ
の生物学的作用が変化するとき、被験者（もしくは患者もしくは宿主）において、疾病も
しくは内科的疾患を発現するリスクは低下し、または疾病もしくは内科的疾患の少なくと
も１つの症状が軽減される。こうした方法は、医療専門家もしくは医療介護者、医療専門
家に医薬品を販売する流通業者、または疾患もしくは障害の治療を必要とする患者に、薬
剤を販売することさらに含むことができる。
【０２２３】
　望ましい結果を達成するようウイルス性ポリペプチドの選択を導くためのシステムも、
本明細書において与えられる。そのシステムは、コンピュータデバイスを含み、これは複
数のウイルス性ポリペプチドをコードする複数のポリヌクレオチド配列からなる知識ベー
スを含んでいる。システムはまた、ウイルスのビルレンス因子であるウイルス性ポリペプ
チドを、ウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列に関して一般に受け
入れられた情報に基づいて評価および選択するための、複数の規則からなる第２の知識ベ
ースを有する。システムはさらに、標的のウイルス性ビルレンス因子および望ましい結果
に関する情報を、前記コンピュータデバイスに与える手段；ならびにウイルス性ポリペプ
チドが結合する細胞性ポリペプチドを同定するために使用することができるウイルス性ポ
リペプチドをコードする、少なくとも１つのポリヌクレオチド配列を同定、および分類も
しくはランク付けするための手段を、コンピュータデバイス内に含む。
【０２２４】
　望ましい結果を達成するようウイルス性ポリペプチドの選択を導くコンピュータプログ
ラム製品も検討される。コンピュータプログラム製品は、コンピュータが使用できるスト
レージ媒体を含むが、このストレージ媒体は、コンピュータ可読プログラムコード手段を
その媒体において実施させるものである。このコンピュータ可読プログラムコード手段は
、複数のウイルス性ポリペプチドをコードする複数のポリヌクレオチド配列からなる１つ
の知識ベース、ならびに、ウイルス性ビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドを、
ウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列に関する情報に基づいて評価
および選択するための、複数の規則からなる第２の知識ベースを作成するための、コンピ
ュータ可読プログラムコード手段を含む。コンピュータプログラム製品はまた、標的のウ
イルスビルレンス因子、および望ましい結果に関する情報をコンピュータデバイスに与え
るためのコンピュータ可読プログラムコード手段；ならびに、ウイルス性ポリペプチドが
結合する細胞性ポリペプチドを同定するために使用することができる、標的ウイルスビル
レンス因子を同定、および分類もしくはランク付けするためのコンピュータ可読プログラ
ムコード手段を含むことができるが、この場合、ウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペ
プチドとの結合は少なくとも１つの細胞生物活性を変化させる。
【０２２５】
　ビルレンス因子であるウイルス性ポリペプチドと細胞性ポリペプチドとの結合を阻害す
る少なくとも１つの薬剤の能力を分類することは、さまざまな技法およびアッセイに関し
て、科学的方法分析、化学組成分析、および／または生物学的比較分析からの結果を解析
すること、ならびに予測される効果（すなわち、細胞内で少なくとも１つの生物活性を変
化させる能力）にしたがって、それらを分類することを含む。その結果には、さまざまな
アッセイ結果およびデータのプロッティング、数値スコアもしくは数値を、１つもしくは
複数の予測される効果に基づいて、さまざまな結果およびデータに割り当てること、なら
びに、望ましい効果もしくは転帰に基づく、さまざまなアッセイ結果およびデータのラン
ク付けを含めることができる。それに加えて、生物学的反応解析は、有効性測定の適切な
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アッセイ対照および方法をデザインすることも含む。アッセイからの結果およびデータを
、予測される効力および特異性などの、さまざまな異なる要因のいずれかにしたがって分
類することに関わる、さまざまなチャート、グラフ、グラフィックモデル、および他の文
書を作成して保存することができる。
【０２２６】
　本明細書に記載の方法およびシステムは、コンピュータもしくは関連ソフトウェアの助
けを借りることなく実施することもできる。しかしながら、ある特定の実施形態では、本
明細書に記載の方法およびシステムは、１つもしくは複数の記載された解析を成し遂げる
ためにコンピュータおよびソフトウェアを使用して実施される。例えば、コンピュータお
よびソフトウェアは、ウイルスに感染した宿主においてウイルスの病原性を高めるウイル
ス性ポリペプチドに関する情報を受け取るために使用することができる。ある実施形態に
おいて、デバイスは少なくとも１つの知識ベースを有する。例えば、１つの知識ベースは
、複数のウイルス性ポリペプチドをコードする、複数の異なるポリヌクレオチド配列から
なる。本明細書に記載の方法に有用な、もう１つの知識ベースは、ウイルス性ビルレンス
因子であるウイルス性ポリペプチドを評価および選択するための複数の規則を含む。この
規則には、複数のポリヌクレオチド配列から同定されたウイルス性ポリペプチドが、本明
細書で詳細に記載されるウイルス性ポリペプチドのビルレンス形質を少なくとも１つ含ん
でいるかどうかが含まれる。
【０２２７】
　情報の受取は、例えば、メソッドデータプロセシングシステムもしくはコンピュータプ
ログラム製品などの、多くのさまざまな形で行うことができる。さらに、本明細書に記載
の方法およびシステムは、ハードウェア形態のみ、ソフトウェア形態のみ、またはソフト
ウェアとハードウェア態様を組み合わせた形態を含むことができる。その上、本方法は、
コンピュータ可読プログラムコード手段をその媒体中で実施させる、コンピュータ使用可
能ストレージ媒体に関するコンピュータプログラム製品を提供することができる。ハード
ディスク、CD-ROM、光学記憶装置、および磁気記憶装置などの任意の適当なコンピュータ
可読媒体を使用することができるが、これらに限定されない。
【０２２８】
　ビジネス方法、および本明細書に記載の治療薬の選択方法は、さらに、目録作成および
文書作成を含むことができるが、これは、文書化および情報検索のために、さまざまなソ
ースおよび解析からの全アウトプットをソートし、シリアル化し、および／または記憶す
ることを含む。ある実施形態において、アウトプットは、整理され、レンダーリングされ
て、医療専門家、医学研究者、または他の医療介護者に届けられる最終文書となる。文書
はさらに、予測、予測モデル、デザイン、および一連のカスタム製品を含むことができる
。したがって、ある実施形態において、本発明の方法およびシステムは、結果を整理する
こと、ならびに、顧客もしくはユーザー（すなわち、医療専門家、医学研究者、もしくは
介護者など）のためにこれらの結果を順に並べて目録を作成することを含む。
【０２２９】
　特定の実施形態において、コンピュータもしくは他のプログラム可能なデータ処理装置
は、解析を行うのに有用な情報および／または規則を含む１つもしくは複数の知識ベース
を有する。ある実施形態において、コンピュータもしくは他のプログラム可能なデータ処
理装置は、ウイルス性ポリペプチドをコードする遺伝子もしくはポリヌクレオチド配列を
決定するもしくは得るための手段を包含するが、これは前記配列に関する情報をさまざま
なフォーマットのいずれかで取得することに基づくものであって、多くの利用可能なデー
タベース（公開データベースもしくは購入可能なデータベース）のいずれか１つからの、
配列それ自体、遺伝子および生物の名前、または配列識別番号のエントリーが含まれる。
【０２３０】
　別の実施形態において、知識ベースは、いろいろな結果を得るために指定されるさまざ
まな生物学的アッセイまたは情報、例えば、ウイルス性ポリペプチドの発現レベルの測定
、感染細胞による発現後のウイルス性ポリペプチドの局在化、ウイルス性ポリペプチドの
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１つもしくは複数のアミノ酸の置換、欠失もしくは挿入によるウイルスの病原性への影響
の測定、またはウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列のウイルスゲ
ノム内の位置に関する情報に適した一群のアッセイ、ならびに他のアッセイおよび情報を
含む。こうした知識ベースはさらに、望ましい結果に関するユーザーの入力に基づいて実
行しうる生物学的アッセイを決定するためのエキスパートルールも含むことができる。
【０２３１】
　他の実施形態において、知識ベースは、ポリヌクレオチド配列（例えば、本明細書に記
載のウイルス性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列）の構造的特性を決定す
るためのエキスパートルール、例えば、本明細書に記載のプログラムにおいて与えられる
ルールを含む。関連する実施形態において、知識ベースは、細胞もしくはゲノム環境にお
いて試薬の生物学的相互作用を同定および／または予測するために、ポリヌクレオチド配
列を別のデータベース、例えば、ヒトゲノムデータベースと比較するためのエキスパート
ルールを含む。
【０２３２】
　したがって、ある実施形態において、ウイルスビルレンス因子をコードするポリヌクレ
オチド、標的の細胞性ポリペプチド、およびウイルスビルレンス因子と細胞性ポリペプチ
ドとの相互作用を変化させる薬剤に関する情報、ならびに望ましい結果、例えば、細胞の
生物活性（一例として、免疫細胞の免疫応答性）の変化を、薬剤に関する知識ベースを備
えたコンピュータにインプットし、そのコンピュータが望ましい結果に基づいて適切な薬
剤を選択する。つぎに、コンピュータは、疾病もしくは内科的疾患を治療するのに適した
薬剤を、同定されたウイルス性ポリペプチドおよび細胞性ポリペプチド標的および薬剤に
基づいて、可能性のある薬剤の化学組成の分析、ならびに細胞もしくはゲノム環境といっ
た生物系での可能性のある相互作用の分析ためのエキスパートルールを用いてデザインす
る。その後、薬剤はいくつかの基準を用いてランク付けされ、関係書類が作成される。
【０２３３】
　本明細書に記載されるように、内科的疾患もしくは障害には、免疫疾患もしくは障害、
心血管疾患もしくは障害、代謝疾患もしくは障害、または増殖性疾患もしくは障害がある
。免疫疾患もしくは障害には、自己免疫疾患または炎症性疾患があるが、それに限定され
ない。免疫疾患もしくは障害の例としては、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、全身性エ
リテマトーデス、移植片対宿主病、敗血症、糖尿病、乾癬、アテローム性動脈硬化、シェ
ーグレン症候群、進行性全身性硬化症、強皮症、急性冠症候群、虚血再潅流、クローン病
、子宮内膜症、糸球体腎炎、重症筋無力症、特発性肺線維症、喘息、急性呼吸窮迫症候群
（ARDS）、血管炎、および炎症性自己免疫性筋炎があるが、それに限定されない。心血管
疾患の例には、アテローム性動脈硬化、心内膜炎、高血圧、および末梢性虚血性疾患があ
る。
【０２３４】
　下記の実施例は、本明細書に記載の実施形態を説明する目的で提示されるのであって、
本発明の範囲を限定すると見なされるべきではない。
【実施例１】
【０２３５】
A41Lと結合する免疫細胞上で発現されるRPTPの同定
　この実施例は、A41Lと結合する細胞表面ポリペプチドを同定するための方法を記載する
。
【０２３６】
　牛痘A41L融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有する組換え発現ベクタ
ーを、タンデムアフィニティ精製（TAP）法（TAPタグ法とも呼ばれる）のために構築した
（例えば、Rigautら、Nat. Biotech. 17:1030-32 (1999); Puigら、Methods 24:218-29 (
2001); Knueselら、Mol. Cell. Proteomics 2:1225-33 (2003)も参照されたい）。標準的
な分子生物学およびアフィニティ精製の技法にしたがって、A41LCRFCと称される構築物を
調製し、融合ポリペプチドを発現させて単離した。この構築物の概略図を図１に示す。A4
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1LCRFC構築物は、ヒト成長ホルモンリーダーペプチドのC末端と融合させた牛痘ウイルス
由来の成熟A41Lコード配列をコードするヌクレオチド配列を含んでいた。CRFCタンデムア
フィニティタグをA41LのC末端に融合させた。CRFCタグは、ヒトインフルエンザウイルス
赤血球凝集素ペプチド、HAエピトープ、アミノ酸YPYDVDYA（配列番号１、これは配列番号
２に記載のヌクレオチド配列によってコードされる）を含んでいたが、これに対する抗体
は市販されており、それによって、蛍光活性化セルソーティング（FACS）もしくは免疫ブ
ロット法といった免疫化学的方法による発現融合ポリペプチドの検出が可能となった。HA
エピトープのカルボキシル末端に、プロテインCタグ、アミノ酸EDQVDPRLIDGK（配列番号
４、これは配列番号５に記載のヌクレオチド配列によってコードされる）を融合させたが
、これはヒトプロテインCの重鎖に由来するものである。プロテインCタグのカルボキシル
末端にヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ部位、アミノ酸LEVLFQGP（配列番号16、こ
れは配列番号17に記載のヌクレオチド配列によってコードされる）を融合させ；HRV3Cプ
ロテアーゼ部位のカルボキシル末端に、ヒトIgGのFc部分のムテイン誘導体を融合させた
。
【０２３７】
　TAPタグ法を説明する概略図を図２に示す。プロテインAと結合させたA41LCRFC融合ポリ
ペプチド10μgを、5 x 106個の単球から調製された細胞溶解物とともにインキュベートし
た。A41Lと結合もしくは相互作用する細胞性ポリペプチドを同定するために、さまざまな
種類の正常細胞および腫瘍細胞を使用することができるが、こうした細胞には、（活性化
もしくは非活性化）B細胞およびT細胞、マクロファージ、上皮細胞、線維芽細胞、ならび
にRaji（B細胞リンパ腫）、THP-1（急性単球性白血病）、およびJurkat（T細胞白血病）
などの細胞株が含まれる。
【０２３８】
　A41LCRFC／細胞溶解物複合体を洗浄した後、HRV3Cプロテアーゼによる切断に供し、こ
のプロテアーゼはA41Lおよび会合タンパク質を遊離した。塩化カルシウム（1M）を、放出
されたA41L／細胞溶解物複合体に添加した後、これを抗プロテインCタグアフィニティ樹
脂に加えた。塩化カルシウムは、抗CタグとCタグエピトープとの相互作用のために必要と
される。抗プロテインCタグアフィニティ樹脂に結合した複合体を、塩化カルシウムを含
むバッファーで洗浄した後、EGTAを用いたカルシウムのキレート化により溶出した。その
結果得られた溶出物をトリプシンで消化し、A41Lおよびその会合タンパク質を同定するた
めに、消化されたA41L複合体を直接タンデム質量分析に供した。
【０２３９】
　トリプシンにより生じたペプチドの配列を質量分析により同定した。こうしたペプチド
は、図3A、3Bおよび3Cに示すように、受容体様タンパク質チロシンホスファターゼである
LAR、RPTP-σ、およびRPTP-δの一部としてそれぞれ同定された。
【実施例２】
【０２４０】
A41L-Fc融合ポリペプチドの調製
　この実施例は、A41L-Fc融合ポリペプチドおよびA41L-ムテインFc融合ポリペプチドの発
現のための、組換え発現ベクターの調製を記載する。
【０２４１】
　組換え発現ベクターは、分子生物学分野で当業者によってルーチンに行われている方法
にしたがって調製した。A41L-FcをコードするポリヌクレオチドおよびA41L-ムテインFcを
コードするポリヌクレオチドを、ベクターpDC409（配列番号41）のマルチクローニング部
位にクローニングした（例えば、米国特許第6,512,095号および米国特許第6,680,840号、
ならびにこれらに引用された参考文献を参照されたい）。A41L-Fcポリペプチドのアミノ
酸配列を配列番号32に示し、A41L-ムテインFcポリペプチドのアミノ酸配列は配列番号31
に示す（図６参照）。ムテインFc（ヒトIgG1）ポリペプチド（配列番号23）をコードする
ヌクレオチド配列を図24に示す。10から20μgのそれぞれの発現プラスミドを、直径10cm
の標準的な組織培養プレートで約80％コンフルエントとなるまで増殖させたHEK293T細胞
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またはCOS-7細胞（American Type Tissue Collection (ATCC), Manassas, VA）にトラン
スフェクトした。トランスフェクションは、LipofectamineTM PlusTM (Invitrogen社, Ca
rlsbad, CA)を用いて行った。トランスフェクトされた細胞を48時間培養した後、細胞培
養物から上清を回収した。標準的な手順にしたがって、プロテインAセファロースアフィ
ニティクロマトグラフィーによって、A41L融合タンパク質を精製した。
【実施例３】
【０２４２】
融合ポリペプチドのためのアフィニティタグの調製
　この実施例は、さまざまなアフィニティタグの発現のための、組換え発現ベクターの調
製を記載する。
【０２４３】
　融合タンパク質、例えば、ウイルスのビルレンス遺伝子によりコードされたビルレンス
因子ポリペプチドもしくはその一部を含む融合タンパク質を、例えばタンデムアフィニテ
ィ精製（TAP）による、検出および／または単離のためのアフィニティタグにインフレー
ムで融合させる。融合ポリペプチドは２つ以上のアフィニティタグを含有することができ
る。融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む組換え発現ベクターは、分子生
物学分野で当業者によく知られ、ルーチンに使用されている方法および技術によって調製
される（実施例２も参照されたい）。本明細書に記載のように、融合タンパク質は、さら
に少なくとも１つのプロテアーゼ部位を有することができる。融合タンパク質をコードす
るポリヌクレオチドを、市販業者および製造業者から入手可能な、いくつもの組換え発現
ベクターに挿入することができる。例えば、制限酵素部位を導入もしくは除去し、または
調節エレメントを導入もしくは除去して、ベクターを、本明細書に記載のポリペプチドの
挿入にさらに適合させることができる。ベクターの例としては、CMVプロモーターを含むp
CDNATM3.1（配列番号39）(Invitrogen社) (例えば、米国特許第5,168,062号および第5,38
5,839号を参照されたい)；pSL9、レンチウイルス発現プラスミド（配列番号40）；pDC409
（配列番号41）；およびpAAV、アデノ随伴ウイルス発現プラスミド（例えば、Stratagene
社, La Jolla, CAを参照されたい）（例えば、配列番号42）があるが、それらに限定され
ない。
【０２４４】
　融合タンパク質に含めることができるポリペプチドおよびペプチド配列の例を図４に示
す。発現構築物は、成長ホルモン（GH）シグナルペプチド配列（配列番号12）（配列番号
14に示すポリヌクレオチド配列によってコードされる）を含んでいる。ある実施形態にお
いて、配列は制限酵素部位を含み、例えば、SpeIおよびAsp718がシグナルペプチド（配列
番号13）のC末端に付加されて、シグナルペプチド配列にポリペプチド成分を融合させる
ことが可能となる（制限酵素部位を有するGHをコードするヌクレオチド配列：配列番号15
）。
【０２４５】
　本明細書に記載のように、融合ポリペプチドは、１、２、３、４、もしくは５個以上の
アフィニティタグ、および１つまたは複数のプロテアーゼ部位を含む。ペプチドスペーサ
ー配列が、任意の２つのポリペプチド成分の間、例えば、２つのアフィニティタグの間、
もしくはアフィニティタグとプロテアーゼ部位の間、またはビルレンス因子ポリペプチド
オープンリーディングフレーム（ORF）とアフィニティタグもしくはプロテアーゼ部位と
の間に含まれていてもよい。ペプチドスペーサー配列は、制限酵素の切断部位もしくは認
識部位であるヌクレオチド配列によってコードされていることがあるが、必ずしもそうで
ないこともある。アフィニティタグの例には、２つ以上のポリペプチドを有するアフィニ
ティタグの組合せが含まれる。例えば、HACタグは、HAエピトープタグ、C-TAGおよび2XSB
Pを含んでおり、これらは融合タンパク質においてどのような順序で存在していてもよい
（例えば、配列番号35はHACタグのアミノ酸配列を示すが、この中でHAエピトープはC-TAG
に融合されたアフィニティタグのアミノ末端にあり、C-TAGは2XSBPに融合されている；配
列番号36はHACタグをコードするヌクレオチド配列を与える）。
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【０２４６】
　アフィニティタグの組合せである別のアフィニティタグは、本明細書においてCRFCタグ
と呼ばれる（実施例１を参照されたい）。CRFCタグは、HAエピトープタグ、C-TAG、ヒト
ライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ部位、およびFcポリペプチドを組み合わせたものであ
る。典型的なポリペプチド配列が配列番号37に提示され、CRFCタグをコードするヌクレオ
チド配列は配列番号38に示される。アフィニティタグの組合せを含めて、本明細書に記載
のアフィニティタグを有する融合ポリペプチドは、ウイルスビルレンス因子と相互作用す
る標的細胞性ポリペプチド、またはその一部をタンデムアフィニティ精製するために使用
される。
【０２４７】
　前記から当然のことながら、説明目的で本発明の具体的な実施形態を記載したが、本発
明の精神および範囲から逸脱することなく、さまざまな修正を行うことができる。当業者
は、日常的な実験しか使わずに、本明細書に記載の本発明の具体的な実施形態に相当する
多くの均等物を認識し、または確認することができる。こうした均等物は、下記の請求の
範囲に含まれるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０２４８】
【図１】タンデムアフィニティ精製(TAP)に使用されるA41L融合ポリペプチドの発現用の
組換え発現構築物(A41LCRFC)によりコードされるA41L融合ポリペプチドの概略図である。
コードされる融合ポリペプチドは牛痘ウイルス由来の成熟A41L（そのアミノ末端でヒト成
長ホルモンリーダーペプチド(GHリーダー)のカルボキシ末端に融合される）を含む。A41L
のカルボキシ末端にはタンデムアフィニティタグ(CRFC)が融合されており、これはヒトイ
ンフルエンザウイルス赤血球凝集素(HA)エピトープ(YPYDVDYA、配列番号1)とインフレー
ムでプロテインCタグ (EDQVDPRLIDGK (配列番号4)、ヒトプロテインCの重鎖に由来する);
 ヒトライノウイルスHRV3Cプロテアーゼ部位(HRV3C切断部位) (LEVLFQGP (配列番号16));
 およびヒトIgG免疫グロブリンのFc部分のムテイン誘導体(ムテインFC)を含んでいた。
【図２】A41Lと結合する細胞性ポリペプチドを同定するためのTAP法の概略図である。
【図３Ａ】タンデムアフィニティ精製(TAP)およびLC/MS/MS解析により同定されたLARのペ
プチドを示す。TAP後にLC/MS/MSで同定された、LAR (配列番号43)内のペプチドの配列（
太字体）を示す。
【図３Ｂ】タンデムアフィニティ精製(TAP)およびLC/MS/MS解析により同定されたRPTP-σ
のペプチドを示す。TAP後にLC/MS/MSで同定された、RPTP-σ(配列番号18)内のペプチドの
配列（太字体）を示す。
【図３Ｃ】タンデムアフィニティ精製(TAP)およびLC/MS/MS解析により同定されたRPTP-δ
のペプチドを示す。TAP後にLC/MS/MSで同定された、RPTP-δ(配列番号19)内のペプチドの
配列（太字体）を示す。
【図４】タンデムアフィニティ精製法に使用することができる各種の融合タンパク質構築
物の概略図である。各構築物のアミノ末端にはヒト成長ホルモン(GH)シグナルペプチドを
示してある。ORF（オープンリーディングフレーム）はコードされたウイルスビルレンス
因子をさし、これは完全長のポリペプチドであってもその一部分であってもよい。アフィ
ニティタグポリペプチドには、HA、ヒトインフルエンザウイルス赤血球凝集素ペプチド(
赤血球凝集素エピトープともいう); CBP、カルモジュリン結合タンパク質; SBP、ストレ
プトアビジン結合タンパク質; 2XSBP、ストレプトアビジン結合タンパク質のタンデムリ
ピート; ムテインFc、ムテイン免疫グロブリンFcポリペプチド; C-TAG、ヒトプロテインC
の重鎖由来のプロテインC-タグ; SoftagTMペプチド; およびZZ、IgG結合ZZポリペプチド
が含まれる。プロテアーゼ部位としては、Rhino、ヒトライノウイルス3C (HRV3C)プロテ
アーゼ部位；およびTEV、タバコエッチウイルスプロテアーゼ部位が含まれる。
【図５】ウイルスビルレンス因子のオープンリーディングフレーム（ウイルスORF）にイ
ンフレームで融合されたCRFCアフィニティタグを用いたタンデムアフィニティ精製の概略
図である。CRFCタグには、そのアミノ末端から、HA (赤血球凝集素ペプチド(赤血球凝集
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素エピトープともいう); C-TAG; HRV3Cプロテアーゼ部位; および免疫グロブリンFcポリ
ペプチド（野生型FcポリペプチドまたはムテインFcポリペプチドのいずれでもよい）が含
まれる。
【図６】(i) A41Lシグナルペプチド配列、A41Lポリペプチド、およびヒトIgG1 Fcポリペ
プチド(A41L/Fc)を含むA41L/Fc融合ポリペプチド(配列番号32)と、(ii)ヒト成長ホルモン
シグナルペプチド配列、A41Lポリペプチド変異体、およびムテインFcポリペプチド(A41L/
ムテインFc)を含むA41L/ムテインFc融合ポリペプチド(配列番号31)とのアミノ酸配列アラ
イメントを示す。コンセンサス配列(配列番号44)も示してある。垂直の点線はA41Lポリペ
プチドのアミノ末端とカルボキシ末端を示す。

【図１】 【図２】
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【図３Ａ】 【図３Ｂ】

【図３Ｃ】 【図４】
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