
JP 4672092 B2 2011.4.20

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞のアポトーシスを阻害する哺乳動物のサービビンタンパク質をコードする単離された
核酸分子であって、該サービビンタンパク質は、一つのＢＩＲおよびβＣＯＯＨコイルド
コイルを含み、そして、該核酸分子は、ストリンジェントな条件下で、配列番号３５のヌ
クレオチド2811～2921、3174～3283、5108～5225、および、11955～12041からなる核酸分
子の相補物にハイブリダイズする、核酸分子。
【請求項２】
配列番号３４に示されるアミノ酸配列をコードする、請求項１に記載の単離された核酸分
子。
【請求項３】
配列番号３５のヌクレオチド2811～2921、3174～3283、5108～5225、および、11955～120
41を直接連結した連続する配列を含む、請求項２に記載の単離された核酸分子。
【請求項４】
配列番号３５のヌクレオチド2811～2921、3174～3283、5108～5225、および、11955～120
44を直接連結した連続する配列を含む、請求項２に記載の単離された核酸分子。
【請求項５】
配列番号３５のヌクレオチド2811～2921、3174～3283、5108～5225、および、11955～120
41を直接連結した連続する配列からなる、請求項２に記載の単離された核酸分子。
【請求項６】
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配列番号３５のヌクレオチド2811～2921、3174～3283、5108～5225、および、11955～120
44を直接連結した連続する配列からなる、請求項２に記載の単離された核酸分子。
【請求項７】
配列番号３５のサービビンオープンリーディングフレームを含む、請求項２に記載の単離
された核酸分子。
【請求項８】
配列番号３５のサービビンオープンリーディングフレームからなる、請求項２に記載の単
離された核酸分子。
【請求項９】
前記核酸が、ＤＮＡまたはｃＤＮＡである、請求項１～８のいずれか一項に記載の単離さ
れた核酸分子。
【請求項１０】
少なくとも１つの発現制御エレメントに作動可能に連結された、請求項９に記載の単離さ
れた核酸分子。
【請求項１１】
融合パートナーの核酸配列に同一フレームで融合された、請求項１～１０のいずれか一項
に記載の単離された核酸分子。
【請求項１２】
請求項１～１１のいずれか一項に記載の単離された核酸分子を含むベクター。
【請求項１３】
請求項１２に記載のベクターを含むようにトランスフェクションされた、宿主細胞。
【請求項１４】
原核生物宿主細胞および真核生物宿主細胞からなる群より選択される、請求項１３に記載
の宿主細胞。
【請求項１５】
請求項１４に記載の宿主細胞を、サービビンタンパク質が発現する条件下で培養する工程
を包含する、哺乳動物サービビンタンパク質を生産する方法。
【請求項１６】
前記単離された核酸分子が、ヒトサービビンタンパク質をコードする、請求項１に記載の
単離された核酸分子。
【請求項１７】
請求項１または２に記載の核酸分子によってコードされるアミノ酸配列を含む、単離され
たポリペプチド。
【請求項１８】
請求項１または２に記載の核酸分子によってコードされるアミノ酸配列からなる、請求項
１７に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項１９】
哺乳動物ポリペプチドである、請求項１７または請求項１８に記載の単離されたポリペプ
チド。
【請求項２０】
ヒトポリペプチドである、請求項１９に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項２１】
配列EGWEPDDDPIEEHKKHSSGCからなるポリペプチドまたはその保存的に置換されたホモログ
である、請求項１８に記載のポリペプチドのフラグメント。
【請求項２２】
請求項１７または請求項１８に記載のポリペプチドを含む、融合タンパク質。
【請求項２３】
ＩＡＰタンパク質のＣ末端ＲＩＮＧフィンガーをさらに含む、請求項２２に記載の融合タ
ンパク質。
【請求項２４】



(3) JP 4672092 B2 2011.4.20

10

20

30

40

50

配列番号３４に示されるアミノ酸配列において、アミノ酸残基の少なくとも１残基がPro2
6、Leu64、Trp67、Pro73、および、Cys84からなる群から選択されるアミノ酸で置換され
ているアミノ酸配列を含む、低下したアポトーシス阻害活性を示すサービビンの変異体で
ある、変異ポリペプチド。
【請求項２５】
前記少なくとも１残基がＡｌａで置換される、請求項２４に記載の変異ポリペプチド。
【請求項２６】
請求項１７～２５のいずれか一項に記載のポリペプチドまたはタンパク質を含む、組成物
。
【請求項２７】
薬学的組成物であり、さらに、キャリアを含む、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
免疫原性組成物である、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２９】
請求項１７～２５のいずれか一項に記載のポリペプチドに結合する、単離された抗体また
は抗体フラグメント。
【請求項３０】
ポリクローナル抗体である、請求項２９に記載の単離された抗体。
【請求項３１】
モノクローナル抗体である、請求項２９に記載の単離された抗体。
【請求項３２】
ヒト化モノクローナル抗体である、請求項３１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項３３】
配列APTLPPAWQPFLKDHRIからなるポリペプチドに結合する、請求項２９に記載の単離され
た抗体。
【請求項３４】
配列APTLPPAWQPFLKDHRIからなるポリペプチドを用いて動物を免疫することによって産生
される、ヒトサービビンに結合する、単離された抗体。
【請求項３５】
配列APTLPPAWQPFLKDHRIからなるポリペプチドを用いて動物を免疫することによって産生
される、単離された抗体。
【請求項３６】
Ｆａｂ、Ｆａｂ’、および、Ｆ（ａｂ’）2からなる群から選択される、請求項２９に記
載の抗体のフラグメント。
【請求項３７】
請求項２９および３３～３５のいずれか一項に記載の抗体を含む組成物。
【請求項３８】
請求項２９および３３～３５のいずれか一項に記載の抗体を産生する、ハイブリドーマ細
胞。
【請求項３９】
細胞のアポトーシスを阻害するための医薬の製造のための、請求項１７に記載のポリペプ
チド、または、請求項１７に記載のポリペプチドをコードするトランスジーンの使用であ
って、ここで、該トランスジーンは、サービビンポリペプチドの発現を生じるのに有効で
ある、使用。
【請求項４０】
前記トランスジーンがウイルスベクターを介して送達されることが意図される、請求項３
９に記載の使用。
【請求項４１】
前記ベクターが複製欠損である、請求項４０に記載の使用。
【請求項４２】
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前記トランスジーンが、裸の核酸として送達されることが意図される、請求項３９に記載
の使用。
【請求項４３】
サンプルにおける、請求項１に記載の核酸分子または請求項１７もしくは請求項１８に記
載のポリペプチドの存在をアッセイする方法であって、該ポリペプチドまたは核酸分子が
該サンプル中に存在するか否かを決定する工程を包含する、方法。
【請求項４４】
前記サンプルが、組識バイオプシー、便、血液、尿、および唾液からなる群より選択され
る、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
請求項４３に記載の方法であって、さらに、以下の工程：
ａ）前記サンプル内の細胞の抽出物を調製する工程、および、
ｂ）該細胞抽出物のタンパク質を試験して、前記ポリペプチドの存在を決定する工程、
を包含する、方法。
【請求項４６】
請求項４３に記載の方法であって、さらに、以下の工程：
ａ）前記サンプル内の細胞の抽出物を調製する工程、および、
ｂ）該細胞抽出物のｍＲＮＡを試験して、前記核酸分子の存在を決定する工程、
を包含する、方法。
【請求項４７】
請求項４３に記載の方法であって、前記ポリペプチドの発現レベルをコントロールサンプ
ルと相関させて腫瘍増殖潜在性を示すことによって、腫瘍細胞の増殖潜在性を決定するた
めに使用される、方法。
【請求項４８】
請求項４３に記載の方法であって、前記サンプルを前記ポリペプチドに結合する抗体と接
触させ、それによって、前記サンプル中のサービビンの存在を決定する工程を包含する、
方法。
【請求項４９】
請求項４３に記載の方法であって、前記サンプルを請求項１に記載の核酸分子に特異的に
ハイブリダイズする少なくとも一つの核酸と接触させ、それによって、前記サンプル中の
サービビンの存在を決定する工程を包含する、方法。
【請求項５０】
請求項４９に記載の方法であって、請求項１に記載の核酸分子に特異的に結合する少なく
とも１つのプライマーを用いて前記核酸分子を増殖させ、それによって、前記サンプル中
のサービビンを検出する工程を包含する、方法。
【請求項５１】
前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５２】
サービビンタンパク質をコードする核酸の存在を検出するための、請求項１に記載のサー
ビビン核酸分子の相補物を含むキット。
【請求項５３】
請求項２９に記載の抗体を包含する、サンプル中のサービビンタンパク質の存在を検出す
るためのキット。
【請求項５４】
ガンをモニターまたは検出するための方法であって、
被験体の生物学的液体サンプルを、請求項１に記載のサービビン核酸分子の相補物と接触
させて、該サンプル中のサービビンをコードする核酸の存在を決定する工程であって、こ
こで、該サンプル内の該サービビンをコードする核酸の存在がガンの存在を予測する、工
程、
を包含する方法。
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【請求項５５】
ガンをモニターまたは検出するための方法であって、
被験体の生物学的液体サンプルを、請求項２９に記載の抗体と接触させて、該抗体が、該
サンプル中における請求項１に記載の核酸分子によってコードされるサービビンを認識し
て結合するか否かを決定し、これによって、サービビンの存在がガンの存在を予測する、
工程、
を包含する方法。
【請求項５６】
請求項１に記載の核酸分子によってコードされるサービビンの存在が、後期の新生物疾患
を予測する、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
培養における細胞の増殖を保つための方法であって、アポトーシスを減少するのに有効で
ある請求項１に記載の核酸分子によってコードされるサービビンの量と、該細胞とを接触
させる工程を包含する、方法。
【請求項５８】
前記サンプルが生物学的液体を含む、請求項４８～５０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５９】
前記生物学的液体が尿である、請求項５８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
関連出願の記載
本出願は、1996年11月20日に出願された、米国仮出願第60/031,435号に基づき、その開示
は、本明細書中に参考として援用される。
発明の分野
本発明は、細胞アポトーシスを調節する分野、特にアポトーシスを阻害するために有用な
薬剤の分野に関し、ならびにアポトーシスのインヒビターの発現によって媒介される状態
に関与する診断学的および予防的なアッセイに関する。本発明は特に、仮にサービビン（
Survivin）と命名された、新規なヒト遺伝子の同定に関する。サービビンは、特にガン細
胞および胚細胞において、細胞アポトーシスを阻害するタンパク質である、サービビンを
コードする。
発明の背景
プログラム細胞死（アポトーシス）による細胞増殖の調節は、発生および分化の間の組識
ホメオスタシスを維持する（Raff, M.D.、Nature（1992）356:397-400；Vaux, D.L.ら、C
ell（1994）76:777-779）。このプロセスは、進化的に保存された多段階のカスケードを
含み（Oltvai, Z.ら、Cell（1994）79:189-192）、そしてアポトーシス性細胞死を促進す
るか、または中和するタンパク質によって制御される。アポトーシスはまた、細胞表面レ
セプター（Smith, Aら、Cell（1994）76, 959-962）、および関連のシグナル伝達物質（T
artaglia, L.A.ら、Immunol Today（1992）13:151-153）、プロテアーゼ遺伝子ファミリ
ー（Martin, S.J.ら、Cell（1995）82:349-352）、細胞内第２メッセンジャー（Kroemer,
 G.ら、FASEB J（1995）9:1277-1287）、腫瘍抑制遺伝子（Haffner, R.ら、Curr Op Gen 
Dev（1995）5:84-90）、およびアポトーシス性の細胞死を中和するネガティブな調節タン
パク質（Hockenbery, D.ら、Nature（1990）348:334-336）を含む。異常に増加したアポ
トーシスまたは異常に延長した細胞生存（Oltvai, Z.N.ら、Cell（1994）79:189-192）は
、ヒト疾患（自己免疫異常、神経退行性のプロセス、およびガンを含む）の病因論に貢献
し得る（Steller, H.,Science（1995）267:1445-1449）；Thompson, C.B.、Science（199
5）267:1456-1462）。
具体的には、例えば、アポトーシスのインヒビター、最も特に、bcl-2ファミリー（Reed
、J.、J Cell Biol（1994）124:1-6、およびYang, E.ら、Blood（1996）88:386-401）は
、成体（Hockenbery、D.ら、Proc Natl Acad Sci USA（1991）88:6961-6965）および胎児
（LeBrun, D.ら（1993）142:743-753）の組識におけるリンパ球のホメオスタシスおよび
形態発生を維持する。bcl-2の脱調節された発現はまた、細胞生存を異常に延長し、およ
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びトランスフォーミング変異の反乱を容易にすることによって、ガンに関与している。
bcl-2に加えて、バキュロウイルスIAP遺伝子（Birnbaum, M.J.ら、J Virology（1994）68
:2521-2528；Clem, R.J.ら、Mol Cell Biol（1994）14:5212-5222）に関連するアポトー
シスのインヒビター新規な遺伝子ファミリーのいくつかのメンバーが、ショウジョウバエ
および哺乳動物の細胞において同定されてきた（Duckett, C.S.ら、EMBO J（1996）15:26
85-2694；Hay, B.A.ら、Cell（1995）83:1253-1262；Liston, P.ら、Nature（1996）379:
349-353；Rothe, M.ら、Cell（1995）83:1243-1252；Roy, N.ら、Cell（1995）80:167-17
8）。これらの分子は、進化的に高度に保存され；これらは、２つまたは３つの約70アミ
ノ酸のアミノ末端のCys/HisバキュロウイルスIAP反復（BIR）において、およびRINGフィ
ンガーと称される、カルボキシ末端の亜鉛結合ドメインによって、組織される類似の構造
を共有する（Duckett, C.S.ら、EMBO J（1996）15:2685-2694；Hay, B.A.ら、Cell（1995
）83:1253-1262；Liston, P.ら、Nature（1996）379:349-353；Rothe, M.ら、Cell（1995
）83:1243-1252；Roy, N.ら、Cell（1995）80:167-178）。IAPタンパク質の組換え発現は
、インビトロで、種々の刺激によって誘導されるアポトーシスをブロックし、（Duckett,
 C.S.ら、EMBO J（1996）15:2685-2694；Liston, P.ら、Nature（1996）379:349-353）、
およびインビボで、ショウジョウバエの目の発生的に調節されるモデルにおいて、異常に
延長した細胞生存を促進する（Hay, B.A.ら、Cell（1995）83:1253-1262）。最後に、ア
ポトーシスのIAPニューロンインヒビターであるNAIPにおける欠失が、脊髄の筋肉萎縮を
伴う患者の75%において報告されており、従って、ヒト疾患におけるこの遺伝子ファミリ
ーの潜在的な役割を示唆する（Roy, N.ら、Cell（1995）80:167-178）。
IAPファミリーのメンバーに関連する、アポトーシスの種々のインヒビターをコードする
核酸の治療学的なおよび診断学的な使用は、特許文献において記載されている。例えば、
国際特許出願第WO97/06255号、同第WO97/26331号、および同第WO97/32601号を参照のこと
。特に、このような遺伝子および遺伝子産物の使用は、以下に考察される新規なタンパク
質およびそれをコードする核酸について意図される。
近年、構造的に独特なIAPアポトーシスインヒビターをコードする、サービビンと称され
る、新規な遺伝子が同定された。サービビンは、単一のBIR、およびRINGフィンガーの代
わりに高度に荷電されたカルボキシ末端のコイルド-コイル領域を含む、約16.5kDの細胞
質タンパク質であり、これは、Ｂ細胞前駆体に移された場合、増殖因子（IL-3）の投与中
止によって誘導されるアポトーシスを阻害する（Ambrosini, G.ら、Nature Med.（1997）
3:917-921）。bcl-2または他のIAPタンパク質とは異なり、サービビンは成体組識におい
て検出可能ではないが、インビボで、肺、結腸、胸、膵臓、および前立腺の最も一般的な
ヒトガンの全てにおいて、ならびに高い悪性度分類の非ホジキンリンパ腫の約50%におい
て、優勢に発現されるようになる。興味深いことに、サービビン遺伝子のコード鎖は、エ
フェクター細胞プロテアーゼレセプター-1（EPR-1）の配列（Altieri, D.C., FASEB J（1
995）9:860-865）に高度に相同であったが、反対の方向に配向され、従って頭－頭配座に
おいて重複される２つの別々の遺伝子の存在を示唆する。
本発明は、EPR-1にほぼ同一であるが、反対の方向に配向される、新規なヒト遺伝子の同
定に基づく。サービビンと称される、アンチセンスEPR-1遺伝子産物は、アポトーシスの
インヒビターのIAPファミリーのメンバー（Duckett,C.S.ら、EMBO J（1996）15:2685－26
94；Hay, B.A.ら、Cell（1995）83:1253-1262；Liston, P.ら、Nature（1996）379:349－
353；Rothe, M.ら、Cell（1995）83:1243－1252；Roy, N.ら、Cell（1995）80:167－178
）に関係が遠いメンバーであり、そして活発に増殖する形質転換された細胞において、お
よびインビボで一般的なヒトガンにおいて、優勢に発現されるが、近傍の正常な細胞にお
いては発現されない。機能的に、その天然のアンチセンスEPR-1転写物をアップレギュレ
ートすることによるサービビン発現の阻害は、広範囲に及ぶアポトーシスを生じ、細胞増
殖を減少した。
発明の要旨
本発明は、ほとんどのガン細胞において発現され、および細胞アポトーシスを阻害するタ
ンパク質（本明細書中以後、サービビンまたはサービビンタンパク質）の単離および同定
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に、一部、基づく。この観察に基づいて、本発明は、精製されたサービビンタンパク質を
提供する。
本発明はさらに、サービビンタンパク質をコードする核酸分子を提供する。このような核
酸分子は、単離された形態においてであり得るか、または発現制御エレメントもしくはベ
クター配列に作動可能に連結され得る。
本発明はさらに、サービビンファミリーのタンパク質の他のメンバーを同定する方法を提
供する。具体的には、サービビンの核酸配列は、プローブとして、またはPCRプライマー
を作製するために、サービビンファミリーのタンパク質の他のメンバーをコードする核酸
分子を同定するための方法において、使用され得る。
本発明はさらに、サービビンに結合する抗体を提供する。このような抗体は、ポリクロー
ナルまたはモノクローナルのいずれかであり得る。抗サービビン抗体は、多様な診断学的
形式において、および種々の治療学的方法のために、使用され得る。
本発明はさらに、サービビン結合パートナーを単離するための方法を提供する。サービビ
ン結合パートナーは、捕獲プローブとしてサービビンタンパク質を用いて、単離される。
あるいは、サービビンは、発現ライブラリーをスクリーニングし、そしてサービビンタン
パク質に結合するタンパク質をコードする遺伝子を同定するために、酵母ツーハイブリッ
ド系において餌（bait）として使用され得る。これらの方法によって単離された結合パー
トナーは、抗体を調製するにおいて有用であり、および薬剤開発についての標的としても
また作用する。
本発明はさらに、サービビンと結合パートナーとの会合をブロックまたは調節し得る薬剤
を同定するための方法を提供する。具体的には、サービビン、またはそのフラグメント、
および結合パートナーと、試験薬剤とを接触し、そして試験薬剤が、結合パートナーへの
サービビンタンパク質の結合をブロックまたは減少するか否かを測定することによって、
サービビンと結合パートナーとの会合を、ブロック、減少、またはそうでなければ調節す
る能力について、薬剤が試験され得る。
本発明はさらに、サービビンとその結合パートナーの１つ以上との会合を、減少またはブ
ロックするための方法を提供する。具体的には、サービビンと結合パートナーとの会合は
、サービビン、または結合パートナーと、結合パートナーへのサービビンの結合をブロッ
クする薬剤とを接触することによって、ブロックまたは減少され得る。方法は、サービビ
ンに、または結合パートナーに結合する薬剤を利用し得る。
本発明はさらに、細胞内のサービビンの発現を調節する方法を提供する。細胞内のサービ
ビンの発現は、サービビンの産生を生成または阻害するように調節され得る。
サービビン／結合パートナーの会合、またはサービビンの発現を阻害することは、サービ
ビンを必要とする生物学的または病理学的プロセスを調節するために使用され得る。例え
ば、サービビン産生を減少する方法は、腫瘍細胞のアポトーシスを誘導する。サービビン
産生の刺激は、細胞または組識の培養能力を拡張する手段として使用され得る。
サービビンまたはサービビン／結合パートナー相互作用を必要とする生物学的および病理
学的プロセスはさらに、遺伝子治療方法を用いて調節され得る。生物内のさらなる遺伝子
操作は、動物モデルにおけるサービビン遺伝子の発現またはサービビンタンパク質の産生
を改変するために使用され得る。例えば、サービビン遺伝子は、遺伝子欠損を矯正するた
めに改変され得；サービビン活性のペプチド調節因子は、標的細胞へ調節因子をコードす
る核酸分子を導入するための遺伝子形質転換法を用いて、標的細胞内に産生され得る、な
ど。アンチセンスおよび三重らせんの治療および介入についての核酸の使用は、特に意図
される。
本発明はさらに、サービビンを必要とする病理学的プロセスの重篤度を低減する方法を提
供する。サービビンの発現または結合パートナーとのサービビンの会合は、サービビン媒
介性の生物学的プロセスのために必要とされるので、サービビンの発現、サービビン活性
、またはサービビンと結合パートナーとの会合をブロックする薬剤は、治療学的方法にお
いて使用され得る。
【図面の簡単な説明】
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図１は、相補的なEPR-1遺伝子の同定を示す。Ａ、Ｂ．染色体の位置。EPR-1 cDNAとのハ
イブリダイゼーションによって選択された、ジゴキシゲニン標識化ヒトP1ゲノムクローン
は、50%ホルムアミド、10%デキストラン硫酸、および２×SSC中のフィトヘマグルチニン
刺激化PBMCから単離された中期の染色体とインキュベートした。EPR-1ハイブリダイズ遺
伝子は、単色標識において、Ｅ群染色体の長いアームにマップされ（Ａ、緑色染色）、そ
してプローブD17Z1（第17染色体のセントロメアに特異的）との２色の染色において（Ｂ
、赤染色）、第17染色体の長いアームに（Ｂ、緑色染色）、バンド17q25にマップされた
。Ｃ．アンチセンスEPR-1遺伝子のマップにマップされた。14796bpにわたるコンティグは
、pBSKS-にサブクローン化された２つのEPR-1ハイブリダイズP1クローンに由来し、そし
て両方の鎖に対して完全に配列決定された。マップの配向は、イントロン－エクソン境界
の位置に関して５’→３’である（以下を参照のこと）。エクソンは、黒塗りの四角であ
り、エクソン１の上流の推定のCpG島は、白抜きの四角である。翻訳開始コドン（ATG）が
示される。制限部位は：Ｂ、BamHI、Ｈ、HindIII；Ｐ、PstI；Ｓ、SmaI；Ｘ、XbaIである
。Ｄ．アンチセンスEPR-1遺伝子のイントロン－エクソン境界。塩基対におけるイントロ
ン－エクソン境界の位置は、括弧内に示される。
図２は、EPR-1関連配列の複雑性および進化的な保存を示す。Ａ．ヒトゲノムDNAのサザン
ブロット。サンプルは、示される制限酵素で消化され、GeneScreenナイロンメンブレンに
移され、そして５×SSC、0.5% SDS、５×デンハルト、および0.1%ピロリン酸ナトリウム
中で、65℃にて、EPR-1 cDNAとハイブリダイズされた。矢印によって示される放射能バン
ド（7.6kb BamHIフラグメント、7.5kb XbaIフラグメント、ならびに15、7.5、6.4、およ
び3.7kbのHindIIIフラグメント）は、図１ＣにおけるアンチセンスEPR-1遺伝子に由来し
ない。Ｂ．パルス化フールドゲル電気泳動のサザンブロット。高分子量のヒトゲノムDNA
は、示される制限酵素で消化され、75秒間のパルス時間を伴う、20時間、200Vでのパルス
化フィールドゲル電気泳動によって分離され、ナイロンメンブレンに移され、そしてＡに
おいて記載されるように、EPR-1 cDNAとハイブリダイズされた。Ｃ．複数の種のサザンブ
ロット。示された種からの、EcoRI消化されたゲノムDNAは、Ａに記載されるように、EPR-
1 cDNAの３’548bpフラグメントとハイブリダイズされた。全てのパネルについて、kbで
の分子量マーカーが、左側に示される。
図３は、センス／アンチセンスEPR-1転写物の一致しない組識分布を示す。ノーザンハイ
ブリダイゼーションが、60℃で14時間、５×SSPE、10×デンハルト溶液２% SDS、100mg/m
l変性サケ精子DNAにおいて１本鎖の特異的プローブを用いて、複数の組織の成体または胎
児のmRNAブロットに対して行われた。２×SSCにおいて60℃での、および0.2×SSCにおい
て22℃での、洗浄後、放射能バンドは、オートラジオグラフィーによって可視化された。
Ａ．EPR-1特異的１本鎖プローブ。Ｂ．アンチセンスEPR-1特異的１本鎖プローブ。Ｃ．コ
ントロールアクチンプローブ。kbでの分子量マーカーが、左側に示される。
図４は、サービビンの配列分析および細胞株における発現を示す。Ａ．アンチセンスEPR-
1遺伝子産物の予測される翻訳（サービビン）（配列番号34）。Ｂ．Clustal法による、サ
ービビンにおける（配列番号８および21）、ならびに他のIAPタンパク質における、BIRの
配列アラインメント。IAPタンパク質は、アクセス番号、L49433（配列番号９および22）
、TNFR2-TRAFシグナリング複合体会合IAP；L49441（配列番号10および23）、アポトーシ
ス２インヒビター（ショウジョウバエ）；P41436（配列番号11および24）および、Cydia 
pomonella顆粒症ウイルスからのIAP遺伝子；P41437（配列番号12および25）、Orgya pseu
dotsugata核多角体病ウイルスからのIAP遺伝子；U19251（配列番号13および26）、NAIP、
アポトーシスのニューロンインヒビター；U32373（配列番号14および27）、ショウジョウ
バエメラノガスター（melanogaster）からのIAP様タンパク質ILP；U32974（配列番号15お
よび28）、ヒトIAP様タンパク質ILP；U36842（配列番号16および29）、アポトーシスのマ
ウスインヒビター；U45878（配列番号17および30）、アポトーシス１のヒトインヒビター
；U45879（配列番号18および31）、アポトーシス２のヒトインヒビター；U45880（配列番
号19および32）、アポトーシスのＸ連結インヒビター；U45881（配列番号20および33）、
アポトーシスのショウジョウバエインヒビターによって同定される。保存される残基は、
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四角で囲まれ、サービビンとNAIP（U19251）（配列番号13および26）との間の同一性は、
四角で囲まれおよび編み掛けされる。Ｃ．抗サービビン抗体JC700とのイムノブロッティ
ング。細胞株HEL（赤白血病）DaudiおよびJY（Ｂリンパ腫）、THP-1（単球）、Jurkatお
よびMOLT13（Ｔ白血病）、または非形質転換ヒト肺Lu18線維芽細胞、HUVECもしくはPBMC
の、SDS抽出物のタンパク質基準化アリコートは、５～20％のSDS勾配ゲル上で電気泳動に
より分離され、Immobilonに移され、そしてコントロール非免疫ウサギIgG（RbIgG）、ま
たは抗サービビン抗体JC700（サービビン）でイムノブロットされた。タンパク質バンド
は、アルカリホスファターゼ結合ヤギ抗ウサギIgGおよびテトラゾリウム塩によって可視
化された。kDaでの分子量マーカーが、左側に示される。
図５は、細胞の増殖／分化によるサービビン発現の調節を示す。HL-60細胞は、0.1mMビタ
ミンD3＋17.8mg/mlインドメタシンとの、72時間の培養によって、成熟単球表現型に、末
端的に分化した。ビタミンD3分化の前のまたは後のサービビン発現は、JC700抗体とのイ
ムノブロッティングによって、またはサービビン特異的１本鎖プローブとのノーザンハイ
ブリダイゼーションによって、検出された。RbIgG、コントロール非免疫ウサギIgG。kDa
でのタンパク質分子量マーカー、およびリボソームバンドの位置が、各ブロットの左側に
示される。
図６は、インビボでのヒトガンにおけるサービビンの過剰発現を示す。Ａ．アフィニティ
ー精製された抗サービビン抗体JC700（20μg/ml）での、ヒト肺腺ガン腫の免疫組識化学
的染色。Ｂ．免疫化サービビン3-19ペプチドでの予備吸収による、肺腺ガン腫のJC700染
色の阻害。Ｃ．鱗状肺細胞ガン腫におけるサービビンの免疫組識化学的発現（しかし、隣
接する肺の正常な腺上皮においては発現しない）（Ｃ、矢印）。Ｄ．鱗状肺細胞ガン腫に
おける、サービビン特異的リボプローブとの、サービビンmRNAのインサイチュハイブリダ
イゼーション。Ｅ．JC700との免疫組識化学による、膵臓腺ガン腫におけるサービビンの
発現。Ｆ．免疫組識化学による、サービビン発現についてネガティブな、正常な膵臓。Ｇ
．結腸腺ガン腫におけるサービビンmRNA発現のインサイチュハイブリダイゼーション（し
かし、Ｈ、隣接する非新生物結腸腺上皮においては発現しない（Ｈ、矢印））。倍率は、
×200である（ただし、Ｇは×400）。
図７は、アポトーシス／増殖に対するサービビンの効果を示す。Ａ．サービビン発現のEP
R-1調節。HeLa細胞は、エレクトロポレーションによって、コントロールベクターpML1ま
たはEPR-1 cDNA（これは、サービビンに対してアンチセンスである）でトランスフェクト
され、そしてハイグロマイシン（0.4mg/ml）において選択された。ベクターコントロール
HeLa細胞（Vector）またはサービビンアンチセンストランスフェクト体（Antisense）の
アリコートは、200mM ZnSO4で誘導されて界面活性剤で可溶化され、そして抗サービビンJ
C700抗体でイムノブロットされた。分子量マーカーが、左側に示される。Ｂ．アポトーシ
スに対するサービビンの効果。サービビンアンチセンストランスフェクト体（１、２）、
またはベクターコントロールHeLa細胞（３、４）を、24時間、０% FBS中のZn2+イオンで
誘導し、そして3’OH DNA末端のTdT触媒化dUTP標識およびイムノペルオキシダーゼ（１、
３）を用いるAptoTag法によって、またはヘマトキシリン－エオシン（HE）（２、４）に
よって、染色された。１．血清涸渇されたサービビンアンチセンストランスフェクト体に
おけるApto Tag染色によって検出された顕著な核DNAフラグメント化；２．アンチセンス
トランスフェクト体のHE染色は、多数のアポトーシス体の存在を示す（矢印）；３．ベク
ターコントロールHeLa細胞のApto Tag染色は、いくつかのまばらなアポトーシス細胞を検
出する（矢印）；４．ベクターコントロールHeLa細胞のHE染色。矢印は、単一のアポトー
シス体を示す。倍率、×400．Ｃ．細胞増殖に対するサービビンの効果。２万個のベクタ
ーコントロールのHeLa細胞（Vector）またはサービビンアンチセンストランスフェクト体
（Antisense）が、24ウェルプレートに播種され、ZnSO4で誘導され、示される時点で採集
され、そして細胞集団は、直接的な細胞計数によって、顕微鏡によって測定された。デー
タは、７回の独立した測定のうちの代表的な実験の反復の平均±SEMである。
図８は、HL-60細胞におけるサービビンの発現を示す。HL-60細胞は、サービビン発現につ
いてのウェスタンブロットおよびノーザンブロットを介して試験された。
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図９は、サービビンの構造分析を表す。サービビンタンパク質は、Chou-Fasman、Garnier
-Robson、Kyle-Doolittle、Eisenberg、Karplus-Schultz、Jameson-Wolf、およびEminiの
分析法を用いて、分析された。
図11は、ELISAおよびイムノブロッティングによる、サービビンの発現、および抗サービ
ビンmAb 8E2の生成および特徴づけを示す。
図12は、サービビンの部位特異的変異誘発、およびアポトーシス阻害に関与する重要な機
能的残基の同定を示す。
図13は、内皮細胞アポトーシスに対する、サービビン添加の細胞防御的な効果を示す。
図14は、サービビンの存在が、神経芽腫において、ネガティブな推定の予後因子であるこ
とを示す。
図15は、サービビンの存在が、高い悪性度分類の非ホジキンリンパ腫において、ネガティ
ブな推定の予後因子であることを示す。
図16は、炎症性および細胞増殖抑制性のサイトカインによって誘導されるサービビンのダ
ウンレギュレーションを示す。
図17は、過酸化水素によって、NIH3T3細胞において誘導されるアポトーシスに対する、サ
ービビン構築物またはXIAPの効果を示す。
好ましい実施態様の詳細な説明
Ｉ．一般的な記載
本発明は、腫瘍細胞において発現され、および細胞アポトーシスを阻害する新規なタンパ
ク質（本明細書中以後、サービビンタンパク質またはサービビン）の同定に、一部、基づ
く。サービビンはまた、胚組識において発現されることが、見出される。
サービビンタンパク質は、薬剤として使用され得るか、または薬剤についての標識として
作用し得、薬剤は、細胞アポトーシスのサービビン媒介性の阻害を阻害もしくは刺激する
ために、例えば、異常な細胞増殖をブロックするために、または培養における細胞増殖を
延長するために、使用され得る。
本明細書中で使用されるように、アポトーシスの調節は、所定の細胞集団において、そう
でなければアポトーシスを受ける細胞の数を増加または減少することを意味する。これは
、細胞に存在するサービビンの量を増加もしくは減少することによって、またはサービビ
ンの活性を増加もしくは減少することによって、達成され得る。好ましくは、アポトーシ
スが調節されるべき所定の細胞集団は、有益な効果がその調節から生じる腫瘍もしくは他
の組識、または細胞の群において見出される。また、好ましくは、所定の細胞集団におけ
る、そうでなければアポトーシスを受ける細胞の数の増加または減少は、この集団におけ
る細胞のうちの、少なくとも約10%、20%、40%、またはより好ましくは少なくとも約50%で
ある。
本発明はさらに、サービビンに結合するタンパク質を単離するための方法の開発に基づく
。以下に考察されるようなサービビンタンパク質またはサービビンのフラグメントに基づ
くプローブは、サービビン結合タンパク質を単離するための捕獲プローブとして使用され
る。ドミナントネガティブタンパク質、これらのタンパク質をコードするDNA、これらの
結合タンパク質に対する抗体、これらのタンパク質のペプチドフラグメント、またはこれ
らのタンパク質の模倣物は、サービビン機能を影響するために細胞へ導入され得る。さら
に、これらのタンパク質は、サービビン機能を調節するための新規な治療学を発見するた
めの、合成小分子および組み合わせ化合物のライブラリー、または天然の化合物ライブラ
リーのスクリーニングについての新規な標的を提供する。
II．サービビンの同定、一般的な特徴づけ、および組識分布
本発明は、サービビンと称される、アポトーシスのインヒビターのIAPファミリーの新規
なメンバーの、染色体17q25における同定に基づき、これはガン細胞増殖に対して選択的
な利点を付与し得る。サービビン遺伝子の関連の特徴は、その発生的および分化的に調節
された発現、第Xa因子レセプターEPR-1とのそのほとんど同一のおよび相補的なDNA配列、
ならびに一般的なヒト悪性腫瘍におけるその豊富なインビボ発現（しかし、隣接の非新生
物集団においては発現しない）を含む。以下に記載されるように、EPR-1 mRNAのメタロチ
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オネイン誘導による標的化サービビン発現は、アポトーシス、およびHeLa細胞トランスフ
ェクト体の増殖の阻害を生じる。
ホメオスタシスへのそれらの貢献に加えて、血液プロテアーゼについての細胞レセプター
は、胚発生学的な発生（Connolly, A.J.ら、Nature（1996）381:516-519）および脈管形
成（Carmeliet, P.ら、Nature（1996）383:73-75）において非常に重要な役割を果たす、
多面発現性のシグナル伝達分子として、近年明らかになった。この情況において、サービ
ビン遺伝子は、EPR-1（凝血促進性の活性（Altieri, D.C.、FASEB J（1995）9:860-865）
、およびＴ細胞活性化（Duchosal, M.A.ら、Nature（1996）380:352-356）に貢献する第X
a因子についてのレセプター）であるEPR-1のcDNAとのハイブリダイゼーションによって単
離された。サービビンコード配列は、EPR-1 cDNAとほとんど同一であることが見出された
が、その配向は、イントロン－エクソン境界でのコンセンサススプライス部位の位置（Pa
dgett, R.A.ら、Ann Rev Biochem（1986）55:1119-1150）について、アンチセンスEPR-1
鎖に対して明白に指定された。他方、EPR-1「センス」鎖の真正物は、哺乳動物細胞が、E
PR-1 cDNAでまたはキメラEPR-1構築物でトランスフェクトされた場合（Ambrosini, G.ら
、J Biol Chem（1996）271:1243-1248、およびAltieri, D.C.、FASEB J（1995）9:860-86
5）、抗EPR-1 mAbによって認識され、そして特定のおよび飽和可能な反応において第Xa因
子に結合したことが、以前の研究において実証された。
これらの知見は、反対の方向に配向される、複数の、高度に相同な、EPR-1転写物の存在
によって、一致され得た。EPR-1 mRNAの不均一性、およびサザンハイブリダイゼーション
の複雑なパターンは、この仮説を支持する。以前に、２本鎖EPR-1プローブは、EPR-1+細
胞のmRNAにおいて、1.9、3.4、および約1.5kbの、３つの強力にハイブリダイズするバン
ドを検出した（Altieri, D.C.、FASEB J（1995）9:860-865）。ここで、１本鎖の特異的
プローブは、複数の成熟なおよびポリアデニル化されたEPR-1関連メッセージの存在を確
認し、そして1.9および3.4kbバンドは、２つの非常に調節された、アンチセンスEPR-1転
写物に対応し、一方1.5kbバンドは、1.2kbとしてより正確に規定される、真性のEPR-1コ
ードメッセージと一致したことを示した。1.9kbアンチセンス転写物は、本明細書中に記
載されるサービビン遺伝子から明らかに生じたが、1.2kbの「センス」EPR-1メッセージを
コードする遺伝子は未だ同定されていない。
しかし、（ｉ）サービビン遺伝子に関連しない、いくつかのゲノムEPR-1ハイブリダイズ
バンドの存在、（ii）種々の種におけるEPR-1配列の異なる制限パターン、および（iii）
ポジティブ（アクセス番号W46267）、またはネガティブ（アクセス番号W34764、W83810、
T29149）EPR-1鎖をマッチングする（P=0.018～７×10-11）多数の発現される配列タグデ
ータベース登録は、全体で、ここで記載される遺伝子に対して反対の方向に配向され、お
よび以前に特徴付けられた第Xa因子レセプター（Altieri, D.C.、FASEB J（1995）9:860-
865）をコードする、少なくとも第２の、高度に関連する、EPR-1遺伝子の存在を示唆する
。
類似の状況は、EPR-1配列を含む遺伝子複製事象から生じ得る。興味深いことに、染色体1
7q25上に検出される単一のハイブリダイゼーションシグナル、および高分子量のゲノムDN
Aのサザンブロットにおいて同定された単一のハイブリダイズハンドは、反対の方向に潜
在的に配向されるEPR-1関連配列が、75～130kbの物理的間隔内で、密接に接近して隣接し
得ることを示唆する。
反対の方向で配向される複数のEPR-1転写物の存在は、天然のアンチセンスによる相互調
節機構を意味する。これは、インビボでの発生中の組識または成体組識における、および
HL-60細胞の末端分化の間の、センスおよびアンチセンスEPR-1メッセージの優勢な不一致
および相互に排他的な分布に一致する。アンチセンス調節は、原核生物において共通であ
るが（Green, P.J.ら、Annu Rev Biochem（1986）55:569-597）、益々多くの真核生物遺
伝子産物が、遺伝子調節に潜在的に関与する機能的なアンチセンス転写物の出現について
近年特徴付けられており、塩基性線維芽細胞増殖因子（Kimmelman, D.ら、Cell（1989）5
9:687-696；Murphy, P.R.ら、Molecular Endocrinology（1994）8:852-859）a1（I）コラ
ーゲン（Farrell, C.M.ら、J Biol Chem（1995）270:3400-3408およびLukens、1995）、n
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-myc（Krystal, G.W.ら、Mol Cell Biol（1990）10:4180-4191）、c-myc（Celano, P.ら
、J Biol Chem（1992）267:15092-15096）、p53（Khochbin, S.ら、EMBO J（1989）8:410
7-4114）、c-erbAa（Lazar、M.A.ら、Mol Cell Biol（1989）9:1128-1136）、およびCD3
ζ/η/θ遺伝子座（Lerner, A.ら、J Immunol（1993）151:3152-3162）を含む。
以下に記載されるように、機能的なアンチセンスによって調節されるEPR-1/サービビン遺
伝子のバランスの存在は、HeLa細胞トランスフェクト体において、EPR-1「センス」鎖の
メタロチオネイン誘導性の転写が、サービビンの発現を抑制し、そしてアポトーシス／細
胞増殖を十分に影響した場合、実証された（以下を参照のこと）。これらの実験について
使用されたEPR-1が翻訳開始コドンを欠損したので、この調節機構は、EPR-1とサービビン
との間の潜在的なタンパク質会合に起因しなかった。さらなる実験は、細胞増殖を阻害す
るサービビンアンチセンスの能力を評価した。これは、lacZレポート化プラスミドとサー
ビビンアンチセンスとを一過性に同時トランスフェクトし、そしてβ-ガラクトシダーゼ
発現細胞における、トランスフェクションの48時間後の細胞生存性を測定することによっ
て行われた。結果は、サービビンアンチセンストランスフェクト体の生存性が、空のベク
ターでトランスフェクトされたコントロール細胞の20％未満であったことを示した。HeLa
細胞において同様に同時トランスフェクトされた、ICAM-1（細胞内接着分子-1）のコント
ロールアンチセンスは、効果的でなかった。
サービビンは、EPR-1にアミノ酸配列相同性を有しない、142アミノ酸（約16.5kDa）の小
タンパク質であることが見出され、アポトーシスのIAPインヒビター（Duckett, C.S.ら、
EMBO J（1996）15:2685-2694；Hay, B.A.ら、Cell（1995）83:1253-1262；Liston, P.ら
、Nature（1996）379:349-353；Rothe, Mら、Cell（1995）83:1243-1252；Roy, N.ら、Ce
ll（1995）80:167-178）において見出される、BIR相同ドメイン（Birnbaum, M.J.ら、J V
irology（1994）68:2521-2528；Clem, R.J.ら、Mol Cell Biol（1994）14:5212-5222）の
存在のためにサービビンと称された。全体の配列保存、カルボキシ末端RINGフィンガーの
不在、および単一の、部分的に保存された、BIRドメインの存在に基づいて、サービビン
は、IAPファミリーの最も離れて関連するメンバーであり、NAIPと最も高い程度の類似性
を共有する（Roy, N.ら、Cell（1995）80:167-178）。従って、bcl-2または他のIAPタン
パク質とは異なり、サービビンは、成体組識において検出可能ではないが、肺、結腸、胸
、膵臓、および前立腺の最も一般的なヒトガンの全てにおいて、ならびに高い悪性度分類
の非ホジキンリンパ腫の約50%において、インビボで顕著に発現されるようになる。さら
に他のIAPタンパク質とは異なり（Deveraux, Q.ら、Nature（1997）388:300-304）、サー
ビビンは、無細胞系においてカスパーゼ（caspase）に結合しない（Roy,Nら、Blood（199
7）595:2645）。
インビトロでの（Duckett, C.S.ら、EMBO J（1996）15:2685-2694；Liston, P.ら、Natur
e（1996）379:349-353）およびインビボでの（Hay, B.A.ら、Cell（1995）83:1253-1262
）IAPタンパク質の抗アポトーシスタンパク質と一致して、EPR-1転写物（これは、当然な
がらサービビンに対するアンチセンスである）によるサービビン発現の阻害は、HaLa細胞
トランスフェクト体におけるインサイチュでのヌクレオソーム間のDNAフラグメント化に
より測定されるように、増加されたアポトーシスを生じた。RINGフィンガーがないIAPタ
ンパク質が、アポトーシスを中和する能力は、NAIPによって媒介されるアポトーシスの抑
制によって（Liston, P.ら、Nature（1996）379:349-353）、およびRINGフィンガーの欠
失後の、ショウジョウバエIAPタンパク質のインビボ機能獲得によって（Hay, B.A.ら、Ce
ll（1995）83:1253-1262）実証されるように、先例がないわけではない。抗アポトーシス
遺伝子は、異常に長期間生存する細胞におけるガン遺伝子変異の蓄積を有利にすることに
よって、細胞増殖において間接的な役割を果たすと考えられるが（Reed, J.C.、J Cell B
iol（1994）124:1-6）、サービビンのダウンレギュレーションは、HeLa細胞増殖の十分な
阻害を生じた。これは、アポトーシスによって高レベルのアンチセンス転写物を発現する
HeLa細胞の消失に由来し得るが、腫瘍細胞増殖の類似の減少が、bcl-2のアンチセンス阻
害後にインビボで報告されている（Reed, J.C.ら、Proc Natl Acad Sci USA（1990）87:3
660-3664）。
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IAPタンパク質が、細胞増殖においてより一般的な役割を果たし得るが、アポトーシス阻
害に排他的に制限されない可能性が、以前に提唱されている。Rotheらは、２つのIAPタン
パク質（cIAP）におけるアミノ末端BIRが、アポトーシスシグナル伝達（Tartaglia, L.A.
ら、Immunol Today（1992）13:151-153）ではなく、細胞増殖および生存に主に影響を与
える分子である、75kDaのTNFレセプターに会合されるシグナル伝達因子（Rothe, M.ら、C
ell（1995）83:1243-1252）と物理的に相互作用することを、近年、実証した。サービビ
ンがシグナル伝達分子（Rothe, M.ら、Cell（1995）83:1243-1252）に物理的に結合され
るか否かは知られていないが、他のIAPタンパク質と比較されるように、そのBIRの構造的
多様性（Duckett, C.S.ら、EMBO J（1996）15:2685-2694；Hay, B.A.ら、Cell（1995）83
:1253-1262；Liston, P.ら、Nature（1996）379:349-353；Rothe, M.ら、Cell（1995）83
:1243-1252；Roy, N.ら、Cell（1995）80:167-178）は、アポトーシス阻害／細胞増殖の
その特定の機構に潜在的に関連する、超分子相互作用に特性を付与し得る。
プログラム細胞死（アポトーシス）の脱調節（dysregulation）は、ガンを含む種々のヒ
ト疾患の病理学に貢献する主な機構として、近年、明らかになってきた（Steller, H.、S
cience（1995）267:1445-1449；Thompson, C.B.、Science（1995）267:1456-1462）。新
形成における抗アポトーシス遺伝子の影響は、濾胞性リンパ腫におけるbcl-2の役割（Kor
smeyer, S.J.、Blood（1992）80:879-886）によって強調されるが、ガンにおけるIAPタン
パク質の潜在的な分布は、以前には調査されていなかった。この情況において、サービビ
ンの最も目立つ特徴の１つは、活発に増殖する形質転換された細胞株における、およびイ
ンビボで肺、結腸、膵臓、および胸の最も一般的なヒト悪性腫瘍の全てにおける（しかし
、隣接の非新生物集団においては発現しない）、その豊富な発現である。複数のヒトガン
におけるこの分布は、新生物におけるアポトーシス／細胞増殖機構における、この分子の
基本的な役割を、表示し得る。bcl-2の範例との類似によって、ガンにおけるサービビン
の過剰発現は、異常なプログラム細胞生存（Veis, D.J.ら、Cell（1993）75:229-240）、
化学療法誘導性のアポトーシスに対する増加された耐性（Miyashita、T.ら、Blood（1993
）81:151-157）を導き得、および上述に報告されるインビトロ研究によって示唆されるよ
うに、形質転換された細胞の増殖について直接的な利点を指揮（lead in）し得る。
他方、インビボでの正常なPBMCおよび良性の乳腺ガンにおけるその存在について（未発表
の観察）、サービビン発現は、悪性の形質転換のマーカーとして、それ自身解釈され得な
いが、ある刺激に対するより一般的な、発生または細胞型特異的応答を反映し得る。この
ことは、インビボでの、正常な胚発生（本発明者らの未発表の観察）および胎児発生の間
のサービビンの存在、ならびに増殖が阻止された細胞型（すなわち、ビタミンD3で処理さ
れたHL-60）、および末端的に分化された組織における迅速なその消失と一致する。成体
の成熟組識において構成的に見出される他のIAPタンパク質（Duckett, C.S.ら、EMBO J（
1996）15:2685-2694；Liston, P.ら、Nature（1996）379:349-353；Rothe, M.ら、Cell（
1995）83:1243-1252）とは異なり、その発現のパターンは、胎児組識におけるbcl-2の分
布（LeBrun, D.P.ら、Am J Pathol（1993）142:743-753）、およびアポトーシスに対する
感受性と相関する、分化された細胞におけるその制限された存在（Hockenbery, D.M.ら、
Proc Natl Acad Sci USA（1991）88:6961-6965）を暗示する。
まとめると、これらの知見は、インビボでの、IAPタンパク質とガン細胞との間の新規な
関連物として、サービビンを同定する。以下に示されるデータの重要な意味は、EPR-1の
発現に集中される（Altieri, D.C.FASEB J（1995）9:860-865）、正常な細胞調節機構を
操作することにより、この強力な抗アポトーシス遺伝子の効果を平衡する可能性である。
次いで、サービビンを標的化することは、形質転換された細胞の増殖についての選択的な
利点を除去し得、および化学療法誘導性のアポトーシスに対するガン細胞の感受性を増加
するために、治療学的に有益である。同じ方針に沿って、多型マーカーの同定およびEPR-
1／サービビン遺伝子座内またはその周辺の伸長されたアプロタイプ（aplotype）の構築
は、化学療法に対する感受性の集団遺伝学に対する、新しい洞察を提供し得る。
III.特定の実施態様
Ａ.サービビンタンパク質
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本発明は、単離されたサービビンタンパク質、ならびにサービビンタンパク質の対立遺伝
子改変体、およびサービビンタンパク質の保存的なアミノ酸置換物を提供する。本明細書
中で使用されるように、サービビンタンパク質（またはサービビン）は、図４に示される
ヒトサービビンのアミノ酸配列を有するタンパク質をいう。用語「サービビンタンパク質
」はまた、サービビンの天然に存在する対立遺伝子変異体、上述で具体的に引用されるア
ミノ酸配列よりもわずかに異なるアミノ酸配列を有する、天然に存在するタンパク質を含
む。対立遺伝子改変体は、上述で引用されるアミノ酸配列よりもわずかに異なるアミノ酸
配列を保有するが、細胞アポトーシスを阻害するために必要な能力をなお有する。
本明細書中で使用されるように、サービビンファミリーのタンパク質は、ヒトに加えて、
生物から単離されているサービビンタンパク質をいう。サービビンファミリーの他のメン
バーを同定および単離するために使用される方法は、以下に記載される。
サービビンは、IAP（阻害性アポトーシスタンパク質）ファミリーのタンパク質のメンバ
ーである。しかし、サービビンは、有意な方法において、他のIAPタンパク質から異なる
独特なサブファミリーのIAPタンパク質の第１のメンバーである。サービビンとこの遺伝
子ファミリーの他のメンバーとの間の、BIRモジュールにおける相同性および配列保存性
にも関わらず、サービビンファミリーのタンパク質のメンバーに対して独特な、重要な構
造的差異がある。第一に、任意の他のIAPタンパク質とは異なり、サービビンはわずか１
つのBIRモジュールを有する（他の分子のほとんどは、２～３個有する）。さらに、サー
ビビンは、カルボキシ末端のRINGフィンガーを含まないが、その代わりに予測されるコイ
ルドコイルを有する。IAPファミリーにおけるニューロンアポトーシス阻害性タンパク質
（NAIP）は、RINGフィンガーを欠損するが、カルボキシ末端のコイルドコイルを含まない
。最後に、サービビンと他のIAPタンパク質との間にDNA配列類似性は存在しない（サービ
ビンに対して設計されたPCRプライマーは、他のIAPタンパク質を検出しないようであり、
その逆も当てはまる）。
本発明のサービビンタンパク質は、好ましくは単離された形態においてである。本明細書
中で使用されるように、物理的な、機械的な、または化学的な方法が用いられて、サービ
ビンと通常関連される細胞成分から、サービビンタンパク質を回収する場合、タンパク質
は単離されるといわれる。当業者は、単離されたサービビンタンパク質を得るために標準
的な生成方法を、容易に用い得る。
本発明のサービビンタンパク質はさらに、本明細書中に記載されるサービビンタンパク質
の保存的改変体を含む。本明細書中で使用されるように、保存的改変体は、サービビン結
合パートナーに結合する、および／または細胞アポトーシスを阻害するサービビンタンパ
ク質の能力を、不都合に阻害しない、アミノ酸配列の変化をいう。変化した配列が、サー
ビビン結合パートナーを会合することからサービビンタンパク質を妨げる、および／また
は細胞アポトーシスを阻害することからサービビンタンパク質を妨げる場合、置換、挿入
、または欠失はサービビンタンパク質に不利に影響するといわれる。例えば、サービビン
の全体の電荷、構造、または疎水性／親水性特性は、サービビンの活性に不利に影響する
ことなく変化され得る。従って、サービビンのアミノ酸配列は、サービビンの活性を不都
合に影響することなく、例えば、より多くの疎水性または親水性を、ペプチドに付与する
ために、変化され得る。
対立遺伝子改変体、保存的置換改変体、およびサービビンファミリーのタンパク質のメン
バーは、細胞アポトーシスを阻害する能力を有する。このようなタンパク質は、通常、ヒ
トサービビン配列と少なくとも約75％の、より好ましくは少なくとも約80％の、さらによ
り好ましくは少なくとも約90％の、および最も好ましくは少なくとも約95％の、アミノ酸
配列同一性を有しする。このような配列に関する同一性または相同性は、配列を整列させ
、そしてギャップを導入し（必要であれば）、最大の相同パーセントを達成し、そして相
同であるとして任意の保存的置換を含ませた後の、公知のペプチドと同一である、候補配
列におけるアミノ酸残基のパーセントとして、本明細書中に規定される。ペプチド配列へ
の、N末端の、C末端の、または内部の伸長、欠失、または挿入は、相同性を影響すると解
釈されない。
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従って、本発明のサービビンタンパク質は、図１に開示されるアミノ酸配列を有する分子
；サービビンタンパク質の少なくとも約３、５、10、または15アミノ酸残基の連続的な配
列を有するそれらのフラグメント；このような配列のアミノ酸配列改変体（ここでは、ア
ミノ酸残基が、開示されるサービビン配列のNまたはC末端に挿入されるか、または開示さ
れるサービビン配列の中に挿入される）；開示されるサービビン配列のアミノ酸配列改変
体、または上述で規定されるようなそれらのフラグメント（これらは、別の残基によって
置換されている）を含む。意図される改変体はさらに、例えば、相同組換え、部位特異的
またはPCR変異誘発によって予め決定された変異を含む改変体、および他の動物種（ウサ
ギ、ラット、マウス、ブタ、ウシ、ヒツジ、ウマ、および非ヒト霊長類種を含むがこれら
に制限されない）の対応のサービビンタンパク質、ならびにサービビンファミリーのタン
パク質の対立遺伝子改変体または他の天然の改変体；ならびに誘導体（ここでは、サービ
ビンタンパク質は、天然に存在するアミノ酸以外の部分（例えば、酵素または放射性同位
体のような検出可能な部分）を用いる、置換、化学的、酵素学的、または他の適切な手段
によって、共有結合的に改変されている）を含む。組換えサービビンタンパク質はまた、
2D-NMR、円二色性、およびＸ線結晶学により、サービビンの分子構造を解明するために使
用され得、従って、部位特異的変異誘発アプローチおよび特異的な小分子インヒビターの
合理的な設計を統合し得る。
以下に記載されるように、サービビンファミリーのタンパク質のメンバーは：１）細胞ア
ポトーシスのサービビン媒介性阻害をブロックするための標的として、２）サービビンを
結合する結合パートナーを同定および単離するために、３）サービビンとサービビン結合
パートナーとの会合をブロックする薬剤を同定するための方法において、４）細胞アポト
ーシスのサービビン媒介性の阻害をアッセイするための標的として、５）単独で、または
組合せ療法の一部として投与される、細胞アポトーシスをブロックする薬剤として、６）
抗サービビン抗体の循環レベルを定量するためのアッセイにおける結合パートナーとして
、７）次いでサービビンの循環レベルを定量するためのアッセイにおいて使用され得る、
および／または免疫組識学的目的のために使用され得る抗サービビン抗体の産生を誘発す
るための、抗原として、ならびに８）治療学的な抗ガンワクチン、または多価のワクチン
の成分として、使用され得る。
Ｂ.抗サービビン抗体
本発明はさらに、サービビンタンパク質に選択的に結合する抗体を提供する。特に意図さ
れる抗サービビン抗体は、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、ならびに抗原
結合ドメインおよび／または１つ以上の完全な決定領域を含むフラグメントを含む。
抗体は、一般に、サービビンタンパク質、またはフラグメントを用いて、適切な哺乳動物
宿主を免疫することによって、単離された免疫結合された形態で調製される（Harlow、An
tibodies、Cold Spring Harbor Press, NY（1989））。図９は、サービビンの種々の領域
の抗原指標のJameson-Wolfプロットを提供する。このような領域は、図９に提供される他
の構造解析と組合わせて、サービビン特異的抗体を作製するにおいて使用するための適切
なフラグメントを提供する。タンパク質とキャリア（例えば、BSA、KLH、または他のキャ
リアタンパク質）との免疫原性結合体を調製するための方法は、当該分野において周知で
ある。いくつかの情況において、例えば、カルボジイミド試薬を使用する直接的な結合が
、使用され得；他の例において、連結試薬（例えば、Pierce Chemical Co., Rockford, I
Lによって供給される連結試薬）が、効果的であり得る。
サービビン免疫原の投与は、当該分野において一般的に理解されるように、適切な期間に
わたって、および適切なアジュバントとともに注入することによって、一般に行われる。
免疫スケジュールの間、抗体形成の十分性を決定するために、抗体の力価が使用され得る
。
この方法において産生されるポリクローナル抗血清は、いくつかの適用について満足なも
のであり得るが、薬学的組成物についてはモノクローナル抗体調製物が好ましい。所望の
抗体を分泌する不死化細胞株は、KohlerおよびMilsteinの標準的な方法、または一般的に
知られるような、リンパ球または脾臓細胞の不死化を達成する改変を使用して、調製され
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得る。所望の抗体を分泌する不死化細胞株は、抗体がサービビンペプチドであるイムノア
ッセイによって、スクリーニングされる。所望ののモクローナル抗体を分泌する適切な不
死化細胞培養物が同定される場合、細胞は、インビトロで、または腹水液における産生の
いずれかによって、培養され得る。
次いで、所望されるモノクローナル抗体は、培養上清から、または腹水上清から、回収さ
れる。免疫学的に有意な部分を含む、モノクローナルのフラグメントまたはポリクローナ
ル抗血清は、アンタゴニストとして、ならびに無傷の抗体として、使用され得る。免疫学
的に反応性のフラグメント（例えば、Fab、Fab’、またはf（ab’）2フラグメント）の使
用は、これらのフラグメントは一般に、完全な免疫グロブリンよりも免疫原性が低いので
、特に、治療学的情況において、しばしば好ましい。
抗体またはフラグメントはまた、組換え手段によって、現在の技術を用いて、生成され得
る。レセプターの所望の領域に特異的に結合する領域はまた、複数の種起源のキメラまた
はCDR移植された抗体の情況において、生成され得る。
このようにして生成された抗体は、サービビンとサービビン結合パートナーとの会合の調
節因子としてのみでなく、サービビン発現／活性を検出するための、ならびにサービビン
および会合される結合パートナーの精製のための、イムノアッセイにおいてもまた有用で
ある。
Ｃ．サービビンをコードする核酸分子
本発明はさらに、サービビン、および本明細書中に記載される関連のサービビンタンパク
質をコードする核酸分子を、好ましくは単離された形態で、提供する。簡便のために、全
てのサービビンをコードする核酸分子は、サービビンをコードする核酸分子、サービビン
遺伝子、またはサービビンと呼ばれる。本明細書中で使用されるように、「核酸」は、上
述で規定されるようなペプチドをコードする、またはこのようなペプチドをコードする核
酸配列に相補的である、またはこのような核酸配列にハイブリダイズし、およびストリン
ジェントな条件下でその核酸配列に結合したままである、またはこのペプチド配列と、少
なくとも75％の、好ましくは少なくとも80％の、およびより好ましくは少なくとも85％の
配列同一性を共有するポリペプチドをコードする、RNAまたはDNAとして規定される。具体
的に意図されるものは、ゲノムDNA、cDNA、mRNA、およびアンチセンス分子、ならびに代
替の骨格に基づくか、または天然の供給源に由来するかもしくは合成されるかのいずれか
の代替の塩基を含む核酸分子である。しかし、このようなハイブリダイズするまたは相補
的な核酸はさらに、任意の先行技術の核酸配列に対して、新規でありおよび自明でないと
して規定され、本発明のサービビンタンパク質をコードする核酸分子をコードするか、ま
たはこれにストリンジェンシー条件下でハイブリダイズするか、またはこれに相補的であ
る核酸を含む。
本明細書中で使用されるように、核酸分子は、この核酸分子が、核酸分子の供給源からの
他のポリペプチドをコードする混入する核酸から、実質的に分離される場合、「単離」さ
れているといわれる。
本発明はさらに、サービビンをコードする核酸分子のフラグメントを提供する。本明細書
中で使用されるように、サービビンをコードする核酸分子のフラグメントは、完全なタン
パク質をコードする配列の小部分をいう。フラグメントのサイズは、意図される使用によ
って決定される。例えば、フラグメントはサービビンタンパク質の活性な部分（例えば、
C末端のβコイル、またはIAPモチーフ）をコードするように選択される場合、フラグメン
トは、サービビンタンパク質の機能的な領域をコードするのに十分に大きくある必要があ
る。フラグメントが核酸プローブまたはPCRプライマーとして使用される場合、フラグメ
ントの長さは、プローブ化／プライマー化の間、比較的小さな数の偽ポジティブを得るよ
うに選択される。図１は、選択的なハイブリダイゼーションプローブまたはPCRプライマ
ーとして、特に有用であるサービビン遺伝子のフラグメントを示す。
プローブとして、もしくはポリメラーゼ連鎖反応（PCR）についての特異的なプライマー
として、またはサービビンタンパク質をコードする遺伝子配列を合成するために使用され
る、本発明のサービビンをコードする核酸分子のフラグメント（すなわち、合成オリゴヌ
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クレオチド）は、化学的な技術（例えば、Matteucciら、J Am Chem Soc（1981）103:3185
-3191のホスホトリエステル法）によって、または自動化合成法を用いて、容易に合成さ
れ得る。さらに、より大きなDNAフラグメントは、周知の方法（例えば、サービビン遺伝
子の種々のモジュラーセグメントを規定するオリゴヌクレオチドの群の合成後、オリゴヌ
クレオチドを連結して、完全に改変されたサービビン遺伝子を組み立てる）によって、容
易に調製され得る。
本発明のサービビンをコードする核酸分子はさらに、診断のおよびプローブの目的のため
に検出可能な標識を含むように、改変され得る。上記のように、このようなプローブは、
サービビンファミリーのタンパク質の他のメンバーを同定するために使用され得、ならび
に以下に記載されるように、このようなプローブは、サービビン発現および腫瘍増殖潜在
性を検出するために、使用され得る。多様なこのような標識は、当該分野において公知で
あり、および本明細書中に記載されるサービビンをコードする分子とともに、容易に用い
られ得る。適切な標識としては、ビオチン、放射標識されたヌクレオチドなどが挙げられ
るが、これらに制限されない。当業者は、標識された、サービビンをコードする核酸分子
を得るために、当該分野で公知の任意の標識を用い得る。
サービビン遺伝子は、EPR-1遺伝子のアンチセンスすなわち逆の方向にあるので、特に好
ましいのは、診断の目的において使用するための１本鎖のプローブである。具体的には、
１本鎖の診断プローブは、サービビンをコードするmRNAに選択的にハイブリダイズするよ
うに使用され得る。１本鎖のプローブは、２本鎖化プローブのうちの１本鎖を単離するか
、または１本鎖化RNAプローブが作製される公知の方法を用いて作製され得る。
翻訳の間、タンパク質配列に取り込まれるアミノ酸配列の欠失、付加、または変更による
、一次構造自身に対する改変は、タンパク質の活性を破壊することなく、なされ得る。こ
のような置換または他の変更は、本発明の意図される範囲内にあるDNAによってコードさ
れるアミノ酸配列を有するタンパク質を生じる。
Ｄ.他のサービビンをコードする核酸分子の単離
上記のように、ヒトサービビンをコードする核酸分子の同定は、当業者が、本明細書中に
記載されるヒト配列に加えて、サービビンファミリーのタンパク質の他のメンバーをコー
ドする核酸分子を単離することを可能にする。
本質的に、当業者は容易に、細胞から調製された発現ライブラリーをスクリーニングする
ための抗体プローブを作製するために、サービビンのアミノ酸配列を使用し得る。代表的
に、精製サービビンタンパク質（以下に記載される）で免疫された、ウサギのような哺乳
動物からのポリクローナル抗血清、またはモノクローナル抗体は、哺乳動物のcDNAまたは
ゲノム発現ライブラリー（例えば、λgt11ライブラリー）をプローブして、サービビンま
たはサービビンファミリーのタンパク質の他のメンバーの、適切なコード配列を得るため
に使用され得る。クローン化されたcDNA配列は、融合タンパク質として発現され得るか、
その自分自身の制御配列を使用して直接的に発現され得るか、または酵素の発現のために
使用される特定の宿主に対して適切である、制御配列を使用する構築物によって発現され
得る。図１は、サービビンタンパク質配列において見出される、重要な抗原性ドメインお
よび／または推定の作動性ドメインを同定する。このような領域は、プローブ、診断学的
抗体、および治療学的抗体の生成のための、サービビンタンパク質の抗原性部分の好まし
い供給源である。
あるいは、本明細書中に記載される配列をコードするサービビンの部分は、このようなタ
ンパク質を含む任意の哺乳動物生物から、サービビンファミリーのタンパク質のメンバー
をコードするDNAを回収するためのプローブとして合成され、そして使用され得る。約18
～20ヌクレオチドを含む（約６～７アミノ酸範囲をコードする）オリゴマーが調製され、
そしてゲノムDNAライブラリーまたはcDNAライブラリーをスクリーニングして、ストリン
ジェントな条件下のハイブリダイゼーションを得るために使用される。
さらに、オリゴヌクレオチドプライマーの対は、サービビンをコードする核酸分子を選択
的にクローン化するためのポリメラーゼ連鎖反応（PCR）において使用するために、調製
され得る。このようなPCRプライマーを使用するための、PCR変性／アニール／伸長のサイ
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クルは、当該分野において周知であり、および他のサービビンをコードする核酸分子を単
離するにおける使用のために、容易に適合され得る。図１は、プローブとしてまたはプラ
イマーとして使用するために特に十分適切である、ヒトサービビン遺伝子の領域を同定す
る。
Ｅ．サービビンをコードする核酸分子を含むrDNA分子
本発明はさらに、サービビンをコードする配列を含む組換えDNA分子（rDNA）を提供する
。本明細書中で使用されるように、rDNA分子は、インビトロでの分子操作に供されたDNA
分子である。rDNA分子を作製するための方法は、当該分野において周知であり、例えば、
Sambrookら、Molecular Cloning（1989）を参照のこと。好ましいrDNA分子において、サ
ービビンをコードするDNA配列は、発現制御配列および／またはベクター配列に作動可能
に連結される。
本発明のサービビンをコードする配列のうちの１つが作動可能に連結される、ベクターお
よび／または発現制御配列の選択は、当該分野において周知であるように、所望される機
能特性（例えば、タンパク質発現）、および形質転換される宿主細胞に、直接的に依存す
る。本発明によって意図されるベクターは、rDNA分子に含まれるサービビン遺伝子の、複
製、または宿主染色体への挿入を少なくとも指向し得、そして好ましくは発現もまた指向
し得る。
作動可能に連結された、タンパク質をコードする配列の発現を調節するために使用される
発現制御エレメントは、当該分野において公知であり、そしてエレメントとしては、誘導
性プロモーター、構成的なプロモーター、分泌シグナル、および他の調節エレメントが挙
げられるが、これらに制限されない。好ましくは、誘導性プロモータは、容易に制御され
る（例えば、宿主細胞の培養液中の栄養素に反応する）。
１つの実施態様において、サービビンをコードする核酸分子を含むベクターは、原核生物
レプリコン（すなわち、形質転換された原核生物宿主細胞（例えば、細菌宿主細胞）にお
いて、自律性の複製および組換えDNA分子の維持を、染色体外で指向する能力を有する、D
NA配列）を含む。このようなレプリコンは、当該分野において周知である。さらに、原核
生物レプリコンを含むベクターは、その発現が検出可能なマーカー（例えば、薬剤耐性）
もまた付与する遺伝子を含み得る。代表的な細菌の薬剤耐性遺伝子は、アンピシリンまた
はテトラサイクリンに対する耐性を付与する遺伝子である。
原核生物レプリコンを含むベクターはさらに、細菌宿主細胞（例えば、E.coli）において
サービビンをコードする遺伝子配列の発現（転写および翻訳）を指向し得る、原核生物プ
ロモーターまたはウイルスプロモーターを含み得る。プロモーターは、RNAポリメラーゼ
の結合および転写が生じることを可能にするDNA配列によって形成される発現制御エレメ
ントである。細菌宿主と適合性のプロモーター配列は、代表的に、本発明のDNAセグメン
トを挿入するために都合の良い制限部位を含有するプラスミドベクター中に提供される。
代表的なこのようなベクタープラスミドは、Biorad Laboratories（Richmond、CA）から
利用可能なpUC8、pUC9、pBR322、およびpBR329、Pharmacia、Piscataway、NJから利用可
能なpPLおよびpKK223である。
真核生物細胞と適合性な発現ベクター、好ましくは脊椎動物細胞と適合性な発現ベクター
はまた、サービビンをコードする配列を含むrDNA分子を形成するために使用され得る。真
核生物細胞発現ベクターは、当該分野において周知であり、そして種々の市販の供給源か
ら利用可能である。代表的に、このようなベクターは、所望のDNAセグメントの挿入のた
めに都合の良い制限部位を含んで提供される。このようなベクターの代表例は、PSVLおよ
びpKSV-10（Pharmacia）、pBPV-1/pML2d（International Biotechnologies, Inc.）、pTD
T1（ATCC、番号31255）、本明細書中に記載されるベクターpCDM8、および類似の真核生物
発現ベクターである。
本発明のrDNA分子を構築するために使用される、真核生物細胞発現ベクターはさらに、真
核生物細胞において効果的である選択マーカー、好ましくは薬剤耐性選択マーカーを含み
得る。好ましい薬剤耐性マーカーは、その発現がネオマイシン耐性を生じる遺伝子、すな
わち、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（neo）遺伝子である。Southernら、J Mol
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 Anal Genet（1982）1:327-341。あるいは、選択マーカーは、別々のプラスミドに存在し
得、そして２つのベクターは、宿主細胞の同時トランスフェクションによって導入され、
選択マーカーについての適切な薬剤中で培養することによって選択される。
Ｆ．外因的に供給されたサービビンをコードする核酸分子を含む宿主細胞
本発明はさらに、本発明のサービビンタンパク質をコードする核酸分子で形質転換された
宿主細胞を提供する。宿主細胞は、原核生物または真核生物のいずれかであり得る。サー
ビビンタンパク質の発現に有用である真核生物細胞は、細胞株が細胞培養法に適合性であ
り、ならびに発現ベクターの増殖およびサービビン遺伝子産物の発現に適合性である限り
、制限されない。好ましい真核生物宿主細胞としては、酵母、昆虫、および哺乳動物の細
胞、好ましくは脊椎動物の細胞（例えば、マウス、ラット、サル、またはヒト線維芽細胞
株からの細胞）が挙げられるが、これらに制限されず、最も好ましくは、天然でサービビ
ンタンパク質を発現しない細胞である。好ましい真核生物宿主細胞としては、マウスIL-3
依存性の細胞株BaF3、および類似の真核生物組織培養細胞株が挙げられる。
任意の真核生物宿主は、サービビンをコードするrDNA分子を発現するために使用され得る
。好ましい原核生物宿主は、E.coliである。
本発明のrDNA分子での、適切な細胞宿主の形質転換は、使用されるベクター型および用い
られる宿主系に代表的に依存する、周知の方法によって達成される。原核生物宿主細胞の
形質転換に関して、エレクトロポレーションおよび塩処理法が、代表的に用いられ得、例
えば、Cohenら、Proc Natl Acad Sci USA（1972）69:2110；およびManiatisら、Molecula
r Cloning、A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Laboratory、Cold Spring Harbo
r, NY（1982）を参照のこと。rDNAを含有するベクターでの、脊椎動物細胞の形質転換に
関して、エレクトロポレーション、カチオン性脂質処理法、または塩処理法が、代表的に
用いられ、例えば、Grahamら、Virol（1973）52:456；Wiglerら、Proc Natl Acad Sci US
A（1979）76:1373-76を参照のこと。
首尾良く形質転換された細胞（すなわち、本発明のrDNA分子を含有する細胞）は、周知の
技術によって同定され得る。例えば、本発明のrDNAの導入から生じる細胞は、クローン化
されて、単一のコロニーを生成し得る。これらのコロニーからの細胞は、採集され得、溶
解され得、そしてそのDNA成分は、Southern、J Mol Biol（1975）98:503、もしくはBeren
tら、Biotech（1985）3:208に記載されるような方法を用いて、rDNAの存在について試験
され得か、またはタンパク質が免疫学的方法を介してアッセイされた細胞から産生され得
る。
Ｇ．サービビンタンパク質をコードするrDNA分子を使用するサービビンの生成
本発明はさらに、本明細書中に記載されるサービビンをコードする核酸分子のうちの１つ
を使用する、サービビンタンパク質を生成するための方法を提供する。一般的な用語にお
いて、サービビンタンパク質の組換え形態の生成は、代表的に、以下の工程を包含する。
先ず、図１に記載される核酸分子のような、サービビンタンパク質をコードする核酸分子
が得られる。サービビンをコードする配列がイントロンによって中断されない場合、これ
は任意の宿主における発現について、直接的に適切である。次いで、そうでない場合、サ
ービビンをコードする核酸分子のスプライスされた形態が、生成され得、そして使用され
得るか、またはイントロン含有核酸分子は、適合性の真核生物発現系において使用され得
る。
次いで、サービビンをコードする核酸分子は、上記のように、好ましくは、適切な発現制
御配列との作動可能な連結において配置され、サービビンをコードする配列を含む発現単
位を形成する。発現単位は、適切な宿主を形質転換するために使用され、そして形質転換
された宿主は、サービビンタンパク質の産生を可能にする条件下で培養される。必要に応
じて、サービビンタンパク質は、培地からまたはまたは細胞から単離され；タンパク質の
回収および精製は、いくらかの不純物が可能にされ得るいくつかの例において、必要とさ
れなくてもよい。
上述の工程のそれぞれは、多様な方法においてなされ得る。例えば、所望されるコード配
列は、ゲノムフラグメントから得られ得、そして適切な宿主において直接的に使用され得
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る。多様な宿主において作動可能である、発現ベクターの構築は、上記のように、適切な
レプリコンおよび制御配列を用いて達成される。制御配列、発現ベクター、および形質転
換法は、遺伝子を発現するために使用される宿主細胞の型に依存し、ならびに以前に詳細
に記載された。適切な制限部位が、通常利用可能でない場合、これらのベクターへ挿入す
るための切り出し可能な遺伝子を提供するように、コード配列の末端に付加され得る。当
業者は、サービビンタンパク質を生成するために、サービビンコード配列とともに使用す
るための、当該分野において公知の、任意の宿主／発現系を、容易に適合し得る。
Ｈ．サービビンを使用する細胞死の阻害
上述で提供されるように、サービビンが、細胞アポトーシスを阻害することが示されてい
る。従って、サービビンは、細胞の寿命を延ばすための方法において使用され得る。一般
に、細胞アポトーシスは、細胞とサービビンとを接触することによって阻害され得る。
細胞アポトーシスを阻害することが所望される多くの状況がある。例えば、輸送および移
植のために調製される組識または器官における細胞死は、サービビンタンパク質を用いて
阻害され得る。あるいは、細胞株は、細胞株において発現される、サービビンをコードす
る核酸分子を用いる長期間の培養のために樹立され得る。
これゆえ、サービビンタンパク質またはサービビン遺伝子発現は、細胞アポトーシスを阻
害するための手段として使用され得る。細胞培養系において、サービビンタンパク質は、
アポトーシスを阻害するために、例えば、リポソームの、Penetrin-1送達を介して、細胞
に導入され得るか、または細胞増殖培地中の封入物であり得る。あるいは、サービビン遺
伝子は、培養における細胞の寿命を増加するために細胞に導入され得、そして発現され得
る。これらは、培養された細胞が、所望される化合物を産生する能力を増加するための手
段および方法を提供し、ならびに細胞および組識の初代外殖片の長期の培養を樹立する方
法を提供する。
組識移植片において、代表的に、組識および器官は、移植の前に、保存および輸送される
。アポトーシスに類似の機構による、細胞死は、組識または器官の生存性の損失を導き得
る。この設定において、サービビンタンパク質での注入は、このような組識および器官に
おける細胞死を阻害するための方法として使用され得る。
早発のおよび非所望の細胞アポトーシスによって特徴付けられる病理学的状態が、例えば
、加速された老化異常において、存在する。IAPタンパク質における不活性化変異が、ヒ
ト疾患を引き起こし得ることは、既に知られている。この例は、NAIPについてである（上
述を参照のこと）。SMA（脊髄の筋肉萎縮、異常に増加されたアポトーシスによって引き
起こされると考えられる、神経退行性疾患）を伴う患者の研究によって、NAIP遺伝子が不
活性化され、そしてこれらの患者の75％において欠失されることが実証された（Royら、1
995、Cell 80:167）。拡張して、サービビンにおける変異を不活性化することは、異常に
増加される細胞死によって特徴付けられる退行性疾患を生じ得る。染色体17q25上のサー
ビビン遺伝子座内、またはその周辺のハプロタイプなマーカーは、その遺伝子座が、増加
されたアポトーシスを伴う疾患に既に関係しているか否かを決定するための、集団遺伝学
の研究において使用され得る。このような場合において、サービビン遺伝子またはサービ
ビンタンパク質は、その状態を処置するために使用され得る。従って、サービビンタンパ
ク質、またはサービビンをコードする核酸分子は、異常なアポトーシスを処置する手段と
して、個体に投与される。
Ｉ．サービビン結合パートナーを同定するための方法
本発明の別の実施態様は、サービビンの結合パートナーを単離および同定するにおいて使
用するための方法を提供する。具体的には、サービビンタンパク質は、サービビン結合パ
ートナーを同定するための捕獲プローブとして使用され得る。本明細書中で使用されるよ
うに、サービビン結合パートナーは、サービビンに結合し、そして細胞アポトーシスのサ
ービビン阻害を媒介する、生体分子（例えば、タンパク質、DNA、または他の補因子）で
ある。
詳細には、サービビンタンパク質は、結合パートナーとサービビンとの会合を可能にする
条件下で、サービビンを発現する細胞の抽出物または画分と混合される。混合後、サービ
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ビンと会合するようになったペプチドは、混合物から分離される。次いで、サービビンを
結合する結合パートナーは、回収され得、そしてさらに分析され得る。
結合パートナーを同定および単離するために、完全なサービビンタンパク質が使用され得
る。あるいは、サービビンタンパク質のフラグメントが使用され得る。
本明細書中で使用されるように、細胞抽出物は、溶解されたまたは破壊された細胞から作
製される、調製物または画分をいう。細胞抽出物の好ましい供給源は、サービビンを天然
で発現する細胞である。このような細胞の例としては、腫瘍細胞および胚組識が挙げられ
るが、これらに制限されない。
細胞の抽出物を得るために、多様な方法が使用され得る。細胞は、物理的または化学的な
破壊法のいずれかを用いて、破壊され得る。物理的破壊法の例としては、超音波処理およ
び機械的剪断が挙げられるが、これらに限定されない。化学的溶解法の例としては、界面
活性剤溶解および酵素溶解が挙げられるが、これらに限定されない。さらに、細胞抽出物
は、被験体から新鮮に単離された細胞から、または培養されている細胞もしくは細胞株か
ら、調製され得る。当業者は、本発明の方法において使用するための抽出物を得るために
、細胞抽出物を調製するための方法を、容易に適合し得る。
いったん細胞の抽出物が調製されると、抽出物は、サービビンと結合パートナーとの会合
が生じ得る条件下で、サービビンタンパク質とともに混合される。多様な条件が使用され
得、最も好ましいのは、サービビンを発現する細胞の細胞質において見出される条件に密
接に類似する条件である。浸透圧、pH、温度、および使用される細胞抽出物の濃度のよう
な特徴は、サービビンと結合パートナーとの会合を至適化するために変化され得る。
適切な条件下での混合後、サービビンは混合物から分離される。混合物を分離するために
、多様な技術が利用され得る。例えば、サービビンに特異的な抗体が、サービビンおよび
会合された結合パートナーを免疫沈降するために使用され得る。あるいは、標準的な化学
分離技術（例えば、クロマトグラフィーおよび密度／沈殿物遠心分離）が使用され得る。
抽出物において見出される非会合の細胞成分の除去後、結合パートナーは、従来の方法を
用いて、サービビンタンパク質から解離され得る。例えば、解離は、混合物の塩濃度また
はpHを変化することによって、達成され得る。
混合された抽出物から、会合されたサービビン／結合パートナー対を分離するのを補助す
るために、サービビンタンパク質は、固相支持体上で固定化され得る。例えば、サービビ
ンは、ニトロセルロースマトリクスまたはアクリル性ビーズに付着され得る。固相支持体
へのサービビンの付着はさらに、抽出物において見出される他の成分から、ペプチド／結
合パートナー対を分離するのを補助する。
あるいは、サービビンをコードする核酸分子は、酵母ツーハイブリッド系において使用さ
れ得る。酵母ツーハイブリッド系は、他のタンパク質パートナー対を同定するために使用
されており、および本明細書中に記載されるサービビンをコードする分子を用いるために
、容易に適合され得る。
Ｊ．サービビン結合パートナーの使用
いったん単離されたら、上記の方法を用いて得られたサービビン結合パートナーは、多様
な目的のために使用され得る。結合パートナーは、当該分野において公知の技術を用いて
、サービビン結合パートナーに結合する抗体を作製するために使用され得る。サービビン
に結合するパートナーを結合する抗体は、サービビン活性をアッセイするために、サービ
ビンによって媒介される生物学的もしくは病理学的プロセスを調節するための、または結
合パートナーを精製するための治療学的薬剤として、使用され得る。これらの使用は、以
下に詳細に記載される。
Ｋ．サービビン／結合パートナー相互作用をブロックする薬剤を同定するための方法
本発明の別の実施態様は、サービビンとサービビン結合パートナーとの会合を減少または
ブロックする薬剤を同定するための方法を提供する。具体的には、サービビンは、試験さ
れる薬剤の存在下または非存在下で、サービビン結合パートナーとともに混合される。サ
ービビンとサービビン結合パートナーとの会合を許容する条件下での混合後、２つの混合
物は、薬剤が、サービビンとサービビン結合パートナーとの会合を減少またはブロックし
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たか否かを決定するために、分析および比較される。サービビンとサービビン結合パート
ナーとの会合を減少またはブロックする薬剤は、試験される薬剤を含むサンプルに存在す
る会合の量を減少するとして、同定される。
本明細書中で使用されるように、薬剤の存在が、サービビン結合パートナーがサービビン
と会合されるようになる程度を減少するか、またはこれを妨げる場合、薬剤は、サービビ
ン／サービビン結合パートナー会合を減少またはブロックするといわれる。一方のクラス
の薬剤は、サービビン結合パートナーに結合することによって、会合を減少またはブロッ
クするのに対し、他方のクラスの薬剤は、サービビンに結合することによって会合を減少
またはブロックする。
上述のアッセイにおいて使用されるサービビン結合パートナーは、単離および十分に特徴
付けられたタンパク質であり得るか、またはサービビン、もしくは細胞抽出物に存在する
として同定されているサービビン結合パートナーに結合する部分的に特徴付けられたタン
パク質であり得るかのいずれかである。サービビン結合パートナーが、同定可能な特性（
例えば、分子量）によって特徴付けられている限り、本アッセイが使用され得ることは、
当業者に明らかである。
上述の方法においてアッセイされる薬剤は、ランダムに選択され得るか、または合理的に
選択もしくは設計され得る。本明細書中に記載されるように、薬剤が、サービビンとサー
ビビン結合パートナーとの会合に関与する特定の配列を考慮しないで、ランダムに選択さ
れる場合、薬剤は、ランダムに選択されるといわれる。ランダムに選択された薬剤の例は
、化学ライブラリーもしくはペプチドコンビナトリアルライブラリー、または生物の増殖
ブロスの使用である。
本明細書中で使用されるように、薬剤が、薬剤の作用と関連する、標的部位の配列および
／またはその配座を考慮するランダムでない基準に基づいて選択される場合、薬剤は、合
理的に選択または設計されるといわれる。上記のように、サービビン／サービビン結合パ
ートナー相互作用をブロックする薬剤について、作用の２つの部位が存在する：サービビ
ンにおける結合パートナー接触部位、およびサービビン結合パートナーにおけるサービビ
ン接触部位。薬剤は、サービビン／サービビン結合パートナー対の接触部位を構成するペ
プチド配列を利用することによって、合理的に選択されるか、または合理的に設計され得
る。例えば、合理的に選択されるペプチド薬剤は、そのアミノ酸配列が、サービビン結合
パートナーにおけるサービビン接触部位に同一であるペプチドであり得る。このような薬
剤は、サービビン結合パートナーに結合することによって、サービビンと結合パートナー
との会合を減少またはブロックする。
本発明の薬剤は、例示されるように、ペプチド、小分子、ビタミン誘導体、ならびに炭水
化物であり得る。当業者は、本発明の薬剤の構造的性質に関して制限はないことを、容易
に認識し得る。本発明のあるクラスの薬剤は、そのアミノ酸配列がサービビンタンパク質
のアミノ酸配列に基づいて選択される、ペプチド薬剤である。
本発明のペプチド薬剤は、当該分野において知られるように、標準的な固相（または液相
）ペプチド合成法を使用して、調製され得る。さらに、これらのペプチドをコードするDN
Aは、市販のオリゴヌクレオチド合成装置を使用して合成され得、および標準的な組換え
産生系を使用して、組換え的に産生され得る。固相ペプチド合成法を使用する生成は、遺
伝子コードされないアミノ酸が含まれる場合、必要とされる。
本発明の別のクラスの薬剤は、サービビンまたはサービビン結合パートナーの重要な位置
と免疫応答性の抗体である。上記のように、抗体は、抗原性領域として、抗体によって標
的されることが意図される、サービビンまたは結合パートナーのそれらの部分を含むペプ
チドでの、適切な哺乳動物被験体の免疫によって得られる。重要な領域は、サービビンと
サービビン結合パートナーとの会合に関与する接触部位を含む。
以下に考察されるように、サービビン活性に関与する残基の重要な最小の配列は、潜在的
なサービビン会合分子のツーハイブリッドスクリーニングおよび同定についてのベイト（
bait）として効果的に使用され得る、機能的な線状のドメインを規定する。このようなサ
ービビンフラグメントの使用は、完全長の分子または完全なBIRドメインの使用とは対照
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的に、スクリーニングの特異性を有意に増加し、それゆえ好ましい。同様に、この線状の
配列はまた、生化学的アフィニティー精製戦略を用いてサービビン結合タンパク質を単離
するためのアフィニティーマトリクスとしてもまた、使用され得る。
Ｌ．サービビンとサービビン結合パートナーとの会合をブロックする薬剤についての使用
背景の節において提供されるように、サービビンは、細胞アポトーシスを阻害する。サー
ビビンとサービビン結合パートナーとの相互作用を減少またはブロックする薬剤は、サー
ビビンの機能および活性と関連する生物学的および病理学的プロセスを調節するために使
用され得る。
詳細には、サービビンによって媒介される生物学的または病理学的プロセスは、サービビ
ンとサービビン結合パートナーとの相互作用をブロックする薬剤を、被験体に投与するこ
とによって調節され得る。
本明細書中で使用されるように、被験体は、哺乳動物が、サービビンによって媒介される
生物学的または病理学的プロセスの調節を必要とする限り、任意の哺乳動物であり得る。
用語「哺乳動物」は、哺乳類に属する個体を意味する。本発明は、ヒト被験体の処置にお
いて特に有用である。
本明細書中で使用されるように、サービビン、またはサービビン結合パートナーへのサー
ビビン結合によって媒介される生物学的または病理学的プロセスは、サービビンによって
媒介される広範に多様な細胞事象をいう。病理学的プロセスは、有害な影響を生じる生物
学的プロセスのカテゴリーをいう。例えば、サービビンによって媒介される病理学的プロ
セスは、腫瘍細胞における細胞アポトーシスの阻害である。この病理学的プロセスは、サ
ービビン／サービビン結合パートナー会合を減少もしくはブロックする、またはサービビ
ン発現をブロックする薬剤を用いて、調節され得る。
本明細書中で使用されるように、薬剤は、薬剤が病理学的プロセスの程度または重篤度を
減少する場合、この病理学的プロセスを調節するといわれる。例えば、薬剤が細胞分裂の
速度または程度を減少する場合、薬剤は、腫瘍細胞増殖を調節するといわれる。
Ｍ．サービビン、またはサービビン活性に影響する薬剤の投与
本発明の薬剤は、サービビン／結合パートナー会合またはサービビンタンパク質をブロッ
クする薬剤であり、非経口経路、皮下経路、静脈内経路、筋肉内経路、腹腔内経路、経皮
経路、または頬内経路を介して投与され得る。あるいは、または同時に、投与は経口経路
によってであり得る。投与される投薬量は、レシピエントの年齢、健常度、および体重、
同時処置される種類（もしあれば）、処置の頻度、ならびに所望される効果の性質に依存
する。例えば、アポトーシスのサービビン阻害をブロックする手段として、腫瘍細胞を処
置するために、サービビン発現またはサービビンと結合パートナーとの相互作用をブロッ
クする薬剤が、処置される個体に全身的にまたは局所的に投与される。以下に記載される
ように、このような薬剤を投与するために容易に適合され得る多くの方法がある。
本発明はさらに、サービビン、またはサービビン／結合パートナー会合をブロックする１
つ以上の薬剤を含有する、組成物を提供する。個体の必要性は変化するが、各成分の有効
な量の至適な範囲の決定は、当業者の範囲内である。典型的な投薬量は、0.1～100μg/kg
体重を含む。好ましい投薬量は、0.1～10μg/kg体重を含む。最も好ましい投薬量は、0.1
～１μg/kg体重を含む。
薬理学的に活性な薬剤に加えて、本発明の組成物は、薬学的に受容可能な適切なキャリア
を含み得、これは、作用の部位に送達するために薬学的に使用され得る調製物への活性な
化合物のプロセシングを容易にする、賦形剤および補助剤を含む。非経口投与のために適
切な処方物は、水溶性形態の活性化合物（例えば、水溶性の塩）の水溶液を含む。さらに
、適切な油性の注入懸濁液としての活性化合物の懸濁液が、投与され得る。適切な親油性
溶媒またはベヒクルは、脂肪油（例えば、ゴマ油）または合成の脂肪酸エステル（例えば
、エチルオレイン酸またはトリグリセリド）を含む。水性注入懸濁液は、懸濁液の粘度を
増加する物質（例えば、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、ソルビトール、および
／またはデキストランを含む）を含み得る。必要に応じて、懸濁液はまた、安定剤を含み
得る。リポソームはまた、細胞への送達のために、薬剤をカプセル化するために使用され
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得る。
本発明に従う全身性投与についての薬学的組成物は、腸投与、非経口投与、または局所投
与について処方され得る。実際、処方物の全ての３つのタイプは、有効成分の全身性投与
を達成するために、同時に使用され得る。
経口投与のための適切な処方物は、堅質または軟質ゼラチンカプセル、丸剤、錠剤（コー
トされた錠剤を含む）、エリキシル、懸濁液、シロップ、または吸入薬、およびそれらの
制御された放出形態を含む。
本発明の方法を実施するために、本発明の化合物は、単独でもしくは組合わせて、または
他の治療剤または診断剤と組合わせて、使用され得る。特定の好ましい実施態様において
、本発明の化合物は、一般的に受容されている医療の実施に従って、これらの状態につい
て典型的に処方される他の化合物（例えば、化学療法剤）とともに同時投与され得る。
Ｎ．組合せ療法
サービビン、ならびにサービビン活性を調節する本発明の薬剤は、単独で、または特定の
生物学的または病理学的プロセスを調節する別の薬剤と組合わせて、提供され得る。例え
ば、サービビンで阻害されるアポトーシスを減少する本発明の薬剤は、ガン細胞増殖を制
御するための方法において、他の抗ガン剤と組合わせて投与され得る。あるいは、サービ
ビンは、細胞アポトーシスを減少するための手段として、他の防御的な薬剤とともに投与
され得る。本明細書中で使用されるように、２つの薬剤が、同時に投与される場合、また
は薬剤が同時に作用するような様式で独立して投与される場合、２つの薬剤は、組合わせ
て投与されるといわれる。
サービビン活性／発現の阻害は、従来の化学療法と組合わせて使用され得る。サービビン
活性／発現の阻害と組合わせて化学療法剤を使用するためのタイミングは、使用される化
学療法剤および処置される腫瘍細胞型に依存する。サービビン活性／発現を達成する薬剤
と組合わせて使用され得る化学療法剤の例としては、アルキル化剤（例えば、シクロホス
ファミド（CTX；シトキサン）、クロラムブシル（CHL；ロイケラン）、シスプラチン（Ci
sP；プラチノール）、ブスルファン（ミレラン）、メルファラン、カルムスチン（BCNU）
、ストレプトゾトシン、トリエチレンメルアミン（TEM）、マイトマイシンC、および類似
のアルキル化剤）；抗代謝剤（例えば、メトトレキセート（MTX）、エトポシド（VP16；
ベペシド（vepesid））、6-メルカプトプリン（6MP）、6-チオクグアニン（6-thiocguani
ne）（6TG）、シタラビン（Ara-C）、5-フルオロウラシル（5FU）、ダカルバジン（DTIC
）、および類似の抗代謝剤）；抗生物質（例えば、アクチノマイシンD、ドキソルビシン
（DXR；アドリアマイシン）、ダウノルビシン（ダウノマイシン）、ブレオマイシン、ミ
トラマイシン、および類似の抗生物質）；アルカロイド（例えば、ビニカアルカロイド（
例えば、ビンクリスチン（VCR）、ビンブラスチンなど）；ならびに他の抗腫瘍剤（例え
ば、タキソールおよびタキソール誘導体）、細胞増殖抑制性の薬剤の糖質コルチコイド（
例えば、デキサメタゾン（DEX；デカドロン）およびコルチコステロイド（例えば、プレ
ドニゾン）、ヌクレオシド酵素インヒビター（例えば、ヒドロキシ尿素）、アミノ酸欠失
化酵素（例えば、アスパラギナーゼ）および類似の多様な抗腫瘍剤を含むが、これらに限
定されない。
化学療法レジメンにおける上記の細胞傷害性薬剤の使用は、一般に、ガン治療の分野にお
いて十分に特徴付けられており、およびそれらの本明細書中での使用は、いくつかの調整
を伴って、耐性および有効性をモニターすることについて、および投与経路および投薬量
を制御することについて、同じ考慮下にある。例えば、細胞傷害性薬剤の実際の投薬量は
、本発明の組織培養法を用いることによって決定される、患者の培養された細胞の応答に
依存して、変化し得る。一般に、投薬量は、サービビン活性／発現を達成する薬剤の非存
在下で使用される量に比べて、減少される。
有効な細胞傷害性薬剤の典型的な投薬量は、製造業者によって推奨される範囲内であり得
、そしてインビトロ応答、または動物モデルにおける応答によって示される場合、約一桁
の等級まで、濃度または量を減少され得る。従って、実際の投薬量は、臨床医の判断、患
者の状態、および初代培養された悪性細胞もしくは組織培養された組織サンプルのインビ
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トロ応答、または適切な動物モデルにおいて観察される応答に基づく治療方法の有効性に
依存する。
Ｏ．サービビン発現およびアポトーシスのサービビン媒介性の阻害を同定するための方法
本発明はさらに、アポトーシスのサービビン媒介性の阻害に関与する細胞を同定するため
の方法、ならびにサービビン活性と関連する生物学的および病理学的プロセス、このよう
な状態の進行、処置に対するこのような状態の感受性、およびこのような状態についての
処置の有効性を診断するために適用され得る技術を提供する。具体的には、アポトーシス
のサービビン媒介性の阻害は、サービビンタンパク質が細胞において発現されるか否かを
決定することによって同定され得る。サービビンを発現する細胞は、天然の細胞アポトー
シスから阻害されると考えられる。
多様な免疫学的技術および核酸技術が、サービビンタンパク質、またはサービビンをコー
ドするmRNAが、特定の細胞において産生されるか否かを決定するために使用され得る。１
つの例において、細胞の抽出物が調製される。次いで、調製物は、サービビンが細胞にお
いて発現されるか否かを決定するために、アッセイされる。発現の程度は、アポトーシス
の阻害の程度の測定を提供する。発現の増加は、アポトーシスの増加された阻害の測定で
ある。
サービビン発現の測定は、多様な目的についてのマーカーとして使用され得る。腫瘍にお
いて、サービビン発現の存在は、腫瘍の増殖可能性と相関する。実施例において、リンパ
腫が、サービビン発現の種々のレベルを示すことが示され；サービビン発現をほとんど～
全く示さないリンパ腫は、効果的に処置され得る低い悪性度分類のリンパ腫であるが、サ
ービビン発現の高いレベルを示すリンパ腫は、典型的に効果的に処置され得ない高い悪性
度分類の攻撃的なリンパ腫である。従って、リンパ腫または他の腫瘍におけるサービビン
発現のレベルは、腫瘍の攻撃性および処置可能性の予測的な測定として使用され得；サー
ビビン発現のレベルが高いほど、腫瘍の攻撃性がより高くなり、そして処置がより困難に
なる。
例えば、腫瘍の増殖可能性または処置の容易性／予後を決定するために、抽出物が、腫瘍
細胞から作製され、次いで抽出物は、例えば、ゲル電気泳動によって分析されて、サービ
ビンタンパク質が存在すか否かを決定する。サービビンの存在およびレベルは、ガンの増
殖可能性および処置の容易性と相関する。あるいは、上記のように、一本鎖プローブが、
細胞抽出物におけるサービビンをコードするmRNAを同定するために使用され得る。
腫瘍攻撃性および処置可能性のマーカーであることに加えて、サービビン発現は、抗腫瘍
治療の有効性の測定として使用され得る。実施例において、HL-60（前骨髄球細胞株）は
、高レベルのサービビン発現を有したことが示される。レチノール酸（retenoic acid）
、および腫瘍細胞の分化を引き起こすことにより作用する抗ガン剤でのHL-60細胞の処置
は、サービビン発現の減少および排除を生じた。発現の減少は、分化の程度と相関し、分
化が進むほど、サービビンの発現のレベルは低くなった。従って、サービビン発現は、抗
腫瘍処置の有効性を測定するために使用され：処置の間にサービビン発現が減少する場合
、処置プロトコルは有効であり、そして継続され得、一方サービビン発現が変化しないま
まである場合、異なる治療レジメン（regime）またはプロトコルが、行われることが必要
とされる。
Ｐ．サービビン発現を制御するための他の方法
本発明はさらに、細胞におけるサービビン発現を制御するために使用され得る、さらなる
方法を提供する。上述および以下に考察されるように、サービビンプロモーターは、その
プロモーターから上流のCPG島を有する。CPG島は、DNAメチル化の公知の標的である。CPG
島におけるDNAメチル化部位は、サービビン発現を調節するための手段として作用し：CPG
島のメチル化は、プロモーターから下流に見出される遺伝子の転写の抑制を生じる。従っ
て、DNAをメチル化する薬剤（例えば、DNAメチラーゼ）、および内因性メチラーゼの産生
を刺激する薬剤は、サービビン発現を制御するために使用され得る。具体的には、細胞に
おけるサービビン発現は、細胞に、DNAメチル化のレベルを、特にサービビン遺伝子から
上流において見出されるCPG島で、増加させることによって、減少または排除され得る。
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別の方法において、サービビン発現は、EPR-1発現のレベルを増加することによって減少
され得る。実施例において示されるように、サービビン発現およびEPR-1発現は、一般的
に相互に排他的であり、EPR-1の発現は、サービビン発現の減少または排除を生じ、そし
てその逆も当てはまる。従って、サービビン発現は、細胞に、EPR-1発現を増加させるこ
とによって、減少され得る。
Ｑ．動物モデル
本発明者らは、マウスサービビン遺伝子のほとんど完全な構造を単離した。遺伝子は、そ
のヒト対応物に関して非常に保存されている（イントロン、エクソンの大きさ、およびイ
ントロン－エクソン境界を含む）。マウスサービビン遺伝子のコード領域は、88％であり
、配列決定された限り、ヒトタンパク質と同一であり、それによって、強力な進化的保存
が実証される。本発明者らはまた、ヒトおよびマウスの両方の発生の間の、サービビンの
分化、および発生的に調節される分布を決定した。マウスサービビン遺伝子およびタンパ
ク質の完全の構造の利用可能性は、遺伝子ノックアウト実験についての標的化ベクターの
調製、および組識特異的プロモーターの制御下でサービビンを発現するトランスジェニッ
クマウスの作製についてのより合理的なアプローチを許容する。
サービビン遺伝子およびサービビンタンパク質は、多様な情況における遺伝子治療の標的
として作用し得る。例えば、１つの適用において、サービビン欠損非ヒト動物が、サービ
ビン遺伝子を不活性化するための標準的なノックアウト手順を使用して作製され得るか、
またはこのような動物が生存可能でない場合、誘導性のサービビンアンチセンス分子が、
サービビン活性／発現を調節するために使用され得る。あるいは、動物は、組織特異的な
様式において、サービビンまたはアンチセンス分子の発現を指向する、サービビンまたは
アンチセンスサービビンの発現単位を含むように変化され得る。このような使用において
、サービビン遺伝子の発現が、不活性化または活性化によって変化される、非ヒト哺乳動
物（例えば、マウスまたはラット）が作製される。これは、当該分野で公知の多様な手順
（例えば、標的化組換え）を用いて、達成され得る。いったん作製されたら、サービビン
欠損動物、組織特異的な様式においてサービビンを発現する動物、またはアンチセンス分
子を発現する動物は、１）サービビンによって媒介される生物学的および病理学的プロセ
スを同定するために、２）サービビンと相互作用するタンパク質および他の遺伝子を同定
するために、３）サービビン欠損を克服するために外因的に供給され得る薬剤を同定する
ために、ならびに４）活性を増加または減少するサービビン内の変異を同定するための適
切なスクリーニングとして作用するために、使用され得る。
例えば、組織特異的な様式においてサービビンのヒトミニ遺伝子を発現するトランスジェ
ニックマウスを作製し、そして通常はサービビンを含まない区域における、このタンパク
質の過剰発現の効果を試験することが可能である。このストラテジーは、別のファミリー
のアポトーシスインヒビター、すなわちbcl-2について、首尾良く使用されている（Veis
ら、Cell（1993）75:229）。このようなアプローチは、サービビンタンパク質に容易に適
合され得、そして、アポトーシスから細胞を防御するために、特定の組識領域（移植片）
においてサービビンの潜在的な有益な効果の問題に取り組むために使用され得る。
Ｒ．サービビン遺伝子治療
別の実施態様において、遺伝子治療は、サービビン媒介性の生物学的または病理学的プロ
セスを調節するための手段として使用され得る。例えば、腫瘍治療において、サービビン
発現の調節因子をコードする遺伝子発現単位（例えば、アンチセンスをコードする核酸分
子）を、処置される被験体に、導入することが所望され得る。このような調節因子は、細
胞もしくは特定の標的細胞内で、構成的に産生され得るか、または誘導性であるかのいず
れかであり得る。これは、被験体内でのサービビン発現の調節因子の、継続的なまたは誘
導性の供給を許容する。サービビン発現をブロックすることは、腫瘍細胞増殖の制御を許
容する。同様に、細胞は、例えば、移植のために同種移植片膵臓β細胞において、サービ
ビンを発現するように、遺伝子操作され得る。
サービビン遺伝子の発現のレベルは、アポトーシスに対する耐性のレベルと相関し得る。
従って、サービビン遺伝子はまた、抗アポトーシス遺伝子治療における使用を見出す。特
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に、機能的なサービビン遺伝子は、神経退行性疾患の過程においてアポトーシスを受ける
ニューロン細胞、リンパ球（すなわち、Ｔ細胞およびＢ細胞）、または虚血によって傷害
されている細胞を維持するために使用され得る。
レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、また
はアポトーシスに関与する傾向がある細胞（例えば、上皮細胞）についての適切な向性を
有する他のウイルスベクターは、治療学的なサービビン遺伝子構築物についての遺伝子移
入送達系として使用され得る。この目的のために有用な多数のベクターが、一般的に公知
である（Miller、Human Gene Therapy 15-14、1990；Friedman、Science 244:1275-1281
、1989；EglitisおよびAnderson、Bio Techniques 6:608-614、1988；TolstoshevおよびA
nderson、current opinion in biotechnology 1:55-61、1990；Sharp、The Lancet 337:1
277-1278、1991；Cornettaら、Nucleic Acid Research and Molecular Biology 36:311-3
22、1987；Anderson、Science 226:401-409、1984；Moen、blood Cells 17:407-416、199
1；Millerら、Biotechniques 7:980-990、1989；Le Gal La Salleら、Science 259:988-9
90、1993；およびJohnson、Chest 107:77S-83S、1995）。レトロウイルスベクターは、特
に十分に開発され、そして臨床的設定において使用されている（Rosenbergら、N.Engl.J.
Med 323:370、1990；Andersonら、米国特許第5,399,346号）。
非ウイルスアプローチはまた、そうでなければアポトーシスを受けることが予測される細
胞へ、治療学的DNAを導入するために用いられ得る。例えば、サービビンは、リポフェク
ション（Feignerら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413、1987；Onoら、Neurosci. Le
tt. 117:259、190；Brighamら、Meth. Enz. 101:512、1983）、アシアロロソヌコイド（a
sialorosonucoid）-ポリリジン結合（Wuら、J. Biol. Chem. 263:14621、1988；Wuら、J.
 Biol. Chem. 264:16985、1989）；またはあまり好ましくないが、外科的条件下でのマイ
クロインジェクション（Wolffら、Science 247:1465、1990）によって、ニューロンまた
はＴ細胞に導入され得る。
上記の適用の任意の方法について、治療学的サービビン核酸構築物は、好ましくは、予測
されるアポトーシス事象の部位に（例えば、注入によって）適用される。しかし、構築物
はまた、予測されるアポトーシス事象の近傍における組識に、またはアポトーシスを受け
ることが予測される細胞を供給する血管に、適用され得る。
記載される構築物において、サービビンcDNA発現は、任意の適切なプロモーター（例えば
、ヒトサイメトガロウィルス（CMV）、シミアンウイルス40（SV40）、またはメタロチオ
ネインのプロモーター）から指向され得、そして任意の適切な哺乳動物調節エレメントに
よって調節され得る。例えば、所望される場合、神経細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞における遺伝
子発現を優先的に指向することが知られるエンハンサーが、サービビン発現を指向するた
めに使用され得る。使用されるエンハンサーとしては、それらの発現において組識または
細胞に特異的であるとして特徴付けられるエンハンサーが挙げられるが、これらに制限さ
れない。あるいは、サービビンゲノムクローンが、治療学的構築物として（例えば、上記
のサービビンcDNAとのハイブリダイゼーションによる単離後に）使用される場合、調節は
、同起源の調節配列によって、または、所望される場合、異種供給源に由来する調節配列
（上記の任意のプロモーターまたは調節エレメントを含む）によって、媒介され得る。
Ｓ．遺伝子発現を指向するためのサービビンプロモーターの使用
本発明はさらに、発現ベクターの作製に使用され得る形態のサービビン遺伝子のプロモー
ターを提供する。具体的には、サービビンプロモーターは、サービビンのATG開始コドン
から５’であるとして同定され、作動可能に連結された、タンパク質をコードするDNA配
列の発現を指向するために使用され得る。サービビンプロモーターは、TATAボックスを有
しないので、当業者は、５’フラグメント（例えば、ヌクレオチド2560～2920（エキソン
1を含む））を使用する。サービビンプロモーターは、胎児組識において発現され、それ
ゆえ、発生の特定の段階の間、特異的な細胞型における、タンパク質発現を標的するため
に使用され得る。以下に考察されるように、c-mycガン遺伝子での、3T3細胞のトランスフ
ェクションは、ノザンブロットによって検出されるように、サービビンmRNAのアップレギ
ュレーションを生じる。従って、サービビンプロモーターの制御下で抗腫瘍ポリペプチド
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をコードするDNAは、それらが発現される腫瘍細胞をトランスフェクトするために使用さ
れ得る。当業者は、当該分野において公知の方法を用いて、発現ベクターにおいてサービ
ビンプロモーターを容易に使用し得る。
Ｔ．予防的な抗アポトーシス療法
サービビン変異についてヘテロ接合性であること、もしくはサービビン変異に感受性であ
ること（これらの変異がサービビン生物学的活性の変化もしくは欠損を未だ生じていない
場合であっても）が診断される患者において、または退行性疾患（例えば、運動ニューロ
ン退行性疾患（例えば、SMA疾患もしくはALS疾患）を伴うことが診断された患者、または
HIVポジティブとして診断された患者において、疾患の表現型の出現の前に、任意の開示
される治療薬が投与され得る。例えば、この治療は、HIVポジティブであるが、減少され
たＴ細胞数またはAIDSの他の明白な徴候を未だ示さない患者に提供され得る。特に、サー
ビビン発現またはサービビンの生物学的な活性を増加することが示される化合物は、任意
の標準的な投薬量および投与の経路によって、投与され得る。あるいは、サービビン発現
構築物を使用する遺伝子治療は、退行性疾患の発症の前に、細胞欠損を逆転または防止す
るために、着手され得る。
本発明の方法は、任意の哺乳動物（例えば、ヒト、家庭のペット、または家畜）において
、本明細書中に記載される異常を低減または診断するために使用され得る。非ヒト哺乳動
物が、処置または診断される場合、用いられるサービビンポリペプチド、核酸、または抗
体は、好ましくはその種について特異的である。
Ｕ．さらなるアポトーシスアッセイの例
上述の考察に加えて、アポトーシスアッセイの特定の例がまた、以下の参考文献において
提供される。リンパ球におけるアポトーシスについてのアッセイは：Liら、「HIV-1 Tat
タンパク質による、未感染のリンパ球におけるアポトーシスの誘導」、Science 268:429-
431、1995；Gibelliniら、「Tat発現Jurkat細胞は、異なるアポトーシス刺激（急性ヒト
免疫不全ウイルスI型（HIV-1）感染を含む）に対する増加された抵抗性を示す」、Br. J.
 Haematol. 89:24-33、1995；Martinら、「インビトロでのヒトCD4+Ｔ細胞のHIV-1感染。
これらの細胞におけるアポトーシスの示差的な誘導」J.Immunol. 152:330-42、1994；Ter
aiら、「HIV-1で急性感染された、培養Ｔリンパ芽球における細胞死の機構としてのアポ
トーシス」、J. Clin Invest. 87:1710-5、1991；Dheinら、「APO-1/（Fas/CD95）11によ
って媒介されるオートクラインＴ細胞自殺」、Nature 373:438-441、1995；Katsikisら、
「Fas抗原刺激は、ヒト免疫不全ウイルスで感染された個体においてＴリンパ球の顕著な
アポトーシスを誘導する」、J. Exp. Med. 1815:2029-2036、1995；Westendropら、「HIV
-1 Tatおよびgp120による、CD95媒介性のアポトーシスに対するＴ細胞の感作」、Nature 
375:497、1995；DeRossiら、Virology 198:234-44、1994によって開示される。
線維芽細胞におけるアポトーシスについてのアッセイは：Vossbeckら、「ラット線維芽細
胞における、TGF-βの直接的なトランスフォーミング活性」、Int. J. Cancer 61:92-97
、1995；Goruppiら、「HIH3T3線維芽細胞のS期誘導に関与するc-mycドメインの切除」、O
ncogene 9:1537-44、1994；Fernandezら、「正常なおよびHa-rasで形質転換されたC3Hマ
ウス胚線維芽細胞腫瘍壊死因子の示差的な感受性；耐性細胞におけるbcl-2、c-myc、およ
びマンガンスーパーオキシドジスムターゼの誘導」、Oncogene 9:2009-17、1994；Harrin
gtonら、「線維芽細胞におけるc Myc誘導性のアポトーシスは、特定のサイトカインによ
って阻害される」、EMBO J.、13:3286-3295、1994；Itohら、「アポトーシスについて必
要とされる新規なタンパク質ドメイン。ヒトFas抗原の変異分析」、J. Biol. Chem. 268:
10932-7、1993）によって開示される。
ニューロン細胞におけるアポトーシスについてのアッセイは：Melinoら、「組識トランス
グルタミナーゼおよびアポトーシス：ヒト神経芽腫細胞を用いるセンスおよびアンチセン
ストランスフェクション研究」、Mol. Cell Biol. 14:6584-6596、1994；Rosenblaumら、
「培養されたニューロンの低酸素誘導性の、プログラム細胞死についての証明」、Ann. N
eurol. 36:864-870、1994；Satoら、「bcl-2による細胞死の防止の結果としての、PC12細
胞のニューロン分化」、J. Neurobiol. 25:1227-1234、1994；Ferrariら、「N-アセチル
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システインD-およびL-立体異性体は、ニューロン細胞のアポトーシス死を防止する」、J.
 Neurosci. 1516:2857-2866、1995；Talleyら、「ヒトニューロン細胞における腫瘍壊死
因子α誘導性のアポトーシス：酸化防止剤のN-アセチルシステイン、ならびにbcl-2およ
びcrma遺伝子による防御」、Mol. Cell Biol. 1585:2359-2366、1995；Talleyら、「ヒト
ニューロン細胞における腫瘍壊死因子α誘導性のアポトーシス：酸化防止剤のN-アセチル
システイン、ならびにbcl-2およびcrma遺伝子による防御」、Mol. Cell Biol. 15:2359-2
366、1995；Walkinshawら、「L-DOPAによる、カテコールアミン放出PC12細胞におけるア
ポトーシスの誘導。パーキンソン病の処置のための含意」、J. Clin. Invest. 95:2458-2
464、1995によって開示される。
昆虫細胞におけるアポトーシスについてのアッセイは：Clemら、「昆虫細胞に対する感染
の間の、バキュロウイルス遺伝子によるアポトーシスの防止」、Science 254:1388-90、1
991；Crookら、「亜鉛フィンガー様モチーフを有する、アポトーシスを阻害するバキュロ
ウイルス遺伝子」、J. Virol: 67:2168-74、1993；Rabizadehら、「バキュロウイルスp35
遺伝子の発現は、哺乳動物神経細胞死を阻害する」、J. Neurochem. 61:2318-21、1993；
Birnbaumら、「Cys/His配列モチーフを有するポリペプチドをコードする、核多角体病ウ
イルスからの、アポトーシス阻害遺伝子」、J. Virol. 68:2521-8、1994；Clemら、Mol. 
Cell. Biol. 14:5212-5222、1994によって開示される。
Ｖ．組識および器官の移植におけるサービビンの使用
本発明は、被験体における組識または器官の移植片拒絶を阻害または防止する方法を含み
、サービビンポリペプチド、サービビンポリペプチドフラグメント、アポトーシスを阻害
するそれらのペプチド模倣物、サービビンポリペプチドをコードする導入遺伝子、または
サービビンポリペプチドフラグメントをコードする導入遺伝子を、組識、器官への、また
は移植片に近位の部位への、局所投与を包含する。組識、器官への、または移植片に近位
の部位への、ポリペプチド、ペプチド模倣物の局所送達は、一般的に利用可能な任意の手
段によって達成され、これらとしては、直接的な局所灌流、注入、マイクロスポンジ（mi
crosponge）、マイクロカプセル、リポソーム、または時間放出送達ベヒクルが挙げられ
るが、これらに制限されない。
組織、器管への、またはまたは移植片に近位の部位への、サービビンポリペプチドをコー
ドする導入遺伝子、またはサービビンポリペプチドフラグメントをコードする導入遺伝子
の局所送達は、任意の利用可能なベクターを用いて、リポフェクションを介して、または
直接的なプラスミドDNA注入を介して、達成され得る。Qinら（1995）Transplantation 59
（6）:809-816；Le Coultreら（1997）Eur. J. Pediatr. Surg. 7（4）:221-226；Wangら
（1992）Transplantation 53（3）:703-705；Wangら（1996）Transplantation 61（12）:
1726-1729；Schmidら（1997）Eur. J. Cardiothorac. Surg. 11（6）:1023-28；およびBo
asquevisque, C.ら（1997）Ann. Thorac. Surg. 63（6）:1556-1561を参照のこと。導入
遺伝子をコードするベクターは、複製可能なベクターおよび複製欠陥ベクターの両方（例
えば、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、またはアポトーシスに関与す
る傾向がある細胞もしくはアポトーシスの部位に近位の細胞についての適切な向性を有す
る、他のベクター）を含む。導入遺伝子構築物について、発現は、任意の適切なプロモー
ター（ヒトインスリンプロモーターのような、特定の細胞型における遺伝子発現を指向す
る組織特異的プロモーターを含む）から指向され得る。組識、器官への、または移植片に
近位の部位への、導入遺伝子の局所送達は、一般に利用可能な任意の手段によって達成さ
れ、これらとしては、直接的な局所灌流、注入、マイクロスポンジ、マイクロカプセル、
リポソーム、または時間放出送達ベヒクルが挙げられるが、これらに制限されない。
さらなる記載を伴うことなく、当業者は、上述の記載および以下の説明的な実施例を用い
て、本発明の化合物を作製および利用し得、そして本発明の方法を実施し得ることが考え
られる。それゆえ、以下の実用的な実施例は、本発明の好ましい実施態様を具体的に指摘
し、そして開示の残余をいかなるようにも制限するとして解釈されない。他の一般的な構
成は、当業者に明らかである。全ての雑誌文献および他の刊行された書類（例えば、特許
および特許出願）は、その全体が参考として本明細書中に援用される。
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実施例
実施例１　実験手順およびクローニング
細胞および細胞株。以下の細胞株を、アメリカンタイプカルチャーコレクション（ATCC、
Rockville、MD）から得た。赤白血病HEL、Ｂリンパ腫DaudiおよびJY、単球THP-1、Ｔ白血
病Jurkat、上皮ガン腫HeLa、前骨髄球HL-60、および非形質転換ヒト肺線維芽細胞Lu18。
Ｔ白血病細胞株MOLT13は、以前に特徴付けられた（Altieri, D.C.、FASEB J（1995）9:86
0-865）。細胞を、10％熱不活化胎児ウシ血清（FBS、Whittaker）、２mM L-グルタミン、
および10mM HEPESを補充した、完全培地RPMI 1640またはDMEM（HeLa、Lu18）（Bio Whitt
aker、Walkersville、MD）中で培養において維持した。ヒト臍静脈内皮細胞（HUVEC）は
、コラゲナーゼ処理によって単離され、そして20％ FBS、２mM L-グルタミン、および内
皮細胞増殖因子（Biomedical Technologies, Stoughton, MA）を補充されたDMEM培地中の
培養において維持された。
末梢血単核細胞（PBMC）は、正常な同意を得たボランティアから、400gで22℃でのFicoll
-Hypaque（Pharmacia、Piscataway、NJ）における示差的な遠心分離によって回収し、そ
してリン酸緩衝化生理食塩水（PBS）、pH7.4中で洗浄した。いくつかの実験において、HL
-60細胞を、0.1μM 1,25-ジヒドロキシ-ビタミンD3および17.8μg/mlインドメタシン（Si
gma Chemical Co., St. Louis, MO）の存在下での、72時間の培養によって、成熟な単球
表現型に末端的に分化した。ビタミンD3処理したHL-60細胞上での分化依存的マーカー（C
D11b/CD18インテグリン（Hickstein, D.D.ら、J Immunol（1987）138:513-519を含む）の
新規誘導を、抗CD11b mAb LM2/1を用いるフローサイトメトリーによって測定した。
ゲノムおよびcDNAのクローニング、染色体局在性、およびサザンブロット。
ヒトP1ゲノムライブラリー（Genome Systems, St.Louis, MO）を、完全なヒトEPR-1 cDNA
（Altieri, D.C.、FASEB J（1995）9:860-865）を含む、1.6kbフラグメントでハイブリダ
イズすることによって、スクリーニングした。３つの重複するクローンを単離し、精製し
、そしてEPR-1 cDNAとのサザンハイブリダイゼーションによって確認した。BamHI、HindI
II、およびXbaI（Boehringer Mannheim、Indianapolis, IN）での制限消化によって作製
される、ハイブリダイズするフラグメントを、さらなる分析のために、pBluescript（pBS
KS-、Stratagene、San Diego、CA）にクローン化した。２つのEPR-1ハイブリダイズP1ク
ローンからの、14796bpに及ぶ重複するコンティグを配列し、制限分析によって特徴付け
し、そしてApplied BioSystem Prism 377自動化シーケンサー（Foster City、CA）を用い
て、Taq FSポリメラーゼベースの自動化配列決定によって、両方の鎖に対して完全に配列
決定した。いくつかの実験において、グアニジニウムイソチオシアネート法によってHeLa
細胞から抽出された10mgの全RNAを、EPR-1正方向「センス」オリゴヌクレオチドC3/27（b
p80～102）でプライムし、200UのSuperscript II（Life Science, Grand Island, NY）の
存在下、50分間、42℃にて逆転写した。
得られたcDNAを、50mlの全容量中の0.5mgのEPR-1由来のプライマーT5/27（bp161-184）お
よびG11/16（1124-1098、EPR-1コード配列からの番号付）、200mM dNTP（New England Bi
olabs、Beverly, MA）、ならびに２UベントDNAポリメラーゼ（New England Biolabs）の
存在下で、PCRによって増幅した。58℃で１分間のアニーリング、94℃で１分間の変性、
および72℃で１分間の伸長での35サイクルの増幅後、産物をアガロースゲル電気泳動によ
って分析し、pCRII（Invitrogen Corp.、San Diego、CA）にサブクローン化し、そして両
方の鎖に対して完全に配列決定した。コンティグアセンブリ、ならびにDNAおよびタンパ
ク質の配列解析を、Lasergene（DNASTAR、Madison、WI）およびMac Vector（Eastman Kod
ack、Rochester、NY）ソフトウェアパッケージを使用して行った。EPR-1をハイブリダイ
ズする遺伝子の染色体の位置を、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションによって行っ
た。EPR-1をハイブリダイズするP1クローンからの精製DNAを、ニック翻訳によって、ジゴ
キシゲニンdUTP（Amersham Corp.、Arlington Heights、IL）で標識した。
標識化プローブを、剪断されたヒトDNAと合わせ、そして50％ホルムアミド、10％デキス
トラン硫酸、および２×SSCを含有する溶液中で、フィトヘマグルチニンで刺激されたPBM
Cに由来する正常な中期染色体にハイブリダイズした。２色染色のために、ビオチン結合
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化プローブD17Z1（第17染色体のセントロメアに特異的）を、ジゴキシゲニン標識化P1ク
ローンと同時ハイブリザイズした。特異的な染色が、ハイブリダイズされた切片を、フル
オレセイン化された抗ディグオキシゲニン抗体およびテキサスレッドアビジンとともにイ
ンキュベートすることによって検出した。切片を、単色標識化について、プロピジウムヨ
ウ化物で、または２色標識化について、DAPIで、対比染色した。総計80個の中期細胞を分
析し、69個の細胞が特異的な標識化を示した。サザンハイブリダイゼーションについて、
ヒトゲノムDNAを、刊行されたプロトコルに従ってHaLa細胞から抽出し、EcoRI、BamHI、X
baI、またはHindIIIで消化し、0.8%アガロースゲル上で分離し、そしてGeneScreenナイロ
ンメンブレン（New England Nuclear、Boston、MA）に移した。
UV架橋後（Stratalinker、Stratagene、San Diego、CA）、回転式ハイブリダイゼーショ
ンオーブン（Hoefer Scientific San Francisco、CA）において、65℃にて、５×SSC、0.
5% SDS、５×デンハルト溶液、および0.1%リン酸ナトリウム中の100mg/mlの変性サケ精子
DNA（Promega Corp. Madison、WI）で、メンブレンをプレハイブリダイズした。ハイブリ
ダイゼーションを、ゲル精製された（GeneClean Bio101、Vista、CA）、32P-dCTP（Amers
ham）ランダムプライム化標識された（Boehringer-Mannheim、Indianapolis、IN）1.6kb 
EPR-1 cDNAを用いて、16時間、65℃にて行った。
30分間、65℃で、２×SSC、１% SDSにおいて、および22℃で0.2×SSCにおいての２回の洗
浄後、放射能バンドを、Kodack X-Omat AR Ｘ線フィルムを用いて、オートラジオグラフ
ィーによって可視化し、そしてスクリーンを増強した（DuPont de Nemours、Wilmington
、DE）。他の実験において、培養されたリンパ芽腫細胞を、２×106/220μlブロックの濃
度で、LMPアガロース（Bio Rad, Richmond、CA）に包埋し、そしてDNAを標準的な手順に
よって抽出した。MluIまたはNotIでのブロック消化後、サンプルを、Bio-Rad CHEF DRII
装置（Hercules、CA）を用いて、75秒間のパルス時間を伴う、20分間、200Vでの、１%ア
ガロースゲルにおけるパルス化フィールドゲル電気泳動によって分離した。ナイロンメン
ブレンに移し、そしてUV架橋した後、EPR-1 cDNAでのハイブリダイゼーション、および洗
浄を、上記のように行った。
別の一連の実験において、いくつかの種から単離されたゲノムDNA（Clontech、San Franc
isco、CA）のアリコートを含有するブロットを、上記のように、EPR-1 cDNAの３’548bp
フラグメントでハイブリダイズした。
ノザンブロット。　センスまたはアンチセンスEPR-1配列に特異的な１本鎖プローブを、E
PR-1 cDNAの301bpフラグメントの非対称なPCR増幅によって、作製した。第１の５’226bp
のEPR-1コード領域＋75bpの保持された調節イントロン（Altieri, D.C.、FASEB J（1995
）9:860-865）を含む鋳型を、EcoRI（クローニング部位）およびSacIIでのEPR-1 cDNAの
制限消化によって作製し、ゲル精製し、そして20mM Tris HCl、50mM KCl、pH8.4、1.5mM 
MgCl2、および2.5UのTag DNAポリメラーゼ（Life Science）の存在下、15pmol dNTP（New
 England Biolabs）、7.5pmol dCTP、および25mCi32P-dCTP（Amercham）とともに、10ml
の全容量で混合した。
EPR-1特異的アンチセンスプローブの作製を、0.2mg/mlの「SacII」逆方向オリゴヌクレオ
チド５’TGCTGGCCGCTCCTCCCTC３’の付加によって行い、一方EPR-1ポジティブ鎖の伸長お
よびサービビン特異的プローブの作製を、0.2mg/mlの正方向F11オリゴヌクレオチド５’A
TGACCTCCAGAGGTTTC３’を用いて行った。94℃で１分間の変性、52℃で１分間のアニーリ
ング、および72℃で１分間の伸長を伴う、25サイクルの増幅を行った。EPR-1センスまた
はアンチセンスプローブを、Sephadex G-50スピンカラム（Worthington Biochemical Cor
p.、Freehold、NJ）を介して、14,000gで、５分間、遠心分離し、組込まれた放射能から
分離し、100℃で、２分間、加熱し、そしてハイブリダイゼーション反応物に迅速に添加
した。
同一の鎖特異的プローブを、60℃にて、14時間の、５×SSPE、10×デンハルト溶液、２% 
SDS、100mg/ml変性サケ精子DNA中での、成体または胎児ヒトmRNAの複数の組識ブロット（
Clontech）のハイブリダイゼーションのために使用し、そして洗浄を、60℃にて、上記の
ように行った。未分化のHL-60細胞、またはビタミンD3で末端的に分化されたHL-60細胞か
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ら抽出された、全RNAのアリコートを、上記のように、サービビン特異的な１本鎖プロー
ブを用いるノーザンハイブリダイゼーションについて、プロセスした。
実施例２　抗サービビン抗体の生成
JC700と呼ばれる、サービビン配列特異的抗体を、以下のように生成および特徴付けした
。サービビン配列に対応する17マーのペプチドA3PTLPPAWQPFLKDHRI19を合成し、そして質
量分析によって特徴付けした。100mgのサービビンペプチドを、キーホールリンペットヘ
モシアニンに対して1:1の比率で結合させ、そして完全Freundアジュバント中で、ウサギ
に皮下注射した。４週間の後、動物を、不完全Freundアジュバント中の100mgのペプチド
の皮下注射で、追加免疫し、そして１週間毎に、連続的に追加免疫および採血した。
抗サービビン抗体の精製を、ペプチドSepharoseマトリクスに対するアフィニティークロ
マトグラフィー（５mg/mlのペプチド）によって、１mMグリシン、pH2.5における特定のIg
G画分の溶出を伴って、行った。アフィニティー精製された抗サービビン抗体（JC700と呼
ばれる）の特異性を、OD405での吸光度により、固定化されたサービビンペプチドまたは
コントロールEPR-1ペプチドに対するELISAによって、測定した。
実施例３　サービビン融合タンパク質に対するモノクローナル抗体の生成
サービビンcDNAを、E.Coli BL21株においてGST-融合タンパク質として発現させ、そして
、GSTフレームが除去された同質物まで精製した。精製タンパク質をマウスに注射するた
めに使用し、そして標準的なハイブリドーマ技術を使用して、モノクローナル抗体を作製
した。３つの別々のmAbを単離し、限界希釈によって二回クローン化し、そしてさらに特
徴付けした。新規な抗サービビンのmAbのうちの１つ（8E2と称される）は、固定化された
精製組換えサービビンを、ELISAによって認識し、そして、図11に示されるように、イム
ノブロットにおいてサービビンに結合した。
実施例４　イムノブロッティングおよびインサイチュハイブリダイゼーション
イムノブロッティングのために、種々の形質転換された細胞株、非形質転換HUVEC、PBMC
、もしくはLu18、または未分化のもしくはビタミンD3で分化されたHL60細胞のSDS可溶化
抽出物のアリコートを、OD280での吸光度によってタンパク質含量について正規化し、非
還元条件下での５～20% SDSポリアクリルアミド勾配ゲルにおける電気泳動によって分離
し、そして1.1Aで、30分間、22℃にて、Immobilonメンブレン（Millipore Corp.、New Be
dford, MA）にエレクトロブロットした。メンブレンを、TBS、pH7.4＋5%ミルク中でブロ
ックし、そして、20mg/mlのコントロール非免疫ウサギIgGまたは抗サービビン抗体JC700
とともに、１時間、22℃にてインキュベートし、次いでTBS、pH7.4中で洗浄し、そして1:
7500希釈のアルカリホスファターゼ結合ヤギ抗ウサギIgG（Promega）を、30分間、22℃で
添加した。一次抗体の結合を、70%ジエチルホルムアミド中の75mg/mlニトロブルーテトラ
ゾリウム（Sigma Chemical Co.、St. Louis, MO）および100%ジメチルホルムアミド中の5
0mg/ml 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドイルリン酸（Sigma）の添加によって明らかにした。
組識サンプル、免疫組識化学、およびインサイチュハイブリダイゼーション。結腸腺ガン
腫（６症例）、肺鱗状細胞ガン腫（６症例）、肺腺ガン腫（９症例）、膵臓腺ガン腫（２
症例）、侵襲性の乳腺ガン腫（７症例）からのからの組識サンプルを、Yale-New Haven H
ospitalの保管所から得、そして本研究に使用した。44個の高い悪性度分類のリンパ腫組
識のサンプル、および７個の低い悪性度分類のリンパ腫組識のサンプルもまた入手した。
組識サンプルを、ホルマリン中に固定化し、パラフィン中に包埋し、５μmの切片に切断
し、キシレン中でパラフィン除去し、そして特級アルコール中で再水和し、次いで内因性
ペルオキシダーゼ活性を、メタノール中の２% H2O2での処理によって、クエンチングした
。
免疫染色について、切片を、標準的な圧力調理器中で、５分間煮沸し、10%の通常ヤギ血
清中でブロックし、そしてアフィニティー精製された抗サービビン抗体JC700（20μg/ml
）とともに、14時間、４℃にて、インキュベートした。PBS、pH7.4中での洗浄後、切片を
さらに、ビオチン結合ヤギ抗ウサギIgG（Vector Laboratories、Burlingame、CA）ととも
に、30分間、22℃にてインキュベートし、そしてPBS、pH7.4中で洗浄した。ストレプトア
ビジン－ビオチン結合ペルオキシダーゼ（Boehringer Mannheim）の、30分間、22℃での
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添加後、切片を洗浄し、そして一次mAbの結合を、3’-3’-ジアミノベンジジン（DAB）の
添加、およびヘマトキシリンでの対比染色によって明らかにした。
ネガティブコントロールを、一次抗体を通常のヤギ血清に置換えることによって、同じ実
験条件下で、行った。いくつかの実験において、組識染色の前に、JC700抗体のアリコー
トを、25mg/mlのサービビン３-19ペプチドで予め吸収した。インサイチュハイブリダイゼ
ーションについて、pcDNA3（Invitrogen）において完全なコード配列＋271bpの３’非翻
訳領域を含有する１μgのサービビンcDNAを、EcoRIで完全に消化し、そしてジゴキシゲニ
ン11-ウリジン-5’三リン酸（Boehringer Mannheim）の存在下で、T7 RNAポリメラーゼを
用いて、アンチセンスの方向に転写した。組識切片を、１%ゼラチン、0.1%クロムアルミ
ニウムでコートし、120℃で、２時間、ベーキングし、そして22℃で無屑的に保存した。
切片を、パラフィン除去し、そして特級アルコールにより再水和し、プロテイナーゼＫ（
100mM Tris HCl pH8.7、50mM EDTA中の１μｇ/ml）で、30分間、37℃で消化し、そして0.
25%無水酢酸および100mMトリエタノールアミンpH8.0中で、10分間、22℃でアセチル化し
た。
ヒト組識におけるサービビンmRNAの検出を、４×SSC、１×デンハルト溶液、50%脱イオン
化ホルムアミド、250μg/ml酵母tRNA、500μg/mlサケ精子DNA、および５%デキストランを
含有する緩衝液中での、16時間、50℃にての、サービビンアンチセンスリボプローブのイ
ンサイチュハイブリダイゼーションによって、行った。２×SSC中で、90分間、48℃での
洗浄後、固定化したジゴキシゲニンを、1:3000希釈の抗ジゴキシゲニンmAb（Boehringer 
Mannheim）を用いて検出し、そしてNBT/BCIP細胞化学染色でのアルカリホスファターゼ染
色によって明らかにした。
実施例５　ヒトガンにおけるサービビンの発現
サービビンは、ヒトガン細胞において顕著に発現される。形質転換された細胞型における
その豊富な分布について、新形成におけるサービビンの潜在的な発現を、インビボで調査
した。アフィニティー精製された抗サービビンJC700抗体を用いる、ホルマリン固定され
、パラフィンに包埋された組識切片の免疫組識化学的分析は、ヒト肺ガンの試験された全
ての症例（腺ガン腫（図６Ａ）、および鱗状細胞ガン腫（図６Ｃ）を含む）において、サ
ービビンの豊富な発現を実証した。他のIAPタンパク質の形態学（Duckett, C.S.ら、EMBO
 J（1996）15:2685-2694）と一致して、タンパク質の発現は腫瘍細胞の細胞質に排他的に
局在したが、隣接の正常な肺の腺上皮は、サービビンを発現しなかった（図６Ｃ、矢印）
。抗サービビン抗体を、コントロールヤギ血清で置換えた場合（示さず）、または免疫し
たサービビン３-19ペプチドで予め吸収した後（図６Ｂ）は、染色は何も観察されず、従
って観察された認識の特異性を確認した。
鱗状肺細胞におけるサービビンmRNAの顕著な蓄積は、サービビン特異的１本鎖リボプロー
ブでのインサイシュハイブリダイゼーションによって、独立して実証された（図6D）。サ
ービビンはまた、免疫組識化学によって膵臓（図６Ｅ）、および胸（示さず）の、ならび
にインサイチュハイブリダイゼーションによって結腸（図６Ｇ）の、腺ガン腫の試験され
た全ての症例において、豊富に検出された。しかし、非形質転換細胞型のHUVECおよびLu1
8において（図４Ｃ）、成熟組識（図３）、および末端的に分化されたHL-60細胞（図５）
におけるその不在と一致して、抗サービビンJC700抗体の反応性は、免疫組識化学によっ
て、正常な外分泌腺膵臓上皮細胞で観察何もされず（図６Ｆ）、そしてサービビンmRNAは
、インサイチュハイブリダイゼーションによって、隣接の非新生物結腸腺上皮において何
も見出されなかった（図６Ｈ）。
リンパ腫組識におけるサービビンの発現。　組識サンプルを、攻撃性の、高い悪性度分類
のリンパ腫を伴う44人の患者から得、そして７個のサンプルを、非攻撃性の、低い悪性度
分類のリンパ腫を伴う７人の患者から得た。サンプルを、上記のように処理し、そしてサ
ービビン発現について試験した。低い悪性度分類のリンパ腫サンプルのいずれも、サービ
ビン発現を示さなかったが、高い悪性度分類のリンパ腫を伴う患者からの27サンプル（61
％）は、サービビンを発現した。
実施例６　他のガンにおけるサービビンの発現
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上述で考察した悪性形態に加えて、他のタイプのガンにおけるサービビンの発現を、本発
明者らの実験室において、または他の大学の発明者との共同研究で、調査した。サービビ
ンは、ほとんどの攻撃的なおよび転移の形態の悪性胸腺種（試験した100症例）において
、頭部および頚部鱗状細胞ガン腫（140症例）において、および前立腺ガンの全ての形態
（15症例）において（良性前立腺過形成の遷移病変を含む）、顕著に発現されることが見
出された。神経芽腫の最も前進的な形態はまた、以下に考察されるように、サービビンに
ついてポジティブである。
実施例７　サービビンの組織特異的発現
サービビンは、近年、最も一般的なヒトガンの全てにおいて見出されたが、正常な、最終
的に分化した成体組織においては見出されなかった。胚発生および胎児発生におけるサー
ビビンの発現を、調査した。免疫組識化学およびインサイシュハイブリダイゼーション研
究は、いくつかのアポトーシスが調製された胎児組識（層化された上皮、外分泌腺膵臓、
および胸腺骨髄の幹細胞層を含む）における、別のアポトーシスインヒビター（すなわち
、bcl-2）のパターンとは重複しないパターンを伴って、サービビンの強力な発現を実証
した。サービビンに対する配列特異的抗体は、ヒト胎児の肺、肝臓、心臓、腎臓、および
胃腸管において、単一の約16.5kDのサービビンバンドをイムノブロットした。マウス胚に
おいて、サービビンの顕著なおよびほぼ偏在的な分布が、胚日数（E）11.5で見出された
が、E15-20で、サービビン発現は、肺および神経堤由来細胞の遠位の細気管支上皮（背面
根神経節ニューロン、下垂体、および脈絡叢を含む）に制限された。これらのデータは、
肺および胎児の発生におけるサービビンの発現が、bcl-2に独立して、組識ホメオスタシ
スおよび分化に貢献し得ることを示唆する。
実施例８　サービビントランスフェクト体の調製
誘導性サービビンアンチセンストランスフェクト体およびアポトーシス／増殖実験。　EP
R-1 cDNAのヌクレオチド379～1087を含む、708bpのSmaI-EcoRIフラグメントを、哺乳動物
細胞発現ベクターpML1（R.Pytela博士、Cardiovascular Research Institute、Universit
y of California、San Franciscoによって好意的に提供された）に、センス方向に、指向
的にクローン化した。このベクターは、サイトメガロウイルスプロモーターカセットを、
mMT1プロモーター（哺乳動物細胞において、組換えタンパク質のZn2+依存性の発現を指向
する（Lukashev, M.E.ら、J Biol Chem（1994）269:18311-18314））で置換えることによ
って、外分泌的哺乳動物細胞発現ベクターpCEP4に由来した。
1000万個のHeLa細胞を、サービビンアンチセンス構築物を含有する10mgのpML1 DNA＋50mg
のサケ精子DNAとともに、15分間氷上でインキュベートし、次いで、Gene Pulser機器（Bi
o-Rad）によって、350Vで、960μFにて送達される、単一の電気パルスを行った。トラン
スフェクションの48時間後、細胞を、15倍希釈して、100mm直径の組織培養ディッシュ上
にプレートし、そして0.4mg/mlハイグロマイシンを含有する完全増殖培地中で、４週間選
択した。コントロール培養物またはサービビンアンチセンスHeLa細胞形質転換体における
アポトーシスを、血清涸渇条件下でのEPR-1転写のZn2+依存性の誘導後、核染色体内のDNA
分解のインサイシュ検出によって、評価した。
簡潔には、コントロールまたはアンチセンスサービビン形質転換体を、0％ FBS中の200mM
 ZnSO4で、24時間、37℃で処理した。細胞を採集し、800gで、10分間、４℃にて遠心分離
し、そしてペレットを10％ホルマリン中で、一晩固定し、脱水し、パラフィンブロック内
に包埋し、そして３～５mmの切片を、接着性の高いスライド上においた。サンプルを、20
mg/mlプロテイナーゼKで、15分間、22℃で処理し、蒸留水中で洗浄し、PBS中の２%H2O2に
おいて、内因性ペルオキシダーゼをクエンチングし、そして続いて、ターミナルデオキシ
ヌクレオチジルトランスフェラーゼ（TdT）の存在下でジゴキシゲニン標識化dUTPと混合
し、次いでペルオキシダーゼ結合抗ジゴキシゲニン抗体と混合した。
アポトーシス細胞における核染色を、製造業者の指示（AptoTag、Oncor、Gaithersburg、
MD）に従って、DABによって検出した。コントロール実験を、酵素インキュベーション工
程を省略することによって行った。試験した種々の条件下でのアポトーシス細胞の形態学
的特徴（アポトーシス体）を、同じ切片のヘマトキシリン／エオシン染色によって検出し
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た。
増殖実験について、ベクターコントロールHeLa細胞またはサービビンアンチセンストラン
スフェクト体を、20×104/ウェルで、24ウェル組織培養プレート（Costar）上にプレート
し、200mM ZnSO4とともに、16時間、37℃でインキュベートし、24時間の間隔で採集し、
そして試験した種々の条件下での細胞増殖を、直接的な細胞計数によって、顕微鏡で測定
した。これらの実験条件下でのサービビン発現のダウンレギュレーションを、JC700抗体
でのイムノブロッティングによって評価した。
実施例９　EPR-1相補遺伝子の同定
３つの重複するクローンを、EPR-1 cDNAを用いる、ヒトP1プラスミドゲノムライブラリー
のハイブリダイゼーションスクリーニングによって単離し、そしてサザンブロットによっ
て確認した。この遺伝子は、第17染色体の長腕に位置づけられ、蛍光インサイチュハイブ
リダイゼーションによってバンド17q25に位置づけられた（図１Ａ、Ｂ）。
14796bpに及ぶP1フラグメントのコンティグを、pBSKS-中にクローン化し、そして両方の
鎖に対して完全に配列決定した（図１Ｃ）。３つの推定スプライス部位は、真核生物のイ
ントロン－エキソン境界についてのコンセンサス配列（Padgett, P.A.ら、Ann Rev Bioch
em（1986）55:1119-1150）と完全にマッチし、第2922位、3284位、および5276位（ドナー
）、ならびに3173、5157、および11954（アクセプター）で同定され、従って４つのエキ
ソン、ならびにそれぞれ、252、1874、および6678bpの３つのイントロンに、遺伝子構成
を規定した（図１D）。
推定のコード領域の配列分析は、５ヌクレオチドの変化および６ヌクレオチドの挿入以外
は、EPR-1 cDNA（Altieri, D.C., FASEB J（1995）9:860-865）とのほぼ完全な同一性を
実証した。しかし、３つのスプライス部位が、EPR-1コード配列の相補的な、アンチセン
ス鎖に見出された。この予期されない配向と一致して、EPR-1相補的遺伝子は、５’GCリ
ッチ領域を明らかにし、これはヌクレオチド2560-2920を含み、そしてエキソン１（以下
を参照のこと）を含み、これは、CpG島の塩基組成基準（Gardiner-Garde, M.ら、J Mol B
iol（1987）196:261-282およびFrommer、1987）を満たした。CpG島の2.5kb上流の配列決
定は、多数のSp1部位を有するTATA欠損プロモーターを明らかにした（示さず）。
複合体のハイブリダイゼーションパターンおよびEPR-1配列の進化的保存。　EPR-1 cDNA
でのヒトゲノムDNAのプローブ化は、いくつかのハイブリダイズするフラグメントを明ら
かにした（図２Ａ）。これらのうち、約7.5kb XbaI、7.6kb BamHI、ならびに約15、7.5、
6.4、および3.7kbの４つのHindIIIフラグメント（図２Ａ、矢印）は、それぞれ、アンチ
センスEPR-1遺伝子の制限マップによって再現され得なかった（図１Ｃ）。対照的に、比
較可能な強度の他のバンド（5.15kb XbaIフラグメントおよび7.1kb BamHIフラグメントを
含む）は、アンチセンスEPR-1遺伝子から真正に由来し、そして初めの２または３つのエ
キソンを、それぞれ含んだ（図２Ａ）。
この複雑なハイブリダイゼーションパターンとは異なり、MluIまたはNotIで消化され、そ
してパルス化フィールドゲル電気泳動によって分離された高分子量のヒトゲノムDNAのサ
ザンブロットは、それぞれ、約75kbおよび130kbの、単一のEPR-1にハイブリダイズするバ
ンドを明らかにした（図２Ｂ）。最後に、高いストリンジェンシーハイブリダイゼーショ
ン条件下で、哺乳動物種における多数の強力なハイブリダイズバンド、ならびにウサギま
たはニワトリのゲノムDNAにおける弱いシグナルを伴って、複数の種のゲノムDNAのサザン
ブロットは、EPR-1関連配列の、有意に進化的保存を明らかにした（図２Ｃ）。
センス／アンチセンスEPR-1転写物の一致しない組識分布。異なるセンスまたはアンチセ
ンスEPR-1転写物の潜在的な発現を、１本鎖特異的プローブでのノザンブロットにおいて
調査した。スプライスされたEPR-1メッセージの大きさ（Altieri, D.C.、FASEB J（1995
）9:860-865）と一致して、EPR-1鎖特異的プローブは、試験した全ての成体および末端的
に分化したヒト組識から抽出されたmRNAにおいて、顕著な約1.2kbのバンドを検出した（
図３Ａ）。対照的に、同じ実験条件下、成体組織において、EPR-1アンチセンス特異的１
本鎖プローブと、特異的バンドはハイブリダイズされなかった（図３Ｂ）。類似の約1.2k
bバンドが、胎児腎臓において１本鎖のEPR-1特異的プローブによって検出され、そしてよ
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り少ない程度で、胎児の肺、肝臓および脳において検出された（図３Ａ）。成体組織にお
けるハイブリダイゼーションの不在とは異なり、EPR-1アンチセンス特異的プローブは、
胎児肝臓において、顕著な約1.9kbのバンド、およびより大きな3.2kb種（不完全にプロセ
スされた転写物の大きさに対応する）を認識したが、胎児腎臓、肺、および脳においてよ
り弱いハイブリダイゼーションバンドがまた検出された（図３Ｂ）。アクチンプローブで
のコントロールハイブリダイゼーションは、成体または胎児のサンプルにおけるmRNAの比
較可能なローディングを確認した（図３Ｃ）。
アンチセンスEPR-1遺伝子産物の特徴づけ。アンチセンスEPR-1遺伝子における５’CpG島
の調査は、第2811位での推定のATG開始コドンを明らかにし、これは真核生物翻訳開始の
コンセンサスに十分適合される配列（CGGCATGG）（Kozak, M., Nucleic Acids Res（1984
）12:857-872）よって囲まれた。イントロン－エキソン境界の位置によって指図される５
’→３’方向におけるアンチセンスEPR-1配列の分析は、426bpのオープンリーディングフ
レームを明らかにし、これは全ての４つのエキソンに及び、そしてエキソン４における12
042位にてTGAコドンで終結する。模範的なポリアデニル化シグナル（AATAAA）が、13166
位で見られた。EPR-1「センス」オリゴヌクレオチドでプライムされた、逆転写されたHeL
a細胞RNAから増幅されたPCR産物は、ゲノム配列に完全にマッチし、そしてオープンリー
ディングフレームおよび推定イントロン－エキソン境界を確認した（示さず）。
EPR-1 cDNAを用いる、HELライブラリーのハイブリダイゼーションによって単離された、
２つのλgt11 cDNAクローンはまた、コンセンサスゲノム配列とマッチし、13186位にてア
ンチセンスEPR-1鎖上でのホモ多型Ａテイルを明らかにし、これはポリアデニル化シグナ
ルの14bp下流であり、1144bpの３’非翻訳領域を生成した。これらのクローンにおいて、
開始ATGから上流の５’非翻訳領域は、49bpであり、ゲノム配列の2762位で始まり、そし
てインフレーム終結コドンを含んだ。アンチセンスEPR-1オープンリーディングフレーム
の翻訳は、142アミノ酸の新規なタンパク質を予測し、これは、16.389の見積り分子量お
よび5.74の酸性pIを有し、アミノ末端シグナルペプチドまたは膜挿入のためのカルボキシ
末端の疎水性ストレッチを欠損した（図４Ａ）。
最後の40カルボキシ末端残基について、コイルドコイルが予測された（Lupas, A.ら、Sci
ence（1991）252:1162-1164）。BLASTデータベース検索は、アンチセンスEPR-1遺伝子産
物の残基18～88と、アポトーシスのインヒビターのIAPファミリーにおけるBIR分子との間
の、有意な程度の類似性を明らかにした（Bimbaum, M.J.ら、J Virology（1994）68:2521
-2528；Clem, R.J.ら、Mol Cell Biol（1994）14:5212-5222）。この類似性について、ア
ンチセンスEPR-1遺伝子産物は、サービビンと称された。他のIAPタンパク質とは異なり、
サービビンは、わずかに１つのBIRを含み、遺伝子の最初の３つのエキソンによってコー
ドされ、そしてカルボキシ末端RINGフィンガーを欠損し、このドメインを潜在的にコード
する付加的／代替的エキソンを有さなかった（図１Ｃ）。
Clustal法による、サービビンBIRと、他の公知のIAPタンパク質のBIRとの間のアラインメ
ントを、図４Ｂに示す。コンセンサスおよびいくつかの保存的な置換の全体的なマッチに
も関わらず、統計学的分析は、サービビンがIAPファミリーとわずかに関連したメンバー
である（ここで、NAIP（これはまた、RINGフィンガー（図４Ｂ、影を付した四角）を欠損
する）に最も密接に関連した）ことを示した（Roy, Nら、Cell（1995）80:167-178）。
JC700と称されるウサギポリクローナル抗血清を、サービビンの残基Ａ3PTLPPAWQPFLKDHRI
19（配列番号13）に対して惹起し、ペプチド－Sepharoseカラムにおけるアフィニティー
クロマトグラフィーによって精製し、そしてウエスタンブロットにおいて使用した。サー
ビビンの推定分子量と一致して、JC700抗体は、試験した全ての形質転換された細胞株（
Ｂリンパ腫DaudiおよびJY、Ｔ白血病JurkatおよびMOLT13、単球THP-1、ならびに赤白血病
HELを含む）の界面活性剤可溶化抽出物からの約16.5kDaの単一のバンドをイムノブロット
した（図４Ｃ）。
サービビンはまた、単離された抹消血単核細胞（PBMC）において見出された。対照的に、
非形質転換Lu 18ヒト肺線維芽細胞またはヒト臍静脈内皮細胞（HUVEC）において、サービ
ビンの発現は検出されなかった（図４Ｃ）。同じ実験条件下で、コントロール非免疫ウサ
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ギIgGによって、非特異的バンドは何もイムノブロットされなかった（図４Ｃ）。
EPR-1遺伝子の転写を調節する薬剤の同定。EPR-1遺伝子の転写を増加する薬剤は、EPR-1
の従来の技術によって同定され得る。好ましくは、候補薬剤を、EPR-1遺伝子産物を発現
する細胞と接触させ、そしてこの産物の発現のレベルまたは転写のレベルを測定し、そし
てEPR-1遺伝子転写物を増加または減少する薬剤が、容易に同定され得る。あるいは、EPR
-1転写調節エレメントは、CATまたはβ-ガラクトシダーゼのようなレポーター遺伝子の上
流に配置され得る。
実施例10　細胞増殖／分化によるサービビン発現の調節
形質転換された細胞株（図４Ｃ）におけるサービビンの発現と一致して、未分化で活発に
増殖する前骨髄球HL-60細胞は、JC700抗体での単一の約16.5kDaバンドのイムノブロッテ
ィング、および一本鎖特異的プローブでの約1.9kb転写物のノザンハイブリダイゼーショ
ンによって実証されるように、高レベルのサービビンを構成的に発現した（図５）。対照
的に、同じ実験条件下で、コントロール非免疫ウサギIgGによって、特異的バンドは何も
認識されなかった（図５）。
成熟単球表現型への、HL-60細胞のビタミンD3誘導性の末端分化は、これらの細胞の増殖
停止、および分化特異的マーカーのデノボ誘導（フローサイトメトリーによって検出され
る、白血球CD11b/CD18インテグリンの約200倍増加した発現（示さず）を含む）を生じ、
そして以前の観察（Hickstein, D.D.ら、J Immunol（1987）138:513-519）との一致を生
じた。これらの実験条件下で、抗サービビンJC700抗体は、ビタミンD3処置されたHL60抽
出物からの特異的バンドをイムノブロットできず、そして一本鎖特異的プローブとのノザ
ンハイブリダイゼーションによって、サービビン転写物は何も検出されなかった（図５）
。
対照的に、抗EPR-1ポリクローナル抗体は、同じ実験条件下で、ビタミンD3で分化されたH
L60抽出物において、EPR-1に対応する単一の約62kDaのバンドをイムノブロットした（示
さず）。さらに、ビタミンD3で分化されたHL60細胞におけるサービビンのダウンレギュレ
ーションは、抗EPR-1モノクローナル抗体B6または12H1でのフローサイトメトリーによっ
て検出されるように、これらの細胞における５～10倍増加したEPR-1の表面発現によって
達成された（図８）。
図16において示されるように、サービビンは、サイトカインγインターフェロンと腫瘍壊
死因子αとの組み合わせによってダウンレギュレートされるが、いずれのサイトカイン単
独によってもダウンレギュレートされない。同様に、c-mycガン遺伝子での3T3細胞のトラ
ンスフェクションは、ノザンブロットによって検出されるように、サービビンmRNAのアッ
プレギュレーションを生じる。
実施例11　サービビンで促進されるアポトーシス
サービビンを標的化することは、アポトーシスを促進し、および細胞増殖を阻害する。
マウスまたはハムスターの細胞株（NIH 3T3、CHO）におけるサービビンcDNAのトランスフ
ェクションは、これらの細胞における、免疫化学的に区別できない内因性ホモログの存在
のために、適切ではなかった（示さず）。同様に、安定なアンチセンストランスフェクト
体におけるサービビン遺伝子を標的するための最初の試みは、遅い細胞増殖および生存性
の迅速な喪失のために、失敗した（示さず）。それゆえ、サービビン+HeLa細胞を、メタ
ロチオネイン誘導性プロモータ（Lukashev, M.E.ら、J Biol Chem（1994）269:18311-183
14）の制御下、EPR-1 cDNAの３’末端（サービビンアンチセンス）でトランスフェクトし
、ハイグロマイシンにおいて選択し、そして転写のZn2+依存性活性化後に、アポトーシス
および細胞増殖について分析した。
形質転換された細胞株（図４Ｃ）におけるサービビンの発現と一致して、JC700抗体は、
ベクター単独でトランスフェクトされたコントロールHeLa細胞の抽出物において、約16.5
kDaの単一の分子種をイムノブロットした（図７Ａ）。対照的に、EPR-1 cDNA（サービビ
ンアンチセンス）でトランスフェクトされた、メタロチオネイン誘導性のHeLa細胞におい
て、JC700抗体によって、特異的なバンドは何も認識されなかった（図７Ａ）。これらの
実験条件下、AptoTag染色による、ヌクレオソーム間のDNAフラグメント化のインサイチュ
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分析は、血清涸渇された、Zn2+誘導性の、ベクターコントロールHaLa細胞において、わず
かに数個のアポトーシス細胞を明らかにした（図７Ｂ）。
対照的に、上述で考察したように、Zn2+誘導性のアンチセンスHaLa細胞トランスフェクト
体において試験した細胞のかなりの大多数において、顕著な核染色に関連した（図７Ｂ）
。ジゴキシゲニン標識化dUTPのTdTタギングの非存在下で、核染色は何も検出されなかっ
た（示さず）。アポトーシスの代表的な形態学的特徴（多数のアポトーシス体を含む）は
また、ヘマトキシリン／エオシン染色によって、誘導されたアンチセンスHaLa細胞トラン
スフェクト体において実証されたのに対し、同じ実験条件下で、ベクターコントロールHe
La培養物において、わずかに時折、アポトーシス体が観察されたのみであった（図７B）
。
細胞増殖に対するサービビンの潜在的な効果をまた、調査した。これらの実験において、
メタロチオネイン制御されたEPR-1依存性の、サービビン発現の阻害は、血清依存性のHaL
A細胞増殖の十分な減少を引き起こした（図７Ｃ）。Zn2+誘導の３日後、ベクターコント
ロールHeLa培養物における細胞数は、288％増加し、対照的に、同じ実験条件下で、サー
ビビンアンチセンストランスフェクト体は、わずかに20％の増加であった（図7C）。
実施例12　サービビンの構造－機能の関係
アポトーシスのサービビン媒介性の阻害に関与する最低限の構造要件を、単一のサービビ
ンBIR（バキュロウイルスIAP反復）モジュールにおいて最も進化的に保存されている残基
のAla置換の変異誘発戦略を通して同定した。これらの残基は、サービビンBIRのアミノ末
端側の半分に含まれた：Arg18、Phe22、Trp25、Pro26、Pro35、Ala39、Ala41、Gly42、お
よびCys46。サービビンBIRのカルボキシル末端側の半分において、Ala変異体は、Cys57X2
Cys60X16His

77X6Cys
84の推定の亜鉛結合モチーフで、先ず標的化された。変異誘発によっ

て標的化されるさらなる保存残基は、Asp53、Leu64、Trp67、Pro69、Asp71、Asp72、およ
びPro73を含む。
サービビン変異体を、安定におよび一過性にトランスフェクトされた細胞（それぞれ、IL
-3依存性BaF3細胞およびNIH3T3）において、特徴づけした。これらの点変異体に加えて、
カルボキシル末端のRINGフィンガーを含むサービビンキメラ分子をまた作製し、そしてア
ポトーシス阻害についてスクリーニングした（RINGフィンガーは、ほとんどの他のIAPタ
ンパク質において見出されるが、サービビンにおいては見出されないドメインである）。
第２に、サービビンの短縮形態をまた、作製し、ここでは予測されるコイルドコイル構造
を含む、最後の40個のカルボキシ末端残基を欠失させた。図12において示されるように、
サービビンにおいて重要な保存された残基Trp67-Pro73-Cys84のAla変異誘発は、IL-3の投
与中止によって誘導されるアポトーシスからBaF3細胞を防御する能力を欠く組換え分子を
生成した。
実施例13　サービビンの細胞防御効果
アポトーシスによって媒介される安定な細胞集団に対する細胞障害の伝統的な例は、リン
パ球を浸潤することによる同種移植片拒絶、アルツハイマー病、および、心筋梗塞後の再
灌流傷害を含む。ガンにおいて発現され、それによってガン細胞に対する増殖有利な因子
として機能することに加えて、サービビンの標的化発現は、安定な細胞集団を、アポトー
シスおよび他の細胞性傷害から防御するために有用である。サービビンのこの適用を、漸
増濃度の精製組換えサービビンを、古典的なアポトーシス誘導刺激物質である過酸化水素
（H2O2）で傷害したヒト内皮細胞の単層に添加することによって試験した。結果を、図13
にまとめる。添加された漸増濃度のサービビンは、コントロールタンパク質ミオグロビン
で処置されたコントロール培養物とは異なり、処置された細胞の有意に増加された生存性
を生じた。同様に、アポトーシスからサービビン防御されたNIH3T3細胞は、図17に示され
るように、LacZレポーター遺伝子との一過性の同時トランスフェクション後、過酸化水素
によって誘導された。
実施例14　予測的予後因子としてのサービビン
サービビンの存在は、神経芽腫および非ホジキンリンパ腫において、ならびに他のガンに
おいて、予測的な予後のネガティブな因子として利用され得る。
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神経芽腫。　多くの一連の神経芽腫の症例（72）を、多中心の研究においてサービビン発
現についてスクリーニングした。図14に示されるように、サービビン発現は、患者が、攻
撃的なおよび迅速に進行する疾患についての少なくとも１つのネガティブな予後因子を含
む場合、劇的に増加した。第２に、サービビンの発現は、より攻撃的な疾患および好まし
くない組識学と、強く相関した。重要なことに、サービビンの発現は、単純な組識学より
も感受性の予後指標であった。好ましい組識学の早期診断を伴うサービビンポジティブな
症例は、疾患進行および転移についての少なくとも１つのネガティブな予後因子を含むこ
とが見出された。
ホジキンリンパ腫。類似の多中心の研究を、近年、高い悪性度分類の非ホジキンリンパ腫
（n=48）におけるサービビン発現の分析において完了した。結果は、神経芽腫について観
察される結果に類似する。図15に示されるように、サービビンの発現は、第IV期に優勢な
より広範に及ぶ疾患と強く相関した。臨床学的に、サービビンを発現する患者は、サービ
ビンネガティブな患者に比べて、完全な緩解のより少ないエピソード、および不完全な緩
解、緩解なし、または再発のより多くのエピソードを有した。
潜在的な関与。これらの２つの発生学的に異なるタイプのガンにおけるネガティブな予測
的予後因子としての、サービビンの実証された役割は、疾患進行および治療に対する応答
をモニターするための診断的な（dinnostic）道具としてこの分子の潜在的な使用を反復
する。これはまた、病気分類の目的のために、および多剤耐性に潜在的に感受性の患者の
集団（緩解なしまたは不完全な緩解を伴う群）を同定するために、使用され得る。また、
サービビン遺伝子の完全な配列から容易に設計された、サービビン由来のプライマーは、
サービビン遺伝子が欠失または変異されているガンの潜在的な症例を同定するためのスク
リーニング道具として使用され得る。サービビン遺伝子の標的化不活性化が、ガン患者に
対する好ましい予後因子を付与し、潜在的な薬物耐性遺伝子を除去するので、これらの症
例は、同定するために非常に重要である。サービビン遺伝子における変異を不活性化する
ことは、Alaベースの変異誘発の本発明者らの最初のスクリーニングにおいて同定された
同じ重要な残基を標的し得るか、または翻訳の未熟な終結のために不全型または短縮型の
タンパク質を生じ得る。
実施例15　サービビンガンワクチン
サービビンに対して指向されるワクチンは、ガンの種々のタイプにおいて見出されるよう
に、他の疾患関連性の細胞内タンパク質標的とともに開発され得る。これらの技術は、一
般的に利用可能であり、そして代表的なアプローチは、以下に引用される参考文献によっ
て記載される。ワクチンはまた、サービビンのペプチドフラグメントの全身性投与を含み
得、そしてサービビンペプチドをコードするミニ遺伝子を、腫瘍細胞標的に送達するため
のベクターの使用が意図される。上記のように、サービビンは正常な細胞において、さら
に骨髄における増殖幹細胞において発現されない。これは、サービビンに対してマウント
される免疫応答が、非常に選択的および特異的であり、そして正常な細胞を含まないこと
を確実にする。
ポリペプチドベースのワクチンの開発および投与
一価または多価のガン免疫療法ワクチン産物におけるペプチド成分の使用の方法は、Nard
i, N.ら、Mol.Med.（1995）1（5）:563-567によって記載される。現在使用される異なる
ガンワクチンおよびガン免疫療法を考察するさらなる参考文献としては、以下が挙げられ
る：N.P.RestifoおよびM.Sznol 「Cancer Vaccines」、De Vita’s Cancerにおいて：Pri
nciples & Practice of Oncology 3023-3043（Lippincott-Raven、Philadelphia、1997）
；J. Galea-Lauriら、Cancer Gene Ther.（1996）3（3）:202-214；D.C. Linehanら、Ann
. Surg. Oncol.（1996）3（2）:219-228;およびJ.Viewegら、Cancer Invest.（1995）13
（2）:193-201。
上述のアプローチと一致して、サービビンポリペプチドまたは完全長サービビンは、公知
の技術によって化学的に、または原核生物もしくは真核生物の細胞において適切なcDNAを
発現することによって組換え的にのいずれかで、合成される。次いで、このように生成さ
れたサービビンタンパク質は、混入するタンパク質（例えば、血清または細菌タンパク質
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）を除去するために必要とされる場合、精製される。サービビンはさらに、サービビンを
結合する抗体（例えば、サービビンを認識し、これに結合するモノクローナル抗体JC700
または抗体8E2（両方ともに先に記載された））を含むカラムを用いて、精製され得る。
抗体ベースのワクチンを精製するにおいて、組換え的に生成されたサービビンは、抗体に
結合するが、他のタンパク質および細胞残渣は、洗浄して取り除かれる。次いで、サービ
ビンポリペプチドは、単離され、そして所望の強度に濃縮される。
あるいは、サービビンタンパク質は、１つ以上のプロテアーゼ（例えば、トリプシン）を
用いてネイティブなサービビンを切断することによって作製される。次いで、タンパク質
溶解性フラグメントは、SDS-PAGE、高分離／高圧分離技術、または逆相HPLCを使用して、
分離および回収される。R.J. Beynon and J.S. Bond、Proteolytic Enzymes：A Practica
l Approach（Oxford University Press, New York 1989）を参照のこと。次いで、単離さ
れたこれらのペプチドは、所望の最終濃度に濃縮される。
いったん精製されたら、次いで、サービビンポリペプチドまたは完全長サービビン分子は
、アジュバント含有乳濁液中に置かれ得る。サービビンとともに使用するために意図され
るアジュバントとしては、アルミニウムアジュバント、Freundアジュバント、結核菌およ
びインターロイキン-2（IL-2）を含有する水中油乳濁液が挙げられる。さらなる調製物は
、サービビンポリペプチドと他の適切な腫瘍関連抗原との、および必要に応じて、他の免
疫調節因子（例えば、サイトカイン）との組合せを包含する。他の適切なキャリアまたは
賦形剤が使用され得、ウシ血清アルブミンを含み、ハプテン、キーホールリンペットヘモ
シアニン、オボアルブミン、およびツベルクリンの精製タンパク質誘導体で、サービビン
ポリペプチドを結合する。Ed HarlowおよびDavid Lane、Antibodies：A Laboratory Manu
al（Cold Spring Harbor Laboratory、1988）に記載される技術のような技術を用いて、
ペプチドは、キャリアに結合され得る。
ヒト被験体におけるワクチンは、皮下、皮膚内、または筋肉内（IM）注入される乳濁液の
形態で投与され得；適切に処方されたワクチンは、経口的に用いられ得る。アジュバント
含有ワクチンを用いて、ワクチンは、一般に好ましくは、IM（例えば、三角筋）に与えら
れる。
患者に投与される、サービビンワクチンまたはサービビンペプチドワクチンの量は、他の
ガンワクチンについて使用される代表的な量に相当する。投薬濃度は、１日あたり約0.25
g～約1000gの範囲である。より好ましい範囲は、１日当たり約10μg～約500μgである。
実施例16　抗サービビン抗体の診断学的使用
頻繁に、腫瘍関連抗原（TAA）は、腫瘍細胞から、周辺の血漿中に、または血液中に流れ
る。その結果、TAAは、しばしば、血液中に見出され、そして患者から得られた血液サン
プルは、ガンの存在を検出するにおいて使用され得、ならびにガンを病気分類（例えば、
第I、II、III、またはIV期）する因子であるとして使用され得る。サービビンはTAAのよ
うなものであり、そして健常な、正常な個体はサービビンを発現しない。いくつかのガン
の研究からの結果は、サービビン（またはサービビンフラグメント）の存在がこれと相関
すること、および疾患が攻撃性であり得るか、または転移されてい得るかを予測すること
を示した。サービビンまたはサービビンフラグメントのレベルの検出および定量の同様な
戦略は、ガン処置のために化学療法または放射線療法を受ける患者における残余の腫瘍荷
重を測定するために使用され得る。サービビンの上昇されるまたは増加するレベルは、後
期の段階の新生物疾患を反映し得る。
診断の使用について、血液が、公知のガン負荷を有する患者から、またはガンを有するこ
とが疑われる患者から、周知の技術によって、採取される。血液サンプルは、公知の技術
によって調製され、そして上述のように調製され、そして必要に応じて標識される、サー
ビビンに対する抗体との結合について試験される。このような一般的な抗体検出プロトコ
ル、および関連の試薬は、当該分野において十分に確立されている。他の生物学的液体サ
ンプル（例えば、精液、尿、または唾液）はまた、サービビンの存在についてモニターさ
れ得る。この診断学的技術はまた、疾患進行、および個別的な治療に対する応答をモニタ
ーするために使用され得る。この方法は、ガン進行または緩解を追跡する、比較的非侵襲
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性の手段を提供する。
実施例17　イムノバイオアッセイによるサービビンの検出
患者の血液中のサービビンの存在について試験するためのイムノバイオアッセイの説明的
な例は、サービビンを結合し、検出可能なサービビンを、免疫沈降によって、溶液から回
収する、サービビンに対するモノクローナル抗体の能力に依存する。このようなイムノバ
イオアッセイは、推測されるガン患者において、および分画化カラムから溶出された画分
において、サービビンを検出するために使用される。各患者サンプルのアリコートは、上
記の、サービビンを特異的に認識して、そしてこれに結合するモノクローナル抗体（例え
ば、上記のMab 8E2）とともに、２時間、４℃でインキュベートされる。モノクローナル
抗体は、抗マウスIgGアガロースビーズ（これは、Sigma Chemical Co.、St. Louis、MOか
ら獲得され得る）に対して不溶化される。
アガロースビーズ抗マウス（IgG（H＋L））－サービビン複合体は、0.01Mリン酸緩衝液（
pH7.2）、およびO.25M NaClを含有する結合緩衝液で、アガロースビーズを先ず洗浄し、
次いでビーズをサービビンモノクローナル抗体とともに、18時間、４℃で、同じ緩衝液中
でインキュベートすることによって、調製される。次いで、アガロースビーズは、マイク
ロ遠心管における、30秒間、16,000×gでの遠心分離によって沈殿され得、そして非特異
的部分は、0.5M NaCl-TMK中の２%脱脂粉乳とともに、30分間、４℃で、インキュベートす
ることによってブロックされ得る。ブロッキング後、ビーズは、３回、0.5M NaCl-TMKで
洗浄され得、そして等容量の同じ緩衝液中に再懸濁され得る。次いで、20:1のアガロース
ビーズ－モノクローナル抗体の複合体は、各250:1の患者試験サンプルとともに、２時間
、４℃で、インキュベートされ得る。患者の試験サンプルに存在する任意のサービビンが
、ビーズ上のサービビンモノクローナル抗体によって見出される。ここでサービビン結合
されている、ビーズ複合体は、30秒間、16,000×gでの遠心分離によって回収され得る。
次いで、上清は、以下に記載されるようなバイオアッセイにおいてサービビン活性につい
てアッセイされる。コントロールサンプルは、サービビンモノクローナル抗体を欠損した
ブロックされたビーズとともに処理され、そしてバイオアッセイにおいてサービビン活性
について試験される。
実施例16　直接的なELISA試験を使用するサービビンの検出
正常な血漿（コントロール）およびガン患者血漿のサンプルを、リン酸緩衝化生理食塩水
（PBS）で１:１に希釈する。各混合液の１容量を、10kD分子量制限を有するセントリコン
-10フィルターに添加し、そして5000×g（7000rpm）で、１時間、遠心分離する。１容量
のPBSを、保持物（retentate）に添加し、そして30分間遠心分離する。最終希釈は、約1:
3である。次いで、ELISAプレートウェルを、１:６、１:12、１:24、１:48、および１:96
の最終希釈にて、ジカルボン酸コーティング緩衝液（pH9.6を有する）中、一晩、４℃に
て、保持物でコートする。次いで、リン酸緩衝化生理食塩水中の５% Tween 20を含有する
洗浄緩衝液で、プレートを２回洗浄する。残余の結合部位を、４%ウシ血清アルブミン（B
SA）、300μ/ウェルで、２時間、ブロックする。次いで、プレートを洗浄緩衝液で２回洗
浄する。次いで、サービビンを特異的に認識して、これに結合する100μlのモノクローナ
ル抗体（例えば、Mab 8E2）を１%BSA中の1:200希釈で使用し、ウェルに添加し、そして１
時間、振盪しながらインキュベートする。プレートを、洗浄緩衝液で、５回洗浄する。次
いで、100μl西洋ワサビペルオキシダーゼ結合二次抗体を、代表的に１:2,000希釈で、各
ウェルに添加し、そして１時間インキュベートする。プレートを再度、洗浄液で５回洗浄
する。次いで、５μgのサービビンおよび5μl H2O2/10mlクエン酸－リン酸緩衝液を含有
する基質の、100μl/ウェルを、各ウェルに添加し、そして５分間インキュベートする。
酵素反応を、50μl/ウェル ２M H2SO4を添加することによって、停止する。光の吸光度を
、EIA読み取り器において、492nmで測定する。サービビンを含む患者サンプルは、ポジテ
ィブな読み取り値を生じ、一方、サービビンを含まない患者のサンプルは、ネガティブで
ある。
実施例18　サービビンフラグメント、ペプチドおよび小分子アンタゴニスト
上記のように、アポトーシスに必要とされる重要な機能残基が、サービビンにおいて同定
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された。これらのデータは、合成ペプチド、および小分子アンタゴニスト、ならびにサー
ビビン機能の拮抗性インヒビターを作製する際の鋳型を提供する。好ましくは、ペプチド
は、ネイティブなサービビンから作製されるか、または機能的に等価な残基Trp67－Pro73

－Cys84を含むネイティブなサービビンペプチド骨格からの置換を含む。ネイティブなサ
ービビンのペプチドフラグメントは、標準的な技術（タンパク質消化を含む）によって作
製され得る。どのフラグメントがサービビンと競合するかの決定は、上記のアポトーシス
測定系およびアポトーシスアッセイ系を使用することによって、容易になされ得る。これ
らの結果は、アポトーシスの阻害に必須である、サービビンにおける別個の線状配列を同
定するための独特な機会を提供する。
アポトーシスのIAPタンパク質依存性阻害の一般的な範例と一致して、抗アポトーシス機
能について必要とされる分子の構造領域は、他の分子（例えば、結合パートナー）との相
互作用の部位であることについての重要な候補であることがまた、予測された。サービビ
ンにおける機能的に関連するペプチド配列は、変異誘発データに基づいて：EGWEPDDDPIEE
HKKHSSGC（配列番号４）である。下線を付した残基のAla置換は、トランスフェクトされ
た細胞においてサービビンの完全な機能の消失を生じる。この線状配列は合成され得、そ
してアフィニティークロマトグラフィーの標準的な生化学的手順を用いて関連分子を単離
するための、非常によりストリンジェントなおよび特異的な試薬として、または酵母ツー
ハイブリッド系についてのベイトとして、使用され得る。
また、好ましくは、サービビンのβCOOHコイルドコイル領域が、サービビンフラグメント
およびペプチドに含まれる。近年のデータは、このサービビンドメインが、サービビンの
抗アポトーシス機能に重要であることを示す。本発明者らは、コイルドコイルドメインを
含む最後の40βCOOH末端アミノ酸を欠損するサービビンの組換え短縮形態を作製した。こ
の短縮形態を、NIT3T3細胞において、野生型サービビンおよびXIAP（IAP遺伝子ファミリ
ーの別のメンバー）と同様に、LacZとともに同時トランスフェクトした。結果は、図17に
示され、過酸化水素によって誘導される、トランスフェクトされた細胞におけるアポトー
シスを防ぐにおいて、短縮されたサービビンは、殆ど（約80%）の細胞防御的効果を欠損
したことを示す。明らかに、この系において、サービビンは、アポトーシスを防ぐにおい
て、NAIPよりも強力であった。
サービビンのアゴニストまたはアンタゴニストはまた、従来の技術を介して容易に同定さ
れ得る。ネイティブな線状配列に基づく、設計された、合成ペプチドはまた、未だ同定さ
れていないパートナー分子とのサービビンの相互作用の、拮抗的なインヒビターとして機
能する。しかし、この阻害は、サービビンの抗アポトーシス機能をブロックするのに十分
であるべきである。
同様のペプチドベースのストラテジーは、カスパーゼ（caspase）活性化をインビトロお
よびインビボで、首尾良くブロックしており、アポトーシスから細胞を防御する。例えば
、Milligan, C.E.ら（1995）Neuron 15:385-393を参照のこと。
実施例19　アンチセンスサービビンDNAの治療学的使用
上記のように、サービビンアンチセンス配列の転写は、EPR-1/サービビン遺伝子均衡を変
化した。これは、HeLa細胞トランスフェクト体において実証され、ここでは、EPR-1「セ
ンス」鎖のメタロチオネイン誘導性の転写は、サービビンの発現を抑制し、そしてアポト
ーシス／細胞増殖に十分に影響を及ぼした。さらに、サービビンアンチセンス構築物と、
lacZレポート化プラスミドとを一過性に同時トランスフェクトすることは、βガラクトシ
ダーゼ発現細胞において、トランスフェクションの48時間後、サービビンアンチセンスト
ランスフェクト体の生存性を減少した。従って、サービビンを発現する細胞または組織（
例えば、腫瘍）におけるサービビンの発現のレベルは、EPR-1センス鎖のDNAで細胞または
組織をトランスフェクトすることによって、減少される。あるいは、サービビンアンチセ
ンスをコードするDNAは、標的細胞または組織をトランスフェクトするために、使用され
る。このような治療は、サービビンをコードするmRNAのサービビンタンパク質への翻訳を
、効率よく減少する。
実施例20　アポトーシスに対する防御剤としてのサービビンの使用
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サービビンは、過酸化水素または典型的にアポトーシスを誘導する他の薬剤に曝露されて
いる細胞に投与される場合、アポトーシスから細胞を防御することが示されている。アポ
トーシスを減少するのに有効なサービビンまたはそのフラグメントの送達を容易にするた
めに、好ましくは、一過性の様式で、細胞浸透性が、増加することが必要とされ得ること
が、意図される。一過性の代謝阻害または一過性の低酸素症を包含するある状態は、さら
なる、外因的な薬剤を必要としないで、細胞の透過性を増加するようである。適切であり
得る薬剤は、2-デオキシグルコースおよびアジ化ナトリウムのような代謝インヒビターを
包含する。しかし、細胞透過性の一過性の増加の間に細胞防御を媒介するサービビンの能
力は、心筋梗塞および発作の間の再灌流傷害および細胞障害を減少するための、組換えサ
ービビンの治療学的注入を用いる可能性を提供する。このようなプロセスは、アポトーシ
スに起因する増加した組織の障害によって媒介されることが意図される。サービビンでの
処置は、傷害される組織の程度および大きさを減少し得る。
細胞死に関連するアポトーシスを調節または防止するための、被験体におけるサービビン
またはサービビンの対立遺伝子改変体の使用は、多様なアポトーシス関連性の徴候の影響
を処置または改善するにおいて有益である。これらの徴候としては、老化の皮膚科学的影
響（例えば、頭部濾胞細胞の細胞のアポトーシスによって引き起こされる禿頭）、免疫抑
制のような異常または疾患、胃腸管摂動（例えば、消化管の内層の障害、潰瘍、および放
射線または化学療法誘導性の障害）、心血管異常、再灌流障害に関連するアポトーシス（
例えば、冠状動脈閉塞、脳梗塞、脊髄／頭部外傷および付随する重篤な麻痺、凍傷または
火傷のような傷害に起因する障害、ならびにスーパーオキシドジスムターゼによって処置
可能であると以前に考えられている任意の徴候）、組織移植の拒絶（例えば、対宿主性移
植片病）、ならびにアルツハイマー病が挙げられるが、これらに制限されない。サービビ
ンの投与はまた、化学療法または放射線誘導性のアポトーシスに対して細胞防御的であり
得る。
投与のためのサービビンタンパク質は、例えば、本明細書中に記載されるcDNAを用いて、
上記のように生成され得る。タンパク質は、薬学的投与の目的のための精製を必要とし得
、このような精製工程は、好ましくは、また上記のような、モノクローナル抗体分離およ
び精製技術を利用する。
臨床学的設定において、サービビンは、薬学的に有効な投薬量において、例えば、そうで
なければ存在するアポトーシスのレベルまたは程度を減少するのに有効な投薬量において
、いくつかの経路を介して、投与される。例えば、アポトーシスを包含する皮膚科学的病
気を処置するために、サービビンは、膏薬、クリーム、軟膏、または粉末の形態において
投与され得る。局所的な処方物は、さらなる薬学的または化粧用の組成物（例えば、保湿
剤、湿潤剤、芳香緩和剤、緩衝液、顔料、保存剤、ビタミン（例えば、Ａ、Ｃ、またはＥ
）、乳化剤、分散化剤、湿潤剤、安定化剤、推進剤、抗微生物剤、日焼け止め剤、酵素な
ど）を含み得る。患者に投与され得るサービビンの典型的な投薬量は、0.01重量%～1.0重
量%である。さらなる局所的な薬学的組成物は、S. Nakaiら、米国特許第5,672,603号に記
載される。
サービビンはまた、処置される条件に適切であり得る場合、丸剤、溶液、懸濁液、乳濁液
、顆粒、またはカプセルの形態で、投与され得る。サービビンは、経口的に投与され得；
単独でまたは非経口注入のための従来の液体（例えば、グルコース、アミノ酸などを含む
液体）と混合して静脈内投与される溶液において注入され得；筋肉内、皮膚内、皮下、ま
たは腹腔内注入され得；坐薬を用いて；ならびに点眼薬のような眼用溶液の形態であり得
る。サービビンはまた、遅延された放出のキャリア（例えば、リポソーム、マイクロスポ
ンジ、ミクロスフェア、またはマイクロカプセル）を用いて投与され得、これらはアポト
ーシス関連性の細胞死の防止のために処置される組織にほぼ近接して配置される。
局所投与以外の経路を介して投与される、サービビンまたはサービビンの機能的対立遺伝
子改異体の濃度は、代表的に、１日あたり約10μg～１日あたり25mgの範囲であり、投与
の経路に依存する。もちろん、特定の患者に必要とされる場合ように医師のような当業者
が、、一件ごとの基準に対してこれらの値を変化し得ることが予測される。
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配列表
（1）一般的情報：
（i）出願人：
（Ａ）名前：エール大学
（Ｂ）番地：４５１　カレッジ　ストリート
（Ｃ）市：ニュー　ヘブン
（Ｄ）州：コネチカット州
（Ｅ）国：アメリカ合衆国
（Ｆ）郵便番号：０６５１０
（ii）発明の名称：細胞アポトーシスを阻害するタンパク質であるサービビン（Survivin
）、およびその調節
（iii）配列数：35
（iv）コンピューター読み出し形態：
（A）媒体型：フロッピー ディスク
（B）コンピューター：IBM PC互換用
（C）OS：PC-DOS/MS-DOS
（D）ソフトウェア：パテントイン リリース#1.0，バージョン#1.30
（v）現在の出願データ：
（A）出願番号：PCT/US97/21880
（B）出願日：1997年11月20日
（vi）先願データ
（A）出願番号：US 60/031,435
（B）出願日：1996年11月20日
（2）配列番号１の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：19塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（A）記載：/desc=「オリゴヌクレオチド」
（xi）配列：配列番号１：

（2）配列番号２の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：18塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（A）記載：/desc=「オリゴヌクレオチド」
（xi）配列：配列番号２：

（2）配列番号３の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：17アミノ酸
（B）型：アミノ酸
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（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド
（xi）配列：配列番号３：

（2）配列番号４の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：20アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド
（xi）配列：配列番号４：

（2）配列番号５の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：27塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ゲノムDNA
（xi）配列：配列番号5：

（2）配列番号６の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：27塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ゲノムDNA
（xi）配列：配列番号６

（2）配列番号７の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：27塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ゲノムDNA
（xi）配列：配列番号７：

（2）配列番号８の情報：
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（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号８：

（2）配列番号９の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号９：

（2）配列番号10の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号10：

（2）配列番号11の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
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（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号11：

（2）配列番号12の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号12：

（2）配列番号13の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：47アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号13：

（2）配列番号14の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号14：
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（2）配列番号15の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：46アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号15：

（2）配列番号16の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：46アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号16：

（2）配列番号17の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号17：
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（2）配列番号18の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号18：

（2）配列番号19の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：46アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号19：

（2）配列番号20の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：45アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号20：
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（2）配列番号21の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号21：

（2）配列番号22の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号22：

（2）配列番号23の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号23：
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（2）配列番号24の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：49アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号24

（2）配列番号25の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：49アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）核の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号25：

（2）配列番号26の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号26：
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（2）配列番号27の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号27：

（2）配列番号28の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号28：

（2）配列番号29の情報：
（i）配列の特徴
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
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（xi）配列：配列番号29：

（2）配列番号30の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号30：

（2）配列番号31の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号31：

（2）配列番号32の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
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（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号32：

（2）配列番号33の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：50アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号33：

（2）配列番号34の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：142アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号34：
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（2）配列番号35の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：14796塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ゲノムDNA
（xi）配列：配列番号35：
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