
(57)【要約】
本明細書では一本鎖として、または活性化二本鎖型としてプロテアーゼ活性を示す CVSP14
ポリペプチドと呼ばれるポリペプチドが提供される。プロテアーゼ活性を調節する化合物
を同定するためにこれらのポリペプチドを用いる方法も提供される。また、これらのポリ
ペプチドは腫瘍マーカーとしても役立つ。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 14(CVSP14)の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 も し く は
そ の ド メ イ ン を 含 む 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
配 列 番 号 13で 示 さ れ る 完 全 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 、
上 記 ポ リ ペ プ チ ド の CVSP14部 分 が 本 質 的 に CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒
活 性 部 分 か ら な る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 精
製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
実 質 的 に 精 製 さ れ た 活 性 化 二 本 鎖 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た
は 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
配 列 番 号 12で 示 さ れ る 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た 活
性 化 二 本 鎖 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 配 列 同
一 性 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
実 質 的 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 か ら な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 配 列 同
一 性 を 有 し 、 か つ 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 基 質 に 対 し て 少 な く と も 10%の
触 媒 活 性 を 保 持 す る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む か 、 あ る い は
(a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に 相
補 的 な 核 酸 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
(c)(a)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(d)(a)ま た は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
(a)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に 相
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補 的 な 核 酸 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
(c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(d)(a)ま た は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 が 、 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 と
、 全 長 の 少 な く と も 約 70%に わ た っ て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 が 、 配 列 番 号 15で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 少 な く
と も 1つ の ド メ イ ン も し く は そ の ド メ イ ン の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 と 、 全 長 の 少 な
く と も 約 70%に わ た っ て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ
っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
約 50%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 か つ 、
結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10%の 触 媒 活 性 を 有
す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン （ mutein） で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
約 10%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 50%の 触 媒 活 性 を 有
す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
約 95%ま で の ア ミ ノ 酸 が 保 存 さ れ て い る か 、 ま た は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 置 換 さ れ
て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
置 換 ア ミ ノ 酸 が セ リ ン で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
約 50%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 か つ 、
結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10%の 触 媒 活 性 を 有
す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
約 10%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少
な く と も 50%の 触 媒 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 そ れ に よ り 結 果 と
し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ２ ３ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-535166 A 2004.11.25



プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が セ リ ン で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、
核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
本 質 的 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン か ら な る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
(a)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 全 長 の 少 な く と も 約 70%に わ た っ
て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(c)(a)ま た は (b)の 縮 重 コ ド ン
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ ３ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
真 核 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ
チ ド の 分 泌 を 命 令 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ピ キ ア ベ ク タ ー 、 哺 乳 類 ベ ク タ ー ま た は 大 腸 菌 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク
タ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
原 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３
５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
哺 乳 類 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ４ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 内 在 遺 伝 子 が そ の 動 物 ま た は そ の 原 種 の 相 同
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組 換 え ま た は 挿 入 突 然 変 異 に よ っ て 欠 失 ま た は 不 活 性 化 さ れ て い る 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 で あ っ て
、
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 発 現 さ せ る 条 件 下 で
培 養 し 、 さ ら に
発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 培 地 中 へ 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 で 発 現 す る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 発 現 さ せ る 条 件 下 で
培 養 し 、 さ ら に
発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 封 入 体 で 発 現 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 分 解 活 性 型 へ と 再 折
り た た み す る 条 件 下 で 上 記 封 入 体 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項
４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 相 補 的 な 少 な く と も 14個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ； ま た
は
請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 相 補 的 な 少 な く と も 16個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ； ま た
は
請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 相 補 的 な 少 な く と も 30個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ア
ン チ セ ン ス 分 子 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 約 21個 の 連
続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)分 子 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 本 鎖 型 お よ び ／ ま た は 二 本 鎖 型 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘
導 体 (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ３ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 本 鎖 型 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 (な お 、 こ の 抗 体 は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む

10

20

30

40

50

(5) JP 2004-535166 A 2004.11.25



抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ６ 】
a)請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ
ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
a)請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ
ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
a)請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ
ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
a)請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 ま た は 処 理 ； お よ び
b)抗 腫 瘍 お よ び 抗 血 管 形 成 処 理 お よ び 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る 別 の 処 理 ま た は 薬 剤
を 含 む 組 合 せ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
上 記 阻 害 剤 な ら び に 抗 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 抗 血 管 形 成 剤 が 単 一 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 さ れ
て い る か 、 ま た は 各 々 個 別 の 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 さ れ て い る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 組 合
せ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
上 記 阻 害 剤 が 抗 体 お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 二 本 鎖 RNA(dsRNA)か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 組 合 せ 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
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直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た 請 求 項 １ に 記 載 の 2以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 固
相 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 複 数 の 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 支 持
体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 2以 上 の 核 酸 分 子 ま た は そ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を 含 み 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も 16個 の ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 、 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
上 記 核 酸 分 子 が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
上 記 核 酸 分 子 が 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 複 数 の 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８
に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 と 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て タ ン パ ク 質 分
解 切 断 さ れ る 基 質 と を 、 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を 加 え る と 同 時 、 加 え る 前 、 ま た は 加
え た 後 に 接 触 さ せ ；
上 記 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 を 測 定 し 、 さ ら に
対 照 に 比 べ て 切 断 さ れ た 基 質 の 量 に 変 化 を も た ら す 化 合 物 を 選 択 し 、 そ れ に よ り 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
上 記 試 験 化 合 物 が 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ
ィ ク ス 、 天 然 産 物 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
複 数 の 試 験 物 質 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
(a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に 相
補 的 な 核 酸 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質
的 に な る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド ；
配 列 番 号 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド ；
配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 50%、 60%、 70%、 80%、 9
0%ま た は 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
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配 列 番 号 13で 示 さ れ る 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
切 断 さ れ た 基 質 の 量 の 変 化 が 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 と 試 験 化 合 物 の
不 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 を 比 較 す る こ と で 評 価 さ れ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項
７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 、 一 本 鎖 お よ び ／ も し く は 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 、 か つ ／
ま た は 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と 、 か つ ／ ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型
の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を 、
そ の 結 合 を 助 け る 条 件 下 で 接 触 さ せ ；
a)一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 型 と 、 も し く は 二 本
鎖 型 と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す
る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る か 、 あ る い は
b)一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 と
、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 結 合 す る こ と が 既 知 で
あ る 化 合 物 の 結 合 を 阻 害 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る (な お こ こ で 、 上 記 既 知 化 合 物 は 試 験
化 合 物 の 前 、 同 時 ま た は 後 に 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る )か
の い ず れ か を 行 う こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る 、
請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
上 記 試 験 化 合 物 が 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 天 然 産 物 、 抗 体 ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
複 数 の 試 験 物 質 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
(a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に 相
補 的 な 核 酸 配 列 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
(c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14の ア ク チ ベ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 活 性 化 型 の ポ リ
ペ プ チ ド の 基 質 を 接 触 さ せ ；
試 験 化 合 物 を 加 え (な お 、 こ の 試 験 化 合 物 は 基 質 添 加 の 前 、 後 ま た は そ れ と 同 時 に 加 え る )
； さ ら に
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上 記 基 質 の 切 断 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 上 記 チ モ ー ゲ ン を 活 性 化 す る 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
上 記 基 質 が 色 素 産 生 基 質 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
上 記 基 質 が L-ピ ロ グ ル タ ミ ル -L-プ ロ リ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ヒ ド ロ ク ロ リ
ド で あ る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
上 記 試 験 化 合 物 が 小 分 子 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 13で 示 さ れ る 完 全 な 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 、
上 記 ポ リ ペ プ チ ド の CVSP14部 分 が CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分
か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
哺 乳 類 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 １ の
ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
上 記 阻 害 剤 が 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む
抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 で あ る (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
哺 乳 類 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 ３ の
ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
腫 瘍 の 発 生 、 増 殖 ま た は 進 行 を 阻 害 す る 、 ま た は 悪 性 も し く は 前 悪 性 症 状 を 処 置 す る 方 法
で あ っ て 、 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 の 活
性 化 を 阻 害 す る 、 ま た は 活 性 化 型 の CVSP14も し く は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 の 活 性 を
阻 害 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
上 記 症 状 が 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 前 立 腺 、 肺 、 卵 巣 ま た は 大 腸 の 症 状 で あ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
上 記 薬 剤 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)ま た は 抗 体 で あ る 、 請 求
項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
抗 腫 瘍 ま た は 抗 血 管 形 成 治 療 ま た は 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る 別 の 治 療 ま た は 薬 剤 を 投 与 す る こ
と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
試 験 化 合 物 と 両 形 態 と を 接 触 さ せ ；
上 記 化 合 物 が ど の 形 態 と 結 合 す る か 判 定 し ； さ ら に
そ れ が 一 方 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 場 合 、 そ の 化 合 物 が 以 下 の 特 性 ：
(i)一 本 鎖 チ モ ー ゲ ン 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る ；
(ii)二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 型 の 活 性 を 阻 害 す る ； お よ び
(iii)上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 体 形 成 を 阻 害 す る
の う ち 少 な く と も 1つ を 有 す る か ど う か を さ ら に 判 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
新 生 物 形 成 疾 患 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 生 体 サ ン プ ル に お い て 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド
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を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 そ の 検 出 量 が 新 生 物 形 成 疾 患 を 持 た な い 被 験 体 か ら 検 出 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 異 な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
上 記 生 体 サ ン プ ル が 血 液 、 尿 、 唾 液 、 涙 、 滑 液 、 汗 、 間 質 液 、 濃 脊 髄 液 、 腹 水 、 腫 瘍 組 織
生 検 お よ び 循 環 腫 瘍 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
被 験 体 に お い て 前 悪 性 病 巣 、 悪 性 症 状 、 ま た は そ の 他 の 病 態 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 で あ っ
て 、
被 験 体 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 ； さ ら に
そ れ を 二 本 鎖 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 検 出 可 能 な 薬 剤 に
曝 す
こ と を 含 み 、 上 記 病 態 が 二 本 鎖 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖 型 の 有 無 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
腫 瘍 の 進 行 お よ び ／ ま た は 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 身 体 組 織 ま た
は 体 液 サ ン プ ル に お い て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 か つ ／ ま た は そ の レ ベ ル を 定 量 す
る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
上 記 腫 瘍 が 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 前 立 腺 、 肺 、 卵 巣 ま た は 大 腸 の 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 １ ０ １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
上 記 体 液 が 血 液 、 尿 、 汗 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 お よ び 滑 液 で あ る 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て
タ ン パ ク 質 分 解 切 断 さ れ る 基 質 と を 、 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を 添 加 す る と 同 時 に 、 ま
た は そ の 前 も し く は 後 に 接 触 さ せ ；
上 記 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ る 基 質 の 量 を 測 定 し ； さ ら に
対 照 と 比 較 し て 切 断 さ れ た 基 質 の 量 に 変 化 を も た ら す 化 合 物 を 選 択 す る
こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
請 求 項 ３ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 異 種 核 酸 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
配 列 番 号 13の ア ミ ノ 酸 1～ 25か ら 本 質 的 に な る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
請 求 項 １ ０ ６ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
2001年 3月 22日 出 願 の 、 Edwin L. Madison and Jiunn-Chern Yehに 対 す る 「 ト ラ ン ス メ ン
ブ ラ ン セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 14を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 よ び そ れ に
基 づ く 方 法 」 と 題 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/278,166号 の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。 こ れ
が 認 め ら れ れ ば 、 主 題 の 米 国 仮 出 願 は 出 典 明 示 に よ り そ の 全 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ の 一 部 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 提 供 さ
れ る 。 ま た 、 該 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ の ド メ イ ン 、 な ら び に コ ー ド 核 酸 分 子 を 用 い る 予 後
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、 診 断 お よ び 治 療 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景 お よ び そ の 目 的
癌 は 米 国 に お け る 第 一 の 死 因 で あ り 、 3人 に 1人 の ア メ リ カ 人 で 発 症 し 、 4人 に 1人 の ア メ リ
カ 人 が 癌 で 死 亡 す る 。 癌 は 腫 瘍 塊 を 形 成 す る ま で に 増 殖 す る 異 常 な 新 生 細 胞 の 数 の 増 加 、
こ れ ら の 新 生 腫 瘍 細 胞 に よ る 隣 接 組 織 の 侵 害 、 お よ び 血 液 ま た は リ ン パ 系 を 介 し て 局 部 リ
ン パ 節 や 離 れ た 部 位 へ 転 移 す る 悪 性 細 胞 の 発 生 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
癌 の 顕 著 な 特 徴 と し て 、 腫 瘍 細 胞 お よ び そ れ ら の 環 境 間 の 連 絡 の 破 壊 が あ る 。 正 常 細 胞 は
刺 激 シ グ ナ ル が な け れ ば 分 裂 せ ず 、 阻 害 シ グ ナ ル が 存 在 す る と 分 裂 を 止 め る 。 組 織 内 の 細
胞 間 で は 増 殖 刺 激 シ グ ナ ル お よ び 増 殖 阻 害 シ グ ナ ル が 日 常 的 に 交 換 さ れ て い る 。 癌 化 ま た
は 新 生 物 形 成 状 態 で は 、 細 胞 は こ れ ら の シ グ ナ ル を 「 く つ が え す 」 能 力 、 そ し て 正 常 細 胞
が 増 殖 し な い 条 件 下 で 増 殖 す る 能 力 を 獲 得 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
腫 瘍 細 胞 は 増 殖 の た め に 遺 伝 的 変 異 を 反 映 す る い く つ か の 明 瞭 な 異 常 形 質 を 獲 得 し て い る
。 十 分 研 究 さ れ て い る あ る 種 の 腫 瘍 の ゲ ノ ム は 活 性 化 さ れ た 癌 遺 伝 子 お よ び 不 活 性 化 さ れ
た 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 を は じ め 、 独 立 に 変 異 し た い く つ か の 異 な る 遺 伝 子 を 有 す る 。 こ れ ら の
遺 伝 的 変 異 の 各 々 は 集 合 体 と し て 完 全 な 新 生 物 表 現 型 を 呈 す る い く つ か の 形 質 を 付 与 す る
一 役 を 担 っ て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
種 々 の 生 化 学 因 子 が 様 々 な 転 移 相 と 関 連 づ け ら れ て い る 。 コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン な ど の 糖
タ ン パ ク 質 、 お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー は 浸 潤 お よ び 転 移 に お け る 重
要 な ス テ ッ プ で あ る 細 胞 の 接 着 を 助 け る 。 こ の 接 着 に よ り 、 腫 瘍 細 胞 の 組 織 バ リ ア へ の 浸
透 を 助 け る 分 解 酵 素 の 放 出 が 誘 導 さ れ る 。 ひ と 度 腫 瘍 細 胞 が 標 的 組 織 へ 侵 入 す る と 、 さ ら
な る 増 殖 に は 特 殊 な 増 殖 因 子 が 必 要 と な る 。 腫 瘍 の 浸 潤 お よ び 進 行 に は 、 腫 瘍 細 胞 が 一 次
腫 瘍 か ら 離 れ 、 そ れ を 取 り 巻 く 正 常 組 織 を 破 壊 し 、 さ ら に 血 管 ま た は リ ン パ 管 へ と 移 動 し
て 離 れ た 部 位 へ 運 ば れ る と い う 一 連 の 複 雑 な 事 柄 が 含 ま れ る 。 こ の 正 常 組 織 の バ リ ア の 破
壊 は 、 組 織 の 基 底 膜 お よ び 間 質 成 分 を 構 成 し て い る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の タ ン パ ク 質 を 分
解 す る 特 殊 な 酵 素 の 合 成 に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
あ る 種 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 酵 素 が 腫 瘍 浸 潤 と 関 連 づ け ら れ て い る 。 こ れ に は マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ (MMP)が あ る 。 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ
ス ト ロ メ リ ジ ン の 産 生 が 転 移 能 を 有 す る 悪 性 腫 瘍 と 関 連 づ け ら れ て い る (例 え ば 、 McDonne
ll et al. (1990) Smnrs. in Cancer Biology 1:107-115; McDonnell et al. (1990) Can
cer and Metastasis Reviews 9:309-319参 照 )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
癌 細 胞 の 転 移 お よ び 組 織 浸 潤 能 は 基 底 膜 の 分 解 に よ っ て 助 長 さ れ る 。 MMPを は じ め い く つ
か の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 酵 素 は 腫 瘍 細 胞 の 浸 潤 プ ロ セ ス を 助 長 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 MM
Pは 基 底 膜 の 分 解 を 促 進 し 、 そ れ に よ り 腫 瘍 細 胞 を 組 織 浸 潤 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る
。 例 え ば 、 分 子 量 約 70kDaと 92kDaの 2つ の 主 要 な メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 腫 瘍 細 胞 の 転 移
能 を 高 め る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (SP)は 新 生 物 形 成 疾 患 の 進 行 に 関 連 づ け ら れ て い る 。 分 泌 型 の 酵 素 で
あ れ 細 胞 質 貯 蔵 オ ル ガ ネ ラ に 隔 離 さ れ る も の で あ れ 、 ほ と ん ど の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 血
液 凝 固 、 創 傷 治 癒 、 消 化 、 免 疫 応 答 な ら び に 腫 瘍 浸 潤 お よ び 転 移 に 役 割 を 有 す る 。 II型 ト
ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と 呼 ば れ る 、 付 加 的 な 細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 膜 固
定 タ ン パ ク 質 で あ る 、 あ る 種 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 が 確 認 さ れ て い る 。 そ れ ら は 細 胞 表 面
タ ン パ ク 質 と し て 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 分 解 に 役 割 を 果 た す も の
と 位 置 づ け ら れ て い る 。 他 に セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で 膜 結 合 型 で 、 同 様 の 機 能 を 持 つ も の も
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あ る 。 ま た 、 分 泌 型 の も の も あ る 。 多 く の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と 結
合 し た 際 に そ れ ら の 活 性 を 発 揮 し 、 従 っ て 細 胞 表 面 で 働 く 。 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 分 解 は 多
様 な 細 胞 機 能 を 媒 介 す る 生 物 活 性 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の メ カ ニ ズ ム で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
分 泌 型 お よ び ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 新 生 物
の 発 生 お よ び 進 行 に 関 与 す る プ ロ セ ス に 関 連 づ け ら れ て い る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ の 正
確 な 役 割 は ま だ 精 査 さ れ て い な い が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ の 阻 害 剤 は 腫 瘍 の 進 行
に 関 わ る 癌 細 胞 浸 潤 に お け る 分 解 作 用 、 転 移 拡 散 、 お よ び 腫 瘍 の 血 管 新 生 を は じ め と す る
多 く の 細 胞 内 お よ び 細 胞 外 生 理 学 的 プ ロ セ ス の 制 御 に 関 与 し て い る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス (ECM)の 分 解 に 関 与 し 、 組 織 の 再 構 築 に 寄 与 し 、 癌 浸 潤 お よ び 転 移 に 不 可
欠 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 い く つ か の プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 お よ び ／ ま た は 発 現 が 腫 瘍 の
進 行 お よ び 発 達 と 相 関 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
例 え ば 、 上 皮 癌 組 織 で も 正 常 組 織 で も 発 現 す る (Takeucuhi et al. (1999) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 96:11054-61)、 膜 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ MTSP1(マ ト リ プ タ ー ゼ と も 呼 ば れ
る ;米 国 特 許 第 5,972,616号 配 列 番 号 1お よ び 2;お よ び GenBank受 託 番 号 AF118224; (1999) J
. Biol. Chem. 274:18231-18236;米 国 特 許 第 5,792,616号 参 照 、 ま た Takeuchi (1999) Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:11054-1161も 参 照 )が 同 定 さ れ て い る 。 マ ト リ プ タ ー ゼ
は 最 初 に ヒ ト 乳 癌 細 胞 で マ ト リ ッ ク ス メ タ ノ プ ロ テ ア ー ゼ (MMP)の 一 種 の 主 要 ゼ ラ チ ナ ー
ゼ と し て 同 定 さ れ た も の で あ る (米 国 特 許 第 5,482,848号 参 照 )。 こ れ は 乳 癌 の 転 移 に 役 割
を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 マ ト リ プ タ ー ゼ は ま た 、 種 々 の 上 皮 組 織 に お い て 高 い レ
ベ ル の 活 性 で 発 現 し 、 ヒ ト 胃 腸 管 お よ び 前 立 腺 で も 発 現 す る 。 MTSP3、 MTSP4、 MTSP6と 呼
ば れ る MTSPは 国 際 PCT出 願 PCT/US01/03471に 基 づ く 公 開 国 際 PCT出 願 WO 01/57194に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)で あ る カ リ ク レ イ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
糖 タ ン パ ク 質 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び ラ ミ ニ ン を 分 解 し 、 前 立 腺 癌 細 胞 に よ る 浸 潤 を 助 長
す る と 仮 定 さ れ て い る (Webber et al. (1995) Clin. Cancer Res. 1:1089-94)。 PSAの タ
ン パ ク 質 分 解 活 性 を PSA特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 遮 断 す る と 、 in vitroに お け る 高 レ
ベ ル の PSAを 分 泌 す る LNCaPヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 に よ る 再 構 成 基 底 膜 マ ト リ ゲ ル  (Matrigel)
の 浸 潤 に 用 量 依 存 的 な 低 下 が 起 こ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
肝 癌 細 胞 で 確 認 さ れ て い る 細 胞 表 面 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ヘ プ シ ン は 卵 巣 癌 で 過 剰 発
現 す る (Tanimoto et al. (1997) Cancer Res., 57):2884-7)。 こ の ヘ プ シ ン 転 写 物 は 癌 腫
組 織 に 豊 富 に 見 ら れ 、 正 常 な 卵 巣 を は じ め 正 常 な 成 体 組 織 で は ほ と ん ど 発 現 し な い 。 ヘ プ
シ ン は 卵 巣 腫 瘍 で 過 剰 発 現 す る こ と が 多 い の で 卵 巣 腫 瘍 細 胞 の 浸 潤 プ ロ セ ス お よ び 増 殖 能
に お け る 候 補 プ ロ テ ア ー ゼ と な り 得 る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
正 常 上 皮 細 胞 特 異 的 1(NES1)と 呼 ば れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 様 遺 伝 子 (Liu et al., Cancer
 Res., 56:3371-9 (1996))が 確 認 さ れ て い る 。 全 て の 正 常 お よ び 不 死 化 非 腫 瘍 性 上 皮 細 胞
系 統 で NES1 mRNAの 発 現 が 見 ら れ る が 、 大 部 分 の ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 統 は そ の 発 現 の 著 し い 低
下 ま た は 完 全 な 欠 如 を 示 す 。 NES1と 、 増 殖 因 子 活 性 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る ポ リ ペ
プ チ ド と の 構 造 類 似 性 お よ び NES1発 現 と 乳 癌 発 生 の 負 の 相 関 は 、 腫 瘍 形 成 の 抑 制 に お け る
こ の プ ロ テ ア ー ゼ 様 遺 伝 子 産 物 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 役 割 を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
よ っ て 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン お よ び そ の 他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ な ら び に そ の 他 の プ ロ テ
ア ー ゼ は 腫 瘍 の 病 因 お よ び 病 原 に 関 与 す る も の と 思 わ れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス に お け る そ
れ ら の 役 割 を さ ら に 解 明 し 、 さ ら な る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 同 定 す る 必 要 が
あ る 。 従 っ て 本 明 細 書 の 目 的 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 な ら び に 腫 瘍 形 成 お よ び
／ ま た は 発 癌 の 調 節 ま た は 関 与 に 関 わ る 、 か か る プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す
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る こ と に あ る 。 本 明 細 書 の 目 的 は ま た 、 か か る プ ロ テ ア ー ゼ お よ び か か る プ ロ テ ア ー ゼ を
コ ー ド す る 核 酸 を 用 い る 予 後 、 診 断 、 治 療 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
発 明 の 概 要
本 明 細 書 で は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む CVSP14と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る
(例 え ば 、 配 列 番 号 5、 6、 12お よ び 13参 照 )。 CVSP14は 分 泌 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
CVSP14は ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍 で 発 現 が 高 く 、 そ の 他 の 腫 瘍 で も 発 現 す る 。 よ っ
て 、 こ れ は プ ロ テ ア ー ゼ と し て 腫 瘍 の 進 行 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 そ の 機 能 的 活 性
に よ り 、 こ れ は 治 療 標 的 ま た は 診 断 標 的 と す る こ と が で き る 。 発 現 お よ び ／ ま た は 発 現 し
た タ ン パ ク 質 ま た は そ の チ モ ー ゲ ン 型 の 活 性 化 (ま た は 発 現 も し く は 活 性 化 レ ベ ル の 低 下 )
は 癌 お よ び 癌 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の タ ン パ ク 質 の 発
現 は 前 立 腺 癌 お よ び 前 立 腺 癌 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー に は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 非 腫 瘍 細 胞 と は 異 な っ た レ ベ ル で
活 性 化 お よ び ／ ま た は 発 現 さ れ る メ ン バ ー 、 お よ び そ の 基 質 が 腫 瘍 細 胞 と 非 腫 瘍 細 胞 で は
異 な る か 、 あ る い は ま た は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (SP)の 特 異 性 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る 細 胞
に 由 来 す る も の が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は CVSP14と 呼 ば れ
る 分 泌 型 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 な ら び に チ モ ー ゲ ン お よ び 活
性 型 を は じ め と す る 全 長 タ ン パ ク 質 、 お よ び そ れ ら の 使 用 も 提 供 さ れ る 。 ス プ ラ イ ス 変 異
体 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び プ ロ
テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。 CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は
配 列 番 号 6で 示 さ れ 、 全 長 タ ン パ ク 質 配 列 は 配 列 番 号 13で 示 さ れ る 。 コ ー ド 核 酸 分 子 の 配
列 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 5お よ び 12で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
CVSP14は 分 泌 型 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ れ と の 結 合 、
あ る い は 二 量 体 形 成 ま た は 膜 結 合 も し く は レ セ プ タ ー 結 合 タ ン パ ク 質 と の 多 量 体 形 成 に よ
る な ど し て 細 胞 表 面 結 合 プ ロ テ ア ー ゼ と し て 働 く 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ま た 本 明 細 書 で は 、 SPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 お よ び コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も
提 供 さ れ る 。 特 に そ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を は じ め と す る 、 動 物 に 由 来 す る CVSP14を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ る 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も ま た 提 供 さ れ る 。 ま た 、 そ の 機 能
的 ド メ イ ン も 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 SPプ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 そ の 一 部 、 お よ び そ の ミ ュ
ー テ イ ン は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト な ど の 齧 歯 類 ； ニ ワ ト リ な
ど の 鳥 類 ； ヤ ギ 、 ウ シ 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ な ど の 反 芻 動 物 ； ブ タ な ど の ヒ ツ ジ (ovine, such a
s pigs);お よ び ヒ ト を は じ め と す る 動 物 の SPに 由 来 す る 、 ま た は 基 づ く も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 方 法 お よ び ア ッ セ イ で 用 い る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 二 本 鎖 活 性 化
産 物 を 生 じ る 活 性 化 に よ る も の で あ る 必 要 は な く 、 N末 端 が 配 列 ↓ ILGGを 含 む 場 合 に は む
し ろ 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 の 結 果 で は な く 、 ま た
二 本 鎖 型 で も な い が 、 タ ン パ ク 質 分 解 (触 媒 )活 性 を 示 す 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド は CVSP14の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ で 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
こ の よ う な ア ッ セ イ も 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 。 例 と し て の ア ッ セ イ で は 、 CVSP14の 全 長 、
ま た は 一 本 鎖 、 二 本 鎖 活 性 型 の 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%も し く は 90%に わ た る も の 、
あ る い は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 活 性 型 で あ り 得 る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 既 知 の 基 質 、 典 型
的 に は 蛍 光 、 発 色 あ る い は そ の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 を 施 し た 基 質 を タ ン パ ク 質 分 解 切 断 す
る 能 力 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 作 用 を 評 価 す る 。 タ ン パ ク 質 (そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 い
ず れ か の 形 態 の 全 長 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン )の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 、 一 般 に は 化 合
物 、 特 に 小 分 子 は CVSP14の 活 性 を 調 節 す る 候 補 化 合 物 と な る 。 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ
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び 全 長 タ ン パ ク 質 は ま た 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ 特 異 的 抗 体 を 産 生 さ せ る の に 用
い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と し て は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 で は 非 腫 瘍 細 胞 と は 異 な る レ ベ ル で 発 現 ま た は 活 性 化 さ れ
る 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 に 由 来 す る も の な ど 、 CVSP14を は じ め と す る い ず れ か の フ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー の 、 C末 端 か ら チ モ ー ゲ ン の 活 性 化 の た め の 切 断 部 位 の N末 端 を 有 す る 一 本 鎖 領 域
、 ま た は in vitroタ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ イ で 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と し て の タ ン パ ク 質 分 解
活 性 を 示 す そ の C末 端 切 断 さ れ た 一 部 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
CVSP14の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の ミ ュ ー テ イ ン 、 特 に フ リ ー の (す な わ ち プ ロ テ ア
ー ゼ ド メ イ ン の 他 の い ず れ の Cysと も ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し て い な い )プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン の Cys残 基 (配 列 番 号 6の 26番 の 残 基 )が 別 の ア ミ ノ 酸 置 換 さ れ 、 通 常 は 着 目 す る 活 性
を な く さ な い 置 換 が な さ れ て い る ミ ュ ー テ イ ン 、 お よ び グ リ コ シ ル 化 部 位 が な く さ れ て い
る ミ ュ ー テ イ ン も 提 供 さ れ る 。 触 媒 活 性 が 保 持 さ れ る そ の 他 の 置 換 が な さ れ る ミ ュ ー テ イ
ン も 考 え ら れ る (ア ミ ノ 酸 置 換 の 例 と し て は 例 え ば 表 1を 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ３ 】
よ っ て 、 本 発 明 で は CVSP14と 呼 ば れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー お よ び 機
能 的 ド メ イ ン 、 特 に そ の プ ロ テ ア ー ゼ (ま た は 触 媒 )ド メ イ ン 、 そ の ミ ュ ー テ イ ン お よ び そ
の 他 の 誘 導 体 な ら び に 類 似 体 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14を コ ー ド す る 核 酸
が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
CVSP14の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 5お よ び 6で 示 さ れ る 。 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン も し く は そ の 触 媒 活 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 ま た 全 長 CVSP14を コ ー ド す る も
の (配 列 番 号 12お よ び 13)も 提 供 さ れ る 。 単 一 ア ミ ノ 酸 変 異 も 考 え ら れ 、 例 え ば Glyの 代 わ
り に Argが 存 在 す る ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン も し く は そ の 触
媒 活 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 ま た 全 長 CVSP14を コ ー ド す る も の が 提 供 さ れ る 。 ま た
、 こ の よ う な CVSP14コ ー ド 核 酸 と そ れ ら の 全 長 ま た は 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は
90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 全 長 、 ま た は シ グ ナ ル 配 列 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 持 た な い な ど 、 そ の 末 端 切 断 さ れ た 一 部 を コ ー ド す る
核 酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 典 型 的 に は 少 な く と も 低 、 一 般 に は 少
な く と も 中 、 多 く の 場 合 で は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 で は さ ら に 、 CVSP14と 特 異 的 に 結 合 し て そ の 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
そ の 一 本 鎖 お よ び ／ ま た は 二 本 鎖 型 を 含 め 、 タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 抗 体 と し て は 二 本 鎖 特 異 的 抗 体 、 一 本 鎖 特 異 的 抗 体 お よ
び 中 和 抗 体 が あ る 。 本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 チ モ
ー ゲ ン お よ び 活 性 型 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も 提 供 さ れ る 。 二 本 鎖 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖
型 の CVSP14と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 抗 体 と し て は 、 二 本 鎖 も し
く は 一 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は 全 長 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る
も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 明 細 書 で は さ ら に 、 CVSP14お よ び CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い る 予 後 、 診 断 、 治 療 的
ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 CVSPを コ ー ド す る 不 活 性 化 遺 伝 子 を 有 し 、 ま た 、
非 天 然 ま た は 天 然 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で CVSP14を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 も 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 動 物 は 腫 瘍 の 発 生 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 進
行 の 動 物 モ デ ル に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 で は 肺 癌 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 お よ び 乳 癌 な ど の 特 定 の 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 で 発 現 す
る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (SP)フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 提 供 さ れ る 。 特 に 本 明 細 書 で は 、  CVS
P14が 肺 癌 、 白 血 病 お よ び 子 宮 頚 癌 、 な ら び に あ る 種 の 正 常 な 細 胞 お よ び 組 織 で も 発 現 す
る こ と が 示 さ れ る (例 え ば 、 組 織 特 異 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 関 す る 実 施 例 参 照 )。 CVSP14は
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ま た 乳 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 大 腸 癌 の マ ー カ ー と も な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
SPは 腫 瘍 細 胞 で は 正 常 細 胞 と は 異 な る レ ベ ル で 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 化 さ れ る と 考 え ら
れ 、 ま た は そ の 基 質 ま た は 補 因 子 の 変 更 な ど で 腫 瘍 細 胞 と 正 常 細 胞 と が 異 な る 機 能 的 活 性
を 有 す る こ と か ら 注 目 さ れ る 。 ま た 、 CVSP14は 腫 瘍 細 胞 で 発 現 す る 、 ま た は 活 性 が あ る こ
と か ら も 注 目 さ れ る 。 よ っ て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVSP14は あ る 種 の 腫 瘍 の 診 断 マ ー カ
ー と し て 働 き 得 る 。 活 性 化 さ れ た CVSP14の レ ベ ル は 前 立 腺 癌 、 子 宮 癌 、 肺 癌 ま た は 大 腸 癌
、 あ る い は 白 血 病 そ の 他 の 癌 の 診 断 指 標 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14活 性 を 調 節 す る 方 法 、 お よ び CVSP14活 性 の 阻 害 、 拮 抗 、 促 進 あ
る い は ま た 変 更 を は じ め と す る 調 節 を 行 う 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る
。 タ ン パ ク 質 の 触 媒 部 分 を 含 む CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 特 に 注 目 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 で は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 そ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 お よ び CVSPを コ ー ド
す る 核 酸 、 な ら び に そ の ド メ イ ン 、 誘 導 体 お よ び 類 似 体 を は じ め と す る CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14の 活 性 化 に よ り 生 じ る N末 端 を 含 む 一 本 鎖
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン も 提 供 さ れ る 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 切 断 部 位 は 52番 の ア ミ
ノ 酸 (R↓ IGGS)で あ る (配 列 番 号 12お よ び 13参 照 )。
【 ０ ０ ３ １ 】
ま た 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 核 酸 分 子 の い ず れ か を 含 む プ ラ ス ミ ド も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら
の プ ラ ス ミ ド を 含 む 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 細 胞 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る
。  CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 お よ び プ ラ ス ミ ド の 他 、 コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 方 法 も 提 供 さ れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 発 現 を 達 成 す る に は 、
シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 除 去 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 封 入 体 で 発 現 さ せ る 。 次 に
こ の CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 封 入 体 か ら 単 離 し 、 適 切 な 再 折 り た た み が 起 こ る 条 件
下 で 処 理 す る 。 よ っ て 、 活 性 の あ る CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 産 生 す る 方 法 も 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ま た 、 上 記 細 胞 を 、 そ の 細 胞 に よ り CVSP14が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 増 殖 さ せ 、 発 現 し た CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ る 、 CVSP14の 産 生 方 法 も 提 供 さ れ る 。 そ の 他 の CVSP14
を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド が そ れ ら 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 、 細 胞 、 一 般 に は 哺 乳 類 細 胞 お
よ び 酵 母 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 分 泌 し た タ ン パ ク 質 が 結 合 し 得 る こ の よ う な
細 胞 は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に は in vitro結 合 ア ッ セ イ 、 お よ び CVSP14ま た
は そ の 切 断 産 物 に よ っ て 直 接 、 ま た は 増 殖 因 子 前 駆 体 の 活 性 化 を 介 す る な ど 、 間 接 的 に 媒
介 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 を 評 価 す る 転 写 に 基 づ く ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 で は さ ら に 、 CVSP14お よ び CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い る 予 後 、 診 断 お よ び 治
療 的 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 提 供 さ れ る 。 特 に こ れ ら の 予 後 、 診 断 お よ び 治 療 的 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 は 肺 癌 、 大 腸 腺 癌 お よ び 卵 巣 癌 な ど の 腫 瘍 ま た は 癌 の 予 防 ま た は 治 療 、 あ る い は 予 防
ま た は 治 療 に 有 用 な 薬 剤 の 発 見 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
CVSP14活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は そ れ
ら を CVSP14ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び CVSP14の 基 質 と 接 触 さ せ る こ と に よ り
同 定 さ れ る 。 そ れ ら 化 合 物 の 不 在 下 に 比 べ て 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 に 変 化
が あ れ ば 、 そ の 化 合 物 が CVSP14活 性 を 調 節 す る こ と を 示 す 。 こ の よ う な 化 合 物 を さ ら な る
分 析 の た め 、 ま た は 組 成 物 ま た は ア ゴ ニ ス ト な ど 、 CVSP14の 活 性 の 調 節 を 目 的 と し た 使 用
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の た め に 選 択 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 こ れ ら の 基 質 と CVSP14ま た は そ の 触 媒 活 性
部 分 と 結 合 す る 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー 、 特 に 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る モ ジ ュ レ ー タ ー も 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は 癌
状 態 お よ び そ の 他 の 新 生 物 形 成 状 態 を 治 療 す る 上 で 用 途 を 持 ち 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 で は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 中 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー
ゼ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は 全 長 も し く は そ の 他 の ド メ イ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 一 本 鎖 型
ま た は 活 性 化 型 で 含 む 製 品 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 製 品 は a)パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 、 b)ポ リ
ペ プ チ ド (ま た は コ ー ド 核 酸 )、 特 に そ の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 お よ び c)そ の 製 品
が CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る ア ッ セ イ に 用 い る た め の も の で あ
る こ と を 示 す ラ ベ ル を 含 む 製 品 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 で は 、 a)一 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 お よ び b)
CVSPに 直 接 、 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト (な お 、
こ の エ ー ジ ェ ン ト は i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 、 ii)コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 表 面 へ の 結 合 、 iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 、 ま た は iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞
へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達 を 助 け る も の で あ る )を 含 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 提 供 さ れ る
。 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は さ ら に 複 数 の エ ー ジ ェ ン ト を 連 結 し て 含 む こ と も で き る 。 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト は 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ っ て も よ い し 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト は タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断
片 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 は タ ン パ ク 質 結 合 配 列 、 核 酸 結 合 配 列 、 脂
質 結 合 配 列 、 多 糖 結 合 配 列 、 ま た は 金 属 結 合 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
被 験 体 に お い て 異 常 な CVSP14レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 疾 病 ま た は 疾 患 の 診 断 方
法 も 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は CVSP14の DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル を
測 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 疾 病 ま た は 疾 患 の な い 類 似 の サ ン プ ル (ま た は
そ の 他 の 適 当 な 対 照 )で 見 ら れ る DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル に 対 し
て CVSPの DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル が 上 昇 ま た は 低 下 し て い れ ば 、
被 験 体 ま た は そ の 他 関 連 の い ず れ か 適 当 な 対 照 に 疾 病 ま た は 疾 患 が 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 で は 組 合 せ も 提 供 さ れ る 。 こ の 組 合 せ は a)CVSP14活 性 の 阻 害 剤 と 、 b)抗 癌 治 療 ま
た は 抗 癌 剤 を 含 み 得 る 。 CVSP阻 害 剤 お よ び 抗 癌 剤 は 単 一 の 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 し て も よ
い し 、 あ る い は 各 々 個 別 の 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 し て も よ い 。 CVSP14阻 害 剤 と し て は 、 プ
ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 な ど 、 CVSP14に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は 結 合 部 分 、 CVSP14産 生 阻 害 剤 、 ま た は CVSP14膜 局 在 化 阻 害 剤 ま
た は CVSP14活 性 化 阻 害 剤 で あ り 得 る 。 そ の 他 の CVSP14阻 害 剤 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は RNAiな ど 、 CVSP14ま た は そ の 一 部 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン の 部 分 を コ ー ド す る 二 本 鎖 RNA(dsRNA)、 ／ 異 種 配 列 が コ ー ド さ れ る CVSP14の 生 物
活 性 を 不 活 性 化 す る よ う に 挿 入 さ れ た 異 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と と も に CVSP14を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る
。 CVSP14を コ ー ド す る 遺 伝 子 部 分 は 典 型 的 に は 異 種 配 列 に 隣 接 し て い て 、 CVSP14を コ ー ド
す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ま た 、 有 効 量 の CVSP14阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 し 、 そ れ に よ り 腫 瘍 ま た は 癌 が 治 療 ま た は 予
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防 さ れ る 、 哺 乳 類 の 腫 瘍 ま た は 癌 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 も 提 供 さ れ る 。 治 療 ま た は 予 防 に
用 い る CVSP14阻 害 剤 を 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 と と も に 投 与 す る 。 治 療 す る 哺
乳 類 は ヒ ト で あ っ て も よ い 。 こ の 治 療 ま た は 予 防 方 法 は CVSP14阻 害 剤 の 投 与 と 同 時 、 投 与
後 ま た は 投 与 前 に 抗 癌 治 療 ま た は 薬 剤 の 投 与 を さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ま た 、 CVSP14の 内 在 性 遺 伝 子 が 動 物 ま た は そ の 原 種 の 相 同 組 換 え ま た は そ の 他 の 組 換 え 現
象 、 あ る い は 挿 入 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 欠 失 ま た は 不 活 性 化 さ れ た 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 も 提
供 さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 CVSP14の 遺 伝 子 が そ の 遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー で は な い か 、
あ る い は そ の 非 ヒ ト 動 物 に お け る 遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー で は な い プ ロ モ ー タ ー の 制 御
下 に あ る 場 合 、 あ る い は CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 が 非 ヒ ト 動 物 に 対 し て 異 種 で あ り 、 か つ
、 そ の プ ロ モ ー タ ー が 天 然 ま た は 非 天 然 プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い か 、 ま た は CVSP14が
プ ラ ス ミ ド も し く は 人 工 染 色 体 な ど の 染 色 体 外 エ レ メ ン ト 上 に あ る 場 合 の 組 換 え 非 ヒ ト 動
物 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で は さ ら に 、 CVSP14を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 し 、 か つ 、 特 に 非
天 然 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 か 、 ま た は プ ラ ス ミ ド も し く は 人 工 染 色 体 な ど の 外 的 エ レ メ ン
ト 上 に CVSP14を コ ー ド す る 不 活 性 化 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ま た 、 腫 瘍 細 胞 で 発 現 す る 、 ま た は 活 性 と な る CVSP14、 特 に 腫 瘍 細 胞 に お け る そ の 機 能 的
活 性 が 非 腫 瘍 細 胞 に お け る よ り も 高 い CVSP14に よ っ て 活 性 化 さ れ る プ ロ ド ラ ッ グ を 投 与 す
る こ と に よ る 腫 瘍 を 治 療 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ の プ ロ ド ラ ッ グ を 投 与 す る の で あ る が
、 投 与 す る と 活 性 の あ る CVSP14が プ ロ ド ラ ッ グ を 切 断 し 、 腫 瘍 細 胞 の 近 傍 で 有 効 剤 が 放 出
さ れ る 。 こ の 有 効 な 抗 癌 薬 は 腫 瘍 近 傍 に 集 積 す る 。 こ れ は CVSP14が 他 の 細 胞 に 比 べ て 腫 瘍
細 胞 で 多 量 に 、 あ る い は 高 い レ ベ ル で 、 あ る い は 優 先 的 に 発 現 す る 、 ま た は 活 性 と な る 場
合 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ま た 、 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、 試 験 化 合 物 と 両 形 態 と を 接 触 さ せ ； 上 記 化 合 物 が ど の 形 態 と 結 合 す る か 判 定 し ；
さ ら に そ れ が 一 方 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 場 合 、 そ の 化 合 物 が 以 下 の 特 性 ：
(i)一 本 鎖 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14の 活 性 を 阻 害 す る ；
(ii)二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 型 の 活 性 を 阻 害 す る ； お よ び
(iii)上 記 タ ン パ ク 質 の 二 量 体 形 成 を 阻 害 す る
の う ち 少 な く と も 1つ を 有 す る か ど う か を さ ら に 判 定 す る
こ と に よ る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 形 態 は 全 長 で あ っ て も 末 端 切 断 型 で あ っ て も よ く
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 RI活 性 化 部 位 で の 切 断 、 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン も し
く は そ の 触 媒 活 性 部 分 の 発 現 か ら 生 じ た プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ま た 、 被 験 者 に お い て 前 悪 性 病 巣 、 悪 性 症 状 ま た は そ の 他 の 病 態 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 で
あ っ て 、 被 験 体 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 ； そ れ を 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 型 の CVSP14と 結 合 す る
検 出 可 能 な 薬 剤 に 曝 す こ と に よ り 、 上 記 病 態 が 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 型 の 有 無 に よ っ て 特 徴
付 け ら れ る 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14の 活 性 化 ま た は 活 性 型 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ る
、 腫 瘍 の 浸 潤 も し く は 転 移 を 阻 害 す る 、 ま た は 悪 性 も し く は 前 悪 性 症 状 を 治 療 す る 方 法 も
提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 症 状 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 前 立
腺 、 肺 、 卵 巣 ま た は 大 腸 の 腫 瘍 な ど の 症 状 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ま た 、 腫 瘍 の 進 行 お よ び ／ ま た は 治 療 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 CVSP14
ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 活 性 化 ま た は 発 現 レ ベ ル を 評 価 し 、 そ の レ ベ ル の 変 化
が 腫 瘍 の 進 行 お よ び ／ ま た は 治 療 効 果 を 反 映 す る 。 一 般 に 腫 瘍 の 進 行 と と も に 身 体 組 織 ま
た は 体 液 サ ン プ ル 中 の CVSP14の 量 が 増 え 、 有 効 な 治 療 法 は こ の レ ベ ル を 引 き 下 げ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
A.定 義
特 に 断 り の な い 限 り 、 本 明 細 書 で 用 い る 全 て の 技 術 お よ び 科 学 用 語 は 本 発 明 が 属 す る 分 野
の 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 の 開 示 中 に 挙 げ ら れ て
い る 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 公 開 出 願 お よ び 公 報 、 Genbank配 列 、 ウ ェ ブ サ イ ト お よ び そ
の 他 の 資 料 は 特 に 断 り の な い 限 り 、 出 典 明 示 に よ り そ の 全 内 容 を 組 み 入 れ る 。 本 明 細 書 の
用 語 に 複 数 の 定 義 が あ る 場 合 に は 、 本 節 を 重 視 す る 。 URLま た は そ の 他 こ の 種 の 識 別 名 も
し く は ア ド レ ス が 参 照 さ れ て い る 場 合 、 こ の 種 の 識 別 名 は 変 更 可 能 で あ り 、 イ ン タ ー ネ ッ
ト 上 の 特 定 の 情 報 は 変 更 が あ っ て も よ い が 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 検 索 す る こ と で 同 等 の 情 報
が 見 つ け ら れ る と 解 釈 す る 。 こ れ ら に 対 す る 参 照 は そ の よ う な 情 報 の 有 効 性 お よ び 一 般 流
布 を 明 示 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に お い て 保 護 基 、 ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 他 の 化 合 物 の い ず れ の 略 号 も 特 に 断 り の な
い 限 り 、 そ れ ら の 一 般 的 な 用 法 、 認 識 さ れ て い る 略 号 、 ま た は IUPAC-IUB Commission on 
Biochemical Nomenclature((1972) Biochem. 11:942-944参 照 )に 従 う も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 加 水 分 解 に セ リ
ン 残 基 が 関 与 す る 多 様 な プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー を さ す 。 こ の セ リ ン 残 基 は そ の 触 媒 作 用
に セ リ ン 、 ヒ ス チ ジ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 含 む 触 媒 ト リ ア ッ ド 機 構 の 一 部 、 ま た そ の
触 媒 作 用 に セ リ ン お よ び リ ジ ン を 含 む ヒ ド ロ キ シ ル /ε -ア ミ ン ま た は ヒ ド ロ キ シ ル /α -ア
ミ ン 触 媒 ダ イ ア ッ ド 機 構 の 一 部 で あ り 得 る 。 ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 起 源 の SPが 特 に 注 目 さ れ る
。 当 業 者 な ら ば 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド の 非 必 須 領 域 の 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 で は 実 質 的 に 生 物 活
性 は 変 化 し な い こ と が 分 か る で あ ろ う (例 え ば 、 Watson et al. (1987) Molecular Biolog
y of the Gene, 4th Edition, The Bejacmin/Cummings Pub. co., p.224参 照 )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 「 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (MTSP)」 と は 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る よ う な 共 通 の 構 造 的 特 徴 を 有 し て い る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ
ァ ミ リ ー を さ す (Hooper et al. (2001) J. Biol. Chem.276:857-860も 参 照 )。 従 っ て 、 例
え ば 「 MTSP」 で あ れ ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 MTSP3、 MTSP4、 MTSP6、 MTSP7、 ま た
は 他 の い ず れ か の 供 給 源 か ら 得 ら れ る 、 あ る い は 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た 、 あ る い は 同 じ
活 性 を 示 す 同 等 の 分 子 を は じ め と す る 、 MTSP遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る あ ら
ゆ る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の MTSPと し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 コ リ ン
、 エ ン テ ロ ペ プ チ ダ ー ゼ (enterpeptidase)、 ヒ ト 気 道 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ (HAT)、 M
TSP1、 TMPRSS2、 お よ び TMPRSS4が 挙 げ ら れ る 。 例 と し て の MTSPお よ び ／ ま た は そ の ド メ イ
ン の コ ー ド 核 酸 分 子 の 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 例 え ば 米 国 出 願 第 09/776,1
91号 (そ の 中 の 配 列 番 号 1～ 12、 49、 50お よ び 61～ 72、 国 際 PCT出 願 WO 01/57194と し て 公 開
)に 示 さ れ て い る 。 こ の 用 語 は ま た 各 メ ン バ ー の 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い ア ミ ノ 酸 置
換 を 有 す る MTSPを 包 含 し 、 ま た 、 そ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 も 包 含 す る 。 必 須 で は な い が 保 存
的 ア ミ ノ 酸 置 換 を は じ め と す る 好 適 な 置 換 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 結 果 と し て 生 じ る 分 子
の 触 媒 活 性 な ど の 生 物 活 性 を な く す こ と な く 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 「 CVSPの プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 」 と は 、 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 し 、 か
つ 、 キ モ ト リ プ シ ン /ト リ プ シ ン フ ァ ミ リ ー プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 相 同 性 お よ び 構 造 的
特 徴 を 共 有 す る CVSPの ド メ イ ン を さ す 。 従 っ て そ れ は 少 な く と も 標 準 的 な in vitroア ッ セ
イ に よ っ て 評 価 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す ド メ イ ン の 最 小 部 分 で あ る 。 当 業 者 な ら
ば こ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 折 り た た ま れ た ト リ プ シ ン ま た は キ モ ト リ プ シ ン と
構 造 上 同 等 な プ ロ テ ア ー ゼ 部 分 で あ る こ と が 分 か る で あ ろ う 。 本 明 細 書 で は こ の よ う な プ
ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び そ の 触 媒 活 性 部 分 も 意 図 さ れ る 。 ま た 、 一 本 鎖 型 と し て 触 媒 的
に 作 用 す る そ の 最 小 断 片 を 含 む 末 端 切 断 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン も 提 供 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(18) JP 2004-535166 A 2004.11.25



【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 に お い て CVSPの 触 媒 活 性 ド メ イ ン と は 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を さ す 。 CVSP
の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と い う 場 合 に は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 一 本 鎖 型 に 対 す る 言 及 も 含 む
。 二 本 鎖 型 ま た は 両 形 態 を 意 図 す る 場 合 に は 、 そ の 旨 明 示 す る 。 チ モ ー ゲ ン 型 の 各 タ ン パ
ク 質 は 一 本 鎖 で あ り 、 こ れ は 活 性 化 切 断 に よ っ て 活 性 の あ る 二 本 鎖 型 へ と 変 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 明 細 書 に お い て CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と は 、 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 場 合 に は 常
に 、
配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ;
配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 低 、 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ;
配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 約 95%の 配 列
同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び ／ ま た は
CVSP14の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
の 少 な く と も 1つ も し く は 全 て 、 ま た は い ず れ か の 組 合 せ 、 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含
む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
CVSP14は 動 物 、 特 に 哺 乳 類 由 来 の も の で あ っ て よ く 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ヒ ト 、
齧 歯 類 、 鳥 類 、 反 芻 動 物 お よ び そ の 他 の 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 全 長 チ モ ー ゲ ン ま た は 二
本 鎖 活 性 型 、 あ る い は 二 本 鎖 活 性 型 ま た は 一 本 鎖 型 で あ り 得 る 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を
は じ め と す る そ の い ず れ か の ド メ イ ン も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
活 性 型 と は in vivoお よ び ／ ま た は in vitroで 活 性 の あ る 形 態 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お
い て プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は ま た 二 本 鎖 型 と し て も 存 在 し 得 る 。 本 明 細 書 で は 、 少 な く と
も in vitroで 一 本 鎖 型 の SPお よ び そ の 触 媒 ド メ イ ン ま た は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 (典 型
的 に は C末 端 切 断 型 )が プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す こ と が 示 さ れ る 。 よ っ て 本 発 明 で は 、 単 離
さ れ た 一 本 鎖 型 の SPプ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び そ の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 の 同 定 の た め の
in vitro薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お け る そ れ ら の 使 用 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 活 性 化 切 断 と は 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の N末 端 で の プ ロ テ ア ー ゼ
の 切 断 を さ す (配 列 番 号 12お よ び 13参 照 、 こ の 場 合 、 R 5 5 と I 5 6 の 間 )。 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ
ン の 外 側 の Cys(こ の 場 合 C 3 7 )と プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 内 の Cys(こ の 場 合 Cys 1 6 6 )の 間 の Cys
-Cys対 合 に よ り 、 切 断 時 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 二 本 鎖 を 有 す る (「 A」 鎖 と プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン で あ る 「 B」 鎖 )。 切 断 は 別 の プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 自 己 触 媒 に よ っ て 達 成 す る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 二 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と は 、 こ の 場 合 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
と 残 り の ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち 「 A」 鎖 を 連 結 す る Cys 3 7 と Cys 1 6 6 の 間 で Cys対 合 し て い
る 二 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 二 本 鎖 型 を さ す 。 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 型 と は
、 「 残 り の ポ リ ペ プ チ ド 」 、 す な わ ち 「 A」 鎖 が 短 縮 さ れ る い ず れ の 形 態 の も の も さ し 、
少 な く と も Cys 3 7 ま で を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 に お い て CVSP14と は 、 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 場 合 に は 常 に 、
配 列 番 号 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ;
配 列 番 号 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 低 、 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 約 9
5%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び ／ ま た は
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CVSP14の ス プ ラ イ ス 変 異 体
の 少 な く と も 1つ も し く は 全 て 、 ま た は そ の い ず れ か の 組 合 せ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
を 保 持 す る そ の よ り 短 い 部 分 も 考 え ら れ る 。 そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 配 列 番 号 6で 示
さ れ る 。 CVSPの プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 表 面 ル ー プ に お け る 挿 入 お よ び 欠 失 を は じ め 、 大
き さ お よ び 構 成 が 異 な っ て い る 。 そ れ ら は 、 活 性 部 位 ト リ ア ッ ド 、 主 要 特 異 性 ポ ケ ッ ト 、
オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ テ ア ー ゼ の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の そ の
他 の 特 徴 の 少 な く と も 1つ を 含 む 保 存 構 造 を 保 持 す る 。 よ っ て 、 本 明 細 書 の 目 的 の た め に
は 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た CVSPの 一 部 で あ り 、 他 の CVSPの ド
メ イ ン と 相 同 な も の で あ る 。 折 り た た ま れ た キ モ ト リ プ シ ン (S1)の 酵 素 の よ り 大 き な ク ラ
ス の よ う に (例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト で ア ク セ ス で き る MEROPSデ ー タ ベ ー ス 参 照 )、 CVSPプ
ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 高 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 活 性 に 必 要 な His、 Aspお
よ び Ser残 基 は 保 存 さ れ た モ チ ー フ に 存 在 す る 。 そ の 切 断 が プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の N末 端
を 二 本 鎖 型 で 作 り 出 す 活 性 化 部 位 は 保 存 さ れ た モ チ ー フ を 有 し 、 容 易 に 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
目 的 の CVSPと し て は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 非 腫 瘍 細 胞 と は 異 な る レ ベ ル で 、 典 型 的 に は よ り
高 い レ ベ ル で 活 性 化 お よ び ／ ま た は 発 現 さ れ る も の 、 お よ び 腫 瘍 細 胞 と 非 腫 瘍 細 胞 で は 基
質 が 異 な る 、 あ る い は 基 質 、 補 因 子 ま た は レ セ プ タ ー に 関 し て 異 な る 、 あ る い は ま た CVSP
の 活 性 ま た は 特 異 性 が 変 化 し て い る 細 胞 に 由 来 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 に お い て ヒ ト タ ン パ ク 質 と は 、 そ れ ら が 他 の 哺 乳 類 で 見 ら れ る 変 異 体 で は な い 限
り 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び 保 存 変 異 体 を は じ め と す る 、 ヒ ト ゲ ノ ム に 存 在 す る DNAな ど
の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 「 SPの プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は 触 媒 活 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 」 と
は 、 挙 げ ら れ た 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 活 性 部 分 の み を コ ー ド し 、 他 の SP
の 連 続 部 分 を 連 続 配 列 と し て コ ー ド し な い 核 酸 を さ す も の と 解 釈 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 触 媒 活 性 と は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と し て の SPの 活 性 を さ す 。 SPの 機 能
と は 腫 瘍 の 発 生 、 増 殖 ま た は 進 行 の 促 進 ま た は そ れ ら へ の 関 与 を は じ め と す る 腫 瘍 生 物 学
に お け る そ の 機 能 、 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 役 割 も さ す 。 触 媒 活 性 と は 選 択 さ れ た 基
質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出 す る in vitroタ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ イ で 評 価 さ れ る よ う な
、 プ ロ テ ア ー ゼ と し て の SPの 活 性 を さ す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 明 細 書 に お い て チ モ ー ゲ ン と は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 不 活 性 な 前 駆 体 で あ る 。 こ の よ
う な 前 駆 体 は 活 性 型 よ り も 必 ず し も 大 き く は な い が 、 一 般 に 大 き い 。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
に 関 し て 、 チ モ ー ゲ ン は 触 媒 お よ び 自 己 触 媒 切 断 、 ま た は 活 性 の あ る 成 熟 酵 素 を 生 じ る 活
性 化 補 因 子 の 結 合 を は じ め 、 特 異 的 な 切 断 に よ っ て 活 性 の あ る 酵 素 に 変 換 さ れ る 。 従 っ て
チ モ ー ゲ ン は ア ク チ ベ ー タ ー の 作 用 に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 へ と 変 換 さ れ る 酵 素 的 に
不 活 性 な タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 「 疾 病 ま た は 疾 患 」 と は 、 例 え ば 感 染 ま た は 遺 伝 子 欠 陥 に よ っ て 起 こ り
、 同 定 可 能 な 症 状 を 特 徴 と す る 生 物 の 病 態 を さ す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 新 生 物 (新 生 物 形 成 )と は 、 異 常 な 新 生 増 殖 を さ し 、 従 っ て 良 性 で あ れ 悪
性 で あ れ 、 腫 瘍 と 同 じ も の を 意 味 す る 。 過 形 成 と は 異 な り 、 新 生 物 増 殖 は 最 初 の 刺 激 が 亡
く な っ て も 持 続 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 と は 、 腫 瘍 の 発 達 、 増 殖 、 転 移 お よ び 進 行 を 含 む 癌 に 関
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す る い ず れ か の 疾 患 を さ す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 に お い て 癌 と は 、 い ず れ か の 種 の 悪 性 腫 瘍 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 の 一 般 用
語 を さ す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 腫 瘍 に 対 し て 用 い る 悪 性 と は 、 増 殖 制 御 お よ び 位 置 制 御 の 欠 如 を 伴 う 転
移 能 を 有 す る 一 次 腫 瘍 を さ す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 抗 癌 剤 (「 抗 腫 瘍 ま た は 抗 新 生 物 剤 」 と 互 換 的 に 用 い ら れ る )と は 、 抗 癌
治 療 で 用 い る い ず れ か の 薬 剤 を さ す 。 こ れ ら に は 単 独 で 用 い る 、 ま た は 他 の 化 合 物 と 併 用
す る 、 新 生 物 形 成 疾 患 、 腫 瘍 お よ び 癌 に 関 連 す る 臨 床 徴 候 ま た は 診 断 マ ー カ ー を 緩 和 、 軽
減 、 改 善 、 予 防 ま た は 緩 解 状 態 に す る 、 も し く は 緩 解 状 態 で 維 持 し 得 る い ず れ の 薬 剤 も 含
み 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 方 法 、 組 合 せ お よ び 組 成 物 で 用 い る こ と が で き る 。 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 抗 新 生 物 剤 の 例 と し て は 抗 血 管 形 成 剤 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 物 質 、
あ る 種 の 天 然 産 物 、 白 金 配 位 錯 体 、 ア ン ト ラ セ ン ジ オ ン 類 、 代 替 尿 素 、 メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン
誘 導 体 、 副 腎 皮 質 抑 制 剤 、 あ る 種 の ホ ル モ ン 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び 抗 癌 性 多 糖 類 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 明 細 書 に お い て ス プ ラ イ ス 変 異 体 と は 、 1を 超 え る 種 の mRNAが 生 じ る DNAな ど の ゲ ノ ム 核
酸 の 一 次 転 写 物 の 異 な る プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 作 り 出 さ れ た 変 異 体 を さ す 。 本 明 細 書 で は
SPの ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 血 管 形 成 と は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 腫 瘍 に 伴 う 血 管 新 生 を は じ
め 、 新 し い 血 管 の 確 立 お よ び 維 持 (血 管 新 生 )に 直 接 ま た は 間 接 的 に 関 与 す る プ ロ セ ス 全 体
を 広 く 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 抗 血 管 形 成 治 療 ま た は 抗 血 管 形 成 剤 と は 、 単 独 で 用 い る 、 ま た は 他 の 治
療 も し く は 化 合 物 と 併 用 す る 、 望 ま し く な い 、 か つ ／ ま た は 制 御 で き な い 血 管 形 成 に 関 連
す る 臨 床 徴 候 ま た は 診 断 マ ー カ ー を 緩 和 、 軽 減 、 改 善 、 予 防 ま た は 緩 解 状 態 に す る 、 も し
く は 緩 解 状 態 で 維 持 し 得 る い ず れ の 治 療 法 お よ び 化 合 物 も さ す 。 よ っ て 、 本 明 細 書 の 目 的
で は 、 抗 血 管 形 成 剤 は 血 管 の 確 立 ま た は 維 持 を 阻 害 す る 薬 剤 を さ す 。  こ の よ う な 薬 剤 と
し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 腫 瘍 剤 、 お よ び 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 再 狭 窄 、 過 増 殖
性 疾 患 そ の 他 の よ う な 望 ま し く な い 血 管 形 成 を 伴 う 他 の 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 剤 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 非 抗 血 管 原 性 抗 腫 瘍 剤 と は 、 主 と し て 血 管 形 成 を 阻 害 す る こ と に よ っ て
働 く の で は な い 抗 腫 瘍 剤 を さ す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 明 細 書 に お い て プ ロ 血 管 形 成 剤 と は プ ロ 血 管 原 性 剤 と は 、 血 管 の 確 立 ま た は 維 持 を 促 進
す る 薬 剤 で あ る 。 こ の よ う な 薬 剤 と し て は 、 心 臓 発 作 お よ び 卒 中 を は じ め と す る 心 血 管 疾
患 を 治 療 す る た め の 薬 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 望 ま し く な い 、 か つ ／ ま た は 制 御 で き な い 血 管 形 成 と は 、 血 管 形 成 刺 激
剤 の 影 響 が 血 管 形 成 阻 害 剤 の 影 響 よ り 大 き い 病 的 血 管 形 成 を さ す 。 本 明 細 書 に お い て 不 全
型 血 管 形 成 と は 、 正 常 な 血 管 形 成 に 欠 陥 が あ っ て 異 常 な 血 管 形 成 を 生 じ た り 、 血 管 形 成 が
な さ れ な か っ た り 、 血 管 形 成 が 実 質 的 に 低 下 し た り す る よ う な 疾 患 に 関 連 し た 病 的 血 管 形
成 を さ す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 明 細 書 に お い て SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と は 、 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す
SPの プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を さ す 。 よ っ て 、 そ れ は 標 準 的 な in vitroア ッ セ イ に よ っ て 評
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価 し た 場 合 に タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 最 小 部 分 で あ る 。 本 明 細
書 で は そ れ は 一 本 鎖 型 お よ び 二 本 鎖 活 性 型 も さ す (二 本 鎖 型 を 意 図 す る 場 合 は そ の 旨 記 載
す る も の と す る )。 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 例 と し て は 配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
(配 列 番 号 5の ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る )の 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す に 少 な く
と も 十 分 な 部 分 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ま た 、 in vitroタ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ イ に お い て タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 有 し 、 か つ 、 CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 少 な く と も 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 約 95
%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る か 、 ま た は 特 に 中 、 通 常 は 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 と そ の 全 長 に わ た っ て 、 ま
た は そ の 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子
も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に 関 し て は 、 N末 端 残 基 が 活 性 に と っ て 重 要 で あ り 得 る 。
本 明 細 書 で は CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ の 一 本 鎖 型 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 触 媒 活 性 が あ る こ と
が 示 さ れ る 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 一 般 に 活 性 の た め に そ の N末 端 ア ミ ノ 酸 を 必 要
と す る の で 、 C末 端 は 切 断 す る こ と が で き る 。 除 去 可 能 な 量 は そ の ポ リ ペ プ チ ド を 、 触 媒
的 切 断 を 評 価 す る in vitroア ッ セ イ で プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 関 し て 調 べ る こ と で 実 験 的 に 判
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
よ っ て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 保 持 す る そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 特 に 一 本 鎖 ド メ イ ン の
さ ら に 短 い 部 分 も 考 え ら れ る 。 こ の よ う な よ り 短 い 形 態 は 一 般 に こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ
ン の C末 端 切 断 型 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 表 面 ル ー プ に お け る 挿 入 お よ
び 欠 失 を は じ め 、 大 き さ お よ び 組 成 が 異 な っ て い る 。 こ の よ う な ド メ イ ン は 活 性 部 位 ト リ
ア ッ ド 、 主 要 特 異 性 ポ ケ ッ ト 、 オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ テ ア ー ゼ の セ リ
ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の そ の 他 の 特 徴 な ど 、 少 な く と も 1つ の 構 造 的 特 徴 を 含 む 保 存 構
造 を 示 す 。 こ の よ う に 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 本 明 細 書 に 定 義
さ れ た よ う に CVSP14の 一 本 鎖 部 分 で あ る が 、 キ モ ト リ プ シ ン ま た は ト リ プ シ ン の プ ロ テ ア
ー ゼ ド メ イ ン と 類 似 ま た は 相 同 な 構 造 的 特 徴 お よ び 配 列 の 保 持 と い う 点 で 相 同 で あ る 。 こ
の ポ リ ペ プ チ ド は 一 本 鎖 と し て タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 相 同 （ homologous） と は 、 約 25%よ り 大 き い 、 例 え ば 25%、 40%、 60%、 70
%、 80%、 90%ま た は 95%な ど の 核 酸 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。 必 要 に 応 じ て 相 同 性 %を 明 示 す
る 。 「 相 同 性 」 お よ び 「 同 一 性 」 は 互 換 的 に 用 い ら れ る 場 合 が 多 い 。 一 般 に 配 列 は 最 大 の
一 致 が 得 ら れ る よ う に ア ラ イ ン メ ン ト す る (例 え ば 、 Computational Molecular Biology, 
Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informat
ics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Compu
ter Analysis of Sequence Data, Part I,　 Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., 
Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Hein
je, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Dev
ereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; Carillo et al. (1988) SIAM J 
Applied Math 48:1073参 照 )。 配 列 同 一 性 に よ り 、 標 準 的 な ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム プ
ロ グ ラ ム で 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 の 数 を 求 め 、 各 提 供 者 が 確 立 し た デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ
ペ ナ ル テ ィ ー と と も に 用 い る 。 実 質 的 に 相 同 な 核 酸 分 子 は 典 型 的 に は 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に て 核 酸 の 全 長 に わ た っ て 、 あ る い は 着 目 す る 全 長 核 酸 分
子 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 核 酸 分 子 の コ ド ン の 代 わ り に 縮 重 コ ド ン を 含 む 核 酸 分 子 も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
任 意 の 2つ の 核 酸 分 子 が 少 な く と も 80%、 85%、 90%、 95%、 96%、 97%、 98%ま た は 99%「 同 一
」 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る か ど う か は 、 例 え ば Pearson et al. (1988) Proc. Na
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tl. Acad. Sci. USA 85:2444に お け る よ う な デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る 「 FAST A」
プ ロ グ ラ ム な ど の 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る (他
の プ ロ グ ラ ム と し て は GCGプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ (Devereux, J., et al., Nucleic Acids 
Research 12(I):387 (1984))、 BLASTP、 BLASTN、 FASTA(Atschul, S.F., et al., J Molec
 Biol 215:403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic P
ress, San Diego, 1994, and Carillo et al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073が 挙
げ ら れ る )。 例 え ば 、 同 一 性 の 判 定 に は National Center for Biotechnology Information
 databaseの BLAST関 数 が 使 用 で き る 。 そ の 他 商 業 的 ま た は 公 的 に 利 用 で き る プ ロ グ ラ ム と
し て は 、 DNAStar "MegAlign"プ ロ グ ラ ム (Madison, WI)お よ び the University of Wiscons
in Genetics Computer Group (UWG) "Gap"プ ロ グ ラ ム (Madison WI))が あ る 。 タ ン パ ク 質
お よ び ／ ま た は 核 酸 分 子 の 相 同 性 ま た は 同 一 性 %は 例 え ば GAPコ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム (
例 え ば 、 Smith and Waterman ((1981) Adv. Appl. Math. 2:482)に よ っ て 改 訂 さ れ た Need
leman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443)を 用 い て 配 列 情 報 を 比 較 す る こ と で 求 め る
こ と が で き る 。 要 す る に こ の GAPプ ロ グ ラ ム で は 、 類 似 性 を ア ラ イ ニ ン グ さ れ た 記 号 (す な
わ ち ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 )の 同 じ も の の 数 を 2配 列 の 短 い 方 の 記 号 の 総 数 で 割 っ た も の
と 定 義 す る 。 GAPプ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と し て は 、 (1)単 項 比 較 マ ト リ ッ ク
ス (同 一 で あ る 場 合 に は 1、 同 一 で な い 場 合 に は 0の 値 を 含 む )お よ び Schwartz and Dayhoff
, eds., ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE, National Biomedical Research Fo
undation, pp. 353-358 (1979)に 記 載 の Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:6
745の ウ エ イ ト 比 較 マ ト リ ッ ク ス 、 (2)各 ギ ャ ッ プ に 対 し ペ ナ ル テ ィ ー 3.0、 各 ギ ャ ッ プ に
お け る 各 記 号 に さ ら に ペ ナ ル テ ィ ー 0.10、 お よ び (3)末 端 ギ ャ ッ プ に は ペ ナ ル テ ィ ー な し
の 条 件 を 含 み 得 る 。 よ っ て 本 明 細 書 に お い て 「 同 一 性 」 と は 、 試 験 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と 参 照 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 比 較 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 少 な く と も 「 90%同 一 」 と は 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 90～ 99.99ま で
の 同 一 性 %を さ す 。 90%を 超 え る レ ベ ル の 同 一 性 と は 、 例 に と れ ば 100ア ミ ノ 酸 長 の 試 験 お
よ び 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 比 較 さ れ る と い う こ と を 示 し て い る 。 試 験 ポ リ ペ プ チ ド 中 の
せ い ぜ い 10%(す な わ ち 100の う ち 10)の ア ミ ノ 酸 が 参 照 ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る 。 類 似 性 の
比 較 は 試 験 お よ び 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 行 う こ と も で き る 。 こ の よ う な 違 い は ア ミ
ノ 酸 配 列 の 全 長 に わ た っ て ラ ン ダ ム に 分 布 し た 点 突 然 変 異 と し て 現 れ る 場 合 も あ る し 、 最
大 許 容 値 、 例 え ば 10/100ア ミ ノ 酸 の 差 (約 90%の 同 一 性 )ま で の 様 々 な 長 さ の 1を 超 え る 位 置
に ク ラ ス タ ー を な し て い る 場 合 も あ る 。 こ の よ う な 違 い は 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は
欠 失 と し て 定 義 さ れ る 。 約 85～ 90%を 超 え る 相 同 性 ま た は 同 一 性 レ ベ ル で は 、 結 果 は プ ロ
グ ラ ム お よ び ギ ャ ッ プ パ ラ メ ー タ ー セ ッ ト に は 依 存 し な い も の と な る は ず で あ り 、 こ の よ
う な 高 い レ ベ ル の 同 一 性 は 多 く の 場 合 ソ フ ト ウ エ ア に た よ る ま で も な く 容 易 に 評 価 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 明 細 書 に お い て プ ラ イ マ ー と は 、 プ ラ イ マ ー 伸 張 産 物 の 合 成 が 開 始 さ れ 得 る 、 2以 上 、
典 型 的 に は 3を 超 え る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を さ す 。 合 成 を 行 い 得 る 実 験 条 件 と し て は 、 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 な ら び に
DNAポ リ メ ラ ー ゼ な ど の 重 合 お よ び 伸 張 の た め の 作 用 因 子 、 好 適 な バ ッ フ ァ ー 、 温 度 お よ
び pHの 存 在 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 動 物 と は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ヤ ギ 、 ウ シ 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 齧
歯 類 、 ブ タ お よ び ヒ ト な ど の い ず れ か の 動 物 で あ る 。 非 ヒ ト 動 物 と は 意 図 す る 動 物 と し て
ヒ ト を 除 く も の で あ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る SPは 動 物 、 植 物 、 原 核 生 物 お よ び 真 菌 類 な
ど い ず れ の 起 源 を と す る も の で あ っ て も よ い 。 ほ と ん ど の CVSP14は 哺 乳 類 起 源 な ど 動 物 起
源 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 遺 伝 子 療 法 と は こ の よ う な 治 療 を 求 め る 疾 患 ま た は 症 状 を 有 す る 哺 乳 類
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、 特 に ヒ ト の 特 定 の 細 胞 、 す な わ ち 標 的 細 胞 に 異 種 核 酸 (DNAな ど )を 導 入 す る こ と を 含 む
。 DNAな ど の 核 酸 は 、 異 種 核 酸 (DNAな ど )が 発 現 し 、 そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 治 療 産
物 が 産 生 さ れ る よ う に 、 選 択 さ れ た 標 的 細 胞 へ 導 入 す る 。 あ る い は ま た 、 こ の 異 種 核 酸 (D
NAな ど )は 何 ら か の 方 法 で 、 治 療 産 物 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 媒 介 す る こ と が で き 、 あ る
い は こ れ は 何 ら か の 方 法 で 治 療 産 物 の 発 現 を 直 接 ま た は 間 接 的 に 媒 介 す る ペ プ チ ド ま た は
RNAな ど の 産 物 を コ ー ド す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 療 法 は ま た 、 欠 陥 遺 伝 子 を 代 替 す る ま
た は そ れ が 導 入 さ れ て い る 哺 乳 類 ま た は 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 補 足 す る 遺
伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 導 入 さ れ た 核 酸 は 、
哺 乳 類 宿 主 で は 本 来 産 生 さ れ な い 、 あ る い は 治 療 上 有 効 な 量 ま た は 治 療 上 有 用 な 時 点 で 産
生 さ れ な い そ の 増 殖 因 子 阻 害 剤 な ど の 治 療 化 合 物 、 ま た は そ の レ セ プ タ ー な ど の そ の 腫 瘍
壊 死 因 子 も し く は 阻 害 剤 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 治 療 産 物 を コ ー ド す る 異 種 核 酸 （ DN
Aな ど ） は 、 そ の 産 生 ま た は そ の 発 現 を 増 強 す る 、 あ る い は ま た 変 化 さ せ る た め に 罹 患 宿
主 の 細 胞 へ 導 入 す る 前 に 改 変 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 療 法 は ま た 、 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 剤
ま た は レ プ レ ッ サ ー ま た は そ の 他 の モ ジ ュ レ ー タ ー 送 達 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 異 種 （ heterologous） 核 酸 と は 、 in vivoで は そ れ が 発 現 さ れ る 細 胞 に
よ っ て は 本 来 産 生 さ れ な い 、 あ る い は 転 写 、 翻 訳 ま た は そ の 他 の 調 節 可 能 な 生 化 学 的 プ ロ
セ ス を 変 化 さ せ る こ と に よ り 内 在 性 核 酸 (DNAな ど )の 発 現 を 変 化 さ せ る メ デ ィ エ ー タ ー を
媒 介 ま た は コ ー ド す る 核 酸 (DNAが RNAを コ ー ド す る 場 合 )お よ び タ ン パ ク 質 で あ る 。 異 種 核
酸 (DNAな ど )は ま た 、 外 来 核 酸 (DNAな ど )と 呼 ぶ こ と も で き る 。 当 業 者 な ら ば 発 現 す る 細 胞
に 対 し て 異 種 ま た は 外 来 と 認 識 す る 、 ま た は み な す で あ ろ う DNAな ど の 核 酸 は い ず れ も 本
明 細 書 に お い て は 異 種 核 酸 に 含 ま れ 、 異 種 核 酸 に は 外 か ら 加 え た も の で あ る が 、 内 生 的 に
も 発 現 す る 核 酸 も 含 ま れ る 。 異 種 核 酸 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 薬 剤 耐
性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 な ど の 追 跡 可 能 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 抗 癌 剤
、 酵 素 お よ び ホ ル モ ン な ど 治 療 上 有 効 な 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び 抗 体 な ど そ の 他 の
タ イ プ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAな ど の 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 異 種 核 酸 に よ っ て コ ー ド
さ れ る 抗 体 は そ の 異 種 核 酸 が 導 入 さ れ た 細 胞 の 表 面 に 分 泌 ま た は 発 現 さ せ る こ と が で き る
。 異 種 核 酸 は 一 般 に そ れ が 導 入 さ れ た 細 胞 に と っ て は 内 在 的 な も の で は な く 、 別 の 細 胞 か
ら 得 ら れ た も の で あ る か 、 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た も の で あ る 。 必 ず し も そ う で は な い が
一 般 に 、 こ の よ う な 核 酸 は そ れ が 発 現 す る 細 胞 に よ っ て は 本 来 産 生 さ れ な い RNAお よ び タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
よ っ て 本 明 細 書 で は 、 異 種 核 酸 ま た は 外 来 核 酸 は ゲ ノ ム 中 で 見 ら れ る DNAな ど の 対 応 す る
核 酸 分 子 の よ う な 正 確 な 配 向 ま た は 位 置 で 存 在 し な い 核 酸 分 子 を 含 む 。 そ れ は ま た 別 の 生
物 ま た は 種 に 由 来 す る (す な わ ち 、 外 的 )核 酸 分 子 も さ す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 治 療 上 有 効 な 産 物 と は 、 核 酸 を 宿 主 に 導 入 し た 際 に 遺 伝 性 ま た は 後 天 性
疾 患 の 徴 候 、 発 現 を 緩 和 ま た は 排 除 す る 、 あ る い は そ の 疾 患 を 治 癒 す る 産 物 が 発 現 す る 異
種 核 酸 、 典 型 的 に は DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 明 細 書 に お い て ポ リ ペ プ チ ド が 本 質 的 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン か ら な る と 言 う 場 合 、 ポ
リ ペ プ チ ド の SP部 分 だ け が プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 で あ る こ と を 意
味 す る 。 こ の ペ プ チ ド は 所 望 に よ り 、 ま た 通 常 は 付 加 的 な 非 SP由 来 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 癌 ま た は 腫 瘍 治 療 ま た は 薬 剤 と は 、 単 独 で 用 い る 、 ま た は 他 の 治 療 も し
く は 化 合 物 と 併 用 す る 場 合 に 、 不 全 型 血 管 形 成 に 関 連 す る 臨 床 徴 候 ま た は 診 断 マ ー カ ー を
緩 和 、 軽 減 、 改 善 、 予 防 ま た は 緩 解 状 態 に す る 、 も し く は 緩 解 状 態 で 維 持 し 得 る い ず れ の
治 療 法 お よ び ／ ま た は 化 合 物 も さ す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 明 細 書 に お い て ド メ イ ン と は 、 そ の 分 子 の 他 の 部 分 と は 構 造 上 お よ び ／ ま た は 機 能 上 異
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な る 分 子 部 分 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は コ ー ド 核 酸 を さ す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 明 細 書 に お い て プ ロ テ ア ー ゼ と は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 酵
素 を さ す 。 こ れ に は そ の チ モ ー ゲ ン 型 お よ び 活 性 型 も 含 ま れ る 。 明 瞭 に す る た め 、 プ ロ テ
ア ー ゼ と い う 場 合 に は 全 て の 形 態 を さ し 、 特 定 の 形 態 の 場 合 は 明 示 す る 。 本 明 細 書 の 目 的
で は 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は SPタ ン パ ク 質 の 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン を 含 む 。 CVSP14に つ い て も 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 二 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 核 酸 と は 、 DNA、 RNA、 な ら び に タ ン パ ク 質 核 酸 (PNA)お よ び そ の 混 合 物
を は じ め と す る そ の 類 似 体 を 含 む 。 核 酸 は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 プ ロ ー ブ ま た
は プ ラ イ マ ー に つ い て は 所 望 に よ り 蛍 光 ま た は 放 射 性 標 識 な ど の 検 出 可 能 標 識 で 標 識 し た
一 本 鎖 分 子 が 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 分 子 は ラ イ ブ ラ リ ー の プ ロ ー ビ ン グ ま た は プ ラ イ ミ
ン グ の た め に は 、 典 型 的 に は そ れ ら の 標 的 が 統 計 学 的 に 独 特 な も の で あ る か 、 ま た は 低 コ
ピ ー 数 (典 型 的 に は 5未 満 、 一 般 に は 3未 満 )と な る よ う な 長 さ の も の で あ る 。 一 般 に プ ロ ー
ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 着 目 す る 遺 伝 子 と 相 補 的 ま た は 同 一 の 少 な く と も 14、 16ま た は 30個
の 連 続 す る 配 列 を 含 む 。 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 10、 20、 30、 50、 100ま た は そ れ 以
上 の 核 酸 長 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 明 細 書 に お い て SPの 断 片 ま た は 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 と は 、 示 さ れ た SPの 断 片 ま た は 一
部 だ け を コ ー ド し 、 SPの 他 の 連 続 す る 部 分 は コ ー ド し な い 核 酸 を さ す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 お よ び 翻 訳 停 止 部 位 な ら び に そ の
他 の シ グ ナ ル 配 列 な ど の 調 節 お よ び エ フ ェ ク タ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る 異 種 核 酸 の 作
動 可 能 な 連 結 と は 、 DNAな ど か か る 核 酸 と か か る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の 関 係 を さ す 。 例
え ば プ ロ モ ー タ ー に 対 す る 異 種 DNAの 作 動 可 能 な 連 結 と は 、 そ の DNAと そ の プ ロ モ ー タ ー と
の 間 の 、 か か る DNAの 転 写 が リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の DNAを 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 し て 転
写 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て そ の プ ロ モ ー タ ー か ら 開 始 さ れ る よ う な 物 理 的 関 係 を さ
す 。 従 っ て 作 動 可 能 な 連 結 ま た は 作 動 的 結 合 と は 、 DNAな ど の 核 酸 と 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 転 写 お よ び 翻 訳 停 止 部 位 な ら び に そ の 他 の シ グ ナ ル 配 列 な ど の 調 節 お よ び エ
フ ェ ク タ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 機 能 的 関 係 を さ す 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー に 対 す る DNA
の 作 動 可 能 な 連 結 と は 、 そ の DNAと プ ロ モ ー タ ー の 間 の 、 か か る DNAの 転 写 が そ の DNAを 特
異 的 に 認 識 し 、 結 合 し て 転 写 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て そ の プ ロ モ ー タ ー か ら 開 始 さ
れ る よ う な 物 理 的 お よ び 機 能 的 関 係 を さ す 。 発 現 お よ び ／ ま た は in vitro転 写 を 最 適 化 す
る に は 、 ク ロ ー ン の 5'非 翻 訳 部 分 を 除 去 、 付 加 ま た は 変 化 さ せ て 、 不 適 切 と な り 得 る 余 分
な 択 一 的 翻 訳 開 始 コ ド ン 、 ま た は 転 写 も し く は 翻 訳 い ず れ か の レ ベ ル で 発 現 を 妨 害 し 得 る
ま た は 低 下 さ せ 得 る そ の 他 の 配 列 を 除 去 す る 必 要 が あ り 得 る 。 あ る い は 、 共 通 リ ボ ソ ー ム
結 合 部 位 (例 え ば 、 Kozak J. Biol. Chem. 266:19867-19870 (1991)参 照 )を 開 始 コ ド ン の
す ぐ 5'側 に 挿 入 し 、 発 現 を 増 強 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 改 変 の 妥 当 性 は (ま た は 必
要 性 )は 経 験 的 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 明 細 書 に お い て ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 少 な く と も RNAの 一 部 に 相 補
的 な 配 列 と は 、 そ の RNAは 一 般 に は 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し て 安 定 な 二 重 ら せ ん を 形 成 し 得 る に 十 分 な 相 補 性 を 有 す る 配 列 を 意 味 し 、 従 っ て 、 二
本 鎖 SPア ン チ セ ン ス 核 酸 の 場 合 に は 二 重 ら せ ん DNA(ま た は dsRNA)の 片 方 の 鎖 を 試 験 す る か
、 あ る い は 三 重 ら せ ん の 形 成 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 は ア ン チ セ
ン ス 核 酸 の 相 補 性 の 程 度 お よ び 長 さ に よ っ て 異 な る 。 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が
長 い ほ ど そ れ が 含 み 得 る SPコ ー ド RNAと ミ ス マ ッ チ す る 塩 基 が 多 く な る が 、 な お 、 安 定 し
た 二 重 ら せ ん (ま た は 場 合 に よ っ て は 三 重 ら せ ん )を 形 成 す る 。 当 業 者 な ら ば ミ ス マ ッ チ の
許 容 度 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 複 合 体 の 融 点 を 求 め る 標 準 的 な 手 法 を 用 い る こ と で 確 認 す る
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こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 明 細 書 の 目 的 で は 、 生 じ る タ ン パ ク 質 が プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 限 り 、 SPお よ び そ の プ
ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の い ず れ で ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 っ て も よ い 。 ミ ュ ー テ イ ン （ mutein） は
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ま た 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う こ と で 作 出 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 タ ン パ ク 質 の 特 性 に 望 ま し い 変 化 を も た ら す ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う こ と が で き る 。 あ る
実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 解 を 妨 げ る 突 然 変 異 を 作 出 す る こ と が で き る 。 多 く の プ
ロ テ ア ー ゼ は Rお よ び Kな ど の 塩 基 性 残 基 の 後 で 切 断 す る が 、 こ の よ う な 切 断 を な く す た め
に 、 こ の 塩 基 性 残 基 を 非 塩 基 性 残 基 に 置 き 換 え る 。 阻 害 剤 と プ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 部 位
で 非 保 存 的 変 化 を 生 じ さ せ る こ と で 、 触 媒 活 性 を 保 持 し つ つ プ ロ テ ア ー ゼ と 阻 害 剤 の 相 互
作 用 を 遮 断 す る こ と が で き る 。 触 媒 活 性 を 変 化 さ せ ず に レ セ プ タ ー 結 合 を 変 化 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 置 換 と し て は 、 表 １ に 示 さ れ る も の な ど の 保 存 的 置 換 が 挙 げ ら れ 、 こ
れ ら は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を な く さ な い 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 切 断 部 位 お よ び
そ の 他 の こ の 種 の 部 位 の 除 去 な ど 、 タ ン パ ク 質 の 特 性 を 変 化 さ せ る 置 換 も 考 え ら れ る が 、
こ の よ う な 置 換 は 一 般 に 非 保 存 的 で あ り 、 当 業 者 な ら ば 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ア ミ ノ 酸 の 好 適 な 保 存 的 置 換 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 一 般 に 生 じ る 分 子 の 生 物 活 性 、 例 え
ば 酵 素 活 性 を 変 化 さ せ ず に 行 う こ と が で き る 。 当 業 者 な ら ば 、 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド の 非 必
須 領 域 に お け る 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 は 生 物 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い こ と を 認 識 し て い る
(例 え ば 、 Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 4th Edition, 1987, The Bej
acmin/Cummings Pub. co., p.224参 照 )。 ま た 、 SP、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ 部 分 の 触 媒
活 性 断 片 も 本 定 義 内 に 含 ま れ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 例 え ば 下 記 表 １ で 示 さ れ る も の に
従 っ て 行 う 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
他 の 置 換 も 可 能 で あ り 、 経 験 的 に 、 あ る い は 既 知 の 保 存 的 置 換 に 従 っ て 判 断 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 、 Abuは 2-ア ミ ノ 酪 酸 で あ り 、 Ornは オ ル ニ チ ン で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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本 明 細 書 に お い て ア ミ ノ 酸 は 、 本 明 細 書 で 見 ら れ る 種 々 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 存 在 す る が 、 周
知 の 三 文 字 ま た は 一 文 字 略 号 に 従 っ て 識 別 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド は 種 々 の DNA断 片 で 存 在
す る が 、 当 技 術 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 標 準 的 な 一 文 字 表 記 で 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ ま た は プ ラ
イ マ ー は 配 列 番 号 5の 少 な く と も 10、 14、 典 型 的 に は 16個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 み 、 プ ロ ー ブ は 配 列 番 号 5の 少 な く と も 30、 50ま た は 100個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 長 さ は 着 目 す る
ゲ ノ ム の 複 雑 性 の 関 数 と な る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 特 定 の 医 薬 組 成 物 の 投 与 に よ る 特 定 の 疾 患 の 徴 候 の 改 善 と は 、 恒 久 的 な
も の で あ れ 一 時 的 な も の で あ れ 、 持 続 的 な も の で あ れ 一 過 性 の も の で あ れ 、 組 成 物 の 投 与
に 帰 す こ と が で き る 、 ま た は 組 成 物 の 投 与 に 関 連 す る 何 ら か の 軽 減 を さ す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 明 細 書 に お い て ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 mRNAま た は 二 本 鎖 DNAの セ ン ス 鎖
に 相 補 的 な 合 成 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を さ す 。 適 当 な 条 件 下 で セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 す る と 、 そ の 2分 子 は 結 合 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ れ ら の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が mRNAと 結 合 (ハ イ ブ リ ダ イ ズ )す る と 、 タ ン パ ク 質 合 成 (翻 訳 )の 阻 害 が
起 こ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 DNAと 結 合 す る と 、 RNA合 成 (転 写 )の 阻 害 が 起
こ る 。 こ の よ う に し て 起 こ る 翻 訳 お よ び ／ ま た は 転 写 の 阻 害 は セ ン ス 鎖 に よ っ て コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 の 合 成 の 阻 害 を も た ら す 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 典 型 的 に は 標 的 核 酸 と
特 異 的 に 結 合 す る に 十 分 な 数 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 に 少 な く と も 5個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ
チ ド 、 多 く の 場 合 で は 少 な く と も 14ま た は 16ま た は 30個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 着
目 す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の コ ー ド 部 分 、 例 え ば SPの 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ
ン を コ ー ド す る 核 酸 に 相 補 的 な 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 明 細 書 に お い て ア レ イ と は 、 3以 上 の メ ン バ ー を 含 む 抗 体 な ど の エ レ メ ン ト の 集 合 体 で
あ る 。 ア ド レ サ ブ ル ア レ イ と は 、 ア レ イ の メ ン バ ー が 典 型 的 に は 固 相 支 持 体 上 の 位 置 に よ
っ て 識 別 で き る も の で あ る 。 よ っ て 、 一 般 に ア レ イ の メ ン バ ー は 固 相 表 面 の 個 別 に 識 別 で
き る 位 置 に 固 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 抗 体 と は 、 天 然 の も の で あ れ 、 部 分 的 も し く は 完 全 に 合 成 に よ り 製 造 さ
れ た も の で あ れ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を さ し 、 そ の 抗 体 の 特 異 的 結 合 能 を 保 持 す る そ の 誘 導 体
も 含 む 。 よ っ て 、 抗 体 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン に 相 同 ま た は 実 質 的 に 相 同 な 結 合
ド メ イ ン を 有 す る い ず れ の タ ン パ ク 質 も が 含 ま れ る 。 抗 体 に は IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び
IgEを は じ め と す る ク レ ー ム の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の メ ン バ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
本 明 細 書 に お い て 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と は 、 全 長 抗 体 の 特 異 的 結 合 能 の 少 な く と も 一 部 を 保
持 す る 全 長 に 満 た な い 抗 体 の い ず れ か の 誘 導 体 を さ す 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 例 と し て は 、
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Fab、 Fab'、 F(ab) 2 、 一 本 鎖 Fvs (scFV)、 FV、 dsFVジ ア ボ デ
ィ ー お よ び Fdフ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 フ ラ グ メ ン ト は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る な ど し
て 連 結 さ れ た 複 数 の 鎖 を 含 む 得 る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 一 般 に 少 な く と も 約 50の ア ミ ノ 酸
、 典 型 的 に は 少 な く と も 200の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て Fv抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 に よ っ て 連 結 さ れ た 1つ の
可 変 重 鎖 ド メ イ ン (V H )と 1つ の 可 変 軽 鎖 ド メ イ ン か ら な る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 明 細 書 に お い て dsFVと は 、 V H -V L 対 を 安 定 化 さ せ る 操 作 さ れ た 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 有 す る Fvを さ す 。
【 ０ １ １ ４ 】
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本 明 細 書 に お い て F(ab) 2 フ ラ グ メ ン ト は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を ペ プ シ ン で pH4.0～ 4.5に て 消
化 す る こ と で 得 ら れ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 組 換 え 生 産 に よ り 同 等 の フ ラ グ メ ン ト を
得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
本 明 細 書 に お い て Fabフ ラ グ メ ン ト は 、  免 疫 グ ロ ブ リ ン を パ パ イ ン で 消 化 す る こ と で 得 ら
れ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 組 換 え 生 産 に よ り 同 等 の フ ラ グ メ ン ト を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ６ 】
本 明 細 書 に お い て scFVsと は い ず れ の 順 序 で あ っ て も よ い が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ
て 共 有 結 合 さ れ た 可 変 軽 鎖 (V L )と 可 変 重 鎖 (V H )を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を さ す 。 こ の リ ン
カ ー は 2つ の 可 変 ド メ イ ン が 実 質 的 に 干 渉 す る こ と な く 架 橋 さ れ る よ う な 長 さ の も の で あ
る 。 含 ま れ る リ ン カ ー と し て は 溶 解 度 を 高 め る た め に い く つ か の Gluま た は Lys残 基 が 全 体
に 分 散 し た (Gly-Ser) n 基 が あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 明 細 書 に お い て ヒ ト 化 抗 体 と は 、 ヒ ト へ の 投 与 が 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ さ な い よ う に ヒ ト
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 抗 体 を さ す 。 こ の よ う な 抗 体 の 作 製 方 法 は 公 知 で あ
る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 不 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 組 成
が ヒ ト 抗 体 に 基 づ く 抗 体 を 発 現 す る よ う 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 改 変 す る 。 こ の よ う な
領 域 を 同 定 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム が 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 二 重 特 異 性 抗 体 (diabody)は 二 量 体 scFVで あ り 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 典 型
的 に は scFvsよ り も 短 い ペ プ チ ド リ ン カ ー を 有 し 、 通 常 二 量 体 を 形 成 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 、 組 換 え DNA法 を 用 い る こ と に よ る 組 換 え 手 段 に よ る 産 生 と は 、 ク ロ ー
ニ ン グ さ れ た DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の 分 子 生 物 学 の 周 知
の 方 法 の 使 用 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 評 価 と は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る SPま た は そ の ド メ イ ン の 活 性 の 絶 対 値
を 得 る 、 ま た 、 そ の 活 性 の レ ベ ル の 指 数 、 比 率 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 視 覚 そ の 他 指 標 と な る
値 を 得 る と い う 意 味 に お い て 定 量 お よ び 定 性 的 判 定 を 含 む も の と す る 。 評 価 は 直 接 的 な も
の で も 間 接 的 な も の で あ っ て も よ く 、 実 際 に 検 出 さ れ る 化 学 種 は 、 も ち ろ ん 、 そ れ 自 体 タ
ン パ ク 質 分 解 産 物 で あ る 必 要 は な く 、 例 え ば そ の 誘 導 体 ま た は 何 ら か の さ ら な る 物 質 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 明 細 書 に お い て 生 物 活 性 と は 、 化 合 物 の in vivo活 性 、 ま た は 化 合 物 、 組 成 物 ま た は そ
の 他 の 混 合 物 の in vivo投 与 時 に 生 じ る 生 理 学 的 応 答 を さ す 。 よ っ て 、 生 物 活 性 に は こ の
よ う な 化 合 物 、 組 成 物 お よ び 混 合 物 の 治 療 作 用 お よ び 医 薬 活 性 が 含 ま れ る 。 生 物 活 性 は こ
の よ う な 活 性 の 試 験 ま た は 使 用 の た め に 設 計 さ れ た in vitro系 で も 観 測 で き る 。 よ っ て 、
本 明 細 書 の 目 的 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 生 物 活 性 は 基 質 の 酸 化 時 に 蛍 光 が 生 じ る そ の オ キ
シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 機 能 的 活 性 と は 、 全 長 (完 全 な )タ ン パ ク 質 に 伴 う 1以 上 の 活 性 を 示 す ポ
リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 を さ す 。 機 能 的 活 性 と は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 生 物 活
性 、 触 媒 ま た は 酵 素 活 性 、 抗 原 性 (ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 ま た は 抗 ポ リ ペ プ チ ド 抗 体
と の 結 合 に 関 し て ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 す る 能 力 )、 免 疫 原 性 、 多 量 体 形 成 能 、 ポ リ ペ プ チ
ド の レ セ プ タ ー ま た は リ ガ ン ド と 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
本 明 細 書 に お い て コ ン ジ ュ ゲ ー ト と は 、 CVSP14、 特 に そ の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お
よ び 1以 上 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト を は じ め 、 1以 上 の SPを 含 む 本 明 細 書 で 提 供 さ
れ る 化 合 物 を さ す 。 こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て は 、 組 換 え 手 段 に よ り 融 合 タ ン パ ク 質
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と し て 産 生 さ れ る も の 、 例 え ば メ ル カ プ ト 基 と の カ ッ プ リ ン グ の よ う な 化 学 カ ッ プ リ ン グ
に よ る な ど 、 化 学 的 手 段 に よ っ て 産 生 さ れ る も の 、 お よ び 少 な く と も 1つ の SPま た は そ の
ド メ イ ン が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト に 連 結 さ
れ る そ の 他 の い ず れ か の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 明 細 書 に お い て タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と は 、 そ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 、 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト ま た は そ の SP部 分 を イ ン タ ー ナ ラ イ ズ し 得 る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と の 特 異 的 結 合 を
提 供 す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 有 効 部 分 の よ う な 任 意 の 一 部 分 で あ る 。 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
エ ー ジ ェ ン ト は ま た 、 例 え ば コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 、 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 表 面 へ の 結 合 、 あ る い は コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 有 す る 複 合 体
の 検 出 を 促 進 ま た は 助 長 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 抗 体 で あ る
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を さ す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 、 あ る 分 子 の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 と は 、 そ の 分 子 に 由 来 す る 部 分 ま た は
そ の 分 子 の 改 変 型 を さ す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 特 定 の 疾 病 を 治 療 す る 化 合 物 の 有 効 量 と は 、 そ の 疾 病 に 伴 う 症 状 を 改 善
す る 、 ま た は 何 ら か の 方 法 で 軽 減 す る の に 十 分 な 量 で あ る 。 こ の よ う な 量 は 単 位 投 与 量 と
し て 投 与 し て も よ い し 、 そ れ が 効 果 的 な も の と な る 投 与 計 画 に 従 っ て 投 与 し て も よ い 。 こ
の 量 は 疾 病 を 治 癒 し 得 る も の で あ る が 、 疾 病 の 症 状 を 改 善 す る た め に 投 与 す る の が 典 型 で
あ る 。 望 ま し い 症 状 の 改 善 を 達 す る た め に は 反 復 投 与 が 必 要 な 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 2つ の 核 酸 配 列 に つ い て い う 場 合 の 同 等 と は 、 着 目 す る そ の 2つ の 配 列 が
同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 同 等 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 意 味 す る 。 2つ の タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド に 関 し て 同 等 と い う 場 合 に は 、 そ の 2つ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が
、 そ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 機 能 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い ア ミ ノ 酸 置 換
(限 定 さ れ る も の で は な い が 、 上 記 表 １ に 示 さ れ る も の の よ う な 保 存 的 変 異 な ど )の み を 有
す る 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 同 等 が 特 性 を さ す 場 合 、 こ の 特
性 は 同 じ 程 度 で 存 在 す る 必 要 は な い (例 え ば 、 2つ の ペ プ チ ド は 同 種 の 酵 素 活 性 を 異 な る 割
合 で 示 し て も よ い )が 、 こ れ ら の 活 性 は 実 質 的 に 同 じ で あ る の が 通 常 で あ る 。 2つ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 関 し て い う 相 補 的 と は 、 そ の 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 対 応 す る ヌ ク レ オ チ
ド 間 で 典 型 的 に は 25%未 満 、 15%、 5%ま た は 0%の ミ ス マ ッ チ だ け で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る こ
と を 意 味 す る 。 必 要 に 応 じ 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 明 示 す る 。 こ の 2つ の 分 子 は 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 選 択 す る の が 典 型 的 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 遺 伝 子 も し く は 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 は
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 低 下 ま た は 上 昇 あ る い は ま た 変 化 さ せ る か 、 何 ら か の 方 法 で 細 胞 内 で
の 核 酸 の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る か 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る か 、 あ る い
は ま た 変 化 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
本 明 細 書 に お い て SPの 活 性 阻 害 剤 に は 、 in vitroス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 SPの
生 産 、 翻 訳 後 修 飾 、 成 熟 ま た は 膜 局 在 化 を 妨 げ る ま た は 低 下 さ せ る い ず れ か の 物 質 、 あ る
い は そ の 特 に 一 本 鎖 型 の タ ン パ ク 質 分 解 能 を 妨 げ る ま た は 低 下 さ せ る い ず れ か の 物 質 が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 明 細 書 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 と は 、 腫 瘍 、 そ の 転 移 、 腫 瘍
の 血 管 形 成 ま た は そ の 疾 病 を 特 徴 付 け る そ の 他 の パ ラ メ ー タ ー な ど の 症 状 の い ず れ か が 軽
減 さ れ る 、 改 善 さ れ る 、 予 防 さ れ る 、 緩 解 状 態 と さ れ る ま た は 緩 解 状 態 に 維 持 さ れ る こ と
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を 意 味 す る 。 そ れ は ま た 新 生 物 形 成 疾 患 お よ び 転 移 の 特 徴 が 治 療 に よ っ て 排 除 、 軽 減 ま た
は 予 防 さ れ る こ と も 意 味 す る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 こ の 特 徴 の 例 と し て は 制 御 で
き な い 基 底 膜 お よ び 近 傍 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 崩 壊 、 内 皮 細 胞 の 移 動 、 分 裂 お よ び 新 し
い 機 能 性 毛 細 管 へ の 組 織 化 、 お よ び こ の よ う な 機 能 性 毛 細 管 の 持 続 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
本 明 細 書 に お い て こ れ ら コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 、 エ ス テ ル ま た は そ の 他 の
誘 導 体 と し て は 、 こ の よ う な 誘 導 体 化 の た め の 公 知 の 方 法 を 用 い て 当 業 者 が 容 易 に 製 造 す
る こ と が で き 、 か つ 、 実 質 的 な 毒 性 作 用 な く 動 物 ま た は ヒ ト に 投 与 で き る 化 合 物 を 形 成 す
る い ず れ か の 塩 、 エ ス テ ル 、 ま た は 誘 導 体 を 含 み 、 こ れ ら は 医 薬 上 有 効 で あ っ て も プ ロ ド
ラ ッ グ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
本 明 細 書 に お い て プ ロ ド ラ ッ グ と は 、 in vivo投 与 し た 際 に 生 物 学 上 、 医 薬 上 ま た は 治 療
上 有 効 な 形 態 の 化 合 物 へ と 代 謝 あ る い は 変 換 さ れ る 化 合 物 で あ る 。 プ ロ ド ラ ッ グ を 製 造 す
る に は 、 医 薬 上 有 効 な 化 合 物 を 、 そ の 有 効 化 合 物 が 代 謝 プ ロ セ ス に よ っ て 再 生 さ れ る よ う
に 改 変 す る 。 こ の プ ロ ド ラ ッ グ は 代 謝 安 定 性 ま た は 薬 物 の 輸 送 の 特 徴 を 変 化 さ せ る よ う 、
副 作 用 ま た は 毒 性 を マ ス キ ン グ す る よ う 、 薬 物 の 香 味 を 改 良 す る よ う 、 あ る い は 薬 物 の そ
の 他 の 特 徴 ま た は 特 性 を 変 化 さ せ る よ う 設 計 す る こ と が で き る 。 in vivoに お け る 薬 物 動
態 プ ロ セ ス お よ び 薬 物 代 謝 に 関 す る 知 見 に よ っ て 、 当 業 者 な ら ば 医 薬 上 有 効 な 化 合 物 が 分
か れ ば 、 そ の 化 合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ を 設 計 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Nogrady (1985) Me
dicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University Press, New York, pag
es 388-392参 照 )。
【 ０ １ ３ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 薬 物 と
は 、 治 療 薬 と し て 、 ま た は 治 療 薬 の 設 計 の た め の リ ー ド 化 合 物 と し て 用 い る 候 補 と な る い
ず れ か の 化 合 物 を さ す 。 こ の よ う な 化 合 物 は 有 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク
ス 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は RNAiな ど の dsRNA、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 組 換 え 抗 体 お
よ び そ の 他 薬 物 候 補 ま た は リ ー ド 化 合 物 と し て 役 立 ち 得 る 化 合 物 を は じ め と す る 小 分 子 で
あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 明 細 書 に お い て ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク と は 、 生 物 活 性 型 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の コ ン ホ
メ ー シ ョ ン お よ び 特 定 の 立 体 化 学 的 特 徴 を 模 倣 す る 化 合 物 で あ る 。 一 般 に ペ プ チ ド ミ メ テ
ィ ク ス は 化 合 物 の あ る 望 ま し い 特 性 を 模 す が 、 生 物 活 性 の あ る コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 欠 如 や
結 合 の 崩 壊 を 招 く フ レ キ シ ビ リ テ ィ ー な ど の 望 ま し く な い 特 性 は 模 さ な い よ う に 設 計 す る
。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 生 物 活 性 化 合 物 か ら 、 望 ま し く な い 特 性 に 寄 与 す る 特 定 の 基 ま
た は 結 合 を 生 物 学 的 等 価 体 に 置 き 換 え る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 等 価
体 は 当 業 者 に 公 知 の も の で あ る 。 例 え ば エ ン ケ フ ェ リ ン 類 似 体 で は メ チ レ ン バ イ オ ア イ ソ
ス タ ー CH 2 Sが ア ミ ド 置 換 体 と し て 用 い ら れ て い る (例 え ば 、 Spatola (1983) pp. 267-357 
in Chemistry and BIochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, Weistein, 
Ed. volume 7, Marcel Dekker, New York参 照 )。 経 口 投 与 可 能 な モ ル ヒ ネ は エ ン ド ル フ ィ
ン ペ プ チ ド の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク で あ る 化 合 物 で あ る 。 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 環 状 ペ プ
チ ド も ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 明 細 書 に お い て プ ロ モ ー タ ー 領 域 ま た は プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト と は 、 そ れ が 作 動 可 能
な よ う に 連 結 さ れ て い る DNAま た は RNAの 転 写 を 制 御 す る DNAま た は RNAセ グ メ ン ト を さ す 。
プ ロ モ ー タ ー 領 域 は RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 認 識 、 結 合 お よ び 転 写 開 始 に 十 分 な 特 定 の 配 列 を
含 む 。 こ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 部 分 は プ ロ モ ー タ ー と 呼 ば れ る 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域
は こ の RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 認 識 、 結 合 お よ び 転 写 開 始 活 性 を 調 節 す る 配 列 を 含 む 。 こ れ ら
の 配 列 は シ ス 作 用 す る も の で あ っ て も よ い し 、 ト ラ ン ス 作 用 因 子 に 応 答 す る も の で あ っ て
も よ い 。 プ ロ モ ー タ ー は そ の 調 節 の 性 質 に 応 じ て 構 成 型 の も の で も 調 節 型 の も の で も よ い
。 原 核 生 物 で 用 い る の に 考 え ら れ る プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7お よ
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び T3プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
本 明 細 書 に お い て レ セ プ タ ー と は 、 所 定 の リ ガ ン ド に 親 和 性 を 有 す る 分 子 を さ す 。 レ セ プ
タ ー は レ セ プ タ ー は 天 然 に 存 在 す る 分 子 で あ っ て も 合 成 分 子 で あ っ て も よ い 。 レ セ プ タ ー
は ま た 当 技 術 分 野 で は 抗 リ ガ ン ド と も 呼 ば れ る 。 本 明 細 書 に お い て レ セ プ タ ー お よ び 抗 リ
ガ ン ド は 互 換 的 で あ る 。 レ セ プ タ ー は そ の ま ま の 状 態 で 用 い て も よ い し 、 他 種 と の 集 合 体
と し て 用 い て も よ い 。 レ セ プ タ ー は 結 合 メ ン バ ー と 直 接 ま た は 特 定 の 結 合 物 質 も し く は リ
ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 ま た は 物 理 的 接 触 に よ っ て 結 合 し 得 る
。 レ セ プ タ ー の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 体 、 細 胞 膜 レ セ プ タ ー 、 表 面
レ セ プ タ ー お よ び イ ン タ ー ナ ラ イ ジ ン グ レ セ プ タ ー 、 特 定 の 抗 原 決 定 基 (ウ イ ル ス 、 細 胞
ま た は そ の 他 の 物 質 上 に あ る も の な ど )、 薬 物 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 補
因 子 、 レ ク チ ン 、 糖 類 、 多 糖 類 、 細 胞 、 細 胞 膜 お よ び オ ル ガ ネ ラ と 反 応 性 の あ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 血 清 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
レ セ プ タ ー お よ び こ の よ う な レ セ プ タ ー を 用 い る 適 用 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
a) 酵 素 ：  抗 生 物 質 [リ ガ ン ド ]選 択 の 標 的 と し て 役 立 つ 、 微 生 物 の 生 存 に 必 須 の 特 定 の 輸
送 タ ン パ ク 質 ま た は 酵 素 ;
b) 抗 体 : 着 目 す る 抗 原 の エ ピ ト ー プ と 結 び つ く 抗 体 分 子 上 の リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 同 定 が
検 討 で き 、 抗 原 エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る 配 列 の 決 定 が 、 そ の 免 疫 原 が こ の よ う な 配 列 の 1以
上 に 基 づ く ワ ク チ ン の 開 発 、 あ る い は 自 己 免 疫 疾 患 な ど に 対 す る 治 療 処 置 に 有 用 な 関 連 の
診 断 剤 ま た は 化 合 物 の 開 発 に つ な が り 得 る ;
c) 核 酸 : タ ン パ ク 質 ま た は RNAな ど の リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 同 定 ;
d) 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド : 1以 上 の 反 応 体 の 1以 上 の 生 成 物 へ の 変 換 を 含 む 化 学 反 応 を 促 進 し
得 る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 高 分 子 ； こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 に 少 な く と も 1つ の 反
応 体 ま た は 反 応 中 間 体 に 特 異 的 な 結 合 部 位 お よ び そ の 結 合 部 位 に 近 接 し た 活 性 官 能 基 を 含
み 、 な お こ の 官 能 基 は 結 合 し た 反 応 体 を 化 学 的 に 修 飾 し 得 る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,215,8
99号 参 照 );
e) ホ ル モ ン レ セ プ タ ー : レ セ プ タ ー と 高 い 親 和 性 で 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定 は ホ ル モ ン
置 換 療 法 の 開 発 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な レ セ プ タ ー と 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定
は 血 圧 を 制 御 す る 薬 物 の 開 発 に つ な が り 得 る ;
f) 脳 の オ ピ エ ー ト レ セ プ タ ー と 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定 は モ ル ヒ ネ お よ び 関 連 薬 物 の 常
用 癖 の 低 い 代 替 物 の 開 発 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
本 明 細 書 に お い て サ ン プ ル と は 、 ア ナ ラ イ ト ア ッ セ イ が 望 ま れ る ア ナ ラ イ ト を 含 有 し 得 る
い ず れ の も の も さ す 。 サ ン プ ル は 体 液 ま た は 生 体 組 織 な ど の 生 体 サ ン プ ル で あ り う る 。 体
液 の 例 と し て は 尿 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 便 、 痰 、 脳 脊 髄 液 、 涙 、 粘 液 、 羊 水
な ど が 挙 げ ら れ る 。 生 体 組 織 と は 、 結 合 組 織 、 上 皮 組 織 、 筋 肉 組 織 お よ び 神 経 組 織 を は じ
め と す る 、 細 胞 の 、 通 常 は ヒ ト 、 動 物 、 植 物 、 細 菌 、 真 菌 ま た は ウ イ ル ス 構 造 の 構 造 素 材
の 1つ を な す そ れ ら の 細 胞 内 物 質 を 伴 う 特 定 種 の 集 合 体 で あ る 。 生 体 組 織 の 例 と し て は ま
た 、 臓 器 、 腫 瘍 、 リ ン パ 節 、 動 脈 お よ び 個 々 の 細 胞 も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
本 明 細 書 に お い て ミ ス マ ッ チ の パ ー セ ン テ ー ジ を 判 定 す る 際 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 以 下 の 通 り で あ る 。
1) 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー : 0.1× SSPE、 0.1% SDS、 65℃
2) 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー : 0.2× SSPE、 0.1% SDS、 50℃
3) 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー : 1.0× SSPE、 0.1% SDS、 50℃
【 ０ １ ４ １ 】
当 業 者 な ら ば 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド の た め に 洗 浄 工 程 を 選 択 す る こ と は 周 知 で あ り 、 SSPEの
成 分 も 分 か っ て い る (例 え ば 、 Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, in: Molecular Cl
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oning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), vol. 3, 
p. B.13、 ま た 汎 用 さ れ る 実 験 溶 液 を 記 載 し て い る 多 く の カ タ ロ グ も 参 照 )。 SSPEは pH7.4
リ ン 酸 緩 衝 0.18NaClで あ る 。 さ ら に 当 業 者 な ら ば ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ナ ト リ ウ ム イ オ
ン 濃 度 と 温 度 の 関 数 で あ る Tｍ (Tｍ =81.5℃ -16.6(log 1 0 [Na

+ ])+0.41(%G+C)-600/l)に よ っ
て 判 定 さ れ 、 従 っ て ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 に 重 要 な 洗 浄 工 程 に お け る 唯 一 の パ ラ メ ー タ ー
が SSPE(ま た は SSC)の ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 と 温 度 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
同 等 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 別 の バ ッ フ ァ ー 、 塩 お よ び 温 度 を 用 い て 達 成 で き る も の と 理
解 さ れ る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 例 と し て 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い る 方 法
と し て は 以 下 の 通 り で あ る ： (ま た 、 Shilo and Weinberg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
78:6789-6792 (1981)も 参 照 ): DNAを 含 む フ ィ ル タ ー を 40℃ で 6時 間 、 35%ホ ル ム ア ミ ド 、 5
X SSC、 50mMト リ ス -HCl(pH7.5)、 5mM EDTA、 0.1% PVP、 0.1% Ficoll、 1% BSA、 お よ び 500
μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNA(10X SSCは 1.5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.15Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 pH7に 調 整 し た も の で あ る )を 含 有 す る 溶 液 で 前 処 理 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 以 下 の 改 変 を 伴 う 同 溶 液 で 行 う ：  0.02% PVP、 0.02% Ficoll、
0.2% BSA、 100μ g/mlサ ケ 精 子 DNA、 10%(wt/vol)硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 5～ 20X 10 6 cpm
 3 2 P標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る 。 フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 中 で 40℃ に て 18
～ 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 2X SSC、 25mMト リ ス -HCl(pH7.4)、 5mM EDTA、 お よ び 0.1
% SDSを 含 有 す る 溶 液 中 で 55℃ に て 1.5時 間 洗 浄 す る 。 こ の 洗 浄 溶 液 を 新 鮮 な 溶 液 に 置 き 換
え 、 60℃ に て さ ら に 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ト ド ラ イ し 、 オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 露 光 す る 。 必 要 で あ れ ば 65～ 68℃ で フ ィ ル タ ー の 3回 目 の 洗 浄 を 行
い 、 フ ィ ル ム に 再 び 露 光 す る 。 使 用 で き る そ の 他 の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 当 業 者 に
公 知 で あ る (例 え ば 、 種 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い ら れ る も の な ど )。
【 ０ １ ４ ４ 】
限 定 さ れ る も の で は な い が 例 と し て 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 を 用 い る 方 法 と し て は 以
下 の 通 り で あ る : DNAを 含 む フ ィ ル タ ー を 55℃ で 6時 間 、 6X SSC、 5Xデ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5%
 SDSお よ び 100μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAを 含 有 す る 溶 液 中 で 前 処 理 す る 。 同 溶 液 で ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 5～ 20× 10 6 cpm 3 2 P標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る 。 フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 中 で 55℃ に て 18～ 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 1X SSCお よ び 0.
1% SDSを 含 有 す る 溶 液 中 で 60℃ に て 30分 間 2回 洗 浄 す る 。 フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ト ド ラ イ し
、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 露 光 す る 。 使 用 で き る そ の 他 の 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は
当 業 者 に 公 知 で あ る 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 2X SSC、 0.1% SDSを 含 有 す る 溶 液 中 で 37℃ に て
1時 間 行 う 。
【 ０ １ ４ ５ 】
限 定 さ れ る も の で は な い が 例 と し て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い る 方 法 は 以 下 の 通 り
で あ る : DNAを 含 む フ ィ ル タ ー の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 65℃ に て 8時 間 ～ 一 晩 、 6X
 SSC、 50mMト リ ス -HCl(pH7.5)、 1mM EDTA、 0.02% PVP、 0.02% Ficoll、 0.02% BSA、 お よ
び 500μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAか な ら る バ ッ フ ァ ー 中 で 行 う 。 フ ィ ル タ ー を 、 100μ g/ml変
性 サ ケ 精 子 DNAお よ び 5～ 20× 10 6 cpmの 3 2 P標 識 プ ロ ー ブ を 含 有 す る プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 混 合 物 中 で 65℃ に て 48時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 2X SSC、 0.
01% PVP、 0.01% Ficoll、 お よ び 0.01% BSAを 含 有 す る 溶 液 中 で 37℃ に て 1時 間 行 う 。 そ の
後 、 オ ー ト ラ ジ オ グ グ ラ フ ィ ー 前 に 0.1X SSC中 で 50℃ に て 45分 間 の 洗 浄 を 行 う 。 使 用 で き
る そ の 他 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 質 的 に 同 一 ま た は 相 同 ま た は 類 似 と は 関 連 の 技 術 分 野 の 業 者 が 理 解 し て い る よ う に 文 脈
に よ っ て 異 な り 、 通 常 に は 少 な く と も 60%ま た は 70%同 じ で あ る こ と を 意 味 し 、 好 ま し く は
少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 5%同 じ で あ る
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
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本 明 細 書 に お い て 産 物 に 対 し て 実 質 的 に 同 一 と は 、 着 目 す る 特 性 が そ の 産 物 の 代 わ り に 実
質 的 に 同 一 の 産 物 を 使 用 で き る に 十 分 違 い が な い と い う よ う な 十 分 な 類 似 性 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 実 質 的 に 純 粋 と は 、  こ の よ う な 純 度 を 評 価 す る た め に 当 業 者 が 用 い る
薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)
な ど の 標 準 的 な 分 析 方 法 に よ っ て 判 定 さ れ る よ う な 容 易 に 検 出 で き る 不 純 物 を 含 ま な い と
考 え ら れ る に 十 分 均 一 で あ る こ と 、 ま た は さ ら な る 精 製 が そ の 物 質 の 酵 素 お よ び 生 物 活 性
な ど の 物 理 ・ 化 学 的 特 性 を 検 出 で き る 範 囲 で は 変 化 さ せ な い と い っ た よ う に 十 分 純 粋 で あ
る こ と を 意 味 す る 。 実 質 的 に 化 学 的 に 純 粋 な 化 合 物 を 製 造 す る た め の 化 合 物 の 精 製 方 法 は
当 業 者 に 公 知 で あ る 。 し か し な が ら 、 実 質 的 に 化 学 的 に 純 粋 な 化 合 物 は 立 体 異 性 体 ま た は
異 性 体 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 場 合 、 さ ら な る 精 製 に よ り 化 合 物 の 特 異 的 活
性 が 増 強 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 標 的 細 胞 と は 、 in vivoで SPを 発 現 す る 細 胞 を さ す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 試 験 物 質 (ま た は 試 験 化 合 物 )と は 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る ア ッ セ イ な ど
の in vitro法 に よ っ て 判 定 さ れ る よ う な 、 SP、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は 活 性 に 関
し て 十 分 な そ の 一 部 を 含 む 一 本 鎖 型 に 作 用 す る 化 学 的 に 定 義 さ れ た 化 合 物 (例 え ば 、 有 機
分 子 、 無 機 分 子 、 有 機 /無 機 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
脂 質 、 多 糖 類 、 糖 類 、 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 な ど の よ う な こ れ ら の 分 子 の ハ イ ブ リ ッ ド )ま
た は 化 合 物 の 混 合 物 (例 え ば 、 試 験 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー 、 天 然 抽 出 物 ま た は 培 養 上 清 な ど
） を さ す 。
【 ０ １ ５ １ 】
本 明 細 書 に お い て 治 療 薬 、 治 療 計 画 、 放 射 線 保 護 剤 、 化 学 治 療 薬 と は 、 ワ ク チ ン を は じ め
当 業 者 に 公 知 の 従 来 の 薬 物 お よ び 薬 物 療 法 を 意 味 す る 。 放 射 線 治 療 薬 は 当 技 術 分 野 で 周 知
の も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 治 療 と は 、 症 状 、 疾 患 ま た は 疾 病 の 徴 候 を 改 善 す る あ る い は 有 益 な 方 向
に 変 え る い ず れ か の 方 法 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 の 組 成 物 の 医 薬 的 使 用 も 治 療 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 明 細 書 に お い て ベ ク タ ー (ま た は プ ラ ス ミ ド )と は 、 発 現 ま た は そ の 複 製 の い ず れ か の 目
的 で 異 種 核 酸 を 細 胞 へ 導 入 す る た め に 用 い る 個 々 の エ レ メ ン ト を さ す 。 こ れ ら の ベ ク タ ー
は 典 型 的 に は エ ピ ソ ー ム に 留 ま る が 、 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 の ゲ ノ ム 染 色 体 へ の 組 み 込 み
を 達 成 す る よ う 設 計 す る こ と も で き る 。 ま た 、 酵 母 人 工 染 色 体 お よ び 哺 乳 類 人 工 染 色 体 な
ど の 人 工 染 色 体 で あ る ベ ク タ ー も 考 え ら れ る 。 こ の よ う な ビ ヒ ク ル の 選 択 ま た は 使 用 は 当
業 者 に 周 知 の も の で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て は プ ロ モ ー タ ー 領 域 な ど こ の よ う な DNA断
片 の 発 現 を 達 成 し 得 る 調 節 配 列 と 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た DNAを 発 現 さ せ 得 る ベ ク タ
ー が 挙 げ ら れ る 。 よ っ て 発 現 ベ ク タ ー と は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 組 換 え ウ イ ル ス ま た
は そ の 他 の ベ ク タ ー な ど 、 適 当 な 宿 主 細 胞 へ 導 入 さ れ た 際 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 発
現 を も た ら す 組 換 え DNAま た は RNA構 築 物 を さ す 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー は 当 業 者 に 周 知 で あ
り 、 真 核 細 胞 お よ び ／ ま た は 原 核 細 胞 中 で 複 製 可 能 で あ る も の 、 お よ び エ ピ ソ ー ム に 留 ま
る も の 、 ま た は 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム へ 組 み 込 ま れ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
本 明 細 書 に お い て タ ン パ ク 質 結 合 配 列 と は 、 他 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 列 と 、 一 般
に は 一 連 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 列 と 、 あ る い は 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド
配 列 と 特 異 的 に 結 合 し 得 る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 列 を さ す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
本 明 細 書 に お い て エ ピ ト ー プ タ グ と は 、 エ ピ ト ー プ タ グ で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ペ
プ チ ド の そ の 後 の 生 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 分 析 を 助 け る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残
基 の 短 い ス ト レ ッ チ を さ す 。 エ ピ ト ー プ タ グ 標 識 は エ ピ ト ー プ タ グ の 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ

10

20

30

40

50

(33) JP 2004-535166 A 2004.11.25



ク タ ー の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 含 め る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 エ ピ ト ー プ タ グ タ ン パ
ク 質 は そ れ ら の タ グ に 対 し て 作 製 さ れ た 特 異 性 の 高 い 抗 体 を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 金 属 結 合 配 列 と は 、 金 属 イ オ ン 、 一 般 に は 一 連 の 金 属 イ オ ン ま た は 特 定
の 金 属 イ オ ン と 特 異 的 に 結 合 し 得 る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 列 を さ す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 組 合 せ と は 、 2種 以 上 の も の の い ず れ か の 会 合 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 組 成 物 と は 、 い ず れ か の 混 合 物 を さ す 。 そ れ は 溶 液 、 懸 濁 液 、 液 体 、 粉
末 、 ペ ー ス ト 、 水 性 、 非 水 性 ま た は そ の い ず れ の 組 合 せ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 流 体 と は 、 流 動 可 能 な い ず れ か の 組 成 物 を さ す 。 よ っ て 流 体 に は 、 半 固
体 、 ペ ー ス ト 、 溶 液 、 水 性 混 合 物 、 ゲ ル 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 お よ び そ の 他 こ の 種 の
組 成 物 の 形 態 に あ る 組 成 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 細 胞 抽 出 液 と は 、 溶 解 ま た は 破 砕 し た 細 胞 か ら な る 調 製 物 ま た は 画 分 を
さ す 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 明 細 書 に お い て 薬 剤 は 、 タ ン パ ク 質 単 独 で 会 合 し て い る か 、 あ る い は そ の 会 合 基 質 、 結
合 相 手 な ど を 伴 っ て 会 合 し て い る か に 関 連 す る 特 定 の 配 列 を 考 え ず に 無 作 為 に そ の 薬 剤 を
選 択 す る 場 合 に は 、 無 作 為 に 選 択 さ れ る と い う 。 無 作 為 に 選 択 さ れ る 薬 剤 の 例 と し て は 、
化 学 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ペ プ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 あ る い は 生 物 の 増 殖 液
ま た は コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 培 地 の 使 用 が あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 薬 剤 は 、 標 的 部 位 の 配 列 お よ び ／ ま た は 薬 剤 の 作 用 と 関 連 し た そ の コ ン
ホ メ ー シ ョ ン を 考 慮 に 入 れ た 非 無 作 為 性 に 基 づ い て そ の 薬 剤 を 選 択 す る 場 合 に は 、 合 理 的
に 選 択 ま た は 設 計 さ れ る 、 と い う 。 実 施 例 で 記 載 す る よ う に 、 配 列 番 号 3ま た は 配 列 番 号 4
を 有 す る タ ン パ ク 質 に お い て は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 結 合 部 位 お よ び (触 媒 )部 位 が 提 示 さ れ
て い る 。 薬 剤 は こ れ ら の 部 位 を 構 成 す る ペ プ チ ド 配 列 を 用 い て 合 理 的 に 選 択 ま た は 合 理 的
に 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 合 理 的 に 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 剤 と し て は 、 そ の ア ミ ノ
酸 配 列 が ATPま た は カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 部 位 も し く は ド メ イ ン と 同 一 で あ る ペ プ チ ド が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
限 定 す る も の で は な く 開 示 を 明 解 に す る た め 、 詳 細 な 説 明 を 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン に 分 け
る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
B. CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ミ ュ ー テ イ ン 、 誘 導 体 お よ び 類 似 体
SP
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (SP)は 哺 乳 類 ま た そ の 他 の 種 で 見 ら れ る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー で あ る
。 SPは 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な い く つ か の 一 般 的 構 造 特 徴 を 共 有 す る 。 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 分 解 ド メ イ ン は 保 存 さ れ た モ チ ー フ に 存 在 す る 触 媒 活 性 に 必 要 な 保 存 さ れ た His、 A
spお よ び Ser残 基 を 含 む 配 列 相 同 性 を 共 有 す る 。 こ れ ら の SPは チ モ ー ゲ ン と し て 合 成 さ れ
、 特 異 的 切 断 に よ っ て 二 本 鎖 型 へ と 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
SPフ ァ ミ リ ー は 治 療 的 介 入 の 標 的 と な り 得 、  腫 瘍 発 生 、 発 達 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 進 行
の 診 断 マ ー カ ー と し て も 役 立 ち 得 る 。 上 述 し た よ う に 、 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 腫 瘍
発 達 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 進 行 に 関 係 し て い る と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ ス に 関 与
す る 。 こ の よ う な 関 係 は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 崩 壊 お よ び 再 構 成 な ら び に 増 殖 お よ び プ ロ
血 管 形 成 因 子 の 活 性 化 に お け る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 と し て の そ れ ら の 作 用 に 基 づ く も の で
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あ る 。 さ ら に 、 同 じ 組 織 の 腫 瘍 細 胞 と 非 腫 瘍 細 胞 で は 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 化
、 も し く は 基 質 レ ベ ル ま た は 基 質 の 変 更 お よ び そ の レ ベ ル に 起 因 す る そ れ ら の 見 掛 け の 活
性 の レ ベ ル が 異 な る 。 従 っ て 、 そ れ ら の 活 性 お よ び ／ ま た は 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 と そ れ
ら を 接 触 さ せ る こ と な ど に よ る 、 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 な ど の そ れ ら の 活 性 お よ び シ グ ナ ル
伝 達 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 発 現 に お け る 役 割 を 変 化 さ せ る プ ロ ト コ ー ル お よ び 処 理 は 腫
瘍 発 達 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 進 行 に 影 響 を 与 え 得 る 。 ま た 、 い く つ か の 例 で は 、 活 性 化 お
よ び ／ ま た は 発 現 の レ ベ ル は 膵 臓 、 胃 、 子 宮 、 肺 、 大 腸 、 な ら び に 子 宮 頚 癌 な ど の 腫 瘍 、
ま た 乳 癌 、 前 立 腺 癌 ま た は 白 血 病 に 変 化 を も た ら し 得 る 。 こ の よ う に SPは 腫 瘍 の 診 断 マ ー
カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
そ の 他 の 例 で は 、 SPタ ン パ ク 質 は そ の 補 因 子 ま た は 基 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 変 化 さ せ る こ
と で 活 性 の 変 化 を 示 し 得 る 。 血 清 、 血 液 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 お よ び 間 質 液 、 尿 、 汗 お
よ び そ の 他 の こ の 種 の 体 液 お よ び 分 泌 液 な ど 、 体 液 に お け る SP、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ
ン の 検 出 は 診 断 用 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。 特 に 、 新 生 物 形 成 疾 患 を 持 た な い こ と
が 分 か っ て い る 被 験 体 に 比 べ 、 あ る い は 同 じ 被 験 体 か ら の 初 期 の サ ン プ ル と 比 べ て 被 験 体
中 に 高 レ ベ ル の こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る こ と が 、 そ の 被 験 体 の 新 生 物 形 成 疾
患 の 指 標 と な り 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
CVSP14と 呼 ば れ る フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ
る CVSP14が あ る 種 の 腫 瘍 で 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 化 さ れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ
と が 示 さ れ 、 従 っ て そ れ ら の 活 性 化 ま た は 発 現 が 腫 瘍 の 発 達 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 進 行 の
診 断 マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る こ と が 示 さ れ る 。 こ の CVSP14は ま た 薬 物 標 的 と し て の 使 用
の た め に も 提 供 さ れ 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る も の を は じ め 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 用
い ら れ る 。 本 明 細 書 で は 、 一 本 鎖 タ ン パ ク 質 分 解 ド メ イ ン が in vitroで 機 能 す る こ と か ら
、 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る in vitroア ッ セ イ で 有 用 で
あ る こ と が 示 さ れ る 。 さ ら に 二 本 鎖 型 ま た は 全 長 ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 除 か れ た そ の
末 端 切 断 型 も こ の よ う な ア ッ セ イ で 使 用 で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド は 腫 瘍 を 持 た な い 被 験 体 の 体 液 に お け る レ ベ ル
と は 異 な る レ ベ ル で 体 液 中 で 検 出 可 能 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 腫
瘍 に 存 在 す る が 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 基 質 ま た は 補 因 子 が 同 種 の 組 織 の 非 腫 瘍 細 胞 に お け
る 発 現 レ ベ ル と は 異 な る レ ベ ル で 発 現 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
CVSP14
実 質 的 に 精 製 し た CVSP14チ モ ー ゲ ン 、 活 性 化 二 本 鎖 型 、 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ
び 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 提 供 さ れ る 。 そ の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 全 長 CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド は 配 列 番 号 12お よ び 13で 示 さ れ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 発 現 時 ま た は 発 現 前 に 切 断 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
ま た 、 CVSP14と 少 な く と も 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 約 95%の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 提 供 さ れ る (な お 、 同 一 性 %は 標 準 的 な ア ル ゴ リ
ズ ム と 、 同 一 性 %を 最 大 に す る ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 用 い て 求 め ら れ る )。 ヒ ト CVSP14ポ
リ ペ プ チ ド は 例 示 で あ っ て 、 そ の 他 の 哺 乳 類 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も 考 え ら れ る 。 本 明 細 書
で は CVSP14の ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 特 に タ ン パ ク 質 分 解 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 伴 う も
の も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
そ の 他 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性
部 分 を 含 む が 、 配 列 番 号 13で 示 さ れ る 全 ア ミ ノ 酸 配 列 は 含 ま な い 、  実 質 的 に 精 製 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 中 に は 配 列 番 号 6と 少 な く と も 60%、 70%、 80%、 90%
、 95%ま た は 100%同 一 の 配 列 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。
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【 ０ １ ７ ２ 】
配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
と 、 あ る い は 配 列 番 号 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ と 少 な く と も 約 60%
、 70%、 80%、 90%ま た は 約 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド 、 お よ び 触 媒 活 性 ド メ イ ン お よ び 部 分 を 含 む そ の 機 能 的 ド メ イ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
配 列 番 号 6に 関 し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 切 断 部 位 は R 5 5 と I 5 6 の 間 で あ り 、 相 同 性 に 基 づ
く 触 媒 ト リ ア ッ ド は H 9 6 、 D 1 4 6 、 S 2 4 4 で あ り 、 N 1 0 8 VTに 可 能 性 の あ る N-グ リ コ シ ル 化 部 位
が あ り 、 Cys対 合 は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と そ の ポ リ ペ プ チ ド の 残 り の 部 分 を 連 結 し て い
る C 3 7 -C 1 6 6 、 ま た 、 C 1 8 0 -C 2 5 0 、 C 2 1 1 -C 2 2 9 お よ び C 2 4 0 -C 2 6 9 の 間 で あ る と 推 定 さ れ る 。 従
っ て こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に お い て は C 1 6 6 は フ リ ー な Cysで あ り 、 こ れ は ま た 二 本 鎖
分 子 と し て も 提 供 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 本 明 細 書 で は 、 一 本 鎖 型 に タ ン パ ク 質
分 解 活 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
ま た 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 ま た は 特 異 性 と プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 が 失 わ れ ず 、 か つ 、 少 な く と も 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た
は 保 持 さ れ て い る か 、 あ る い は 実 質 的 に 変 化 が な い よ う な ア ミ ノ 酸 変 位 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド が 含 ま れ る 。 特 に セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン を 含 み 、 さ ら に そ の 他 の ド メ イ ン
を 含 み 得 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た 哺 乳 類 SPタ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 CVSP14は ホ モ 二 量 体 を
形 成 す る こ と が で き 、 ま た 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の 他 の い く つ か の タ ン パ ク 質 と ヘ テ ロ
二 量 体 を 形 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
機 能 的 に 活 性 の あ る CVSP14の ド メ イ ン 、 断 片 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 、 免 疫 原 性 お よ び 抗 原 性 な ど 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 1以 上 の 機 能 的 活 性 を
示 し 得 る も の が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 20、 25、
30、 40、 50、 お よ び 典 型 的 に は 10～ 15個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 抗 原 エ ピ ト ー プ が 提 供 さ れ る 。
こ れ ら の 抗 原 エ ピ ト ー プ は 例 え ば 抗 体 作 製 の た め に 使 用 さ れ る 。 各 エ ピ ト ー プ ま た は そ れ
ら の 組 合 せ 、 お よ び 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 型 に 特 異 的 な 抗 体 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン お よ び 誘 導 体
全 長 CVSP14、 チ モ ー ゲ ン お よ び そ の 活 性 型 、 な ら び に CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 そ の
一 部 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン お よ び 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。 誘 導
体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト な ど の 齧 歯 類 ； ニ ワ ト リ な
ど の 鳥 類 ;ヤ ギ 、 ウ シ 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ な ど の 反 芻 動 物 ;ブ タ な ど の ヒ ツ ジ (ovine such as p
igs);お よ び ヒ ト を は じ め と す る 動 物 の CVSP14に 基 づ く も の が あ る 。 例 え ば CVSP14誘 導 体
は 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 に よ っ て そ れ ら の 配 列 を 変 更 す る こ と で 作 出 す る こ と が で き る 。
CVSP14誘 導 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 配 列 内 の 残 基 が 機 能 的 に 同 等 な ア ミ
ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ て サ イ レ ン ト 変 異 と な っ て い る 変 異 配 列 を 含 む CVSP14の 全 ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 主 要 な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、
配 列 内 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 機 能 的 同 等 物 と し て 働 く 類 似 極 性 の 別 の ア ミ ノ 酸 で 置
換 し て サ イ レ ン ト 変 異 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 配 列 内 の 1つ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は そ の
ア ミ ノ 酸 が 属 す る ク ラ ス の 他 の メ ン バ ー か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 非 極 性 （ 疎 水
性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び メ チ オ ニ ン が 挙 げ ら れ る 。 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、
グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン
が 挙 げ ら れ る 。 正 電 荷 (塩 基 性 )ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン
が 挙 げ ら れ る 。 負 電 荷 (酸 性 )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
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げ ら れ る (例 え ば 、 表 １ 参 照 )。 そ の ア ミ ノ 酸 の 約 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 8
0%、 85%、 90%ま た は 95%ま で が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る CVSP14、 ま た は プ ロ テ ア ー
ゼ ド メ イ ン な ど の そ の ド メ イ ン の ミ ュ ー テ イ ン も 提 供 さ れ る 。 一 般 に こ の よ う な ミ ュ ー テ
イ ン は 非 変 異 型 タ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 少 な く と も 約 10%、 20%、 30%、 40%、 50%
、 60%、 70%、 80%ま た は 90%を 保 持 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
1以 上 の Cys残 基 、 特 に 活 性 化 二 本 鎖 型 で は 対 合 し て い る が 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 単 独 で
は 対 合 し て い な い 残 基 (す な わ ち 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 26番 残 基 の Cys(配 列 番 号 5お よ
び 6参 照 ))が い ず れ か の ア ミ ノ 酸 、 必 ず し も そ う で な く と も よ い が 典 型 的 に は Serな ど の 保
存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ て い る ミ ュ ー テ イ ン が 考 え ら れ る 。 CVSP14の ミ ュ ー テ イ ン 、
特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の Cysな ど の Cys残 基 が 活 性 を 消 失 し な い 別 の ア ミ ノ 酸 で
置 換 さ れ て い る も の が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ て い る こ の タ ン パ ク 質 の ミ ュ ー テ イ ン も 提 供 さ れ る 。
ミ ュ ー テ イ ン と し て は Cys残 基 が 必 ず し も そ う で な く と も よ い が 典 型 的 に は セ リ ン な ど の
保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で は こ の よ う な ミ ュ ー
テ イ ン も 提 供 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 10%、 20%、 30%、 35%、 40%、 45%、 50%ま た は そ れ 以
上 が 置 換 さ れ て い る が 、 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 同 じ 基 質 に 対 す る 非 改 変 型 と し て の 触 媒 活
性 の 少 な く と も 約 10%、 20%、 30%、 35%、 40%、 45%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%を
保 持 す る ミ ュ ー テ イ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 一 本 鎖 型 の SPと し て 含 む 単 離 さ れ た 実 質
的 に 純 粋 な プ ロ テ ア ー ゼ が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は よ り 長 い タ ン パ
ク 質 に 含 ま れ て い て も よ く 、 こ の よ う な 長 い タ ン パ ク 質 は 所 望 に よ り CVSP14チ モ ー ゲ ン で
あ っ て も よ い 。 本 発 明 で は 一 本 鎖 と し て CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 単 離 さ れ た
実 質 的 に 純 粋 な 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVSP14は 腫 瘍 細
胞 に よ っ て 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 内 で 典 型 的 に は 同 種 の 非 腫 瘍 細 胞 に よ っ て そ れ が 発 現 さ れ る
レ ベ ル と は 異 な る レ ベ ル で 発 現 ま た は 活 性 化 さ れ る 。 よ っ て 、 例 え ば 本 明 細 書 で 卵 巣 癌 ま
た は 前 立 腺 癌 に 関 し て 着 目 す る と 、 SPが 前 立 腺 ま た は 卵 巣 の 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る
と す れ ば 、 発 現 、 活 性 化 ま た は 活 性 の 程 度 は 非 腫 瘍 細 胞 に お け る も の と は 異 な る 。 CVSP14
は 肺 、 大 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 子 宮 、 卵 巣 お よ び そ の 他 の 腫 瘍 細 胞 で 発 現 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
SPプ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は CVSP14の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 。 い ず れ か の SP、
特 に CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン で あ る SPの 部 分 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は タ
ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 酸 の そ の 他 の 非 SP配 列 も 含 ん で も よ い が
、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る も の な ど 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は こ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 を 評 価 す る い ず れ か の in vitroア ッ セ イ で 触 媒 活 性 を 示 す に 十 分 な そ の 一 部 を 含 む 。
ま た 、 二 本 鎖 活 性 型 の 全 長 プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び 二 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン も 提 供
さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た SPプ ロ テ ア ー ゼ は 、 少 な く と も 中 、 一 般 に は 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン コ ー ド 核 酸 が そ の 全 長 に わ た っ て 、 あ る
い は 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 条 件 下
で 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を
含 む 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 そ の 他 の 実 施 形 態 で
は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た SPプ ロ テ ア ー ゼ は 配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の
触 媒 活 性 部 分 を 実 質 的 に 含 む 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
特 に 例 と し て の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 少 な く と も 、 配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (
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配 列 番 号 5の ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る )の 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る ア ッ セ イ
に お い て プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す に 十 分 な 部 分 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ４ 】
シ グ ナ ル ペ プ チ ド (配 列 番 号 13の ア ミ ノ 酸 1～ 25)も 提 供 さ れ る 。 さ ら に シ グ ナ ル ペ プ チ ド
が 除 去 さ れ た 成 熟 CVSP15ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
以 下 に 記 載 す る よ う に 、 本 明 細 書 で は シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る プ ロ ポ リ ペ プ チ ド 、 成 熟 ポ リ
ペ プ チ ド お よ び そ の 触 媒 活 性 部 分 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び そ の 触 媒 活 性 部 分 、 こ れ
ら タ ン パ ク 質 い ず れ も の 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 型 を は じ め と す る あ ら ゆ る 形 態 の CVSP14が 提
供 さ れ 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 、 ま た 、 そ れ に 特 異 的 な 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 で
き る 。 腫 瘍 細 胞 お よ び 体 液 に お け る こ の タ ン パ ク 質 の 発 現 、 定 量 お よ び ／ ま た は 活 性 化 は
疾 病 ま た は そ れ が 存 在 し な い こ と の 診 断 指 標 と な り 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー お よ び プ ラ ス ミ ド 、 細 胞 お よ び CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
核 酸 分 子
ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 の 縮 重 に よ り 、 CVSP14遺 伝 子 と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 他 の 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら に は 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 そ
の 配 列 内 に そ の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 異 な る コ ド ン の 置 換 に よ っ て 改 変 さ れ 、 従 っ て
サ イ レ ン ト 変 異 を 生 じ る CVSP14遺 伝 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
ま た 、 CVSP14を コ ー ド す る 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 中
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 お よ び ／ ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は CVSP14の 全 長 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 他 の ド メ イ ン
あ る い は そ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 提 供 さ れ
る 。 通 常 、 こ れ ら の 分 子 は こ の よ う な 条 件 下 で 少 な く と も 1つ の ド メ イ ン に 関 し て そ れ ら
の 全 長 に わ た っ て (ま た は 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%も し く は 90%に わ た っ て )ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン な ど 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ の ド メ イ ン を
コ ー ド す る 。 特 に こ の よ う な 核 酸 分 子 と し て は 、 少 な く と も 1つ の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン を コ ー ド し 、 (1)プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 触 媒 活 性 の あ る も の な ど そ の 機 能 的 活 性 ド メ
イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 か つ 、 (2)以 下 ：
(a)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ ま た は そ の ド メ イ
ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)こ の よ う な 部 分 ま た は 全 長 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド し 、 か つ 、 通 常 、 こ の よ う な タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に 相 補 的 な 核 酸 と 中 ま
た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(c)こ の よ う な 部 分 も し く は 全 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ま た は そ の ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
(d)こ の よ う な サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し 、 か つ 、 mRNA転 写 物 に 相 補 的 な DNAと 高 ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(e)(a)～ (d)の い ず れ か の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(f)(a)～ (e)の い ず れ か の 全 長 ま た は 一 部 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 中 か ら 選 択 さ れ る 、
い ず れ か の 単 離 さ れ た 核 酸 断 片 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ８ 】
単 離 さ れ た 核 酸 断 片 と は 、 ゲ ノ ム DNAま た は cDNAを 含 む DNA、 ま た は RNAで あ り 、 あ る い は
タ ン パ ク 質 核 酸 な ど の そ の 他 の 成 分 も 含 み 得 る 。 単 離 さ れ た 核 酸 は 異 種 ま た は 天 然 プ ロ モ
ー タ ー 、 お よ び そ の 他 の 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 配 列 な ど の 付 加 的 な 成 分 を 含 ん で も よ く 、 こ
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れ ら の 遺 伝 子 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 そ の 他 の 指 標 遺 伝 子 、 す な わ ち 指 標 を コ ー ド す る 遺 伝
子 な ど 、 そ の 他 の 遺 伝 子 と 連 結 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVS14は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド
す る 配 列 を 含 み 、 か つ 、 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 と 、 典 型
的 に は 中 、 通 常 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 通 常 は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 全 長 に
わ た っ て 、 ま た は 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 本 明 細 書 で は ま た ス プ ラ イ ス 変 異 体 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14と 呼 ば れ る CVSPを コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 特 に こ の 核
酸 は  配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 触 媒 活 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
そ の 一 部 を 含 む 。 ま た 、 配 列 番 号 5ま た は そ の 縮 重 物 と 少 な く と も 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
、 通 常 に は 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 よ り 典 型 的 に は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 断 片 は 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (ま た は
そ の 縮 重 物 )を 含 む 核 酸 分 子 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 あ る 実
施 形 態 で は 配 列 番 号 5お よ び 6で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 全 長 CVSP14は 配 列 番 号
13で 示 さ れ 、 配 列 番 号 12ま た は そ の 縮 重 物 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
ま た 、 in vitroタ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ イ に お い て タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 有 す る 一 本 鎖 SPプ
ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド し 、 か つ 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 少 な く
と も 60%、 70%、 80%、 85%、 90%ま た は 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 あ る い は プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 と 、 特 に 中 、 通 常 に は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 全 長 に わ
た っ て 、 ま た は 全 長 の 少 な く と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 分 子 も 考 え ら れ る 。 上 記 の よ う に 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 一 本 鎖 と し て の プ ロ テ
ア ー ゼ を 含 む 。
【 ０ １ ９ ３ 】
こ の 単 離 核 酸 は CVSP14を コ ー ド す る 配 列 の 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 、 25ヌ ク レ オ チ ド 、
50ヌ ク レ オ チ ド 、 100ヌ ク レ オ チ ド 、 150ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 200ヌ ク レ オ チ ド あ る い は
そ れ 以 上 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 全 長 SPコ ー ド 配 列 を 含 み 得 る 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 こ の 核 酸 は 35、 200ま た は 500ヌ ク レ オ チ ド 長 よ り 短 い 。 CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 分
子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ま た は 相 補 的 な 核 酸 と し て は 一 本 鎖 で あ っ て も 二 本 鎖 で あ っ て
も よ い 。 例 え ば 、 CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 、 特 に そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 少 な く と も
10、 25、 50、 100ま た は 200ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 全 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な 配 列 (特 に そ の
逆 位 成 分 で あ る )を 含 む 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 CVSP14と し て は 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ド
メ イ ン も し く は 活 性 断 片 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
各 核 酸 分 子 に つ い て 核 酸 は DNAで あ っ て も RNAで あ っ て も PNAま た は そ の 他 の 核 酸 類 似 体 で
あ っ て も よ く 、 あ る い は 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 含 ん で も よ い 。 SPを コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び dsRNA
ま た 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 で き 、 配 列 番 号 5で 示 さ れ る 少 な く と も 約 10
、 14、 16ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常 は 1000未 満 、 ま た は 100以 下 (ま た は そ の 相 補 物 )を 含 む か 、
あ る い は 少 な く と も 約 30ヌ ク レ オ チ ド (ま た は そ の 相 補 物 )を 含 む か 、 あ る い は こ の よ う な
い ず れ か の 断 片 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 全 長 に わ た っ て 、 ま た は 全 長 の 少 な く
と も 約 70%、 80%ま た は 90%に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む そ の
断 片 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 断 片 の 長 さ は そ れ ら を 用 い る 目 的
お よ び ／ ま た は 着 目 す る ゲ ノ ム の 複 雑 性 に よ る 。 一 般 に プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 約 50
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0、 150、 100未 満 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ９ ６ 】
こ れ ら 核 酸 分 子 に 由 来 す る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー も 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ
お よ び プ ラ イ マ ー は CVSP14の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 な 少 な く と も 8、 14、 16、 30、 1
00以 上 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 所 望 に よ り
放 射 性 標 識 ま た は 蛍 光 タ グ な ど の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し て も よ く 、 あ る い は 質 量 分 析 ま
た は そ の 他 の 手 段 で 検 出 で き る だ け の 異 な る 質 量 を 有 し て い れ ば よ い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
ま た 、 CVSP14を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 一 部 に 相 補 的 な 分 子 の 配 列 を 含 む
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 さ れ る 。 RNAiな ど の 二 本 鎖 RNA(dsRNA)も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー お よ び 細 胞
こ れ ら の 核 酸 分 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド お よ び ベ ク タ ー も 提 供 さ れ る 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク
質 を 発 現 す る 細 胞 を は じ め 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 細 胞 は 細 菌 細 胞
、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 動 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 で
は 、 SPま た は そ の 一 本 鎖 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 、 例 え ば コ ー ド さ れ る SPが 細 胞 に よ
っ て 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ
っ て 産 生 さ せ る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 な お 、 CVSP14に 関 し て は 全 長 チ モ ー ゲ ン お よ び 活 性 化
タ ン パ ク 質 お よ び 活 性 化 (二 本 鎖 )プ ロ テ ア ー ゼ お よ び 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 提 供
さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
以 下 に 述 べ る よ う に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 触 媒 活 性 部 分 は 天 然 シ グ ナ ル 配 列 ま
た は 異 種 シ グ ナ ル を 用 い て 分 泌 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 あ る い は 例 と
し て 挙 げ ら れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 は 細 胞 質 中 の 封 入 体 と し て 発 現 さ せ 、 そ れ か ら 単
離 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 再 折 り た た み す べ く 処 理 す る こ と が で き る (
例 え ば 実 施 例 1参 照 )。 本 明 細 書 で は 、 活 性 型 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 封 入 体 で 発 現 さ せ
、 そ れ か ら 単 離 し 、 変 性 後 に 再 折 り た た み す る こ と で 産 生 可 能 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
C. 腫 瘍 特 異 性 お よ び 組 織 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
SPは 各 々 特 徴 的 な 組 織 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 有 し 、 特 に SPは も っ ぱ ら 腫 瘍 で 発 現 ま た は 活 性
化 さ れ る と い う わ け で は な い が 、 特 徴 的 な 腫 瘍 組 織 発 現 ま た は 活 性 化 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す
。 SPは そ の 基 質 ま た は 補 因 子 も し く は SPの 見 掛 け の 機 能 的 活 性 を 変 化 さ せ る そ の 他 の 因 子
に 違 い が あ る た め に 腫 瘍 細 胞 で は 非 腫 瘍 細 胞 と は 異 な る 活 性 を 有 す る 場 合 が あ る 。 従 っ て
、 新 生 物 形 成 疾 患 を 持 た な い 被 験 体 に 比 較 し た 新 生 物 形 成 疾 患 を 有 す る 被 験 体 (す な わ ち
哺 乳 類 、 特 に ヒ ト )に お け る 活 性 お よ び ／ ま た は 発 現 の レ ベ ル 、 あ る い は 機 能 に よ っ て 、
各 々 特 定 の 腫 瘍 の 診 断 マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。 さ ら に 、 特 定 の 組 織 で の 活 性 (お よ び
／ ま た は 発 現 )の 検 出 は 新 生 物 形 成 疾 患 の 指 標 と な り 得 る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
体 液 中 の 循 環 SPは 新 生 物 形 成 疾 患 の 指 標 と な り 得 る 。 分 泌 CVSP14ま た は 活 性 化 CVSP14も 新
生 物 形 成 疾 患 の 指 標 と な る 。 ま た 、 各 々 の 活 性 お よ び ／ ま た は 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に よ り 、
そ れ ら は そ の 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 投 与 ま た は SPの 1つ に よ っ て 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る
プ ロ ド ラ ッ グ の 投 与 に よ る な ど 、 治 療 標 的 と し て も 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
組 織 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
CVSP14
CVSP14は ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 す る 。 CVSP14転 写 物 は 正
常 な 腎 サ ン プ ル で も 検 出 さ れ た が 、 対 応 す る 腎 腫 瘍 サ ン プ ル で は 全 て CVSP14シ グ ナ ル は 消
失 し て い た 。 3組 の 前 立 腺 の 正 常 ／ 腫 瘍 cDNAサ ン プ ル で は 全 て 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た
。 正 常 な 乳 房 の 9サ ン プ ル 中 3サ ン プ ル で も 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。 ま た 、 7つ の 子 宮
腫 瘍 の う ち 1つ で も 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た が 、 そ れ ら の 対 応 す る 正 常 組 織 で は 検 出 さ
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れ な か っ た 。 正 常 な 肺 組 織 で は 3サ ン プ ル 中 2サ ン プ ル で も 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た が 、
そ れ ら に 対 応 す る す る 腫 瘍 サ ン プ ル で は 検 出 さ れ な か っ た 。 HeLa細 胞 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ
腫 Daudi細 胞 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 K562、 前 骨 髄 細 胞 性 白 血 病 HL-60細 胞 、 ミ エ ロ ー マ G361細
胞 、 肺 癌 A549細 胞 、 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 MOLT-4お よ び 結 腸 直 腸 腺 癌 SW480細 胞 を は じ め と
す る 種 々 の 腫 瘍 細 胞 株 か ら の cDNAサ ン プ ル で は 極 め て 弱 い シ グ ナ ル が 認 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
従 っ て 前 立 腺 癌 な ど 特 定 の 細 胞 で は 発 現 が 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 働 き 得 る が 、 腎 臓 な ど 他 の
組 織 で は 発 現 ま た は 活 性 化 が 見 ら れ な い こ と が 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 働 く 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
D.　 SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 同 定 お よ び 単 離
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を は じ め と す る SPポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ド メ イ ン は タ ン パ ク 質 精 製
お よ び 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現 に 関 す る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る
。 目 的 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 の 同 定 に は 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 方 法 を 用 い て も よ い
。 SPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 全 長 (す な わ ち 全 コ ー ド 領 域 を 包 含 す る )cDNAま た は ゲ ノ ム DN
Aク ロ ー ン を 得 る に は 当 技 術 分 野 で 利 用 で き る い ず れ の 方 法 を 用 い て も よ い 。 特 に 、 ゲ ノ
ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー に お い て 、 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 細 胞 ま た は 組 織 に お
い て 発 現 が 異 な る 、 ま た は 異 な る レ ベ ル で 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が 確
認 さ れ る 配 列 、 例 え ば CVSP14ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 5、 6、 12お よ び 13)を コ ー ド す る 核 酸
を 増 幅 す る に は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 用 い る こ と が で き る 。 適 当 な 起 源 (例 え ば 腫
瘍 ま た は 癌 組 織 )に 由 来 す る 核 酸 サ ン プ ル （ RNAま た は DNA） 、 典 型 的 に は cDNAラ イ ブ ラ リ
ー か ら 配 列 を PCR増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー と し て 、 同 定 さ れ た 配 列 の 3'お よ び 5'末 端 の
配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
PCRは 例 え ば Perkin-Elmer Cetusサ ー マ ル サ イ ク ラ ー と Taqポ リ メ ラ ー ゼ (Gene Amp(商 標 ))
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 増 幅 さ れ る DNAと し て は 、 真 核 生 物 由 来 の mRNAま た は cDNAま
た は ゲ ノ ム DNAの い ず れ も が 含 ま れ る 。 PCR反 応 に 用 い る 場 合 、 い く つ か の 異 な る 縮 重 プ ラ
イ マ ー を 合 成 す る こ と も 選 択 で き る 。 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 単 離 さ れ る 核 酸 ホ モ ロ グ
と の 間 の よ り 高 い 、 ま た は よ り 低 い 程 度 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 類 似 性 を 考 慮 す る こ と で 核 酸
ホ モ ロ グ を 増 幅 す る た め (例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る SPタ ン パ ク 質 配 列 を 得 る た め
、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と の 相 同 性 を 有 す る ヒ ト 配 列 を 得 る た め )に は PCR反 応 の 誘 導
に 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 変 え る こ と も で き る 。 種 間
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 低 ま た は 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い る 。 同 種 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 一 般 に 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い る 。 同 定 さ れ た
SPタ ン パ ク 質 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 核 酸 、 ま た は SPタ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ の 全 て ま た
は 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 が 首 尾 よ く 増 幅 さ れ れ ば 、 そ の セ グ メ ン ト を 分 子 ク ロ ー ニ ン グ し
て 配 列 決 定 し 、 そ れ を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 完 全 な cDNAま た は ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る
こ と が で き る 。 次 に は 、 こ の 遺 伝 子 の 完 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 、 そ の 発 現 の 分 析 、 お
よ び 機 能 分 析 の た め の そ の タ ン パ ク 質 産 物 の 生 産 が 可 能 と な る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 決 定
さ れ れ ば 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 決 定 の た め の 当 技 術 分 野 で 周 知 の い ず れ か の
方 法 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 配 列 解 析 の た め の 公 開 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て SPタ
ン パ ク 質 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 決 定 す る
こ と が で き る 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 定 義 さ れ れ ば 、 そ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る の が 通 例 で あ る 。
こ の よ う に し て 完 全 な SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ら び に SPタ ン パ ク 質 お よ
び 類 似 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
い ず れ の 真 核 細 胞 で あ っ て も SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ の 核 酸 ソ ー ス と し て
利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 核 酸 は 脊 椎 動 物 、 哺 乳 類 、 ヒ ト 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ネ コ 、
鳥 類 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 な ら び に そ の 他 の 霊 長 類 ソ ー ス 、 昆 虫 、 植 物 な ど か ら 単 離 で き る 。 DN
Aは ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA(例 え ば DNA「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 )か ら 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的
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な 方 法 に よ り 、 化 学 合 成 に よ り 、 cDNAク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 ま た は 所 望 の 細 胞 か ら 精 製 し
た ゲ ノ ム DNAも し く は そ の 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 得 る こ と が で き る (例 え ば 、 Sambrook
 et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Glover, D.M. (ed.), 1985, DNA 
Cloning: A Practical Approach, MRL Press, Ltd., Oxford, U.K. Vol. I, II参 照 )。 ゲ
ノ ム DNAに 由 来 す る ク ロ ー ン は コ ー ド 領 域 の 他 、 調 節 DNA領 域 お よ び イ ン ト ロ ン DNA領 域 を
含 み 得 る が 、 cDNA由 来 の ク ロ ー ン は エ キ ソ ン 配 列 し か 含 ま な い 。 遺 伝 子 は そ の ソ ー ス に 関
わ ら ず そ の 遺 伝 子 の 複 製 に 好 適 な ベ ク タ ー 中 へ 分 子 ク ロ ー ニ ン グ し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
ゲ ノ ム DNA由 来 の 遺 伝 子 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ で は 、 そ の あ る 部 分 が 目 的 の 遺 伝 子 を コ ー ド
す る DNA断 片 を 作 製 す る 。 こ の DNAは 種 々 の 制 限 酵 素 を 用 い て 特 定 の 部 分 で 切 断 す る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 マ ン ガ ン の 存 在 下 で DNAア ー ゼ を 用 い て DNAを 断 片 化 し て も よ い し 、 例
え ば 音 波 処 理 に よ り DNAを 物 理 的 に 剪 断 し て も よ い 。 こ の 線 状 DNA断 片 は 次 に 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 ア ガ ロ ー ス お よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を は じ め と す る 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 大 き さ に 従 っ て 分 離 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ０ ８ 】
DNA断 片 が 作 製 で き れ ば 、 い く つ か の 方 法 で 目 的 遺 伝 子 を 含 む 特 定 の DNA断 片 の 同 定 を 行 う
こ と が で き る 。 例 え ば SPタ ン パ ク 質 (い ず れ の 種 の も の で あ っ て も よ い )遺 伝 子 (例 え ば 上
記 の よ う に し て 得 ら れ た PCR増 幅 産 物 ま た は 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 配 列 を 有 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )ま た は そ の 特 定 の RNAの 一 部 、 ま た は そ の 断 片 を 精 製 お よ び 標 識 し 、
作 製 し た DNA断 片 を 、 標 識 プ ロ ー ブ と の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る (Benton and Davis, Science 196:180 (1977); Grunstein and Hog
ness, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 72:3961 (1975))。 プ ロ ー ブ と 実 質 的 相 同 性 を 有
す る DNA断 片 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ま た 、 制 限 酵 素 消 化 し て 、 利 用 で き る な ら ば 既 知 の
制 限 地 図 に 従 っ て 予 測 さ れ た も の と 断 片 サ イ ズ を 比 較 す る こ と に よ り 、 あ る い は DNA配 列
解 析 を 行 い 、 既 知 の SPタ ン パ ク 質 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 適 当 な 断 片 を 同
定 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 の 特 性 を も と に さ ら な る 選 択 を 行 う こ と も で き る 。 あ る い は
、 そ の 発 現 産 物 の 物 理 的 、 化 学 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 に 基 づ く ア ッ セ イ に よ り 、 そ の 遺 伝
子 の 存 在 を 検 出 す る こ と も で き る 。 例 え ば cDNAク ロ ー ン ま た は 適 切 な mRNAを ハ イ ブ リ ッ ド
選 択 す る DNAク ロ ー ン と し て は 、 例 え ば 類 似 ま た は 同 じ 電 気 泳 動 で の 移 動 、 等 電 点 電 気 泳
動 挙 動 、 タ ン パ ク 質 分 解 消 化 地 図 、 抗 原 特 性 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 を 生 じ る も の を 選 択 す る こ と が で き る 。 抗 SPタ ン パ ク 質 抗 体 が 利 用 で き る 場 合 に は ELIS
A(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ )型 の 手 法 に お い て 標 識 し た 抗 体 と SPタ ン パ ク 質 を 合 成 す る
と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン を 結 合 さ せ る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ゲ ノ ム DNAを 単 離 す る 別 法 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 既
知 の 配 列 か ら 遺 伝 子 配 列 を 化 学 合 成 す る こ と 、 ま た は cDNAか ら SPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
mRNAを 作 製 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 の cDNAク ロ ー ニ ン グ の た
め の RNAを そ の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 次 に 、 同 定 お よ び
単 離 さ れ た 核 酸 を 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ 挿 入 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 公
知 の 多 数 の ベ ク タ ー -宿 主 系 を 使 用 で き る 。 可 能 性 の あ る ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 プ ラ ス ミ ド ま た は 改 変 ウ イ ル ス が あ る が 、 こ の ベ ク タ ー 系 は 用 い る 宿 主
細 胞 に 適 合 す る も の で な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 λ 誘 導 体 な ど の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ま た は pBR322も し く は pUCプ ラ ス ミ ド
誘 導 体 な ど の プ ラ ス ミ ド ま た は Bluescriptベ ク タ ー (Stratagene, La Jolla, CA)が 挙 げ ら
れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ の 挿 入 は 例 え ば そ の DNA断 片 を 相 補 的 付 着 端 を 有 す る ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ 連 結 す る こ と で 達 成 す る こ と が で き る 。 断 片 に 対 し て 相 補 的 な 制 限 部
位 を 用 い れ ば 、 そ の DNAは ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に は 存 在 せ ず 、 DNA分 子 の 末 端 は 酵 素 的 に
修 飾 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 そ の DNA末 端 に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (リ ン カ ー )を 連 結 す
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る こ と で 所 望 の い ず れ の 部 位 も 作 製 で き る が 、 こ れ ら の 連 結 リ ン カ ー は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 認 識 配 列 を コ ー ド す る 化 学 合 成 さ れ た 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き
る 。 別 法 と し て は 、 切 断 し た ベ ク タ ー お よ び SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 を ホ モ ポ リ マ ー テ ー リ ン
グ に よ り 改 変 す る こ と も で き る 。 組 換 え 分 子 は 例 え ば 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、
感 染 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン お よ び ソ ナ ー ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ
と が で き 、 こ れ に よ り 多 数 の 遺 伝 子 配 列 コ ピ ー が 作 出 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 単 離 さ れ た SPタ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 cDNAま た は 合 成 DNA配 列 を 組 み 込
ん だ 組 換 え DNA分 子 で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 複 数 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 作 出 す る
こ と が で き る 。 従 っ て 、 形 質 転 換 体 を 増 殖 さ せ 、 そ の 形 質 転 換 体 か ら 組 換 え DNA分 子 を 単
離 し 、 必 要 で あ れ ば 単 離 し た 組 換 え DNAか ら 挿 入 遺 伝 子 を 回 収 す る こ と に よ り 多 量 の 遺 伝
子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
E. SPタ ン パ ク 質 ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 プ
ラ ス ミ ド お よ び 細 胞 、 な ら び に SPタ ン パ ク 質 の 発 現
ベ ク タ ー お よ び 細 胞
1以 上 の SPタ ン パ ク 質 を 組 換 え 発 現 さ せ る に は 、 SPタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 核 酸 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち 挿 入 さ れ た タ ン パ ク 質
コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な エ レ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る
。 ま た 、 必 要 な 転 写 お よ び 翻 訳 シ グ ナ ル も SP遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は そ
れ ら の フ ラ ン キ ン グ 領 域 に よ っ て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
ま た 、 SPを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー も 提 供 さ れ る 。 そ れ ら の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 も
提 供 さ れ る 。 細 胞 と し て は 真 核 お よ び 原 核 細 胞 が 含 ま れ 、 ベ ク タ ー は 使 用 に 好 適 な い ず れ
の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
ベ ク タ ー を 含 む 、 内 皮 細 胞 を は じ め と す る 原 核 お よ び 真 核 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な
細 胞 と し て は 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 が 挙 げ
ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 コ ー ド さ れ る SPタ ン パ ク 質 ま た は SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン が 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 上 記 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 発 現 し た プ ロ テ
ア ー ゼ ド メ イ ン タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ り 、 SPタ ン パ ク 質 ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン を 生 産 す る の に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は
培 地 中 に 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 し 、 SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の み
の 全 て ま た は 一 部 、 ま た は そ の 複 数 コ ピ ー を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び 全 長 SPタ ン パ
ク 質 ま で (全 長 を 含 む )の さ ら な る SPタ ン パ ク 質 の 部 分 、 な ら び に そ の 複 数 コ ピ ー を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ベ ク タ ー も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 細 胞 中 で の SPタ
ン パ ク 質 ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 発 現 に 関 し て 、 あ る い は SPタ ン パ ク 質 が 分 泌
タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 こ れ ら の ベ ク タ ー は
コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 必 要 な シ グ ナ ル を 含 む こ と も で き る 。 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ
イ ン が 発 現 す る と 、 核 酸 は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)α 接
合 因 子 シ グ ナ ル 配 列 も し く は そ の 一 部 な ど の 分 泌 シ グ ナ ル ま た は 天 然 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー
ド す る 核 酸 と 結 び つ く 。
【 ０ ２ １ ５ 】
タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る に は 多 様 な 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 用 い る こ と が で き る 。
こ の よ う な も の と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ウ イ ル ス (例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス な ど )感 染 哺 乳 類 細 胞 系 、 ウ イ ル ス (例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )感 染 昆
虫 細 胞 系 、 酵 母 ベ ク タ ー を 含 む 酵 母 な ど の 微 生 物 、 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 DNA、 プ
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ラ ス ミ ド DNAま た は コ ス ミ ド DNAで 形 質 転 換 し た 細 菌 が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー の 発 現 エ レ メ
ン ト は そ の 強 度 お よ び 特 性 に お い て 様 々 で あ る 。 用 い る 宿 主 -ベ ク タ ー 系 に 応 じ て 多 数 の
好 適 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト の い ず れ か 1つ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
適 当 な 転 写 ／ 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む 発
現 ベ ク タ ー を 構 築 す る に は 、 DNA断 片 を ベ ク タ ー 中 へ 挿 入 す る こ と を 目 的 と し た 当 業 者 に
公 知 の い ず れ の 方 法 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 と し て in vitro組 換 え DNAお よ び 合 成
技 術 な ら び に in vivo組 換 え (遺 伝 子 組 換 え )が 挙 げ ら れ る 。 SPタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ド
メ イ ン 、 誘 導 体 、 断 片 も し く は ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 発 現 は 第 二 の 核 酸 配 列 に
よ っ て 調 節 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り こ れ ら の 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 は そ の 組 換 え DNA
分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 で 発 現 す る 。 例 え ば こ れ ら タ ン パ ク 質 の 発 現 は 当 技 術 分 野 で 公
知 の い ず れ か の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 制 御 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施
形 態 で は 、 こ の プ ロ モ ー タ ー は SPタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 に と っ て 本 来 の も の で は な い 。 使 用
で き る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー (Berno
ist and Chambon, Nature 290:304-310 (1981))、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の 長 い 3’ 末 端 反 復
に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー (Yamamoto et al. Cell 22:787-797 (1980))、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン
キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1441-1445 (198
1))、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 (Brinster et al., Nature 296:39-42 (1982))
、 β -ラ ク タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Villa-Kamaroff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
75:3727-3731 1978))ま た は tacプ ロ モ ー タ ー (DeBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 80:21-25 (1983))な ど の 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー (ま た 、 “ Scientific American 242:79
-94 (1980)の Useful Priteins from Recombinant Bacteria” も 参 照 )； ノ パ リ ン 合 成 酵 素
プ ロ モ ー タ ー (Herrar-Estrella et al., Nature 303:209-213 (1984))ま た は カ リ フ ラ ワ
ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 35S RNAプ ロ モ ー タ ー (Garder et al., Nucleic Acids Res. 9:2871 (
1981))お よ び 光 合 成 酵 素 リ ブ ロ ー ス 二 リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (Herrera-Estrella et al.
, Nature 310:115-120 (1984))の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 植 物 発 現 ベ ク タ ー ;Gal4プ ロ モ ー タ
ー 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど の 酵 母 お よ び そ の 他 の 真 菌 類 に 由 来 す る
プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト ； お よ び 組 織 特 異 性 を 示 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 用
い ら れ て い る 以 下 の 動 物 転 写 制 御 領 域 ： 膵 腺 房 細 胞 で 活 性 な エ ス テ ラ ー ゼ I遺 伝 子 制 御 領
域 (Swift et al., Cell 38:639-646 (1984); Ornitz et al., Cold Spring Harbor Symp.
 Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald, Hepatology 7:425-515 (1987))、 膵 β 細
胞 で 活 性 な イ ン ス リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Hanahan et al., Nature 315:115-122 (1985))、
リ ン パ 細 胞 で 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Grosschedl et al., Cell 38:647-65
8 (1984); Adams et al., Nature 318:533-538 (1985); Alexander et al., Mol. Cell B
iol. 7:1436-1444 (1987))、 精 巣 、 乳 房 、 リ ン パ 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 で 活 性 な マ ウ ス 乳 癌
ウ イ ル ス 制 御 領 域 (Leder et al. Cell 45:485-495 (1986))、 肝 臓 で 活 性 な ア ル ブ ミ ン 遺
伝 子 制 御 領 域 (Pinckert et al., Genes and Devel. 1:268-276 (1987))、 肝 臓 で 活 性 な α
-フ ェ ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域 (Krumlauf et al., Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648 (1
985); Hammer et al., Science 235:53-58 1987))、 肝 臓 で 活 性 な α -1ア ン チ ト リ プ シ ン
遺 伝 子 制 御 領 域 (Kelsey et al., Genes and Devel. 1:161-171 (1987))、 骨 髄 細 胞 で 活 性
な β グ ロ ビ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Mogram et al., Nature 315:338-340 (1985); Kollias et 
al., Cell 46:89-94 (1986))、 脳 の 乏 突 起 神 経 膠 細 胞 で 活 性 な ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質
遺 伝 子 制 御 領 域 (Readhead et al., Cell 48:703-712 (1987))、 骨 格 筋 で 活 性 な ミ オ シ ン
軽 鎖 -2遺 伝 子 制 御 領 域 (Sani, Nature 314:283-286 (1985))、 お よ び 視 床 下 部 の 性 腺 刺 激
細 胞 で 活 性 な 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Mason et al., Science 234:1372-1378 (
1986))が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 SPタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ド メ イ ン 、 断 片 、 誘 導 体 も し く は ホ モ ロ
グ を コ ー ド す る 核 酸 と 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 、 1以 上 の 複 製 起 点 、 お
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よ び 所 望 に よ り 1以 上 の 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 )を 含 む ベ ク タ ー が 用 い
ら れ る 。 SPタ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 ま た は そ の 一 部 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 例 え ば こ れ ら の
コ ー ド 部 分 を 3つ の pGEXベ ク タ ー (グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー (Smith 
and Johnson, Gene 7:31-40 (1988))の 各 々 の EcoRI制 限 部 位 へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 作 出 さ れ る 。 こ れ は 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に お け る 産 物 の 発 現 を 意 図 し た も
の で あ る 。 SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 発 現 の た め の ベ ク タ ー お よ び 系 と し て
は 周 知 の ピ キ ア ベ ク タ ー (例 え ば 、 Invitrogen, San Diego, CAか ら 入 手 可 能 )、 特 に コ ー
ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 が 分 泌 す る よ う に 設 計 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー の 一 例
が 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
大 腸 菌 (E. coli)細 胞 の 形 質 転 換 の た め の プ ラ ス ミ ド と し て は 例 え ば pET発 現 ベ ク タ ー (米
国 特 許 第 4,952,496合 参 照 、 NOVAGEN, Madison, WIか ら 入 手 可 能 ;ま た 、 こ の 系 に つ い て 記
載 し た Novagenが 公 開 し て い る 文 献 も 参 照 )が あ る 。 こ の よ う な プ ラ ス ミ ド と し て は T7lac
プ ロ モ ー タ ー 、 T7タ ー ミ ネ ー タ ー 、 誘 導 性 大 腸 菌 lacオ ペ レ ー タ ー お よ び lacレ プ レ ッ サ ー
遺 伝 子 を 含 む pET 11a； T7プ ロ モ ー タ ー 、 T7タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び 大 腸 菌 ompT分 泌 シ グ ナ
ル を 含 む pET 12a-c； な ら び に Hisカ ラ ム に よ る 精 製 で 用 い る His-タ グ (商 標 )リ ー ダ ー 配 列
お よ び カ ラ ム 精 製 後 に 切 断 を 可 能 と す る ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 、 T7-lacプ ロ モ ー タ ー 領 域 お
よ び T7タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む pET 15bお よ び pET19b(NOVAGEN, Madison, WI)が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ２ １ ９ 】
こ れ ら ベ ク タ ー を ピ キ ア 細 胞 お よ び 、 大 腸 菌 な ど の 細 菌 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、
そ こ で タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 。 ピ キ ア 株 は 公 知 で あ っ て 容 易 に 入 手 で き 、 例 え ば GS115
が あ る 。 細 菌 宿 主 は lacUVプ ロ モ ー タ ー (米 国 特 許 第 4,952,496号 参 照 )な ど の 誘 導 プ ロ モ ー
タ ー に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る DNAの 染 色 体 コ ピ ー
を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 宿 主 と し て は 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 溶 原 性 大 腸 菌
株 BL21(DE3)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
発 現 お よ び タ ン パ ク 質 産 生
SPド メ イ ン 、 誘 導 体 お よ び 類 似 体 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ せ る こ
と が で き る 。 例 え ば SPタ ン パ ク 質 、 あ る い は そ の ド メ イ ン 、 断 片 ま た は 誘 導 体 を 発 現 す る
組 換 え 細 胞 が 同 定 さ れ れ ば 、 個 々 の 遺 伝 子 産 物 を 単 離 、 分 析 す る こ と が で き る 。 こ れ は 限
定 さ れ る も の で は な い が 産 物 を 放 射 性 標 識 し た 後 に ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 ア ッ セ イ 、 マ ー カ
ー 標 識 産 物 と の 架 橋 に よ り 分 析 す る な ど 、 タ ン パ ク 質 の 物 理 的 お よ び ／ ま た は 機 能 的 特 性
に 基 づ い た ア ッ セ イ に よ っ て 行 う 。
【 ０ ２ ２ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド は 限 定 さ れ る も の で は な い が カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 逆 相 高 速 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 な ど )、
示 差 遠 心 分 離 、 示 差 溶 解 度 ま た は タ ン パ ク 質 精 製 に 用 い る 他 の い ず れ か の 標 準 的 な 技 術 を
は じ め と す る 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て (複 合 体 も し く は タ ン パ ク 質 を 発
現 す る 天 然 源 ま た は 組 換 え 宿 主 細 胞 の い ず れ か か ら )単 離 、 精 製 す る こ と が で き る 。 機 能
的 特 性 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 好 適 な ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
あ る い は 、 SPタ ン パ ク 質 ま た は そ の ド メ イ ン も し く は 誘 導 体 が 同 定 さ れ れ ば 、 そ れ を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 す る こ と が で き る
。 結 果 と し て タ ン パ ク 質 ま た は そ の ド メ イ ン も し く は 誘 導 体 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的
な 化 学 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Hunkapiller et al, Nature 310:105-1
11 (1984)参 照 )。
【 ０ ２ ２ ３ 】
SPタ ン パ ク 質 配 列 の 操 作 は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 行 う こ と が で き る 。 本 明 細 書 で は ま た 、 例
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え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 既 知 の 保 護 ／ 遮 断 基 に よ る 誘 導 体
化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 抗 体 分 子 ま た は そ の 他 の 細 胞 リ ガ ン ド と の 連 結 な ど に よ る 翻 訳
中 ま た は 翻 訳 後 に 異 な る 修 飾 を 受 け る SPタ ン パ ク 質 、 そ の ド メ イ ン 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体
も し く は そ の 断 片 も 意 図 す る 。 多 数 の 化 学 修 飾 は い ず れ も 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 臭
化 シ ア ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 V8プ ロ テ ア ー ゼ 、 NaBH 4 、 ア セ チ ル
化 、 ホ ル ミ ル 化 、 酸 化 、 還 元 、 ツ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 で の 代 謝 合 成 な ど に よ る 特 異 的 化
学 切 断 を は じ め と す る 公 知 の 技 術 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
さ ら に 、 SPタ ン パ ク 質 の ド メ イ ン 、 類 似 体 お よ び 誘 導 体 も 化 学 合 成 す る こ と が で き る 。 例
え ば 所 望 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は 所 望 の in vitro活 性 を 媒 介 す る SPタ ン パ ク 質 の 一 部
に 相 当 す る ペ プ チ ド は ペ プ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 所 望 に よ
り 、 非 従 来 型 ア ミ ノ 酸 ま た は 化 学 的 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を SPタ ン パ ク 質 配 列 へ 置 換 ま た は 付 加
と し て 導 入 す る こ と も で き る 。 非 従 来 型 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
通 常 ア ミ ノ 酸 の D異 性 体 、 a-ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 4-ア ミ ノ 酪 酸 、 Abu、 2-ア ミ ノ 酪 酸 、 ε -Abu
、 e-Ahx、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 Aib、 2-ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 オ ル ニ
チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ ト ル リ ン 、 シ ス
テ イ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア
ラ ニ ン 、 β -ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ -ア ミ ノ 酸 、 ま た β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Ca-メ チ ル ア ミ ノ 酸
、 Na-メ チ ル ア ミ ノ 酸 な ど の デ ザ イ ナ ー ア ミ ノ 酸 、 お よ び 一 般 に は ア ミ ノ 酸 類 似 体 が 挙 げ
ら れ る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 は D型 (右 旋 型 )ま た は L型 (左 旋 型 )で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
天 然 産 物 が 突 然 変 異 を 有 す る と 推 定 さ れ る か 、 ま た は 新 し い 種 か ら 単 離 さ れ る 場 合 、 そ の
天 然 源 、 な ら び に in vitroで 発 現 し た も の 、 ま た は in vivoも し く は in vitroで 合 成 さ れ
た 発 現 ベ ク タ ー か ら 単 離 さ れ た SPタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は DNA配 列 の 解 析 か ら 、 あ る
い は ま た 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 直 接 配 列 決 定 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う
な 解 析 は マ ニ ュ ア ル シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 、 ま た は 自 動 ア ミ ノ 酸 シ ー ケ ネ ー タ ー の 使 用 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
特 に CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 発 現 の た め に は 、 シ グ ナ ル 配 列 な し で 細 胞 内 で タ ン
パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が 有 利 で あ る こ と が 分 か っ て お り 、 こ れ に よ り プ ロ テ ア ー ゼ ド メ
イ ン を 含 む 封 入 体 が 集 積 ま た は 形 成 さ れ る こ と に な る 。 こ れ ら の 封 入 体 を 単 離 、 変 性 、 可
溶 化 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 再 折 り た た み し 、 次 に こ れ を RI部 位 で 切 断 す る こ と に よ
り 活 性 化 さ せ る (例 え ば 、 実 施 例 を 参 照 )。
【 ０ ２ ２ ７ 】
修 飾
本 明 細 書 で は SPタ ン パ ク 質 お よ び ド の 種 々 の 修 飾 を 意 図 す る 。 SPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 は
当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 く の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 修 飾 さ れ る (Sambrook et al. (1989) 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory, C
old Spring Harbor, New York)。 こ れ ら の 配 列 を 適 当 な 部 位 で 制 限 酵 素 に て 切 断 し た 後 、
所 望 に よ り さ ら に 酵 素 修 飾 し 、 単 離 し て in vitroで 連 結 す る こ と が で き る 。 SPの ド メ イ ン
、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 産 生 に お い て は 修 飾 し た 遺 伝 子 が 、 所 望 の 活
性 が コ ー ド さ れ て い る 遺 伝 子 領 域 に 翻 訳 停 止 シ グ ナ ル に よ っ て 妨 げ ら れ な い 元 の 翻 訳 リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 確 実 に 保 持 す る よ う 留 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
さ ら に SPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 翻 訳 、 開 始 お よ び ／ ま た は 終 結 配 列 を 作 出 お よ び ／ ま た
は 破 壊 す る よ う 、 あ る い は コ ー ド 領 域 に バ リ エ ー シ ョ ン を 作 り 出 し 、 か つ ／ ま た は 新 た な
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 形 成 ま た は 既 存 の も の を 破 壊 し て さ ら な る in vitro修 飾 を
助 長 す る よ う 、 in vitroま た は in vivoで 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 明 細 書 で 記
載 さ れ る よ う に 、 Cys残 基 の 置 換 お よ び グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 な ど 、 一 次 配 列 の 変 更 を
伴 う ミ ュ ー テ イ ン が 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 化
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学 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び in vitro部 位 指 定 突 然 変 異 誘 発 (Hutchinson et al., J. Biol. C
hem. 253:6551-6558 (1978))、 TAB(登 録 商 標 )リ ン カ ー (Pharmacia)の 使 用 を は じ め と す る
当 技 術 分 野 で 公 知 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 の い ず れ か に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 あ る 実
施 形 態 で は 、 例 え ば 、 SPタ ン パ ク 質 ま た は そ の ド メ イ ン を 蛍 光 標 識 を 含 む よ う に 修 飾 す る
。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 SPタ ン パ ク 質 を 異 種 機 能 試 薬 を 有 す る よ う に 修 飾 す る が 、 こ
の よ う な 異 種 機 能 試 薬 は そ の 複 合 体 の メ ン バ ー を 架 橋 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
SPタ ン パ ク 質 は 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 逆 相 高 速 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 な ど )、 示 差
遠 心 分 離 、 示 差 溶 解 度 ま た は タ ン パ ク 質 精 製 に 用 い る 他 の い ず れ か の 標 準 的 な 技 術 を は じ
め と す る 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て (複 合 体 も し く は タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る 天 然 源 ま た は 組 換 え 宿 主 細 胞 の い ず れ か か ら )単 離 、 精 製 す る こ と が で き る 。 機 能 的 特
性 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 好 適 な ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
F. ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
本 明 細 書 で 示 さ れ る よ う に 、 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を
同 定 す る 種 々 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 細 胞 で よ り 高 い 活 性 ま た は 発 現 を 示 す
SPに つ い て は 、 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 が 特 に 注 目 さ れ る 。 腫 瘍 細 胞 で よ り
低 い レ ベ ル で 活 性 を 示 す SPに つ い て は 、 活 性 を 増 強 す る 化 合 物 ま た は 薬 剤 が 注 目 さ れ る こ
と で あ ろ う 。 い ず れ の 場 合 に も 同 定 さ れ る 化 合 物 と し て は 候 補 癌 治 療 薬 と な る 薬 剤 を 含 む
。
【 ０ ２ ３ １ 】
数 種 の ア ッ セ イ が 本 明 細 書 に 例 示 、 記 載 さ れ て い る 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 は 他
の ア ッ セ イ で も 使 用 で き る と 考 え ら れ る 。 し か し こ こ で は 、 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
が 触 媒 活 性 を 示 す こ と を 示 す 。 そ れ 自 体 in vitroス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 理 想 的 な も の
で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
CVSP14全 長 チ モ ー ゲ ン 、 活 性 化 酵 素 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 本 明 細
書 で 提 供 さ れ る も の を は じ め 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で の 使 用 も
考 え ら れ る 。 よ っ て 以 下 の 記 載 が タ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ イ に 向 け ら れ た も の で あ れ ば 、 CV
SP14を は じ め い ず れ の SPの 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 の 使 用 に
も 当 て は ま る も の と す る 。 本 明 細 書 で は 結 合 ア ッ セ イ な ど の 他 の ア ッ セ イ 、 特 に そ の ス プ
ラ イ ス 変 異 体 な ど の い ず れ か の 変 異 体 を 含 む CVSP14と と も に 用 い る も の が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
1. SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る 触 媒 ア ッ セ イ
本 明 細 書 で は SP、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 の 触 媒 活 性 の
モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 a)CVSP14、 全 長 チ モ ー ゲ
ン ま た は 活 性 型 、 特 に そ の 一 本 鎖 ド メ イ ン を 試 験 物 質 の 存 在 下 で CVSP14の 基 質 と 接 触 さ せ
、 そ の 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出 し 、 そ れ に よ り CVSP14の 活 性 を 評 価 し 、 そ の 活 性
を 対 照 と 比 較 す る こ と に よ っ て 実 施 で き る 。 例 え ば 対 照 は 全 長 チ モ ー ゲ ン ま た は 活 性 型 、
特 に そ の 一 本 鎖 ド メ イ ン を は じ め と す る CVSP14を CVSP14の 基 質 と 接 触 さ せ 、 そ の 基 質 の タ
ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出 し 、 そ れ に よ り CVSP14の 活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る
CVSP14の 活 性 で あ っ て も よ い 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 と 不 在 下 で の 結 果 を 比 較 す る 。 活 性 の
違 い が そ の 試 験 化 合 物 が CVSP14の 活 性 を 調 節 す る こ と を 示 す 。 活 性 化 の ア ク チ ベ ー タ ー も
考 え ら れ 、 こ の よ う な ア ッ セ イ を 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 複 数 の 試 験 化 合 物 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 次 に 標 的 細 胞 に 特 異 的 で あ る 可 能 性 の あ る 薬 剤 を 同 定 す る 手 段
と し て 標 的 細 胞 か ら CVSP14を 単 離 す る 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 は 治 療 化 合 物 で あ り 、 こ れ に よ り 試 験 化 合 物 の 存 在
下 お よ び 不 在 下 で 測 定 さ れ た CVSP14活 性 の 違 い が 標 的 細 胞 が そ の 治 療 化 合 物 に 応 答 す る こ
と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
あ る 方 法 は 、 (a)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 1ま た は 複 数 の 試
験 化 合 物 と 、 そ の リ ガ ン ド と 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 助 け る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 さ ら に
(b)そ の 複 数 の も の の 中 で そ の リ ガ ン ド と 特 異 的 に 結 合 す る 1以 上 の 化 合 物 を 同 定 す る ス テ
ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る も う 1つ の 方 法 は 、 a)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ
ド メ イ ン を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 基 質 と 接 触 さ せ 、 そ の 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出
し 、 そ れ に よ り CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 評 価 し 、 b)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 試 験 化 合 物
の 存 在 下 で CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 基 質 と 接 触 さ せ 、 そ の 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出
し 、 そ れ に よ り CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 評 価 し 、 さ ら に c)ス テ ッ プ a)お よ び b)で 評 価
し た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 比 較 し 、 そ れ に よ り ス テ ッ プ a)で 測 定 さ れ た 活 性 と ス テ
ッ プ b)で 測 定 さ れ た 活 性 が 異 な っ て い れ ば 、 そ の 試 験 物 質 が CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を
調 節 す る こ と を 示 す 、 と い う ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 複 数 の 試 験 物 質 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 試 験 物 質 の 存
在 下 と 不 在 下 で の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 比 較 し て そ の 試 験 物 質 が CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る か ど う か を 評 価 す る 際 に は そ の 活 性 を 並 行 し て ア ッ セ イ す る 必
要 は 必 ず し も な い が 、 こ の よ う な 並 行 測 定 が 典 型 的 で あ る 。 あ る 時 点 で の CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 測 定 し 、 そ の 測 定 活 性 を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 履 歴 値 と 比 較 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
例 え ば 試 験 物 質 の 存 在 下 で の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 測 定 し 、 試 験 物 質 の 不 在 下 で 予 め
測 定 し た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 履 歴 値 と 比 較 す る こ と が で き 、 逆 も 可 能 で あ る 。 こ れ
は 例 え ば ア ッ セ イ を 行 う た め の キ ッ ト と と も に 提 供 さ れ て い る 添 付 書 類 ま た は パ ン フ レ ッ
ト に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 示 す こ と で な し 得 る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
特 定 の SPの 基 質 を 選 択 す る 方 法 は 実 施 例 に 記 載 さ れ て お り 、 特 定 の タ ン パ ク 質 分 解 ア ッ セ
イ が 例 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
組 合 せ お よ び そ の 組 合 せ を 含 む キ ッ ト が 所 望 に よ り ア ッ セ イ の 実 施 の 説 明 書 を 添 付 し て 提
供 さ れ る 。 こ れ ら の 組 合 せ と し て は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び ア ッ セ イ す る CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド の 基 質 、 な ら び に 所 望 に よ り 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出 す る 試 薬 を 含 む 。 基
質 は 特 定 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 受 け る タ ン パ ク 質 を は じ め
、 発 色 ま た は 蛍 光 分 子 で あ っ て も よ く 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 基 質 切 断 能 を 調 べ る こ
と で 実 験 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 最 も 効 果 的 に (す な わ ち 、 最 低 濃 度 、 お よ び ／ ま た
は 最 高 速 度 、 ま た は 所 望 の 条 件 下 で )切 断 さ れ る 基 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
さ ら に 本 明 細 書 で は 上 記 の 組 合 せ を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 こ の キ ッ ト は 所 望 に よ り CV
SP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の 説 明 書 を 含 ん で も よ い 。 い ず れ
の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も そ の 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 標 的 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
2. 結 合 ア ッ セ イ
本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14と 結 合 す る 薬 剤 、 特 に 化 合 物 を 同 定 お よ び 単 離 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は チ モ ー ゲ ン 型 、 単 離 さ れ た 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン (ま
た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の タ ン パ
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ク 質 )、 お よ び 全 長 チ モ ー ゲ ン ま た は 延 長 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に 由 来 す る 活 性 型
を は じ め と す る そ の 活 性 型 と 結 合 す る 薬 剤 を 同 定 す べ く 設 計 さ れ て い る 。 同 定 さ れ た 化 合
物 は 腫 瘍 ま た は そ の 他 異 常 な 血 管 形 成 を 伴 う 疾 患 お よ び 疾 病 の 治 療 用 の 化 合 物 を 同 定 す る
た め の 候 補 ま た は リ ー ド 化 合 物 と な る 。 本 方 法 で 用 い る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 CV
SP14一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 を は じ め 、 本 明 細 書
で 定 義 さ れ た い ず れ の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
本 明 細 書 で は 種 々 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 液 相 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に 固 相 支 持 体 に 結 合
さ れ て い る 固 相 反 応 で 行 う こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 実 施 例 に 記 載 さ れ 、
こ れ ら の ア ッ セ イ を 用 い て 候 補 化 合 物 が 同 定 さ れ て い る 。 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 上 記 の 結
合 ア ッ セ イ は 全 て CVSP14の た め に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
本 明 細 書 で は CVSP14一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 チ モ ー ゲ ン ま た は 全 長 活 性 化 CVSP14も
し く は そ の 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 な ど の 薬 剤 を 同 定 す る
方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 (a)CVSP14を 1ま た は 複 数 の 試 験 薬 剤 と 、 CVSP14と 薬 剤 の
間 の 結 合 を 助 け る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 さ ら に (b)そ の 複 数 の も の の 中 で CVSP14と 特 異 的 に
結 合 す る 1以 上 の 薬 剤 を 同 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 の 実 施 に お い て は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 可 能 性 の あ る 結 合 相 手
ま た は 細 胞 の 抽 出 液 も し く は 画 分 と 、 可 能 性 の あ る 結 合 相 手 と ポ リ ペ プ チ ド の 会 合 が 可 能
な 条 件 下 で 混 合 す る 。 混 合 し た 後 、 CVSP14と 会 合 し た ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
質 ま た は そ の 他 の 分 子 を 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 次 に 、 CVSP14と 結 合 し た 結 合 相 手 を 取 り 出
し 、 さ ら に 分 析 す る こ と が で き る 。 結 合 相 手 を 同 定 お よ び 単 離 す る に は 例 え ば 配 列 番 号 6
の 全 開 示 タ ン パ ク 質 な ど の 完 全 タ ン パ ク 質 を 使 用 で き る 。 あ る い は そ の タ ン パ ク 質 の 断 片
を 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
細 胞 抽 出 液 、 ま た は 血 液 、 血 漿 、 尿 、 汗 、 滑 液 、 CSFそ の 他 の こ の 種 の 体 液 な ど の 体 液 を
得 る に は 種 々 の 方 法 が 使 用 で き る 。 例 え ば 物 理 的 ま た は 化 学 的 破 砕 法 で 細 胞 を 破 砕 し て も
よ い 。 物 理 的 破 砕 法 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 音 波 処 理 お よ び 機 械 剪 断
が 挙 げ ら れ る 。 化 学 溶 解 法 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 界 面 活 性 剤 溶 解 お
よ び 酵 素 溶 解 が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 な ら ば 本 方 法 で 用 い る 抽 出 液 を 得 る た め の 細 胞 抽 出 液
調 製 方 法 を 容 易 に 選 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
細 胞 抽 出 液 が 調 製 さ れ れ ば 、 こ の 抽 出 液 と CVSP14を 、 こ の タ ン パ ク 質 と 結 合 相 手 の 会 合 が
起 こ り 得 る 条 件 下 で 混 合 す る 。 ヒ ト 細 胞 の 細 胞 質 内 で 見 ら れ る も の に 類 似 す る 条 件 を は じ
め 、 種 々 の 条 件 が 使 用 で き る 。 浸 透 圧 、 pH、 温 度 お よ び 用 い る 細 胞 抽 出 液 の 濃 度 な ど の 特
徴 は タ ン パ ク 質 と 結 合 相 手 の 会 合 を 至 適 化 す べ く 変 更 す る こ と が で き る 。 同 様 に 体 液 か ら
目 的 分 子 を 単 離 す る 方 法 も 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
適 当 な 条 件 下 で 混 合 し た 後 、 結 合 し た 複 合 体 を 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 混 合 物 を 分 離 す る に
は 種 々 の 技 術 が 使 用 で き る 。 例 え ば CVSP14に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 結 合 相 手 複 合 体 を 免 疫
沈 降 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 密 度 ／ 沈 降 遠 心 分 離 な ど の
標 準 的 な 化 学 的 分 離 技 術 が 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
抽 出 液 中 の 非 会 合 細 胞 成 分 を 除 去 し た 後 、 常 法 を 用 い て 複 合 体 か ら 結 合 相 手 を 解 離 さ せ る
こ と が で き る 。 例 え ば 解 離 は 塩 濃 度 ま た は 混 合 物 の pHを 変 化 さ せ る こ と で 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
混 合 抽 出 液 か ら の 会 合 し た 結 合 相 手 ペ ア の 分 離 を 助 け る た め 、 CVSP14を 固 相 支 持 体 に 固 定
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化 し て も よ い 。 例 え ば こ の タ ン パ ク 質 は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス ま た は ア ク リ ル ビ
ー ズ に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 固 相 支 持 体 へ 結 合 さ せ れ ば
、 そ の 抽 出 液 に 見 ら れ る 他 の 成 分 か ら ペ プ チ ド ／ 結 合 相 手 ペ ア を 分 離 す る 際 の 助 け と な る
。 同 定 さ れ た 結 合 相 手 は 単 一 の タ ン パ ク 質 か 2以 上 の タ ン パ ク 質 か ら な る 複 合 体 の い ず れ
か で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
あ る い は 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 系 で 使 用 で き
る 。 こ の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 他 の タ ン パ ク 質 の 相 手 の ペ ア を 同 定 す る た め に 用 い ら
れ て い る が 、 本 明 細 書 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 用 い る た め に 容 易 に 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
特 に CVSP14に 関 す る 別 の in vitro結 合 ア ッ セ イ で は 少 な く と も こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 1つ
の 触 媒 ド メ イ ン お よ び 1以 上 の 候 補 結 合 標 的 ま た は 基 質 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 混 合 物 を 用 い
る 。 こ の 混 合 物 を 適 当 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 CVSP14ま た は 触 媒 ド メ イ ン を 含
む そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 候 補 基 質 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 を 評 価 す る 。 細 胞 フ リ
ー 結 合 ア ッ セ イ で は 、 化 合 物 の う ち 1つ が 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む か 、 ま た は 検 出 可 能 な 標
識 と 結 合 さ れ て い る 。 こ の 標 識 は 放 射 性 、 発 光 、 光 学 密 度 ま た は 電 子 密 度 な ど の 直 接 検 出
用 に 提 供 す る こ と も で き る し 、 あ る い は エ ピ ト ー プ タ グ 、 酵 素 な ど の 間 接 的 検 出 用 に 提 供
す る こ と も で き る 。 標 識 お よ び 他 の ア ッ セ イ 成 分 の 性 質 に 応 じ 、 標 識 を 検 出 す る に は 種 々
の 方 法 が 使 用 で き る 。 例 え ば 標 識 は 固 相 支 持 体 に 結 合 し た も の を 検 出 す る こ と も で き る し
、 あ る い は 標 識 を 含 む 結 合 複 合 体 部 分 を 固 相 支 持 体 か ら 分 離 し て 、 そ の 後 標 識 を 検 出 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
3. シ グ ナ ル 伝 達 の 検 出
分 泌 さ れ た CVSP14な ど の CVSPは 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る こ と で 直
接 、 あ る い は シ グ ナ ル 伝 達 を 開 始 さ せ 得 る プ ロ 増 殖 因 子 な ど の タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る こ
と で 間 接 的 に シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し 得 る 。 シ グ ナ ル 伝 達 を 評 価 す る ア ッ セ イ は 当 業 者 に 周
知 の も の で あ り 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と と も に 用 い る た め に も 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
CVSP14、 特 に 全 長 ま た は 細 胞 表 面 に CVSPの 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 機 能 的 部 分 を 固 定 さ
せ る に 十 分 な 部 分 に よ り 直 接 、 ま た は プ ロ 増 殖 因 子 の 活 性 化 を 介 し て 間 接 的 に 媒 介 さ れ る
シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 及 ぼ す 、 ま た は 変 化 を も た ら す 薬 剤 を 同 定 す る ア ッ セ イ が 提 供 さ れ
る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に は 例 え ば 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 か ら の 発 現 に 対 す る 作 用 を 検 出 す
る こ と に よ り 伝 達 さ れ た シ グ ナ ル の 調 節 作 用 を 評 価 す る 転 写 に 基 づ く ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ
る (例 え ば 米 国 特 許 第 5,436,128号 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ６ 】
4. CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法
も う 1つ の 実 施 形 態 で は CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 を
提 供 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ で は CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を モ ニ タ
リ ン グ す る い ず れ か の 利 用 可 能 な 手 段 を 用 い る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
あ る ア ッ セ イ 形 式 で は 、 CVSP14ま た は そ の ド メ イ ン 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と ア ッ セ イ 可 能 な い ず れ か の 融 合 相 手 と の 間 の リ ポ ー タ ー 遺 伝 子
融 合 物 を 含 む 細 胞 株 を 調 製 す る こ と が で き る 。 ホ タ ル ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び ク ロ
ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を は じ め 多 く の ア ッ セ
イ 可 能 な 融 合 相 手 が 公 知 で あ り 、 容 易 に 利 用 で き る (Alam et al., Anal. Biochem. 188: 
245-54 (1990))。 次 に こ の リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 融 合 物 を 含 む 細 胞 株 を 適 当 な 条 件 お よ び 時 間
で 試 験 薬 剤 に 曝 す 。 薬 剤 に 曝 し た サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル 間 の リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の
違 い に よ り 、 CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
さ ら な る ア ッ セ イ 形 式 を 用 い 、 薬 剤 が CVSP14を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 を モ
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ニ タ リ ン グ す る こ と も で き る 。 例 え ば 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り mRNAの 発 現
を 直 接 モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 細 胞 株 を 適 当 な 条 件 お よ び 時 間 で 試 験 薬 剤 に 曝 し
、 標 準 的 な 手 法 に よ り 全 RNAま た は mRNAを 単 離 す る (例 え ば 、 Sambrook et al. (1989) MOL
ECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press
参 照 )。 こ れ ら の 核 酸 か ら 、 薬 剤 に 曝 し た 細 胞 と 対 照 細 胞 の 間 の RNA発 現 レ ベ ル に お け る 差
を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 調 製 す る こ と が で き る 。 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 標 的 核 酸 と だ け ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ を 設 計 す る の が 典 型 的
で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で は 相 補 性 の 高 い 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド だ け が 生 じ る 。
従 っ て 、 ア ッ セ イ 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る た め に 2つ の 核 酸
鎖 の 間 に 存 在 し な け れ ば な ら な い 相 補 性 の 程 度 を 決 定 す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は プ ロ ー
ブ :標 的 ハ イ ブ リ ッ ド と 存 在 し 得 る プ ロ ー ブ :非 標 的 ハ イ ブ リ ッ ド 間 の 安 定 性 の 差 が 最 大 と
な る よ う に 選 択 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
プ ロ ー ブ は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 核 酸 か ら 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ロ
ー ブ の G+C含 量 お よ び プ ロ ー ブ 長 は プ ロ ー ブ の 標 的 配 列 と の 結 合 に 影 響 を 与 え る 。 プ ロ ー
ブ の 特 異 性 を 至 適 化 す る 方 法 も よ く 用 い ら れ る (例 え ば 、 Sambrook et al. (1989) MOLECU
LAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press;お
よ び Ausubel et al. (1995) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publish
ing Co., NY参 照 )。
【 ０ ２ ６ ０ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 各 プ ロ ー ブ の 必 要 に 応 じ て 公 知 の 方 法 を 用 い て 改 変 す る (
例 え ば 、 Sambrook et al. (1989) MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed. C
old Spring Harbor Laboratory Press);お よ び Ausubel et al. (1995) CURRENT PROTOCOL
S IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Co., NY参 照 )。 全 細 胞 RNAま た は ポ リ A RNA
富 化 RNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 利 用 可 能 な い ず れ の 形 式 に よ っ て も 達 成 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 全 細 胞 RNAま た は ポ リ A RNA富 化 RNAは 固 相 支 持 体 に 固 定 す る こ と が で き 、
こ の 固 相 支 持 体 を 少 な く と も 1種 の 核 酸 分 子 、 ま た は 1種 の 核 酸 分 子 の 一 部 を 含 む 少 な く と
も 1種 の プ ロ ー ブ に 、 そ の プ ロ ー ブ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で 曝 す 。 あ る い
は 少 な く と も 1種 の 配 列 、 ま た は 1種 の 配 列 の 一 部 を 含 む 核 酸 断 片 を 多 孔 質 ガ ラ ス ウ エ ハ ー
な ど の 固 相 支 持 体 に 固 定 化 し て も よ い 。 次 に こ の ガ ラ ス ウ エ ハ ー を サ ン プ ル 由 来 の 全 細 胞
RNAま た は ポ リ A RNAに 、 固 定 化 し た 配 列 が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で 曝 す こ と
が で き る 。 こ の よ う な ガ ラ ス ウ エ ハ ー お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 広 く 利 用 で き 、
例 え ば Beattie (WO 95/11755)が 開 示 し た も の が あ る 。 あ る プ ロ ー ブ が 非 処 理 細 胞 集 団 お
よ び 薬 剤 に 曝 し た 細 胞 集 団 か ら の RNAサ ン プ ル と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 調 べ
る こ と に よ り 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
あ る 形 式 で は 、 非 曝 露 対 照 細 胞 集 団 に 対 す る 、 試 験 薬 剤 に 曝 し た 細 胞 集 団 の 相 対 的 タ ン パ
ク 質 量 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る (例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 株 、 肺 癌 細 胞 株 、 大 腸 癌 細 胞
株 、 ま た は 乳 癌 細 胞 株 )。 こ の 形 式 で は 、 特 異 的 抗 体 な ど の プ ロ ー ブ を 用 い て 種 々 の 細 胞
集 団 ま た は 体 液 中 の タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル の 違 い を モ ニ タ リ ン グ す る 。 細 胞
株 ま た は 集 団 ま た は 体 液 は 適 当 な 条 件 お よ び 時 間 で 試 験 薬 剤 に 曝 す 。 細 胞 溶 解 液 ま た は 体
液 は 曝 露 し た 細 胞 株 ま た は 集 団 と 対 照 と な る 非 曝 露 細 胞 株 ま た は 集 団 ま た は 非 曝 露 体 液 か
ら 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 溶 解 液 ま た は 体 液 を 次 に プ ロ ー ブ を 用 い て 分 析 す
る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
例 え ば 、 CVSP14の Nお よ び C末 端 断 片 を 細 菌 内 で 発 現 さ せ 、 こ れ を 用 い て こ れ ら の 断 片 と 結
合 す る タ ン パ ク 質 を 探 す こ と が で き る 。 CVSP14の Nま た は C末 端 領 域 に 対 す る His-タ グ ま た
は GSTの 融 合 な ど 、 基 質 と し て 用 い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
融 合 タ ン パ ク 質 は 例 え ば グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 後 、 細 胞 溶 解 液
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ま た は 体 液 で プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が で き る 。 溶 解 前 に 細 胞 ま た は 体 液 は CVSP14ま た は そ
の ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 調 節 し 得 る 候 補 薬 剤 で 処 理 す る こ と が で き る 。 融
合 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 溶 解 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 、 SDS-PAGEに よ り 分
離 し 、 単 離 し 、 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 ま た は 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
抗 体 プ ロ ー ブ は そ れ ら が 十 分 な 長 さ で あ れ ば (例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 4、 5、 6、 7
、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 20、 25、 30、 35、 40ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 )ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 あ る い は 免 疫 原 性 を 増 強 す る 必
要 が あ れ ば 好 適 な 担 体 と 結 合 さ せ て 、 適 当 な 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル で 好 適 な 哺 乳 類 宿 主 を 免
疫 化 す る こ と で 作 製 さ れ る 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ
ア ニ ン (KLH)ま た は そ の 他 の 担 体 タ ン パ ク 質 な ど の 担 体 に よ る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の も の で あ る 。 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 用 い た 直 接 コ ン ジ ュ
ゲ ー シ ョ ン が 有 効 な 場 合 も あ る し 、 Pierce Chemical Co., Rockford, ILが 供 給 し て い る
も の な ど の 架 橋 試 薬 が ハ プ テ ン に 接 近 性 を 与 え る 上 で 望 ま し い 場 合 も あ る 。 ハ プ テ ン ペ プ
チ ド は 例 え ば 担 体 と の 結 合 を 促 進 す べ く 、 Cys残 基 を 有 す る 、 ま た は シ ス テ イ ン 残 基 が 散
在 し た ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 の い ず れ か で 延 長 し 得 る 。 免 疫 原 の 投 与 は 当 技 術 分 野
で 一 般 に 理 解 さ れ て い る よ う に 適 切 な 期 間 、 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 通 常 注 射 に よ り
行 う 。 免 疫 化 過 程 中 は 抗 体 の 力 価 を 求 め 、 抗 体 形 成 の 妥 当 性 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 例 え ば CVSP14の カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド を 用 い
て 作 製 す る こ と が で き る 。 合 成 ペ プ チ ド は 1～ 3ア ミ ノ 酸 長 、 通 常 は 少 な く と も 4以 上 の ア
ミ ノ 酸 残 基 長 と い っ た 短 い も の で あ っ て よ い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て
KLHに 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ウ サ ギ ま た は 有 蹄 類 な ど の 動 物 へ 感 作 さ せ る こ と が で き る
。 次 に 例 え ば 共 有 結 合 ペ プ チ ド を 含 む Actigelビ ー ズ を 用 い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
こ の よ う に し て 作 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は い く つ か の 適 用 に は 満 足 の い く も の で
あ る が 、 医 薬 組 成 物 と し て は モ ノ ク ロ ー ナ ル 製 剤 が 一 般 に 用 い ら れ る 。 目 的 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 は Kohler et al., (Nature 256: 495-7 (1975))の 標 準
的 な 方 法 、 ま た は 一 般 に 知 ら れ て い る よ う に リ ン パ 球 ま た は 脾 臓 細 胞 の 不 死 化 を 行 う 改 変
法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 目 的 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 は 、 抗 体 が ペ プ チ ド
ハ プ テ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ る 。 目 的 抗 体 を 分 泌 す る 適 当 な 不 死 化 細 胞 培 養 物 が 確 認 さ れ れ ば 、 こ れ ら の 細 胞 を in v
itroま た は 腹 水 に よ り in vivo産 生 さ せ る こ と で 培 養 す る こ と が で き る 。 CVSP14の 触 媒 ド
メ イ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特 に 注 目 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
さ ら に チ モ ー ゲ ン ま た は 二 本 鎖 型 の CVSP14を 用 い て コ ン ホ メ ー シ ョ ン エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 次 に 培 養 上 清 ま た は 腹 水 上 清 か ら 目 的 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 す る 。 完 全 な 抗 体 と 同 様 に 免 疫 学 的 に 有 意 な 部 分 を 含 む モ ノ ク
ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の フ ラ グ メ ン ト も ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 で き る
。 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト な ど の 免 疫 反 応 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 こ れ ら フ ラ グ メ ン
ト が 通 常 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン よ り も 免 疫 原 性 が 低 い こ と か ら 特 に 治 療 に 関 し て 用 い ら れ
る 場 合 が 多 い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
こ れ ら の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト も 製 造 可 能 で あ る 。 ま た 、 複 数 種 の 起 源 を 持 つ キ メ ラ に
関 し て は レ セ プ タ ー の 目 的 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 領 域 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
上 記 方 法 で ア ッ セ イ さ れ る 薬 剤 は 無 作 為 に 選 択 す る こ と も で き る し 、 あ る い は 合 理 的 に 選
択 ま た は 設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】

10

20

30

40

50

(52) JP 2004-535166 A 2004.11.25



薬 剤 は 例 え ば ペ プ チ ド 、 小 分 子 お よ び 炭 水 化 物 で あ っ て も よ い 。 当 業 者 な ら ば 薬 剤 の 構 造
特 性 に つ い て は 制 限 が な い こ と が 容 易 に 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
ペ プ チ ド 薬 剤 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 標 準 的 な 固 相 (ま た は 液 相 )ペ プ チ ド 合 成 法 を 用
い て 調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら の ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAも 市 販 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て 合 成 し 、 標 準 的 な 組 換 え 生 産 系 を 用 い て 組 換 え 生 産 す る こ と
が で き る 。 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 場 合 に は 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 用 い
た 生 産 が 必 要 と な る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
G. CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 調 節 す る 試 験 物 質 の ア ッ セ イ 形 式 お よ び
選 択
CVSP14の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 に は
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー お よ び そ の 他 CVSP14の 活 性 に お け る 変 化 を 評 価 す る 方 法 が 含 ま れ る
。 こ の よ う な 方 法 ま た は ア ッ セ イ で は 目 的 の 活 性 を モ ニ タ リ ン グ ま た は 検 出 す る い ず れ の
手 段 を 用 い て も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う に は 種 々 の 形 式 お よ び 検 出 プ ロ ト コ
ー ル が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 形 式 お よ び プ ロ ト コ ー ル の い ず れ か を CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 に 採 用 す る こ と が で き る 。 以 下 、 プ ロ ト コ ー ル 例 に つ い て
述 べ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
1. ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
上 記 の ア ッ セ イ は 単 一 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 、 か つ ／ ま た は 1回 の
ア ッ セ イ で 単 一 の 試 験 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 に 実 施 す る こ と も で き る が 、 こ の ア
ッ セ イ は 典 型 的 に は ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 式 、 す な わ ち 複 数 の SPタ ン パ ク 質
が 、 か つ ／ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 に 対 し て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 方 式 で 実 施 さ れ る
(一 般 に は 、 High Throughput Screening: The Discovery of Bioactive Substances (Dev
lin, Ed.) Marcel Dekker, 1997; Sittampalam et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 1:38
4-91 (1997);お よ び Silverman et al, Curr. Opin. Chem. Biol., 2:397-403 (1998)参 照
)。 例 え ば 、 こ の ア ッ セ イ は マ ル チ ウ ェ ル (例 え ば 、 24、 48、 96、 384、 1536ウ ェ ル 、 ま た
は そ れ 以 上 の 密 度 )、 チ ッ プ ま た は ア レ イ 形 式 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)は 疾 病 標 的 に 対 し て 多 数 の 多 様 な 化 学 構 造 を 調 べ
て 「 ヒ ッ ト 」 を 確 認 す る 方 法 で あ る (Sittampalam et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 1:
384-91 (1997))。 HTS法 の 分 野 の 現 在 の 水 準 は サ ン プ ル 調 製 、 ア ッ セ イ 手 順 お よ び そ の 後
の 膨 大 な デ ー タ の 処 理 を 取 り 扱 う べ く 高 度 に 自 動 化 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー 化 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ で 用 い ら れ る 検 出 技 術 は 検 討 す る 生 化 学 経 路 の 種 類 に よ
っ て 異 な る (Sittampalam et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 1:384-91 (1997))。 こ れ ら
の 方 法 と し て は 、 種 々 の 酵 素 ア ッ セ イ に 採 用 で き る シ ン チ レ ー シ ョ ン プ ロ キ シ ミ テ ィ ー ア
ッ セ イ (SPA) な ど の 放 射 性 化 学 法 (Lerner et al., J. Biomol. Screening, 1:135-143 (1
996); Baker et al., Anal. Biochem., 239:20-24 (1996); Baum et al., Anal. Biochem
., 237:129-134 (1996);お よ び Sullivan et al., J. Biomol. Screning 2:19-23 (1997))
お よ び タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 ア ッ セ イ (Braunwalder et al., J. Biomol. Scree
ning 1:23-26 (1996); Sonatore et al., Anal. Biochem. 240:289-297 (1996);お よ び Ch
en et al., J. Biol. Chem. 271:25308-25315 (1996))、 な ら び に 限 定 さ れ る も の で は な
い が 比 色 お よ び 発 光 検 出 法 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 (RET)法 、 時 間 分 解 蛍 光 (HTRF)法 、 細 胞
蛍 光 ア ッ セ イ 、 例 え ば 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 (FRET)法 (例 え ば 、 Gonzalez et al., Biop
hys. J., 69:1272-1280 (1995)参 照 )、 蛍 光 偏 光 ま た は 異 方 性 法 (例 え ば 、 Jameson et al.
, Methods Enzymol. 246:283-300 (1995); Jolley, J. Biomol. Screening 1:33-38 (199
6); Lynch et al., Anal. Biochem. 247:77-82 (1997))、 蛍 光 補 正 分 光 光 度 法 、 そ の 他 こ
の 種 の 方 法 を は じ め と す る 非 同 位 元 素 的 検 出 法 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ２ ７ ５ 】
2. 試 験 物 質
小 分 子 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 な ら び に そ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー お よ び コ レ
ク シ ョ ン を 含 む 試 験 化 合 物 は 上 記 ア ッ セ イ お よ び 以 下 に 記 載 す る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性
を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 候 補 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 同 定 す る に は コ ン ピ ュ ー タ ー 化 学 を 利 用 し た 合 理 的 創 薬 の 方
法 論 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 と し て は ア ン タ ゴ ニ ス ト を は じ め と
す る 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ 、 ま た ア ゴ ニ ス ト で あ っ て も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 化 合 物
と し て は 、 利 用 で き る 、 既 知 の 、 ま た は 作 製 可 能 な い ず れ の 化 合 物 お よ び 化 合 物 コ レ ク シ
ョ ン も 含 む 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
a. 化 合 物 の 選 択
化 合 物 は そ れ ら の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 特 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 の 効 力 お よ び 選 択
性 に 関 し て 選 択 で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 ま た 、 周 知 の よ う に 、 標 的 セ リ ン プ
ロ テ ア ー ゼ お よ び そ の 基 質 は プ ロ テ ア ー ゼ と そ の 基 質 の 反 応 を 可 能 と す る ア ッ セ イ 条 件 下
で 合 わ せ る 。 ア ッ セ イ は 試 験 化 合 物 の 不 在 下 と 増 加 濃 度 の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 行 う 。 セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 50%が 試 験 化 合 物 に よ っ て 阻 害 さ れ る 試 験 化 合 物 濃 度 が 、 そ の 化
合 物 の IC50値 (阻 害 剤 濃 度 )ま た は EC50値 (有 効 濃 度 )で あ る 。 一 連 の 、 ま た は 一 群 の 試 験 化
合 物 の 中 で IC50ま た は EC50値 が 高 い 化 合 物 よ り も IC50ま た は EC50値 が 低 い も の ほ ど 、 よ り
強 力 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の IC50測 定 は 比 較 的 単 純 な ア ッ
セ イ に 用 い ら れ 、 EC50は 細 胞 を 用 い る も の な ど よ り 複 雑 な ア ッ セ イ 用 い ら れ る 場 合 が 多 い
。
【 ０ ２ ７ ８ 】
候 補 化 合 物 は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 阻 害 に 関 し て in vitroア ッ セ イ で 測 定 し た 場 合
、 100nM以 下 の IC50値 を 持 つ の が 典 型 で あ る 。 こ れ ら の 試 験 化 合 物 は ま た セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ に 対 す る 選 択 性 で も 評 価 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 ま た 周 知 の よ う に 、 試 験
化 合 物 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ の 他 の 酵 素 の パ ネ ル に 対 し て そ の 効 力 を ア ッ セ イ し
、 そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ 系 で 各 試 験 化 合 物 の IC50値 ま た は EC50値 を 求 め る 。 標 的 酵 素 、 例 え
ば CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 低 い IC50値 ま た は EC50値 を 示 し 、 か つ 、 試 験 パ ネ ル 内 の 他
の 酵 素 (例 え ば 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ン ビ ン 、 Xa因
子 )に 対 し て 高 い IC50値 ま た は EC50値 を 示 す 化 合 物 が そ の 標 的 酵 素 に 対 し て 選 択 性 が あ る
と 考 え ら れ る 。 一 般 に 標 的 酵 素 ア ッ セ イ に お け る IC50値 ま た は EC50値 が 選 択 性 酵 素 パ ネ ル
に お い て 測 定 さ れ た 、 そ の 次 に 小 さ い IC50値 ま た は EC50値 よ り も 少 な く と も 1オ ー ダ ー 小
さ け れ ば そ の 化 合 物 は 選 択 性 が あ る と み な す 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
化 合 物 は ま た そ れ ら の in vivo活 性 に つ い て も 評 価 す る 。 試 験 化 合 物 の 評 価 の た め に 選 択
さ れ る ア ッ セ イ の 種 類 は そ の 化 合 物 に よ っ て 治 療 ま た は 予 防 し よ う と す る 病 態 、 な ら び に
試 験 化 合 物 に つ い て 評 価 し よ う と す る 投 与 経 路 に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
例 え ば
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 に よ っ て 腫 瘍 増 殖 を 減 退 さ せ る 化 合 物 の 活 性 を 評 価 す る に は Ja
nkun et al., Canc. Res. 57:559-563 (1997)が 記 載 し た PAI-1評 価 の た め の 方 法 が 使 用 で
き る 。 要 す る に 、 ATCC細 胞 株 DU145お よ び LnCaPを SCIDマ ウ ス に 注 射 す る 。 腫 瘍 が 確 立 し た
後 、 そ の 化 合 物 の in vitro特 性 か ら 決 定 し た 投 与 計 画 に 従 っ て マ ウ ス に 試 験 化 合 物 を 与 え
る 。 Jankun et al.は 化 合 物 を 水 で 投 与 し た 。 約 5週 間 の 間 、 週 に 2回 腫 瘍 の 体 積 を 測 定 し
た 。 化 合 物 を 投 与 し た 動 物 が 適 当 な 対 照 化 合 物 を 投 与 し た 動 物 に 比 べ て 腫 瘍 体 積 の 低 下 を
示 せ ば 、 そ の 化 合 物 は 活 性 が あ る と み な す 。
【 ０ ２ ８ １ 】
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腫 瘍 体 積 の 減 少 に 対 す る ブ タ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 p-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン の 作 用 を 評 価 す
べ く 設 計 し た 別 の in vivo試 験 モ デ ル が Billstrom et al., Int. J. Cancer 61:542-547 (
1995)に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
化 合 物 が 転 移 の 発 生 を 軽 減 す る 、 ま た は 転 移 を 抑 制 す る 能 力 を 評 価 す る に は 、 Kobayashi 
et al. Int. J. Canc. 57:727-733d (1994)が 記 載 し て い る 手 法 を 使 用 す る こ と が で き る
。 要 す る に 、 肺 定 着 能 の 高 い も の と し て 選 択 し た ネ ズ ミ 異 種 移 植 片 を C57B1/6マ ウ ス へ 静
脈 注 射 (実 験 的 転 移 )ま た は 腹 壁 へ 皮 下 注 射 (自 発 的 転 移 )す る 。 試 験 す る 種 々 の 濃 度 の 化 合
物 は 注 射 前 に マ ト リ ゲ ル 中 の 腫 瘍 細 胞 に 混 合 さ せ れ ば よ い 。 腫 瘍 接 種 後 1～ 6日 目 か ま た は
7～ 13日 目 か の ど ち ら か に 試 験 化 合 物 の 腹 腔 内 注 射 を 毎 日 行 っ た 。 こ の 動 物 を 腫 瘍 接 種 後
約 3～ 4週 間 で 犠 牲 に し 、 肺 の 腫 瘍 コ ロ ニ ー を 計 数 す る 。 得 ら れ た デ ー タ の 評 価 か ら 試 験 化
合 物 、 最 適 用 量 お よ び 投 与 経 路 の 効 果 に 関 す る 判 断 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
腫 瘍 体 積 お よ び 転 移 の 減 少 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 活 性 は 、 そ れ ら の 阻 害 剤 を 評 価 す る た め
の Rabbani et al., Int. J. Cancer 63:840-845 (1995)に 記 載 の モ デ ル で 評 価 で き る 。 そ
こ へ 、 Mat LyLu腫 瘍 細 胞 を コ ペ ン ハ ー ゲ ン ラ ッ ト の 脇 腹 に 注 射 し た 。 継 続 し て 種 々 の 用 量
の 試 験 化 合 物 を 最 高 3週 間 投 与 す る た め 、 こ の 動 物 に 浸 透 圧 小 型 ポ ン プ を 埋 め 込 ん だ 。 試
験 中 、 転 移 が 増 大 す る に つ れ 、 実 験 動 物 お よ び 対 照 動 物 の 腫 瘍 重 お よ び 腫 瘍 体 積 を 評 価 し
た 。 得 ら れ た デ ー タ の 評 価 か ら 試 験 化 合 物 、 最 適 用 量 お よ び 投 与 経 路 の 効 果 に 関 す る 判 断
が 可 能 と な る 。 こ れ ら の 著 者 の う ち 何 人 か が Xing et al., Canc. Res. 57:3585-3593 (19
97)に 関 連 プ ロ ト コ ー ル を 記 載 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
化 合 物 の 抗 血 管 形 成 活 性 を 評 価 す る に は 、 ウ サ ギ 角 膜 の 血 管 新 生 モ デ ル を 使 用 す る こ と が
で き る (例 え ば 、  Avery et al. (1990) Arch. Ophthalmol., 108:1474-147参 照 )。 Avery 
et al.は ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 ウ サ ギ を 麻 酔 し た 後 、 角 膜 中 央 の 切 開 を 行 い 、 放 射 状 の 角 膜
ポ ケ ッ ト を 形 成 す る こ と を 記 載 し て い る 。 徐 放 性 の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ペ レ ッ ト を こ の ポ
ケ ッ ト 内 に 置 き 、 血 管 新 生 を 誘 発 し た 。 試 験 化 合 物 を 5日 間 腹 腔 内 投 与 し 、 そ の 時 点 で 動
物 を 犠 牲 に し た 。 試 験 化 合 物 の 作 用 は 、 血 管 新 生 応 答 お よ び そ れ に よ る 角 膜 縁 の 血 管 新 生
の 面 積 を 算 出 す る の に 使 用 で き る 角 膜 輪 部 を 撮 影 し た 断 続 写 真 を 観 察 し て 評 価 す る 。 適 当
な 対 照 と 比 較 し て 血 管 新 生 の 領 域 が 小 さ く な れ ば そ の 試 験 化 合 物 が 血 管 新 生 の 減 少 ま た は
阻 害 に 有 効 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
血 管 形 成 の 抑 制 に お け る 試 験 化 合 物 の 効 果 を 評 価 す る の に 用 い る 血 管 形 成 モ デ ル は Min et
 al., Canc. Res. 56:2428-2433 (1996)に 記 載 さ れ て い る 。 C57BL6マ ウ ス に 、 血 管 形 成 誘
発 剤 と し て bFGFを 含 む マ ト リ ゲ ル 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と と も に 、 ま た 化 合 物 を 伴 わ ず に 皮
下 注 射 し た 。 5日 後 、 こ の 動 物 を 犠 牲 に し 、 血 管 新 生 を 可 視 化 で き る マ ト リ ゲ ル プ ラ グ を
撮 影 す る 。 マ ト リ ゲ ル お よ び 有 効 量 の 試 験 化 合 物 を 投 与 し た 実 験 動 物 は 、 対 照 動 物 も し く
は 有 効 量 未 満 の 、 ま た は 有 効 量 を 含 ま な い 化 合 物 を 投 与 し た 実 験 動 物 よ り も 低 い 血 管 新 生
を 示 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
一 次 腫 瘍 の 拡 散 を 制 限 す る 能 力 に つ い て 化 合 物 を 試 験 す べ く デ ザ イ ン さ れ た in vivo系 が
、 Crowley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 90:5021-5025 (1993)に 記 載 さ れ て い る 。 ヌ
ー ド マ ウ ス に 、 CAT(ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )を 発 現 す る よ う
操 作 し た 腫 瘍 細 胞 (PC3)を 注 射 す る 。 腫 瘍 サ イ ズ お よ び ／ ま た は 転 移 を 減 少 さ せ る そ れ ら
の 能 力 に つ い て 試 験 す る 化 合 物 を 動 物 に 投 与 し た 後 、 腫 瘍 サ イ ズ お よ び ／ ま た は 転 移 増 殖
の 測 定 を 行 う 。 さ ら に ま た 、 種 々 の 臓 器 で 検 出 さ れ た CATレ ベ ル は 試 験 化 合 物 の 転 移 阻 害
能 の 指 標 と な り 、 対 照 動 物 に 対 し て 処 理 動 物 の 組 織 で CATの 検 出 が 少 な け れ ば そ の 組 織 に
移 動 し た CAT発 現 細 胞 が 少 な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
In vivo実 験 様 式 は 、 侵 襲 性 が 高 い こ と が 知 ら れ て い る 腫 瘍 細 胞 系 F3IIを 用 い 、 試 験 セ リ
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ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 抑 制 能 を 評 価 す る よ う に 計 画 す る (例 え ば 、 Alonso et al., Brea
st Canc. Res. Treat. 40:209-223 (1996)参 照 )。 Alonsoは 毒 性 測 定 、 腫 瘍 増 殖 、 侵 襲 性
、 自 発 的 転 移 、 実 験 的 肺 転 移 、 お よ び 血 管 形 成 ア ッ セ イ に 関 す る in vivo研 究 を 記 載 し て
い る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
CAMモ デ ル (ニ ワ ト リ 胚 絨 毛 尿 膜 モ デ ル )は 最 初 に 1998年 に L. Ossowski(J. Cell Biol. 107
:2437-2445 (1988))に よ っ て 記 載 さ れ た が 、 こ れ は 試 験 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 評 価 す る も う
一 つ の 方 法 を 提 供 す る 。 CAMモ デ ル で は 、 腫 瘍 細 胞 は い く つ か の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 の 存 在 下 で 腫 瘍 細 胞 を 有 す る CAMを 含 む 絨 毛 尿 膜 を 通 じ て 浸 潤 す る が 、 そ の 結 果 、 膜 を
経 た 腫 瘍 細 胞 の 浸 潤 は 少 な い か 全 く な い 。 従 っ て 、 CAMア ッ セ イ は 種 々 の 濃 度 の 試 験 化 合
物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で CAMお よ び 腫 瘍 細 胞 を 用 い て 実 施 す る 。 腫 瘍 細 胞 の 侵 襲 性 は 化
合 物 の 阻 害 活 性 の 指 標 と な る よ う な 条 件 下 で 測 定 す る 。 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 は 腫 瘍 浸
潤 が 低 い こ と と 関 係 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
CAMモ デ ル は 標 準 の 血 管 形 成 ア ッ セ イ に も 用 い ら れ る (す な わ ち 、 新 し い 血 管 の 形 成 に 作 用
す る )(Brooks et al. Methods in Molecular Biology 129:257-269 (1999)))。 こ の モ デ
ル に よ れ ば 、 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 (bFDG)な ど の 血 管 形 成 イ ン デ ュ ー サ ー を 含 む フ ィ
ル タ ー デ ィ ス ク を CAM上 に 置 く 。 サ イ ト カ イ ン の CAM中 へ の 拡 散 が 局 部 的 な 血 管 形 成 を 誘 発
し 、 こ れ は フ ィ ル タ ー デ ィ ス ク の す ぐ 下 の CAM内 の 血 管 分 岐 点 の 数 を 計 数 す る な ど い く つ
か の 方 法 で 測 定 で き る 。 同 定 さ れ た 化 合 物 の サ イ ト カ イ ン 誘 発 性 血 管 形 成 阻 害 能 は こ の モ
デ ル を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。 試 験 化 合 物 は 血 管 形 成 イ ン デ ュ ー サ ー を 含 む フ ィ ル
タ ー デ ィ ス ク に 加 え て も よ い し 、 膜 に 直 接 置 い て も よ い し 、 全 身 投 与 し て も よ い 。 試 験 化
合 物 の 存 在 下 お よ び ／ ま た は 不 在 下 で の 新 規 の 血 管 形 成 の 程 度 は こ の モ デ ル を 用 い て 比 較
す る こ と が で き る 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 新 し い 血 管 の 形 成 が 少 な い こ と が 、 抗 血 管 形 成
活 性 の 指 標 と な る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 剤 に 対 す る 抗 血 管 形 成 活 性 を 証 明 す る こ と
は 、 そ の SPタ ン パ ク 質 の 血 管 形 成 に お け る 役 割 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
b. 既 知 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 化 合 物 は 、 そ の CVSP14活 性 阻 害 能 を 試 験 し 得 る セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 剤 で あ り 得 る 。 例 え ば ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 用 い る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 3(SPI-3)(Chen, et al
., Citokine, 11:856-862 (1999));ア プ ロ チ ニ ン (Iijima, R., et al., J. Biochem. (To
kyo) 126:912-916 (1999));Kazal型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 様 タ ン パ ク 質 (Niimi, et a
l. Eur. J. Biochem., 266:282-292 (1999));Kunitz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Ravich
andran, S., et al., Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr., 55:1814-1821 (1999)
);組 織 因 子 経 路 阻 害 剤 -2/マ ト リ ッ ク ス 関 連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (TFPI-2/MSPI)、 (L
iu, Y. et al. Arch. Biochem. Biophys. 370:112-8 (1999));Bukunin(Cui, C.Y. et al.
 J. Invest. Dermatol. 113:182-8 (1999));メ シ ル 酸 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト (Ryo, R. et al.
　 Vox Sang. 76:241-6 (1999));TPCK(Huang et al. Oncogene 18:3431-3439 (1999));合
成 綿 結 合 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Edwards et al. Wound Repair Regen. 7:106-18 (19
99)); FUT-175 (Sawada, M. et al. Stroke 30:644-50 (1999));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 FUT-0175お よ び ト ロ ン ボ キ サ ン 合 成 酵 素 阻 害 剤 OKY-046の 組 合 せ (Kaminogo et al. Neur
ol. Med. Chir. (Tokyo) 38:704-8; discussion 708-9 (1998));ラ ッ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 因 子 2.1遺 伝 子 (LeCam, A., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 253:311-4
 (1998));グ ラ ン ザ イ ム Bを 有 す る ラ ッ ト 下 垂 体 複 合 体 で 発 現 す る 新 規 の 細 胞 内 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Hill et al. FEBS Lett. 440:361-4 (1998));3,4-ジ ク ロ ロ イ ソ ク マ リ ン
(Hammed et al. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 219:132-7 (1998));LEX032(Bains et al.
 Eur. J. Pharmacol. 356:67-72 (1998));N-ト シ ル -L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ
ト ン (Dryjanski et al. Biochemistry 37:14151-6 (1998));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ニ
ュ ー ロ セ ル ピ ン の マ ウ ス 遺 伝 子 (P112)(Berger et al. Gene, 214:25-33 (1998));ラ ッ ト
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セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 2.3遺 伝 子 (Paul et al. Eur. J. Biochem.　 254:538-46 (1998
));Ecotin(Yang et al. J. Mol. Biol. 279:945-57 (1998));14kDaの 植 物 関 連 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Roch et al. Dev. Comp. Immunol. 22(1):1-12 (1998));マ ト リ ッ ク ス 関
連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 TFPI-2/33kDa MSPI(Rao et al. Int. J. Cancer 76:749-56 
(1998));ONO-3403(Hiwasa et al., Cancer Lett. 126:221-5 (1998));ブ デ ラ ス タ シ ン (Bd
ellastasin)(Moser et al. Eur. J. Biochem. 253:212-20 (1998));ビ ク ニ ン (Xu et al. 
J. Mol. Biol. 276:955-66 (1998));メ シ ル 酸 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト (Mellgren et al. Thromb
. Haemost. 79:342-7 (1998));増 殖 ホ ル モ ン 依 存 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 Spi 2.1(Ma
ake et al. Endocrinology 138:5630-6 (1997));2型 増 殖 因 子 ア ク チ ベ ー タ ー 阻 害 剤 、 Kun
itz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Kawaguchi et al. J. Biol. Chem., 272:27558-64 (199
7));エ ジ プ ト ツ チ イ ナ ゴ (Schistocercga gregaria)の 卵 巣 由 来 の 熱 安 定 型 セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 タ ン パ ク 質 (Hamdaoui et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 238:357-60 (
1997));ヒ ト 胎 盤 肝 細 胞 増 殖 因 子 ア ク チ ベ ー タ ー 阻 害 剤 、 Kunitz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 (Shimomura et al. J. Biol. Chem. 272:6370-6 (1997));FUT-187、 経 口 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Shiozaki et al. Gan To Kaguku Ryoho, 23(14): 1971-9 (1996));細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 関 連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Mr 33,000、 31,000、 お よ び 27,000)(Rao,
 C.N., et al., Arch. Biochem. Biophys., 335:82-92 (1996));不 可 逆 性 イ ソ ク マ リ ン セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Palencia, D.D., et al., Biol. Reprod., 55:536-42 (1996));
4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )-ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (AEBSF)(Nakabo et al. J. Leukoc. 
Biol. 60:328-36 (1996));ニ ュ ー ロ セ ル ピ ン (Osterwalder, T., et al., EMBO J. 15:294
4-53 (1996));ヒ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 α -1-抗 ト リ プ シ ン (Forney et al. J. Para
sitol.. 82:496-502 (1996));ラ ッ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 2.3(Simar-Blanchet, A.E
., et al., Eur. J. Biochem., 236:638-48 (1996));メ シ ル 酸 ガ ベ キ サ ー ト (parodi, F.,
 et al., J. Cardiothorac. Vasc. Anesth. 10:235-7 (1996));組 換 え セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 剤 、 CPTI II(Stankiewicz, M., et al., (Acta Biochim. Pol., 43(3):525-9 (199
6));シ ス テ イ ン 富 化 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Guamerin II)(Kim, D.R., et al., J. En
zym. Inhib., 10:81-91 (1996));ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト (Lundqvist, H., 
et al., Inflamm. Res., 44(12):510-7 (1995));ネ キ シ ン 1(Yu, D.W., et al., J. Cell 
Sci., 108(Pt 12):3867-74 (1995));LEX032(Scalia, R., et al., Shock, 4(4):251-6 (1
995));プ ロ テ ア ー ゼ ネ キ シ ン I(Houenou, L.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
, 92(3):895-9 (1995));キ マ ー ゼ 標 的 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Woodard S.L., et al.,
 J. Immunol., 153(11):5016-25 (1994));N-α -ト シ ル -L-リ シ ル -ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン (TL
CK)(Bourinbaiar, A.S., et al., Cell Immunol., 155(1):230-6 (1994));Smpi56(Ghendl
er, Y., et al., Exp. Parasitol., 78(2):121-31 (1994));ビ ル ハ ル ツ 住 血 吸 虫 セ リ ン プ
ロ テ ア ー ゼ (Blanton, R.E., et al., Mol. Biochem. Parasitol., 63(1):1-11 (1994));S
pi-1(Warren, W.C., et al., Mol. Cell Endocrinol., 98(1):27-32 (1993));TAME(Jesso
p, J.J., et al., Inflammation, 17(5):613-31 (1993));ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(Kalaria,
 R.N., et al., Am. J. Pathol., 143(3):886-93 (1993));FOY-305(Ohkoshi, M., et al.
, Anticancer Res., 13(4):963-6 (1993));メ シ ル 酸 カ モ ス タ ッ ト (Senda, S., et al., I
ntern. Med., 32(4):350-4 (1993));色 素 上 皮 由 来 因 子 (Steele, F.R., et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A., 90(4):1526-30 (1993));ア ン チ ス タ シ ン (Holstein, T.W., et a
l., FEBS Lett., 309(3):288-92 (1992));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を コ ー ド す る ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス K2L遺 伝 子 (Zhou, J., et al., Virology, 189(2):678-86 (1992));Bowman-B
irkセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Werner, M.H., et al., J. Mol. Biol., 225(3):873-89 (
1992);FUT-175(Yanamoto, H., et al., Neurosurgery, 30(3):358-63 (1992));FUT-175;(
Yanamoto, H., et al., Neurosurgery, 30(3):351-6, discussion 356-7 (1992));PAI-I(
Yreadwell, B.V., et al., J. Orthop. Res., 9(3):309-16 (1991));3,4-ジ ク ロ ロ イ ソ ク
マ リ ン (Rusbridge, N.M., et al., FEBS Lett., 268(1):133-6 (1990));α 1-抗 キ モ ト リ
プ シ ン (Lindmark, B.E., et al., Am. Rev. Respir. Des., 141(4 Pt 1):884-8 (1990));
P-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン メ チ ル エ ス テ ル (TAME)(Scuderi, P., J. Immunol., 
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143(1):168-73 (1989));α 1-抗 キ モ ト リ プ シ ン (Abraham, C.R., et al., Cell, 52(4):48
7-501 (1988));コ ン ト ラ プ シ ン (Modha, J., et al., Parasitology, 96 (Pt 1):99-109 (
1988));α 2-抗 プ ラ ス ミ ン (Holmes, W.E., et al., J. Biol. Chem., 262(4):1659-64 (19
87));3,4-ジ ク ロ ロ イ ソ ク マ リ ン (Harper, J.W., et al., Biochemistry, 24(8):1831-41 
(1985));ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト (Tsutsui, K., et al., Biochem. Biophys
. Res. Commun., 123(1):271-7 (1984));メ シ ル 酸 ガ ベ キ サ ー ト (Hesse, B., et al., Pha
rmacol. Res. Commun., 16(7):637-45 (1984));フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (Du
fer, J., et al., Scand. J. Haematol., 32(1):25-32 (1984));プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 CI-2
(McPhalen, C.A., et al., J. Mol. Biol.,　 168(2):445-7 (1983));フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル
ホ ニ ル フ ル オ リ ド (Sekar V., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 89(2):474-8 (
1979));PGE1(Feinstein, M.D., et al., Prostaglandine, 14(6):1075-93 (1977)が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
c. コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー お よ び そ の 他 の ラ イ ブ ラ リ ー
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の た め の 化 合 物 源 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を は じ め と す る ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て よ い 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ
リ ー の 合 成 法 お よ び か か る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 特 徴 は 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 で あ る (一 般 的 に 、 Combinatorial Libraries: Synthesis, Screening and Application
 Potential (Cortese Ed.) Walter de Gruyter, Inc., 1995; Tietze and Lieb, Curr. O
pin. Chem. Biol., 2(3):363-71 (1998); Lam, Anticancer Drug Des., 12(3):145-67 (1
997); Blaney and Martin, Curr. Opin. Chem. Biol., 1(1):54-9 (1997); お よ び  Schul
tz and Schultz, Biotechnol. Prog., 12(6):729-43 (1996)参 照 )。
【 ０ ２ ９ ２ 】
様 々 な ラ イ ブ ラ リ ー 、 主 に ペ プ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く オ リ ゴ マ ー ラ イ ブ ラ リ ー
を 生 成 す る 方 法 お よ び 戦 略 は 、 分 子 生 物 学 的 方 法 お よ び ／ ま た は 同 時 化 学 合 成 方 法 論 を 用
い て 開 発 さ れ て き た (例 え ば 、 Dower et al., Annu. Rep. Med. Chem., :271-280 (1991
); Fodor et al., Science, 251:767-773 (1991); Jung et al., Angew. Chem. Ind. Ed.
 Engl., 31:367-383 (1992); Zuckerman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4505
-4509 (1992); Scott et al., Science, 249:386-390 (1990); Devlin et al., Science,
 249:404-406 (1990); Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378-6382 (19
90);お よ び Gallop et al., J. Medicinal Chemistry, 37:1233-1251 (1994)参 照 )。 得 ら
れ る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 何 百 万 も の 化 合 物 を 含 む 可 能 性 が あ り 、 こ れ を ス ク
リ ー ニ ン グ し て 選 択 し た 活 性 を 示 す 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 大 き く 3つ の カ テ ゴ リ ー :ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 、 プ ラ
ス ミ ド か ら 発 現 し た フ ァ ー ジ 粒 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 表 面 に 提 示 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 デ
ィ ス プ レ ー ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ;個 々 の 化 合 物 ま た は 化 合 物 の 混 合 物 が 、 樹 脂 ビ ー ズ (例
え ば 、 Lam et al., Nature, 354:82-84 (1991)参 照 )お よ び 綿 支 持 体 (例 え ば 、 Eichler et
 al., Biochemistry 32:11035-11041 (1993)参 照 )な ど の 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス 上 に 提 示 さ
れ る 支 持 体 結 合 合 成 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー ;お よ び 、 こ れ ら の 化 合 物 を 液 相 で 用 い る 方 法 (例 え
ば 、 Houghten et al., Nature, 354:84-86 (1991); Houghten et al., BioTechniques, 3
13:412-421 (1992);お よ び Scott et al., Curr. Opin. Biotechnol., 5:40-48 (1994)参
照 )に 分 類 さ れ る 。 合 成 ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー に は 多 数 の 例 が あ り 、 非 ペ プ チ ド 系 有 機 小 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に は 多 く の 方
法 が あ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 合 し て 多 様 な 有 機 分 子 の 混 合 物 を 形 成 す る 、 ま た
は 合 し て 選 択 さ れ た フ ァ ー マ コ フ ォ ア (薬 理 的 作 用 団 )モ ノ マ ー に 基 づ く ラ イ ブ ラ リ ー を 形
成 し 得 る モ ノ マ ー の 基 本 セ ッ ト に 基 づ く も の で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
ラ ン ダ ム コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 決 定 論 的 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の
い ず れ も が こ こ で 開 示 お よ び ／ ま た は 請 求 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ
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ン グ 可 能 で あ る 。 こ れ ら 2つ の ラ イ ブ ラ リ ー で は 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー の 各 ユ ニ ッ ト が 固 相
支 持 体 上 で 単 離 お よ び ／ ま た は 固 定 化 で き る 。 決 定 論 的 ラ イ ブ ラ リ ー で は 、 先 験 的 に 各 固
相 支 持 体 上 の 特 定 の ユ ニ ッ ト の 位 置 が 分 か っ て い る 。 ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ ー で は 、 特 定 の
ユ ニ ッ ト の 位 置 は 先 験 的 に は 分 か ら な い が 、 各 部 位 は な お 単 一 の 独 特 の ユ ニ ッ ト を 含 む 。
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 多 く の 方 法 が 当 業 者 に 公 知 で あ る (例 え ば 、 Geysen et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3998-4002 (1984), Houghten et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 81:5131-5135 (1985)参 照 )。 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 技 術 に よ っ て 作 成 さ れ る
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー も 意 図 さ れ る (例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し て は Schultz
 and Schultz, Biotechnol. Prog., 12(6):729-43 (1996)の 表 1; Bartel et al., Scienc
e, 261:1411-1418 (1993); Baumbach et al. BioPharm, (Can):24-35 (1992); Bock et a
l.　 Nature, 355:564-566 (1992); Borman, S., Combinatorial chemists focus on saml
l molecules molecular recognition, and automation, Chem. Eng. News, 2(12):29 (19
96); Boublik, et al., Eukaryotic Virus Display: Engineering the Major Surface Gl
ycoproteinof the Autographa California Nuclear Polyhedrosis Virus (ACNPV) for th
e Presentation of Foreign Proteins on the Virus Surface, Bio/Technology, 13:1079
-1084 (1995); Brenner, et al., Encoded Combinatorial Chemistry, Proc. Natl. Acad
 Sci. U.S.A., 89:5381-5383 (1992); Caflisch, et al., Computational Combinatorial
 Chemistry for De Novo Ligand Design: Review and Assessment, Perspect. Drug Disc
overy Des., 3:51-84 (1995); Cheng, et al., Sequence-Selective Peptide Binding wi
th a Peptido-A,B-trans-steroidal Receptor Selected from an Encoded Combnatorial 
Library, J. Am. Chem. Soc., 118:1813-1814 (1996); Chu, et al., Affinity Capillar
y Electrophoresis to Identify the Peptide in A Peptide Library that Binds Most T
ightly to Vancomycin, J. Org. Chem., 58:648-652 (1993); Clackson, et al., Making
 Antibody Fragments Using Phage Display Libraries, Nature, 352:624-628 (1991); C
ombs, et al., Protein Structure-Based Combinatorial Chemistry: Discovery of Non-
Peptide Binding Elements to Src SH3 Domain, J. Am. Chem. Soc., 118:287-288 (1996
); Cwirla, et al., Peptides On Phage:　 A Vast Library of Peptides for Identifyin
g Ligands, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87:6378-6382 (1990); Ecker, et al., Co
mbinatorial Drug Discovery:　 Which Method will Produce the Greatest Value, Bio/T
echnology, 13:351-360 (1995); Ellington, et al., In Vitro Selection of RNA Molec
ules That Bind Specific Ligands, Nature, 346:818-822 (1990); Ellman, J.A., Varia
nts of Benzodiazephines, J. Am. Chem. Soc., 114:10997 (1992); Erickson, et al., 
The Proteins; Neurath, H., Hill, R.L., Eds.: Academic: New York, 1976; pp. 255-2
57; Felici, et al., J. Mol. Biol., 222:301-310 (1991); Fodor, et al., Light-Dire
cted, Spatially Addressable Parallel Chemical Synthesis, Science, 251:767-773 (1
991); Francisco, et al., Transport and Anchoring of Beta-Lactamase to the Extern
al Surface of E. Coli., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:2713-2717 (1992); Geor
giou, et al., Practical Applications of Engineering Gram-Negative Bacterial Cell
 Surfaces, TIBTECH, 11:6-10 (1993); Geysen, et al., Use of peptide synthesis to 
probe viral antigens for epitopes to a resolution of a single amino acid, Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1984); Glaser, et al., Antibody Engineeri
ng by Condon-Based Mutagenesis in a Filamentous Phage Vector System, J. Immunol.
, 149:3903-3913 (1992); Gram, et al., In vitro selection and affinity maturation
 of antibodies from a naive combinatorial immunoglobulin library, Proc. Natl. Ac
ad. Sci., 89:3576-3580 (1992); Han, et al., Liquid-Phase Combinatorial Synthesis
, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92:6419-6423 (1995); Hoogenboom, et al., Multi-
Subunit Proteins on the Surface of Filamentous Phage: Methodologies for Displayi
ng Antibody(Fab) Heavy and Light Chains, Nucleic Acids Res., 19:4133-4137 (1991)
; Houghten, et al., General Method for the Rapid Solid-Phase Synthesis of Large 
Numbers of Peptides: Specificity of Antigen-Antibody Interaction at the Level of
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 Individual Amino Acids, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:5131-5135 (1985); Hou
ghten, et al., The Use of Synthetic Peptide Combinatorial Libraries for the Dete
rmination of Peptide Ligands in Radio-Receptor Assays-Opiod-Peptides, Bioorg. Me
d. Chem. Lett., 3:405-412 (1993); Houghten, et al., Generation and Use of Synthe
tic Peptide Combinatorial Libraries for Basic Research and Drug Discovery, Natur
e, 354:84-86 (1991); Huang, et al., Discovery of New Ligand Binding Pathways in 
Myoglobin by Random Mutagenesis, Nature Struct. Biol., 1:226-229 (1994); Huse, e
t al., Generation of a Large Combinatorial Library of the Immunoglobulin Reperto
ire In Phage Lambda, Science, 246:1275-1281 (1989); Janda, K.D., New Strategies 
for the Design of Catalytic Antibodies, Biotechnol. Prog., 6:178-181 (1990); Jun
g, et al., Multiple Peptide Synthesis Methods and Their Applications, Angew. Che
m. Int. Ed. Engl., 31:367-486 (1992); Kang, et al., Linkage of Recognition and R
eplication Functions By Assembling Combinatorial Antibody Fab Libraries Along Ph
age Surfaces, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88:4363-4366 (1991a); Kang, et al.,
 Antibody Redesign by Chain Shuffling from Random Combinatorial Immunoglobulin L
ibraries, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88:11120-11123 (1991b); Kay, et al., An
 M13 Phage Library Displaying Random 38-Amino-Acid-Peptides as a Source of Novel
 Sequences with Affinity to Selected Targets Genes, Gene, 128:59-65 (1993); Lam,
 et al., A new type of synthetic peptide library for identifying ligand-binding 
activity, Nature, 354:82-84 (1991)(Nature, 358:434 (1992)お よ び Nature, 360:768 (
1992)の 正 誤 表 で 公 開 ); Lebl, et al., One Bead One Structure Combinatorial Librari
es, Biopolymers (Pept. Sci.), 37:177-198 (1995); Lerner, et al., Antibodies with
out Immunization, Science, 258:1313-1314 (1992); Li, et al., Minimization of a P
olypeptide Hormone, Science, 270:1657-1660 (1995); Light, et al., Display of Dim
eric Bacterial Alkaline Phosphatase on the Major Coat Protein of Filamentous Bac
teriophage, Bioorg. Med. Chem. Lett., 3:1073-1079 (1992); Little, et al., Bacter
ial Surface Presentation of Proteins and Peptides: An Alternative to Phage Techn
ology, Trends Biotechnol., 11:3-5 (1993); Marks, et al., By-Passing Immunization
.　 Human Antibodies from V-Gene Libraries Displayed on Phage, J. Mol. Biol., 222
:581-597 (1991); Matthews, et al., Substrate Phage: Selection of Protease Substr
ates by Monovalent Phage Display, Science, 260:1113-1117 (1993); McCafferty, et 
al., Phage Enzymes: Expression and Affinity Chromatography of Functional Alkalin
e Phosphatase on the Surface of Bacteriophage, Protein Eng., 4:955-961 (1991); M
enger, et al., Phosphatase Catalysis Developed Via Combinatorial Organic Chemist
ry, J. Org. Chem., 60:6666-6667 (1995); Nicolaou, et al., Angew. Chem. Int. Ed. 
Engl., 34:2289-2291 (1995); Oldenburg, et al., Peptide Ligands for A Sugar-Bindi
ng Protein Isolated from a Random Peptide Library, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
, 89:5393-5397 (1992); Parmley, et al., Antibody-Selectable Filamentous fd Phage
 Vectors: Affinity Purification of Target Genes, Genes, 73:305-318 (1988); Pinil
la, et al., Synthetic Peptide Combinatorial Libraries (SPCLS)--Identification of
 the Antigenic Determinant of Beta-Endorphin Recognized by Monoclonal Antibody-3
E7, Gene, 128:71-76 (1993); Pinilla, et al., Review of the Utility of Soluble Co
mbinatorial Libraries, Biopolymers, 37:221-240 (1995); Pistor, et al., Expressio
n of Viral Hemegglutinan On the Surface of E. Coli., Klin. Wochenschr., 66:110-1
16 (1989); Pollack, et al., Selective Chemical Catalysis by an Antibody, Science
, 234:1570-1572 (1986); Rigler, et al., Fluorescence Correlations, Single Molecu
le Detection and Large Number Screening: Applications in Biotechnology, J. Biote
chnol., 41:177-186 (1995); Sarvetnick, et al., Increasing the Chemical Potential
 of the Germ-Line Antibody Repertoire, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90:4008-40
11 (1993); Sastry, et al., Cloning of the Immunological Repertiore in Escherichi
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a Coli for Generation of Monoclonal Catalytic Antibodies:　 Construction of a Hea
vy Chain Variable Region-Specific cDNA Library, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 8
6:5728-5732 (1989); Scott, et al., Searching for Peptide Ligands with an Epitope
 Library, Science, 249:386-390 (1990); Sears, et al., Engineering Enzymes for Bi
oorganic Synthesis:　 Peptide Bond Formation, Biotechnol. Prog., 12:423-433 (1996
); Simon, et. al., Peptides:　 A Modular Approach to Drug Discovery, Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A., 89:9367-9371 (1992); Still, et al., Discovery of Sequence-Sel
ective Peptide Binding by Synthetic Receptors Using Encoded Combinatorial Librar
ies, Acc. Chem. Res., 29:155-163 (1996); Thompson, et al., Synthesis and Applica
tions of Small Molecule Libraries, Chem. Rev., 96:555-600 (1996); Tramontano, et
 al., Catalytic Antibodies, Science, 234:1566-1570 (1986); Wrighton, et al., Sma
ll Peptides as Potent Mimetics of the Protein Hormone Erythropoietin, Science, 2
73:458-464 (1996); York, et al., Combinatorial mutagenesis of the reactive site 
region in plasminogen activator inhibitor I, J. Biol. Chem., 266:8595-8600 (1991
); Zebedee, et al., Human Combinatorial Antibody Libraries to Hepatitis B Surfac
e Antigen, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:3175-3179 (1992); Zuckerman, et al.
, Identification of Highest-Affinity Ligands by Affinity Selection from Equimola
r Peptide Mixtures Generated by Robotic Synthesis, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
, 89:4505-4509 (1992)参 照 )。
【 ０ ２ ９ ５ 】
例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は SPタ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る ペ プ
チ ド は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 同 定 で き る 。 例 と し て の 実 施 形 態 で は
、 こ の 方 法 に は 、 a)フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の フ ァ ー ジ を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ
ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に 接 触 さ せ ;(b)そ の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る フ ァ ー ジ を 単 離 し ;さ ら に (
c)単 離 し た フ ァ ー ジ に コ ー ド さ れ る 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド を 同 定 し 、 CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
H. CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー
本 明 細 書 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ た 、 あ る い は そ の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
で CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 用 い て 生 成 さ れ た 、 CVSP14活 性 を 調
節 す る 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら 化 合 物 は 直 接 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る こ と に
よ っ て 作 用 す る か 、 ま た は そ の 転 写 ま た は 翻 訳 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 。 こ の
よ う な 分 子 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に そ の プ ロ テ
ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ
ク ス お よ び そ の 他 こ の よ う な 化 合 物 の 発 現 を 変 化 さ せ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は RNAiな ど
の 二 本 鎖 RNA(dsRNA)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
1. 抗 体
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に そ の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン あ る い
は 全 長 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 活 性 型 ま た は チ モ ー ゲ ン 型 と 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ
ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を は じ め と す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
一 般 に 、 こ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 典 型 的 に は こ の 抗 体 は CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14の 各 々 の 一
本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 CVSP14の い ず れ か の ド メ イ
ン お よ び そ の 二 本 鎖 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の ド メ イ ン 、 断 片 、 ホ モ ロ グ お よ び 誘 導 体 を 免 疫 原 と し て 用
い て 、 そ の よ う な 免 疫 源 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗
体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が  ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 一
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本 鎖 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 ヒ ト CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 生 産 さ れ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 断 片 か ら な る 複 合 体 を 抗 体 作 製 の 免
疫 原 と し て 用 い る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 手 法 は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ド メ イ ン 、 誘 導 体 、 断 片 ま
た は 類 似 体 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 の 作 製 の た め
に は 、 天 然 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は 合 成 形 態 、 あ る い は 架 橋 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド な ど 上
記 の 誘 導 体 を 注 射 し て 種 々 の 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 宿 主 動 物 と
し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 挙 げ ら れ る 。 種 々 の
ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 宿 主 の 種 に 応 じ た 免 疫 応 答 を 増 強 す る こ と が で き 、 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト (完 全 お よ び 不 完 全 )、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の
無 機 ゲ ル 、 リ ソ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 エ マ
ル シ ョ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 物 質 、 な ら び に 弱 毒 ウ シ 結 核 菌 (bacille C
almette-Guerin(BCG))お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ブ ム (corynebacterium parvum)な
ど 有 用 で あ り 得 る ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ド メ イ ン 、 誘 導 体 、 断 片 ま た は 類 似 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め に は 、 連 続 し た 培 養 細 胞 系 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る も の で
あ れ ば ど ん な 技 術 を 用 い て も よ い 。 こ の よ う な 技 術 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
Kohlerお よ び Milstein(Nature 256:495-497 (1975))に よ っ て 最 初 に 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ
ド ー マ 技 術 、 ト リ オ ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbor et al., Immunolog
y Today 4:72 (1983))、 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る EBVハ イ ブ リ ド ー マ 技
術 (Cole et al., in Monoclonal Antibody and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., p
p. 77-96 (1985))が 挙 げ ら れ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 最 近 の 技 術 を 利 用 し て 無 菌 動 物
で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る (PCT/US90/02545)。 ヒ ト 抗 体 も 使 用 で き
、 こ れ は ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る こ と に よ っ て (Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 80:2026-2030 (1983))、 ま た は in vitroで ヒ ト B細 胞 を EBVウ イ ル ス で 形 質 転 換 す
る こ と に よ っ て (Cole et al., in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
 Liss, Inc., pp. 77-96 (1985))得 ら れ る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な マ ウ ス 抗 体 分
子 由 来 の 遺 伝 子 を 、 適 当 な 生 物 活 性 の ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と と も に ス プ ラ イ シ ン グ
す る こ と に よ る 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 作 製 を 目 的 に 開 発 さ れ た 技 術 (Morrison et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984); Neuberger et al., Nature 312:604-608 (
1984); Takeda et al., Nature 314:452-454 (1985))を 用 い て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
一 本 鎖 抗 体 の 作 製 に 関 し て 記 載 さ れ た 技 術 (米 国 特 許 第 4,946,778号 )を 採 用 し て CVSP14ポ
リ ペ プ チ ド 特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 Fab発 現
ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 関 し て 記 載 さ れ た 技 術 (Huse et al., Science 246:1275-1281 (198
9))を 用 い て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ド メ イ ン 、 誘 導 体 、 ま た は 類 似 体 に 対 し て 所
望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 の 迅 速 か つ 容 易 な 同 定 が 可 能 と な る 。 非 ヒ ト
抗 体 は 公 知 の 方 法 に よ っ て 「 ヒ ト 化 」 す る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,225,539号
参 照 )。
【 ０ ３ ０ ３ 】
CVSP14 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 当
技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 断 片 と し て は
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 出 可 能 な F(ab’ )2断 片
、 F(ab’ )2断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 橋 の 還 元 に よ っ て 作 製 で き る Fab’  断 片 、 抗 体 分 子 を パ パ
イ ン お よ び 還 元 剤 で 処 理 す る こ と に よ っ て 作 製 で き る Fab 断 片 、 お よ び Fv断 片 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
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抗 体 の 作 製 に お い て 、 所 望 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 、 例 え ば 、
ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ )に よ っ て な し 得 る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の ド メ
イ ン に 特 異 的 な 抗 体 を 選 択 す る に は 、 こ の よ う な ド メ イ ン を 含 む CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 断
片 と 結 合 す る 産 物 に 対 し 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を ア ッ セ イ し て よ い 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
上 記 の 抗 体 は 、 例 え ば 診 断 法 に お け る 、 例 え ば こ れ ら の タ ン パ ク 質 の イ メ ー ジ ン グ 、 適 当
な 生 理 学 的 サ ン プ ル 中 で の そ の レ ベ ル 測 定 の た め の 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド タ ン パ ク 質 の 限
局 化 お よ び ／ ま た は 定 量 化 に 関 す る 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 も う
1つ の 実 施 形 態 で は 、 抗 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 断 片 を 治
療 薬 と し て 用 い る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
2. ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス
本 明 細 書 で は SPタ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 分 子 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。 SP、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 断 片 と 結 合 す る 分 子 の
中 に は ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 環 状 ペ プ チ ド を 含 む ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス が 含 ま れ
る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド な ど の 標 的 分 子 と の 特 異 的 結 合 に 必 要
な リ ガ ン ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 模 倣 す る 分 子 ま た は 化 合 物 で あ
る 。 例 と し て の 実 施 形 態 で は 、 こ の ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ
メ テ ィ ク ス ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る ペ プ チ ド ミ メ テ
ィ ク ス 。 こ の よ う な ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と し て は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド
と 特 異 的 に 結 合 す る 、 典 型 的 に は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る
抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス な ら び に 本
明 細 書 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
こ の よ う な ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 哺 乳 類 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 に 関
連 す る 疾 病 ま た は 疾 患 の 診 断 、 治 療 、 予 防 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、
こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 、 ま た
は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 、 あ る い は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 一 般 的 に は CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 ま た は 化 合 物 の 同 定 、 単
離 お よ び 精 製 に 有 用 で あ る 。 分 子 量 の 低 い ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 標 的 分
子 、 例 え ば CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン に 対 し
強 力 な 結 合 特 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
本 明 細 書 に 記 載 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド
ミ メ テ ィ ク ス は ヒ ト を は じ め と す る 哺 乳 類 に 投 与 し て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 調 節 す る
こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 活 性 を 調 節 す る に 十 分 な 量 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 新 生 物 形 成 疾 患 の 治 療 法 お よ び
予 防 法 が 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 化 合
物 を 治 療 上 有 効 な 量 で 被 験 体 に 投 与 す る 、 こ の よ う な 疾 病 ま た は 疾 患 を 有 す る 被 験 体 の 治
療 法 も ま た 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 含 む 組 成 物 は 予 防 お よ び ／ ま た は
治 療 を 目 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 用 途 で は 、 上 記 の よ う に す で に 疾 病 に 罹 患 し て
い る 患 者 に 対 し 、 病 状 お よ び 合 併 症 を 治 癒 さ せ る 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的 に く い 止 め る
の に 十 分 な 量 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の 使 用 に 有 効 な 量 は 疾 病 の 重 篤 度 な ら
び に 患 者 の 体 重 お よ び 全 身 状 態 に よ っ て 異 な り 、 経 験 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
予 防 用 途 で は 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 含 む 組 成 を 、 特 定
の 疾 病 に 罹 患 し や す い 、 あ る い は ま た 特 定 の 疾 患 の リ ス ク が あ る 患 者 に 投 与 す る 。 こ の よ
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う な 量 は 「 予 防 上 有 効 な 量 」 と 定 義 さ れ る 。 こ の 用 法 で 、 正 確 な 量 は こ の 場 合 も や は り 患
者 の 健 康 状 態 お よ び 体 重 に よ っ て 異 な る 。 従 っ て 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ の ペ
プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 用 い て 有 効 成 分 と し て 少 な く と も 1
つ の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 医 薬 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 会 合 さ せ て 含 む 医 薬
組 成 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 経 口 、 肺 内 、 非 経 口 (筋 肉 内 、
腹 腔 内 、 静 脈 内 (IV)ま た は 皮 下 注 射 )、 吸 入 (微 粉 末 製 剤 に よ る )、 経 皮 、 鼻 内 、 膣 、 直 腸
、 ま た は 舌 下 の 投 与 経 路 に よ り 投 与 で き 、 ま た 、 各 投 与 経 路 に 適 し た 投 与 形 に 製 剤 す る こ
と が で き る (例 え ば 、 PCT国 際 出 願 WO 93/25221お よ び WO 94/17784;な ら び に 欧 州 特 許 出 願
第 613,683号 参 照 )。
【 ０ ３ １ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 、
in vitroで CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 影 響 を 与 え る と 思 わ れ る 、 お よ び CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド の 産 生 に よ っ て 影 響 を 受 け る と 思 わ れ る 多 く の 因 子 の 評 価 を は じ め 、 CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 な 役 割 を 理 解 す る 独 特 の ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド 、
ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は ま た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し て そ の 活 性
を 調 節 す る そ の 他 の 化 合 物 の 開 発 に お い て も 、 こ の よ う な 化 合 物 は こ の よ う な 開 発 を 促 進
す べ き 構 造 と 活 性 と の 間 の 関 係 に 関 す る 重 要 な 情 報 を も た ら す こ と か ら 、 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は ま た 、 新 規 な CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ア ッ セ イ に お い て 競
合 結 合 剤 と し て も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ の 実 施 形 態 で は 、 こ の 化 合 物 は 修 飾 せ
ず に 用 い る こ と も で き る し 、 あ る い は 多 様 な 方 法 、 例 え ば 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能
な シ グ ナ ル を 与 え る 部 分 の 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 な ど の 標 識 に よ り 修 飾 す る こ と も で
き る 。 こ れ ら い ず れ の ア ッ セ イ に お い て も 、 材 料 は 直 接 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で
き る 。 直 接 標 識 が 可 能 な も の と し て は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ な ど の 1 2 5 I 酵 素 (米 国 特 許 第 3,645,090号 )の よ う な 放 射 性 標 識 、 お よ び 蛍 光 強 度 、 波 長
シ フ ト ま た は 蛍 光 偏 光 に お け る 変 化 を モ ニ タ リ ン グ で き る 蛍 光 標 識 (米 国 特 許 第 3,940,475
号 )と い っ た 標 識 群 が 挙 げ ら れ る 。 間 接 標 識 が 可 能 な も の と し て は 、 １ つ の 構 成 要 素 を ビ
オ チ ン 化 し た 後 、 上 記 標 識 群 の 1つ と 共 役 さ せ た ア ビ ジ ン と 結 合 さ せ る も の が 挙 げ ら れ る
。 こ れ ら の 化 合 物 が 固 相 支 持 体 と 結 合 し て い る 場 合 に は 、 そ れ ら の 化 合 物 は ス ペ ー サ ー ま
た は リ ン カ ー を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ １ ３ 】
さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ
チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 、 生 細 胞 、 固 定 化 細 胞 、 体 液 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 、 お よ び 精 製 し た 天
然 生 体 材 料 で CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
こ の よ う な ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 標 識 す る こ と に よ り 、
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 細 胞 を 同 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド
と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を in situ
染 色 、 FACS(蛍 光 活 性 セ ル ソ ー ト )、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ELISAお よ び そ の 他 の 分 析 プ
ロ ト コ ー ル に 使 用 で き る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 ま た は CV
SP14ポ リ ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を
コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 精 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は ま た 種 々 の 医 学 研 究 お よ び 診
断 用 の 商 業 用 試 薬 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ
ク ス の 活 性 は in vitroま た は in vivoの い ず れ か で McDonald (1992) Am. J. of Pediatric
 Hematology/Oncology, 14:8-21に 記 載 の 多 数 の モ デ ル の う ち の 1つ で 評 価 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
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3. ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 療 法
ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 鋳 型 ペ プ チ ド の も の と 特 性 が 類 似 し た 非 ペ プ チ ド 薬 剤 と し て 製 薬 産 業
で 広 く 用 い ら れ て い る 。 こ の 種 の 非 ペ プ チ ド 系 化 合 物 は 「 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 」 と 呼 ば
れ て い る (Luthman et al., A Textbook of Drug Design and Development, 14:386-406, 
2nd Ed., Harwood Academic Publishers (1996); Joachim Grante (1994) Angew. Chem. 
Int. Ed. Engl., 33:1699-1720; Fauchere (1986) J. Adv. Drug Res., 15:29; Veber an
d Freidinger (1985) TINS, p. 392;お よ び Evans et al. (1987) J. Med. Chem. 30:1229
)。 治 療 上 有 用 な ペ プ チ ド と 構 造 的 に 類 似 し た ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 使 用 し て 同 等 ま た
は 機 能 の 向 上 し た 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 生 む こ と が で き る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 製 法
お よ び そ の 構 造 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
コ ン セ ン サ ス 配 列 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 、 同 型 の D-ア ミ ノ 酸 で の 系 統 的 置 換 (例 え ば 、 L-リ
ジ ン の 代 わ り に D-リ ジ ン )を 用 い て 、 よ り 安 定 な ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 ま た は 実 質 的 に 同 一 な コ ン セ ン サ ス 配 列 変 異 体 を 含 む 拘 束 ペ プ チ ド
は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 (出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Rizo et al. (1992) An
. Rev. Biochem., 61:387)、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 環 化 す る 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 橋 を 形 成 し
得 る 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加 す る こ と で 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
当 業 者 な ら ば 、 こ の ペ プ チ ド の 生 物 学 的 ま た は 機 能 的 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く ペ プ
チ ド お よ び ミ メ テ ィ ク ス に 修 飾 を 行 う こ と が で き る の が 分 か る で あ ろ う 。 さ ら に 、 当 業 者
な ら ば 、 標 的 分 子 、 例 え ば CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は 一 般 的 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ
テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る ペ プ チ ド を 模 倣 す る 三 次 元 非 ペ プ チ ド 構 造 を ど の よ う に デ ザ
イ ン す れ ば よ い か が 分 か る で あ ろ う (例 え ば 、 Eck and Sprang (1989) J. Biol. Chem., 2
6: 17605-18795参 照 )。
【 ０ ３ １ ８ 】
診 断 目 的 で 使 用 す る 場 合 、 こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 検 出 可 能 な 標 識 で
標 識 す る こ と が で き 、 従 っ て こ の よ う な 標 識 の な い ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス
は 標 識 し た ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 作 製 の 中 間 体 と し て 役 立 ち 得 る 。 検 出
可 能 な 標 識 は 、 こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と 共 有 結 合 し て い る 場 合 、 in v
ivoで 、 例 え ば こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 投 与 し た 患 者 で 、 ま た は in vi
troで 、 例 え ば サ ン プ ル ま た は 細 胞 で 、 こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 検 出
を 可 能 に す る 分 子 ま た は 化 合 物 で あ り 得 る 。 好 適 な 検 出 可 能 な 標 識 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で
あ り 、 例 と し て 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 標 識 (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン )な ど が 挙 げ ら れ る 。
用 い ら れ る 特 定 の 検 出 可 能 な 標 識 は 決 定 的 な も の は な く 、 毒 性 の な い レ ベ ル で 検 出 可 能 な
よ う に 選 択 さ れ る 。 こ の よ う な 標 識 の 選 択 は 十 分 当 技 術 分 野 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
検 出 可 能 な 標 識 と こ の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と の 共 有 結 合 は 当 技 術 分 野 で
周 知 の 従 来 の 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 1 2 5 I放 射 性 同 位 元 素 を 検 出 可 能 な 標 識 と
し て 用 い た 場 合 、 1 2 5 Iの ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と の 共 有 結 合 は 、 ア ミ ノ 酸
チ ロ シ ン を ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス に 組 み 込 ん だ 後 、 ペ プ チ ド を ヨ ウ 素 処 理
す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Weaner et al. (1994) Synthesis and Ap
plications of Isotopically-labelled Compounds, pp. 137-140参 照 )。 チ ロ シ ン が ペ プ
チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス に 存 在 し な い 場 合 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク
ス の Nま た は C末 端 へ の チ ロ シ ン の 組 み 込 み は 周 知 の 化 学 に よ っ て 達 成 で き る 。 同 様 に 、 3 2

Pも 従 来 の 化 学 を 用 い 、 例 え ば 水 酸 基 を 介 し て リ ン 酸 部 分 と し て ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
ミ メ テ ィ ク ス へ 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 標 識 は 通 常 、 直 接 ま た は ス ペ ー サ ー (例 え ば 、 ア ミ ド 基 )を 介 し て
1以 上 の 標 識 を 、 定 量 的 構 造 -活 性 デ ー タ お よ び ／ ま た は 分 子 モ デ リ ン グ か ら 予 測 さ れ る ペ
プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 上 の 非 干 渉 位 置 と 共 有 結 合 さ せ る こ と を 含 む 。 一 般 に こ の よ う な 非 干
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渉 位 置 と は 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス が そ れ と 結 合 し て 治 療 作 用 を も た ら す 高 分 子 と 直 接 接
触 し な い よ う な 位 置 の こ と で あ る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 誘 導 体 化 (例 え ば 、 標 識 )は 、
ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 所 望 の 生 物 活 性 ま た は 薬 理 活 性 を 実 質 的 に 妨 害 し て は な ら な い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 し 、 か つ ／
ま た は そ の 活 性 を 調 節 す る 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 示 す ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ
ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 、 新 生 物 形 成 疾 患 の 治 療 に 使 用 で き る 。 こ の ペ プ チ ド 、
ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 、 in vivoま た は ex vivoで 治 療 の 必 要 な 被 験
体 の 細 胞 へ 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド も
in vivoま た は ex vivoで 突 然 変 異 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を コ ー ド す る 対 立 遺 伝
子 の 欠 失 を 有 す る 細 胞 へ 送 達 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の ま た は 当 業 者 に 公 知 の
技 術 の い ず れ か を 、 実 質 的 に そ の 他 の ヒ ト タ ン パ ク 質 を 含 ま な い こ の よ う な ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 作 製 お よ び in vivoま た は ex vivoで の 送 達 に 使
用 で き る 。 例 え ば 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 微 生 物 で
の 発 現 ま た は in vitro合 成 に よ り 容 易 に 作 製 で き る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
こ の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は in vivoま た は ex vivoで 例 え ば マ イ ク ロ イ ン
ジ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 ま た は リ ポ ソ ー ム の 使 用 に よ り 細 胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 能 動 的 に ま た は 拡 散 に
よ っ て in vivoま た は ex vivoで 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 細 胞 外 の 用 途 も 新 生 物 形 成 疾 患 の 治 療 に 十
分 な 効 果 を 与 え 得 る 。 1)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る
;ま た は 2)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 類 似 し た 機 能 ま た は 活
性 を 有 す る よ う な 薬 剤 ま た は 有 機 化 合 物 な ど そ の 他 の 分 子 を 治 療 法 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ３ ２ ３ 】
4. 合 理 的 創 薬
合 理 的 創 薬 の 目 的 は 、 例 え ば そ の よ り 活 性 な ま た は よ り 安 定 な 形 態 、 ま た は 例 え ば in viv
oで ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド )の 機 能 を 増 強 す る ま た は 妨 害 す る 薬 剤 を
創 り 出 す た め に 相 互 作 用 す る (例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト )、 目 的 の 生 物 活
性 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 、 あ る い は 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 構 造 類 似
体 を 作 製 す る こ と で あ る 。 あ る ア プ ロ ー チ で は 、 ま ず 、 目 的 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 CVSP14
ポ リ ペ プ チ ド ま た は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド )の 、 ま た は 例 え ば CVSP1
4ポ リ ペ プ チ ド -リ ガ ン ド 複 合 体 の 三 次 元 構 造 を Ｘ 線 結 晶 学 に よ っ て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ
リ ン グ に よ っ て 、 ま た は 最 も 典 型 的 に は コ ン ビ ネ ー シ ョ ン ア プ ロ ー チ (例 え ば 、 Erickson 
et al. 1990参 照 )に よ っ て 決 定 す る 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 を 相
同 タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ く モ デ リ ン グ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア ラ ニ ン ス
キ ャ ン に よ っ て ペ プ チ ド を 解 析 す る こ と も で き る 。 こ の 技 術 で は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を Alaで
置 換 し 、 ペ プ チ ド 活 性 に 対 す る 効 果 を 測 定 す る 。 こ の ペ プ チ ド の 各 々 の ア ミ ノ 酸 残 基 を こ
の 方 法 で 解 析 し て こ の ペ プ チ ド の 重 要 な 領 域 を 決 定 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 一 般 的 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 し た 後 、 こ の ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 結 晶 構 造 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば
、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 特 異 的 な 抗 体 で
あ り 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ か ら 、 そ の 後 の 創 薬 の 基 礎 と な り 得 る フ ァ ー マ コ フ ォ ア (薬 理
的 作 用 団 )が 得 ら れ る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ
ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る 機 能 的 、 薬 理 活 性 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 対 し 、 抗 イ デ
ィ オ タ イ プ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド (抗 id)を 作 製 す る こ と に よ っ て 結 晶 学 を 迂 回 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 idの 結 合 部 位 は 、 本 来 の 標 的 分 子 、 例 え ば 、 CV
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SP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 で あ る と 予 想
さ れ る 。 次 に こ の 抗 idを 用 い て 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 に 作 製 し た ペ プ チ ド バ ン ク の バ ン ク
か ら ペ プ チ ド を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た ペ プ チ ド は 次 に フ ァ ー マ コ
フ ォ ア と し て 役 立 つ 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
従 っ て 、 例 え ば 、 改 善 さ れ た 活 性 ま た は 安 定 性 を 有 す る 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性
の モ ジ ュ レ ー タ ー (例 え ば 、 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト )と し て 働 き 、 か つ 、 こ
れ ら の 方 法 、 特 に 新 生 物 形 成 疾 患 の 診 断 、 治 療 、 予 防 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 有 用 で あ
る 薬 剤 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン 化 し た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ベ ラ ビ
リ テ ィ ー の お か げ で 、 十 分 量 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド を Ｘ 線 結 晶 学 の よ う な 分
析 的 研 究 を 行 う の に 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ
テ ア ー ゼ ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 知 識 、 例 え ば 、 配 列 番 号 5お よ び 6の ア ミ ノ 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン か ら 、 Ｘ 線 結 晶 学 の 代 わ り に 、 ま た そ れ に 加 え て コ ン ピ
ュ ー タ ー モ デ リ ン グ 技 術 に 関 す る 指 針 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 同 定 方 法
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま
た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド )に 対 し て 結 合 親
和 性 を 有 す る ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 親 和 性 増 強 プ ロ セ ス と 組 み 合 わ せ た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド
多 様 性 生 成 系 に よ り 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 多 様 性
生 成 系 と し て は 、 「 プ ラ ス ミ ド 上 ペ プ チ ド 」 系 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,270,170号 お よ び 同
第 5,338,665号 参 照 );「 フ ァ ー ジ 上 ペ プ チ ド 」 系 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,121,238号 お よ び C
wirla,et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:6378-6382参 照 );「 ポ リ ソ ー ム
系 」 ;「 コ ー ド さ れ た 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー (ESL)」 系 ;お よ び 「 超 大 ス ケ ー ル 固 定 化 高 分 子 合
成 」 系 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,121,238号 ;お よ び Dower et al. (1991) An. Rep. Med. Che
m. 26:271-280参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
例 え ば 、 上 記 の 手 法 を 用 い て 、 一 般 に 所 定 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 長 (例 え ば 、 12)を 有 す る よ う
ラ ン ダ ム ペ プ チ ド を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の コ レ ク シ ョ ン を 作 製 す る た め 、 コ ド ン モ チ ー フ (NNK)x(こ こ で 、 Nは ヌ ク レ オ
チ ド A、 C、 Gま た は T(等 モ ル ;用 い る 方 法 論 に よ っ て 、 そ の 他 の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て も よ
い )で あ り 、 Kは Gま た は T(等 モ ル )で あ り 、 か つ 、 xは ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 の 数 (例 え ば 、
12)に 相 当 す る 整 数 で あ る )を 用 い て NNKモ チ ー フ か ら 得 ら れ る 32の 可 能 性 の あ る コ ド ン (12
の ア ミ ノ 酸 各 々 に 対 し て 1、 5の ア ミ ノ 酸 各 々 に 対 し て 2、 3の ア ミ ノ 酸 各 々 に 対 し て 3、 お
よ び 3つ の 停 止 コ ド ン の う ち 1つ だ け )の う ち の ど れ か 1つ を 具 体 化 す る こ と が で き る 。 従 っ
て 、 NNKモ チ ー フ は 全 て の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 停 止 コ ド ン を 1つ だ け コ ー ド し て 、 コ ド ン
の 偏 り を 少 な く す る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
こ の ラ ン ダ ム ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に フ ァ ー ジ fd誘 導 体 の pIIIま た は
pVIIIの い ず れ か の コ ー ト タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て か (フ ァ ー ジ 上 の
ペ プ チ ド )、 ま た は プ ラ ス ミ ド と 結 合 し た LacIペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク
質 と し て (プ ラ ス ミ ド 上 の ペ プ チ ド )提 供 し 得 る 。 こ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを は じ め
と す る フ ァ ー ジ ま た は プ ラ ス ミ ド は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る 固 定 化 CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 親 和 性 増 強 プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で き
る 。 親 和 性 増 強 プ ロ セ ス は 「 パ ン ニ ン グ 」 と も 呼 ば れ 、 典 型 的 に は 固 定 化 CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ポ リ ソ ー ム を 複 数 回 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ポ リ
ソ ー ム を 回 収 し (付 随 す る DNAま た は mRNAと と も に )、 さ ら に 回 収 し た フ ァ ー ジ ま た は プ ラ
ス ミ ド を 量 産 す る (付 随 す る LacI-ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 と と も に )こ と を 含 む 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
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ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 特 徴
治 療 用 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 中 に は 約 250～ 約 8,000ダ ル
ト ン の 分 子 量 を 有 す る も の が あ る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド を 親 水 性 高 分 子 で オ リ ゴ マ ー 化 、
二 量 体 化 お よ び ／ ま た は 誘 導 体 化 さ せ れ ば (例 え ば 、 化 合 物 の 親 和 性 お よ び ／ ま た は 活 性
を 向 上 さ せ る た め )、 こ の よ う な ペ プ チ ド の 分 子 量 は 実 質 的 に 増 え 、 約 500～ 約 120,000ダ
ル ト ン 、 一 般 に は 約 8,000～ 約 80,000ダ ル ト ン の 間 の 範 囲 で あ り 得 る 。 こ の よ う な ペ プ チ
ド に は 天 然 ア ミ ノ 酸 ま た は 合 成 (非 天 然 )ア ミ ノ 酸 を 9以 上 含 み 得 る 。 当 業 者 な ら ば 、 治 療
目 的 お よ び ／ ま た は 診 断 目 的 に 適 し た ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 親 和 性 お よ
び 分 子 量 を 決 定 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Dower et al.,米 国 特 許 第 6,121,238号 参 照 )。
【 ０ ３ ３ ０ 】
こ れ ら の ペ プ チ ド は 1以 上 の 種 々 の 親 水 性 高 分 子 と 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 適 な
親 水 性 高 分 子 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 例 と す る ポ リ ア ル キ ル エ ー テ ル 類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸
、 ポ リ オ キ シ ア ル ケ ン 類 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 セ ル ロ ー ス お
よ び セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 デ キ ス ト ラ ン お よ び デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の
ペ プ チ ド 化 合 物 を こ の よ う な 高 分 子 で 誘 導 体 化 す る 場 合 、 そ れ ら の 結 合 活 性 に お い て あ る
と し て も わ ず か な 低 下 を 伴 う だ け で そ れ ら の 溶 解 度 お よ び 循 環 半 減 期 が 増 加 し 得 る 。 こ れ
ら の ペ プ チ ド 化 合 物 は 二 量 体 化 が 可 能 で 、 各 二 量 体 サ ブ ユ ニ ッ ト は 親 水 性 高 分 子 と 共 有 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 化 合 物 は PEG化 、 す な わ ち 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル (PEG)と 共 有 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
5. ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の 作 製 方 法
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 従 来 技 術 、 例 え ば 、 標 準 的
な 固 相 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 標 準 的 方 法 に は 全 面 的 固 相 合 成 、 部 分
的 固 相 合 成 法 、 断 片 縮 合 、 従 来 の 液 相 合 成 、 お よ び 組 換 え DNA技 術 に よ る も の も 含 ま れ る (
例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc., 8
5:2149参 照 )。
【 ０ ３ ３ ２ 】
「 コ ー ド さ れ た 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 」 ま た は 「 超 大 ス ケ ー ル 固 定 化 高 分 子 合 成 」 系 (例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,925,525号 お よ び 同 第 5,902,723号 参 照 )を 用 い て 、 目 的 の 活 性 を 有 す る 最
小 サ イ ズ の ペ プ チ ド を 割 り 出 す こ と が で き る 。 さ ら に 所 望 の モ チ ー フ (ま た は 最 小 サ イ ズ
の そ の モ チ ー フ )と 1、 2ま た は そ れ 以 上 の 残 基 で 異 な る ペ プ チ ド 群 を 形 成 す る 全 て の ペ プ
チ ド を 作 製 す る こ と も で き る 。 次 に こ の ペ プ チ ド コ レ ク シ ョ ン を 、 例 え ば 標 的 分 子 、 CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 一 般 的 に は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と の 結 合
能 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 固 定 化 高 分 子 合 成 系 ま た は そ の 他 の ペ プ チ ド
合 成 法 は ま た 末 端 切 断 類 似 体 お よ び 欠 失 類 似 体 な ら び に こ れ ら の ペ プ チ ド 化 合 物 の 末 端 切
断 お よ び 欠 失 類 似 体 の 組 合 せ を 合 成 す る た め に も 使 用 で き る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
ま た こ れ ら の 手 順 を 用 い て 20の 天 然 に 存 在 す る 、 遺 伝 子 コ ー ド さ れ た も の 以 外 の ア ミ ノ 酸
が ペ プ チ ド の 1、 2ま た は そ れ 以 上 の 位 置 で 置 換 さ れ て い る ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と も で き
る 。 例 え ば 、 ナ フ チ ル ア ラ ニ ン は ト リ プ ト フ ァ ン と 置 換 し て 合 成 を 促 進 さ せ る こ と が で き
る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド と 置 換 で き る そ の 他 の 合 成 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 L-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ
ル 、 L-3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ル ;L-d-ヒ ド ロ キ シ リ シ ル お よ び D-d-メ チ ル ア ラ
ニ ル な ど の dア ミ ノ 酸 ； L-α -メ チ ル ア ラ ニ ル 、 β ア ミ ノ 酸 お よ び イ ソ キ ノ リ ル が 挙 げ ら れ
る 。 Dア ミ ノ 酸 お よ び 非 天 然 合 成 ア ミ ノ 酸 も こ れ ら の ペ プ チ ド に 組 み 込 む こ と が で き る (例
え ば 、 Roberts et al. (1983) Unusual Amino/Acids in Peptide Synthesis, 5(6):341-4
49参 照 )。
【 ０ ３ ３ ４ 】
こ れ ら の ペ プ チ ド は ま た リ ン 酸 化 (例 え ば 、 W. Bannwarth et al. (1996) Biorganic and 
Medicinal Chemistry Letters, 6(17):2141-2146参 照 )、 お よ び そ の 他 の ペ プ チ ド 誘 導 体
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作 製 法 (例 え ば 、 Hruby et al. (1990) Biochem. J., 268(2):249-262参 照 )に よ っ て も 修
飾 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド 化 合 物 も ま た 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド ミ
メ テ ィ ク ス の 作 製 の 基 礎 と し て 役 立 つ 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
当 業 者 な ら ば 対 応 す る ペ プ チ ド 化 合 物 と し て 同 一 ま た は 同 等 の 目 的 生 物 活 性 を 有 す る が 、
溶 解 度 、 安 定 性 な ら び に 加 水 分 解 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 感 受 性 に 関 し て そ の ペ プ チ ド よ り
も 一 層 好 ま し い 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 構 築 す る た め に 種 々 の 技 術 が 利 用 で
き る こ と が 分 か る で あ ろ う (例 え ば 、 Morgan et al. (1989) An. Rep. Med. Chem., 24:24
3-252参 照 )。 N末 端 ア ミ ノ 基 、 C末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 で 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を
作 製 し 、 か つ ／ ま た は そ の ペ プ チ ド に お け る 1以 上 の ア ミ ド 結 合 を 非 ア ミ ド 結 合 に 変 え る
方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
ア ミ ノ 末 端 修 飾 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ル キ ル 化 、 ア セ チ ル 化 お よ び ス
ク シ ン イ ミ ド 基 を 形 成 す る カ ル ボ ベ ン ゾ イ ル 基 の 付 加 (例 え ば 、 Murray et al. (1995) Bu
rger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery, 5th ed., Vol. 1, Manfred E. Wolf,
 ed., John Wiley and Sons, Inc.参 照 )が 挙 げ ら れ る 。 C末 端 修 飾 と し て は 、 C末 端 カ ル ボ
キ シ ル 基 が エ ス テ ル 、 ア ミ ド で 置 換 さ れ て い る か 、 ま た は 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う 修
飾 さ れ て い る ミ メ テ ィ ク ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
N末 端 お よ び C末 端 修 飾 に 加 え 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を は じ め と す る ペ プ チ ド 化 合 物 は 、
1以 上 の 種 々 の 親 水 性 高 分 子 で 有 利 に 修 飾 ま た は 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド
化 合 物 を 親 水 性 高 分 子 で 誘 導 体 化 す る と 、 そ れ ら の 結 合 活 性 に お い て あ る と し て も わ ず か
な 低 下 を 伴 う だ け で 、 そ れ ら の 溶 解 度 お よ び 循 環 半 減 期 を 増 加 さ せ 、 か つ 、 そ れ ら の 免 疫
原 性 が マ ス キ ン グ で き る こ と が 分 か っ て い る 。 好 適 な 非 タ ン パ ク 質 性 高 分 子 と し て は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 例
と す る ポ リ ア ル キ ル エ ー テ ル 類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ オ キ シ ア ル ケ ン 類 、
ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 セ ル ロ ー ス お よ び セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 デ
キ ス ト ラ ン お よ び デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な 親 水 性 高 分 子
の 平 均 分 子 量 は 約 2,000～ 約 40,000ダ ル ト ン 、 お よ び 約 5,000～ 約 20,000ダ ル ト ン な ど 、 約
500～ 約 100,000ダ ル ト ン の 範 囲 に あ る 。 こ の 親 水 性 高 分 子 の 平 均 分 子 量 は 約 5,000ダ ル ト
ン 、 10,000ダ ル ト ン お よ び 20,000ダ ル ト ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
ペ プ チ ド 化 合 物 を 誘 導 体 化 す る 、 ま た は ペ プ チ ド と こ の よ う な 高 分 子 と を 結 合 さ せ る 方 法
が 記 載 さ れ て い る (例 え ば 、 Zallipsky (1995) Bioconjugate Chem., 6:150-165; Monfard
ini et al. (1995) Bioconjugate Chem., 6:62-69;米 国 特 許 第 4,640,835号 ;同 第 4,496,68
9号 ;同 第 4,301,144号 ;同 第 4,670,417号 ;同 第 4,791,192号 ;同 第 4,179,337号 お よ び WO 95/3
4326参 照 、 な お こ れ ら は 全 て 出 典 明 示 に よ り そ の 全 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る )。
【 ０ ３ ３ ９ 】
そ の 他 の ペ プ チ ド 誘 導 体 の 作 製 方 法 は 、 例 え ば 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Hrub
y et al. (1990), Biochem J., 268(2):249-262に 記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の ペ
プ チ ド 化 合 物 は ま た 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 化 合 物 の 構 造 モ デ ル と し て も 役 立
つ 。 当 業 者 な ら ば 、 特 定 の ペ プ チ ド 化 合 物 と し て 同 一 ま た は 同 等 の 目 的 生 物 活 性 を 有 す る
が 、 溶 解 度 、 安 定 性 、 な ら び に 加 水 分 解 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 感 受 性 に 関 し て 一 層 好 ま し
い 活 性 を 有 す る 化 合 物 の 構 築 に 種 々 の 技 術 が 利 用 で き る こ と が 分 か る で あ ろ う (例 え ば 、
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Morgan et al. (1989) An. Rep. Med. Chem., 24:2
43-252参 照 )。 こ れ ら の 技 術 に は 、 ペ プ チ ド 主 鎖 の 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ミ デ ー ト 、 カ ル バ
メ ー ト 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 第 二 級 ア ミ ン 、 お よ び N-メ チ ル ア ミ ノ 酸 か ら な る 主 鎖 で の 置 換
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 間 に 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 環 化 形
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態 で 存 在 し 得 る 。 あ る い は 、 二 量 (ま た は よ り 高 次 の オ リ ゴ マ ー )化 合 物 を 得 る た め に シ ス
テ イ ン の チ オ ー ル 基 間 の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 1以 上
の シ ス テ イ ン 残 基 を ホ モ シ ス テ イ ン で 置 換 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
I. コ ン ジ ュ ゲ ー ト
本 明 細 書 で は 、 a)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン (ま た は そ の タ ン パ
ク 質 分 解 活 性 部 分 )ま た は 全 長 チ モ ー ゲ ン 、 そ の 活 性 型 、 あ る い は そ の 二 本 鎖 ま た は 一 本
鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 お よ び b)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結
合 し て い る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト (こ こ で 、 こ の エ ー ジ ェ ン ト は i)コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 、 ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 表 面 へ の 結 合 、 iii)コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 検 出 、 ま た は iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達 を 容 易 に
す る )を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 提 供 さ れ る 。 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま
た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 し て い る 組 織 特 異 的 ま た は 腫 瘍 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 あ る い は 増 殖 因 子 ま た は そ の 断 片 な ど の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 で あ り 得 る
。 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト は ま た 、 タ ン パ ク 質 結 合 配 列 、 核 酸 結 合 配 列 、 脂 質 結 合
配 列 、 多 糖 結 合 配 列 、 ま た は 金 属 結 合 配 列 、 あ る い は 固 相 支 持 体 と 結 合 す る た め の リ ン カ
ー を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 で あ り 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト は a)本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な CVSP14ま た は そ の 一 部 、 お よ び b)CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 し て い る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 、 CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン の 表 面 へ の 結 合 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 検 出 を 容 易 に す る 働
き を す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 (ま た は そ の 複 数 )を 有 す る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の
、 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト な ど の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら
の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は チ オ ー ル 結 合 を 介 す る も の な ど の 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ り 作 製
す る こ と が で き 、 ま た 組 換 え 手 段 に よ っ て 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 製 す る こ と も で き る 。
融 合 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 こ の ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
の N末 端 ま た は C末 端 の い ず れ か と 結 合 し て い る 。 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で は ペ プ チ ド ま た は
そ の 断 片 は コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン が な さ れ る 限 り い ず れ の 部 位 に で も 結 合 可 能 で 、 単 一 の CV
SP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン ま た は そ の 複 数 と 結 合 さ れ る こ の よ う な ペ プ チ ド ま た は 断 片 は
複 数 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト は 細 胞 ま た は 組 織 へ の in vitroま た は in vivo送 達 を 目 的
と し た も の で あ り 、 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 抗 体 、 増 殖 因 子 お よ び 特 定 の 細 胞 で 発 現 す る 部
分 と 結 合 す る そ の 他 の 因 子 な ど の エ ー ジ ェ ン ト 、 な ら び に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 方 向 付 け
ら れ た 送 達 を 促 進 す る そ の 他 の 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 エ ー ジ ェ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た
は そ の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を
選 択 さ れ た 細 胞 へ 特 異 的 に 送 達 す る も の で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 種 々 の 方 法 で 用 い ら れ 、 標 的 細 胞 ま た は 組 織 に 、 ま た は そ の 近
傍 に 局 在 し て い る 特 定 の CVSP14に よ る 切 断 に 対 し て タ ン パ ク 質 が 細 胞 傷 害 性 で あ る プ ロ ド
ラ ッ グ な ど の プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 化 法 で の 使 用 に 特 に 適 し て い る 。 プ ロ ド ラ ッ グ は コ ン ジ
ュ ゲ ー ト の 前 、 ま た は 同 時 に 、 あ る い は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 後 で 投 与 さ れ る 。 標 的 細 胞 へ の
送 達 の 際 、 プ ロ テ ア ー ゼ は プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 化 さ せ 、 そ の 後 プ ロ ド ラ ッ グ は 細 胞 傷 害 作
用 な ど の 治 療 効 果 を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
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1. コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン と 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 組 み
換 え DNA技 術 、 ま た は 組 み 換 え 発 現 お よ び 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 組 み 合 わ せ の い ず れ
の 方 法 で も 作 製 で き る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン お よ び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン
ト は ど の 方 向 へ も 結 合 で き 、 1以 上 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト お よ び ／ ま た は CVSP1
4ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン が コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 存 在 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
a. 融 合 タ ン パ ク 質
本 明 細 書 で は 融 合 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 に は 、 a)1ま た は 複 数 の CVSP1
4ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン 、 お よ び b)タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン
パ ク 質 は 一 般 に 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 組 み 換 え 発 現 に よ り 作 出 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
b. 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
本 明 細 書 の 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 達 成 す る に は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン は 1以
上 の 選 択 さ れ た リ ン カ ー を 介 し て ま た は 直 接 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と 連 結 さ せ る
。 標 的 薬 剤 が 核 酸 ま た は 非 ペ プ チ ド 薬 剤 な ど の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 以 外 の も の で あ
る 場 合 に は 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 用 い る 必 要 が あ る 。 選 択 し た 部 分 の 化 学 コ ン ジ ュ ゲ
ー シ ョ ン の た め に は 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 方 法 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
2. リ ン カ ー
本 明 細 書 で は 2つ の 目 的 の た め の リ ン カ ー が 意 図 さ れ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に は CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド 部 分 と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と の 間 に 1以 上 の リ ン カ ー を 含 め る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 リ ン カ ー は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 を 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 固
相 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル を 目 的 と し た も の な ど マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 シ リ コ
ン も し く は シ リ コ ン コ ー ト チ ッ プ 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 支 持 体 な ど の 固 相 支 持 体 に
固 定 化 す る の を 促 進 ま た は 向 上 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
本 明 細 書 で は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 の た め の 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の リ ン カ ー で も 使 用 で
き る 。 こ れ ら の リ ン カ ー は 典 型 的 に は 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 に 用 い ら れ 、 ペ プ チ ド リ
ン カ ー は 融 合 タ ン パ ク 質 に 組 み 込 ま れ 得 る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
リ ン カ ー は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン お よ び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と の 会 合
に 適 し た い ず れ の 部 分 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な リ ン カ ー お よ び 結 合 に は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 ペ プ チ ド 結 合 、 ア ミ ノ 酸 お よ び ペ プ チ ド 結 合 (典 型 的 に は 1～ 約 60の 間 の
ア ミ ノ 酸 、 よ り 一 般 的 に は 約 10～ 30の 間 の ア ミ ノ 酸 を 含 む )、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル (4-ヨ ー ド ア セ チ ル )-ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル (4-ヨ ー ド ア セ チ ル )-ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 4-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -a-(
2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -6-[a-メ チ ル -a-(ピ リ ジ ル ジ チ オ
ー ル )-ト ル ア ミ ド ]ヘ キ サ ノ エ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ
オ ネ ー ト 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6[3(-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ン ア ミ ド )ヘ キ サ ノ エ ー
ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6[3(-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ン ア ミ ド )ヘ キ サ ノ エ ー
ト 、 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 エ ル マ ン 試 薬 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ
ン 酸 、 お よ び S-(2-チ オ ピ リ ジ ル )-L-シ ス テ イ ン を は じ め と す る 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 切 断 架
橋 リ ン カ ー な ど の 化 学 リ ン カ ー が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の リ ン カ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と の 間 の
立 体 障 害 を 減 ら す ペ プ チ ド お よ び そ の 他 の 部 分 、 細 胞 内 酵 素 基 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 柔 軟
性 を 高 め る リ ン カ ー 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 溶 解 度 を 高 め る リ ン カ ー 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 血 清
安 定 性 を 高 め る リ ン カ ー 、 光 切 断 性 リ ン カ ー お よ び 酸 切 断 性 リ ン カ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
そ の 他 化 学 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 適 し た リ ン カ ー お よ び 結 合 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も
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の で は な い が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 、 障 害 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 お よ び ア
ミ ン お よ び チ オ ー ル 基 な ど 遊 離 反 応 基 間 の 共 有 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 結 合 は 、 ポ リ
ペ プ チ ド の 一 方 ま た は 双 方 に 反 応 性 チ オ ー ル 基 を 生 じ る ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 を 用 い て 、 反
応 性 マ レ イ ミ ド 基 ま た は チ オ ー ル 基 が 他 方 に 結 合 可 能 な 反 応 性 チ オ ー ル 基 ま た は ア ミ ン 基
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 上 で チ オ ー ル 基 を 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 作 出 さ れ る 。 そ の 他 の リ
ン カ ー に は 、 ビ ス マ レ イ ミ ド オ ト キ シ プ ロ パ ン 、 酸 不 安 性 ト ラ ン ス フ ェ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー
ト お よ び ア ジ ピ ン 酸 ジ ヒ ド ラ ジ ド な ど 、 よ り 酸 度 の 高 い 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト で 切 断 さ
れ る 酸 切 断 性 リ ン カ ー ;紫 外 光 ま た は 可 視 光 に 露 光 し た 際 に 切 断 さ れ る 架 橋 リ ン カ ー お よ
び C H 1、 C H 2、 お よ び C H 3な ど ヒ ト IgG 1 の 不 変 領 域 に 由 来 す る 種 々 の ド メ イ ン な ど の リ ン カ
ー が 挙 げ ら れ る (Batra et al. Molecular Immunol., 30:379-386 (1993)参 照 )。 い く つ か
の 実 施 形 態 で は 、 各 リ ン カ ー の 所 望 の 特 性 を 利 用 す る た め に 数 種 の リ ン カ ー を 含 め る こ と
が で き る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
化 学 リ ン カ ー お よ び ペ プ チ ド リ ン カ ー は リ ン カ ー と CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン お よ び
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 挿 入 す る こ と が で き る 。
以 下 に 記 載 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 を 用 い て こ の よ う な 共 有 結 合 を 達 成 す る こ と が で き る 。
ま た ペ プ チ ド リ ン カ ー を リ ン カ ー お よ び 治 療 薬 (TA)、 リ ン カ ー お よ び 標 的 エ ー ジ ェ ン ト 、
ま た は リ ン カ ー 、 標 的 エ ー ジ ェ ン ト お よ び 治 療 薬 (TA)を 融 合 タ ン パ ク 質 と し て コ ー ド す る
DNAを 発 現 さ せ る こ と で 連 結 さ せ る こ と も で き る 。 本 明 細 書 で は フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー お
よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 溶 解 度 を 高 め る リ ン カ ー の 使 用 も 意 図 さ れ 、 単 独 で ま た は 他 の リ ン
カ ー と の 併 用 も 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
a) 酸 切 断 性 、 光 切 断 性 お よ び 熱 感 受 性 リ ン カ ー
酸 切 断 性 リ ン カ ー 、 光 切 断 性 リ ン カ ー お よ び 熱 感 受 性 リ ン カ ー も 、 特 に CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド の ド メ イ ン の 切 断 が よ り 容 易 に 反 応 し や す く す る た め 必 要 で あ る 場 合 に 使 用 で き る 。 酸
切 断 性 リ ン カ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ビ ス マ レ イ ミ ド オ ト キ シ プ ロ パ ン
;お よ び ア ジ ピ ン 酸 ジ ヒ ド ラ ジ ド リ ン カ ー (例 え ば 、 Fattom et al. (1992) Infection & I
mmun. 60:584-589参 照 )お よ び 細 胞 内 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 循 環 経 路 へ の 進 入 に 十 分 な ト ラ ン
ス フ ェ リ ン の 部 分 を 含 む 酸 不 安 定 性 ト ラ ン ス フ ェ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (例 え ば 、 Welh ner 
et al. (1991) J. Biol. Chem. 266:4309-4314参 照 )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
光 切 断 性 リ ン カ ー は 露 光 し た 際 に 切 断 さ れ る リ ン カ ー で あ り (例 え ば 、 Goldmacher et al.
 (1992) Bioconj. Chem. 3:104-107参 照 、 な お こ の リ ン カ ー は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る )、 そ の 結 果 、 露 光 時 に 標 的 エ ー ジ ェ ン ト を 放 出 す る 。 露 光 時 に 切 断 さ れ る 光
切 断 性 リ ン カ ー は 公 知 で あ り (例 え ば 、 シ ス テ イ ン に 対 す る 光 切 断 性 保 護 基 と し て の ニ ト
ロ ベ ン ジ ル 基 の 使 用 を 記 載 し た Hazum et al. (1981) in Pept., Proc. Eur. Pept. Symp.
, 16th,　 Brunfeldt, K (Ed), pp. 105-110;ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 共 重 合
体 、 グ リ シ ン 共 重 合 体 、 フ ル オ レ セ イ ン 共 重 合 体 お よ び メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 共 重 合 体 を は じ
め と す る 水 溶 性 光 切 断 性 共 重 合 体 を 記 載 し た Yen et al. (1989) Makromol. Chem 190:69-
82;近 紫 外 光 (350nm)露 光 時 に 光 分 解 を 受 け る 架 橋 リ ン カ ー お よ び 試 薬 を 記 載 し た Gold mac
her et al. (1992) Bioconj. Chem. 3:104-107;お よ び 光 切 断 性 結 合 を 生 じ る 塩 化 ニ ト ロ
ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 架 橋 試 薬 を 記 載 し た Senter et al. (1985) Photochem. Photob
iol 42:231-237参 照 )、 そ の 結 果 、 露 光 時 に 標 的 エ ー ジ ェ ン ト を 放 出 す る 。 こ の よ う な リ
ン カ ー は 、 光 フ ァ イ バ ー を 用 い て 露 光 で き る 皮 膚 科 ま た は 眼 科 的 条 件 で の 治 療 に 特 に 用 途
を 持 つ 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 投 与 し た 後 に 眼 ま た は 皮 膚 ま た は そ の 他 の 身 体 部 分 を 露 光 す れ
ば よ く 、 結 果 と し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 標 的 部 分 が 放 出 さ れ る 。 こ の よ う な 光 切 断 性 リ ン
カ ー は 、 動 物 の 体 内 か ら 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス を 可 能 に す る べ く タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ
ン ト を 除 去 す る こ と が 望 ま し い 診 断 プ ロ ト コ ー ル に 関 し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
b) 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の た め の そ の 他 の リ ン カ ー
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種 々 の 酸 度 ま た は ア ル カ リ 度 の 治 療 薬 の 放 出 の た め に 提 供 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト 種 を 作 製 す
る そ の 他 の リ ン カ ー と し て は 、 ト リ チ ル リ ン カ ー 、 特 に 誘 導 体 化 ト リ チ ル 基 が 挙 げ ら れ る
。 こ の よ う に し て 治 療 薬 が 放 出 さ れ る pH範 囲 を 予 め 選 択 で き る こ と に よ っ て も た ら さ れ る
柔 軟 性 は 、 治 療 薬 の 送 達 を 必 要 と す る 組 織 間 の 既 知 の 生 理 的 差 異 に 基 づ く リ ン カ ー の 選 択
を 可 能 に す る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,612,474号 参 照 )。 例 え ば 、 腫 瘍 組 織 の 酸 度 は 正 常 組
織 の も の よ り も 低 い と 思 わ れ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
c) ペ プ チ ド リ ン カ ー
リ ン カ ー 部 分 は ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 化 学
結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 用 い る こ と が で き る 。  こ の ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 約 2～ 約 60の ア ミ
ノ 酸 残 基 、 例 え ば 約 5～ 約 40、 ま た は 約 10～ 約 30の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 選 択 さ れ る 長
さ は 、 リ ン カ ー が 含 め ら れ る 用 途 な ど の 要 因 に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が タ ン パ ク 質 性 の も の で あ る 場 合 に
有 利 で あ る 。 例 え ば 、 リ ン カ ー 部 分 は 一 本 鎖 抗 体 研 究 で 知 ら れ て い る も の な ど 、 柔 軟 な ス
ペ ー サ ー ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て よ い 。 こ の よ う な 既 知 の リ ン カ ー 部 分 の 例 と し て は 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、  (Gly m Ser) n お よ び (Ser m Gly) n (nは 1～ 6で あ っ て 、 1～ 4お よ び 2～
4な ど で あ り 、 mは 1～ 6で あ っ て 1～ 4お よ び 2～ 4な ど で あ る )な ど の ペ プ チ ド 、 酵 素 切 断 性
リ ン カ ー お よ び そ の 他 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
さ ら な る 架 橋 部 分 は 例 え ば 、 Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5
883, 1988; Whitlow, M., et al., Protein Engineering 6:989-995, 1993; Newton et a
l., Biochemistry 35:545-553, 1996; A. J. Cumber et al., Bioconj. Chem. 3:397-401
, 1992; Ladurner et al., J. Mol. Biol. 273:330-337, 1997;お よ び 米 国 特 許 第 4,894,4
43号 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 各 リ ン カ ー の 所 望 の 特 性 を 利 用 す る た め 、 数
種 の リ ン カ ー を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
3. タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト
本 明 細 書 に お け る 使 用 で は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 、 固 定 化 ま た は 精 製 を 容 易 に す る い ず れ
の エ ー ジ ェ ン ト も 意 図 さ れ る 。 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て は こ の よ う な 特 性 を 持 つ い ず
れ の 部 分 も 意 図 さ れ 、 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト は 標 的
と す る 活 性 に 作 用 す る の に 十 分 な タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 で あ る 。 意 図 さ れ
る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と し て は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 を 選 択 細 胞
ま た は 組 織 へ 送 達 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 佐 用 因 子 と し て は 、 腫 瘍 特 異 的 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ の 部 分 、 FGF、 EGF、 PDGF、 VEGFな ど の 増 殖 因 子 、 ケ モ カ イ ン を は
じ め と す る サ イ ト カ イ ン お よ び そ の 他 の 作 用 因 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
4. 核 酸 、 プ ラ ス ミ ド お よ び 細 胞
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 断 片 が 提 供 さ れ る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 断 片 と し て は 、 a)CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 ; 
お よ び b) i)融 合 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ;ii)融 合 タ ン パ ク 質 の 表 面
へ の 結 合 ;ま た は iii)融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 を 容 易 に す る タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は そ
の 有 効 な 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 的 に 、 こ の 核 酸 は DNAで あ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
上 記 の 核 酸 断 片 を 含 む 複 製 用 プ ラ ス ミ ド お よ び 発 現 用 ベ ク タ ー も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の プ
ラ ス ミ ド お よ び ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 こ の 細 胞 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 を は じ め と す る
、 好 適 な 宿 主 で あ り 得 る 。 こ の 核 酸 、 プ ラ ス ミ ド 、 お よ び こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 含 む 細 胞
は 、 本 明 細 書 に 記 載 の も の を は じ め 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 作 製 で き る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
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上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 方 法 の 例 と し て は 、 増 殖 、 す な わ ち 融
合 タ ン パ ク 質 が 細 胞 で 発 現 す る よ う な 条 件 下 で 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を
含 む 細 胞 を 増 や す べ く 細 胞 を 培 養 し 、 発 現 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る ス テ ッ プ を 含 む
。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 回 収 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り (一 般 的 に 、 Current
 Protocols in Molecular Biology (1998) §  16, John Wiley & Sons, Inc.参 照 )、 こ の
よ う な 方 法 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 回 収 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
回 収 し た 融 合 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば 遠 心 分 離 、 濾 過 、 ク ロ マ ト グ
ラ フ 、 電 気 泳 動 、 免 疫 沈 降 な ど 、 ま た は そ の 組 合 せ に よ っ て 単 離 ま た は 精 製 す る こ と が で
き る (一 般 に 、 Current Protocols in Molecular Biology　 (1998) §  10, John Wiley & 
Sons, Inc.参 照 )。 一 般 に 、 回 収 し た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク
質 の ペ プ チ ド 断 片 と ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 部 分 と の 間 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 に よ っ て 単 離 ま
た は 精 製 さ れ る 。 上 節 で 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 に 関 し て 述 べ た よ う に 、 い ず れ の ア フ ィ ニ
テ ィ ー 結 合 対 も 構 築 で き 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 ま た は 精 製 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 結 合 対 は タ ン パ ク 質 結 合 配 列 /タ ン パ ク 質 、 DNA結 合 配 列 /DNA配 列 、 RNA結 合 配
列 /RNA配 列 、 脂 質 結 合 配 列 /脂 質 、 多 糖 結 合 配 列 /多 糖 、 ま た は 金 属 結 合 配 列 /金 属 で あ り
得 る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
5. 固 定 化 お よ び そ の 支 持 体
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 表 面 と の 結 合 を 目 的 に デ ザ イ ン さ れ て い る 特 定 の 実 施 形
態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド は イ オ ン 結 合 ま た は 共 有 結 合 、 非 共 有 結 合 な ど の 結 合 に よ っ
て 、 あ る い は そ の 他 の 化 学 的 相 互 作 用 に よ っ て 支 持 体 ま た は マ ト リ ッ ク ス 材 料 の 表 面 に 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 固 定 化 は 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 行 う こ と が で き る 。 CVSP14
ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 シ リ コ ン チ ッ プ 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ 、 ま た 当 業 者 に 公 知 で あ る そ の 他 の 支 持 体 を は じ め と す る い ず れ の 好 適 な 支 持 体 に も 固
定 化 で き る 。 複 数 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 、 ハ イ ス ル ー
プ ッ ト プ ロ ト コ ー ル お よ び 形 式 で 用 い る シ リ コ ン チ ッ プ ま た は そ の 他 の チ ッ プ の 表 面 上 の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア レ イ (す な わ ち 、 2以 上 の パ タ ー ン の も の )な ど の 支 持 体 と 結 合 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が そ れ に 連 結 し
て い な く て も 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 表 面 と 結 合 さ せ る こ と が で き る こ と も 注 目 さ れ
る 。 よ っ て 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン の ア レ イ を 含 む チ ッ プ 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
本 明 細 書 で 意 図 さ れ る マ ト リ ッ ク ス 材 料 ま た は 固 相 支 持 体 は 一 般 に 、 リ ガ ン ド お よ び そ の
他 の 分 子 を 固 定 化 す る た め の 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 不 溶 性 材 料 で あ っ て も よ く 、 多 く の
化 学 合 成 お よ び 分 離 で 用 い ら れ て い る も の で あ る 。 こ の よ う な 支 持 体 は 例 え ば 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 生 物 活 性 物 質 の 固 定 化 、 お よ び タ ン パ ク 質 、 ア ミ ノ 酸 な ら び
に そ の 他 の 有 機 分 子 お よ び 高 分 子 を は じ め と す る 生 体 分 子 の 化 学 合 成 の 際 に 用 い ら れ る 。
支 持 体 の 作 製 お よ び 使 用 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 多 く の こ の よ う な 物 質 お よ び そ の 作 製 が
知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス お よ び セ ル ロ ー ス な ど の 天 然 支 持 体 材 料 は そ の そ れ ぞ
れ の ソ ー ス か ら 単 離 し 、 既 知 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 加 工 す る こ と が で き る し 、 合 成 物 質
も 既 知 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
こ れ ら の 支 持 体 は 典 型 的 に は 固 体 、 多 孔 質 、 変 形 性 ま た は 硬 質 の 不 溶 性 材 料 で あ り 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 ビ ー ズ 、 ペ レ ッ ト 、 デ ィ ス ク 、 キ ャ ピ ラ リ ー 、 中 空 糸 、 ニ ー ド ル
、 中 実 フ ァ イ バ ー 、 ラ ン ダ ム 図 形 、 薄 膜 お よ び メ ン ブ ラ ン を は じ め と す る 所 望 の い ず れ の
構 造 お よ び 幾 何 学 を 有 す る も の で も よ い 。 従 っ て 、 こ の 製 品 と し て は 、 表 面 の 全 て ま た は
一 部 の コ ー テ ィ ン グ あ る い は 粒 子 の 含 浸 に よ る な ど 、 マ ト リ ッ ク ス 材 料 か ら 、 あ る い は そ
れ と 合 し た も の か ら 製 造 で き る 。
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【 ０ ３ ６ ９ 】
典 型 的 に 、 マ ト リ ッ ク ス が 粒 状 で あ る 場 合 、 粒 子 は 少 な く と も 約 10～ 2000μ mで あ る が 、
選 択 さ れ た 用 途 に 応 じ て そ れ よ り 小 さ く て も 大 き く て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 は 、 少
な く と も 1つ に は 、 溶 解 度 、 官 能 基 、 機 械 的 安 定 性 、 表 面 積 膨 潤 性 、 疎 水 性 ま た は 親 水 性
の 特 性 お よ び 意 図 す る 使 用 な ど そ れ ら の 物 理 化 学 的 特 性 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
必 要 で あ れ ば 、 こ の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 適 当 な 反 応 性 部 分 を 含 む よ う 処 理 す る こ と
が で き る 。 予 め 反 応 性 部 分 を 含 む 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 が 商 業 的 に 入 手 で き る 場 合 も あ
る 。 こ れ に よ り 、 反 応 性 部 分 を 含 む 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 、 分 子 が 結 合 し て い る マ ト
リ ッ ク ス 支 持 体 と し て 役 立 ち 得 る 。 ア ミ ノ シ ラ ン 結 合 、 ヒ ド ロ キ シ ル 結 合 ま た は カ ル ボ キ
シ シ ラ ン 結 合 な ど の 反 応 性 表 面 部 分 を 含 む 材 料 は 、 シ ラ ン 化 反 応 な ど を 含 む 十 分 確 立 さ れ
た 表 面 化 学 技 術 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 材 料 の 例 は 、 γ -ア ミ ノ プ ロ ピ
ル シ ラ ン と 共 有 結 合 し た 表 面 酸 化 珪 素 部 分 、 お よ び そ の 他 の 有 機 部 分 、 N-[3-(ト リ エ ト キ
シ (ethyoxy)シ リ ル )プ ロ ピ ル ]フ タ ラ ミ ン 酸 お よ び ビ ス -(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ア ミ ノ プ ロ
ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ ン を 有 す る も の な ど で あ る 。 ア ミ ノ 基 反 応 性 官 能 基 を 含 む 容 易 に 入
手 で き る 材 料 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 パ ラ -ア ミ ノ フ ェ ニ ル ト リ エ ト
キ シ シ ラ ン が あ る 。 ま た 、 誘 導 体 化 ポ リ ス チ レ ン お よ び そ の 他 の こ の よ う な 高 分 子 は 周 知
で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 入 手 で き る (例 え ば 、 多 価 官 能 基 を 有 す る Tentagel(登 録 商
標 )樹 脂 が 利 用 で き 、 こ れ は Rapp Polymere, Tubingen, Germanyか ら 販 売 さ れ て い る ;米 国
特 許 第 4,908,405号 お よ び 同 第 5,292,814号 参 照 ;お よ び ま た Butz　 et al., ペ プ チ ド  Res.
, 7:20-23 (1994);お よ び Kleine et al., Immunobiol., 190:53-66 (1994)参 照 )。
【 ０ ３ ７ １ 】
こ れ ら の マ ト リ ッ ク ス 材 料 と し て は 、 目 的 分 子 が 結 合 す る 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス と し て 働 き
得 る い ず れ の 材 料 も 含 む 。 こ の よ う な 材 料 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス と
し て 用 い ら れ る も の を 含 む 。 こ の よ う な 材 料 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 無 機
物 、 天 然 高 分 子 、 お よ び 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、
ア ク リ ル 樹 脂 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、
ビ ニ ル と ア ク リ ル ア ミ ド の 共 重 合 体 、 ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 架 橋 ポ リ ス チ レ ン お よ び そ の 他 (M
errifield, Biochemistry, :1385-1390 (1964)参 照 )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ラ テ ッ ク ス
ゲ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ゴ ム 、 シ リ コ ン 、 プ ラ ス チ ッ
ク 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 海 綿 を は じ め と す る 合 成 高 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 本 明
細 書 で 特 に 注 目 さ れ る も の は 、 多 孔 質 ガ ラ ス (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,244,721号 参 照 )お よ
び ホ ウ ケ イ 酸 塩 、 ア ル コ ー ル お よ び 水 を 混 合 し て 製 造 さ れ る そ の 他 の も の で あ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
合 成 支 持 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体
お よ び デ キ ス ト ラ ン 共 重 合 体 、 ア ガ ロ ー ス ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 混 合 物 、 そ の 他 の 高 分 子 お
よ び 種 々 の 官 能 基 と の 共 重 合 体 、 メ タ ク リ ル 酸 誘 導 体 お よ び 共 重 合 体 、 ポ リ ス チ レ ン お よ
び ポ リ ス チ レ ン 共 重 合 体 が 挙 げ ら れ る (例 え ば 、 Merrifield, Biochemistry, 3:1385-1390
 (1964); Berg et al., in Innovation Perspect. Solid Phase Synth. Collect. Pap., 
Int. Symp., 1st, Epton, Roger (Ed), pp. 453-459 (1990); Berg et al., Pept., Proc
. Eur. Pept. Symp., 20th, Jung, G. et al. (Eds), pp. 196-198 (1989); Berg et al.
, J. Am. Chem. Soc., 111:8024-8026 (1989); Kent et al., Isr. J. Chem., 17:243-24
7 (1979); Kent et al., J. Org. Chem., 43:2845-2852 (1978); Mitchell et al., Tetr
ahedron Lett., 42:3795-3798 (1976);米 国 特 許 第 4,507,230号 ;同 第 4,006,117号 ;お よ び
同 第 5,389,449号 参 照 )。 こ の よ う な 材 料 と し て は 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン
-ア ク リ ル 酸 共 重 合 体 な ど の ア ク リ レ ー ト お よ び ア ク リ ル 酸 、 ポ リ エ チ レ ン -メ タ ク リ ル 酸
共 重 合 体 、 ポ リ エ チ レ ン -ア ク リ ル 酸 エ チ ル 共 重 合 体 、 ポ リ エ チ レ ン -ア ク リ ル 酸 メ チ ル 共
重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -ア ク リ ル 酸 共 重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -メ チ ル -ア ク リ ル 酸 共 重
合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -ア ク リ ル 酸 エ チ ル 共 重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -ア ク リ ル 酸 メ チ ル 共
重 合 体 、 ポ リ エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 共 重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 共 重 合 体 な ど の
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高 分 子 お よ び 共 重 合 体 、 ポ リ エ チ レ ン -無 水 マ レ イ ン 酸 お よ び ポ リ プ ロ ピ レ ン -無 水 マ レ イ
ン 酸 な ど の 酸 無 水 物 基 を 含 む も の か ら な る も の が 挙 げ ら れ る 。 ま た リ ポ ソ ー ム も 固 相 支 持
体 と し て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に 用 い ら れ て い る (Powell et al. Biotechnol. Bioeng., 33
:173 (1989))。
【 ０ ３ ７ ３ 】
タ ン パ ク 質 お よ び そ の 他 の 生 体 分 子 の 固 相 ま た は 液 相 支 持 体 へ の 固 定 化 に 関 し て 多 数 の 方
法 が 開 発 さ れ て い る (例 え ば 、 Mosbach, Methods in Enzymology, 44 (1976); Weetall, I
mmobilized Enzymes, Antigens, Antibodies, and Peptides, (1975); Kennedy et al., 
Solid Phase Biochemistry, Analytical and Synthetic Aspects, Scouten, ed., pp. 25
3-391 (1983)参 照 ;概 要 と し て は 、 Affinity Techniques. Enzyme Purification: Part B.
 Methods in Enzymology, Vol. 34, ed. W. B. Jakoby, M. Wilchek, Acad. Press, N.Y.
 (1974);お よ び Immobilized Biochemicals and Affinity Chromatography, Advances in 
Experimental Medicine and Biology, vol. 42, ed. R. Dunlap, Plenum Press, N.Y. (1
974)参 照 )。
【 ０ ３ ７ ４ 】
最 も 一 般 に 用 い ら れ る 方 法 と し て は 多 数 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 、 障 害 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の ア ミ ン お よ び チ オ ー ル 基 な ど の 遊 離 反 応 性 基 間 の
共 有 結 合 と い っ た 、 直 接 も し く は リ ン カ ー を 介 し て の 支 持 体 へ の 吸 収 お よ び 吸 着 ま た は 共
有 結 合 が あ る (例 え ば 、 こ の よ う な 試 薬 の 作 製 お よ び 使 用 を 記 載 し 、 こ の よ う な 試 薬 の 商
業 ソ ー ス を 示 し て い る the PIERCE CATALOG, ImmunoTechnology Catalog & Hand book, 19
92-1993; Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross Linking, CRC Press (19
93)参 照 ;ま た DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90:6909 (1993); Zucker
mann et al., J. Am. Chem. Soc., 114:10646 (1992); Kurth et al., J. Am. Chem. Soc
., 116:2661 (1994); Ellman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91:4708 (1994)
; Sucholeiki, Tetrahedron Lttrs., 35:7307 (1994); Su-Sun Wang, J. Org. Chem., 41
:3258 (1976); Padwa et al., J. Org. Chem., 41:3550 (1971);お よ び 光 感 受 性 リ ン カ ー
を 記 載 し て い る Vedejs et al., J. Org. Chem., 49:575 (1984)参 照 )。
【 ０ ３ ７ ５ 】
固 定 化 を 達 成 す る に は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 生 体 分 子 を 含 む 組 成 物 を ア ル ミ ナ 、 カ
ー ボ ン 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス ま た は セ ラ ミ ッ ク な ど の 支 持 体 材 料 と 接 触
さ せ る 。 フ ル オ ロ カ ー ボ ン 高 分 子 が 、 生 体 分 子 が 吸 着 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 支 持 体 と し
て 用 い ら れ て い る (米 国 特 許 第 3,843,443号 ;PCT公 開 国 際 出 願 WO/86 03840参 照 )。
【 ０ ３ ７ ６ 】
J. 予 後 お よ び 診 断
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド タ ン パ ク 質 、 そ の ド メ イ ン 、 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 、 な ら び に コ ー ド
核 酸 (お よ び そ の 相 補 的 な 配 列 )、 お よ び 抗 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 は 診 断 、 特 に 子 宮 頸 癌
、 大 腸 癌 ま た は 膵 臓 癌 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 分 子 は 免 疫 ア ッ セ イ な ど
の ア ッ セ イ で 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に 影 響 す る 種 々 の 症 状 、 疾 病 お よ び 疾 患 の 検 出 、
予 後 、 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ 、 あ る い は そ の 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 用 い る こ と が で き る
。 本 明 細 書 の 目 的 で は 体 液 ま た は 腫 瘍 組 織 中 の CVSP14の 存 在 が 特 に 注 目 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
特 に 、 こ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ は 、 特 異 的 結 合 が 起 こ り う る 条 件 下 で 、 患 者 に 由 来 す る サ
ン プ ル に 抗 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 接 触 さ せ 、 抗 体 に よ る 特 異 的 結 合 の 量 を 検 出 ま た は
測 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 行 わ れ る 。 組 織 切 片 に お け る こ の よ う な 抗 体 の 結 合 を 用
い て 、 異 常 な CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 局 在 ま た は 異 常 な レ ベ ル の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド (例 え
ば 、 上 昇 、 低 下 ま た は 欠 失 )を 検 出 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 異 常 な レ ベ ル の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド が 病 態 の 指 標 と な る 、
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 に 関 す る 患 者 組 織 ま た は 血 清 サ ン プ ル に お い て ア ッ セ イ す る こ
と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
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使 用 で き る 免 疫 ア ッ セ イ と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 放
射 性 免 疫 測 定 法 、 ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ )、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 免 疫 ア ッ セ イ 、
免 疫 沈 降 法 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 反 応 ア ッ セ イ 、 補 体
結 合 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ お よ び Aタ ン パ ク 質 免 疫 ア ッ セ イ
な ど の 技 術 を 用 い る 競 合 お よ び 非 競 合 ア ッ セ イ 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 お よ び 関 連 す る 核 酸 配 列 な ら び に 相 補 配 列 を は じ め と す る 部 分
配 列 も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 配 列 、 ま
た は 少 な く と も 約 8ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 的 に は 14ま た は 16ま た は 30以 上 、 一 般 的 に は 1000
未 満 ま た は 100ま で の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む そ の 部 分 配 列 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 本 明 細 書 に 記 載 の CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 の 異 常 な 変 化 に 関 連 す る 症 状 、 疾 病 ま た は 疾 患 の
検 出 、 予 後 、 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ り 得 る よ う な 条 件 下 で 、 核 酸
を 含 有 す る サ ン プ ル と 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAま た は RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ
可 能 な 核 酸 プ ロ ー ブ と を 接 触 さ せ 、 生 じ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 ま た は 測 定 す る
る 方 法 に よ っ て 行 う 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 被 験 体 に お い て 異 常 な レ ベ ル の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 疾 病 ま た は 疾 患 の 診 断 方 法 が 、 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル 中 の CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド の DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 本 明 細
書 で 提 供 さ れ る 。 こ の 場 合 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 持 た な い 類 似 の サ ン プ ル で 見 ら れ る CVSP14
ポ リ ペ プ チ ド の DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル に 対 し て 、 CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド の DNA、 RNA、 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 活 性 の レ ベ ル に お け る 上 昇 ま た は 低 下 は そ の
被 験 体 に 疾 病 ま た は 疾 患 が 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ８ １ 】
1以 上 の 容 器 に 抗 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 、 お よ び 所 望 に よ り 標 識 し た 抗 体 の 結 合 相 手 を
含 む 診 断 用 の キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。 あ る い は 、 抗 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を (検 出 マ ー カ
ー 、 例 え ば 、 化 学 発 光 部 分 、 酵 素 部 分 、 蛍 光 部 分 ま た は 放 射 性 部 分 で )標 識 す る こ と が で
き る 。 1以 上 の 容 器 に SPタ ン パ ク 質 コ ー ド RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む
キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 1以 上 の 容 器 に SPタ ン パ ク 質 コ ー ド
核 酸 の 少 な く と も 一 部 の 適 当 な 反 応 条 件 下 で [例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (例 え ば 、 In
nis et al., 1990, PCR Protocols, Academic Press, Inc., San Diego, CA参 照 )、 Qβ レ
プ リ カ ー ゼ を 利 用 す る リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (欧 州 特 許 EP320,308参 照 )、 環 状 プ ロ ー ブ 反 応 、
ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 方 法 に よ っ て ]増 幅 誘 導 可 能 な プ ラ イ マ ー 対 (例 え ば 、
各 々 6～ 30ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 の 大 き さ )を 含 み 得 る 。 キ ッ ト は 所 望 に よ り さ ら に 容 器 内 に
所 定 量 の 精 製 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 、 例 え ば 標 準 ま た は 対 照 と し て 用 い る も の を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
K. 医 薬 組 成 物 お よ び 投 与 様 式
1. 組 成 物 の 成 分
本 明 細 書 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る と 同 定 さ れ た 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成
物 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 と 別 の 治 療 ま た は 化
学 療 法 用 化 合 物 な ど の 新 生 物 形 成 疾 患 の 治 療 の た め の 化 合 物 と の 組 合 せ も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド モ ジ ュ レ ー タ ー お よ び 抗 腫 瘍 剤 は 、 と も に ま た は 逐 次 ま た は 断 続 的 投
与 の た め の 個 別 の 組 成 物 と し て パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 こ れ ら は 単
一 の 投 与 組 成 物 ま た は 単 一 の 組 成 物 と し て の 2つ の 投 与 組 成 物 と し て 提 供 す る こ と も で き
る 。 組 合 せ も キ ッ ト と し て パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
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a. CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤
単 独 ま た は 他 の 化 合 物 と 併 用 し た 場 合 に 、 望 ま し く な い 、 か つ ／ ま た は 制 御 で き な い 血 管
形 成 を 含 む 新 生 物 形 成 疾 患 に 関 連 す る 臨 床 徴 候 ま た は 診 断 マ ー カ ー を 緩 和 、 軽 減 、 改 善 、
予 防 ま た は 緩 解 状 態 に す る 、 も し く は 緩 解 状 態 で 維 持 し 得 る 、 本 明 細 書 に 記 載 の も の を は
じ め と す る い ず れ の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 も 本 組 合 せ で 使 用 で き る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ
ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 産
生 の 阻 害 剤 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 膜 局 在 阻 害 剤 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た
は 特 に そ の 活 性 の い ず れ か の 阻 害 剤 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
b. 抗 血 管 形 成 剤 お よ び 抗 腫 瘍 剤
単 独 ま た は 他 の 化 合 物 と 併 用 し た 場 合 に 、 望 ま し く な い 、 か つ ／ ま た は 制 御 で き な い 血 管
形 成 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 増 殖 な ら び に 転 移 、 特 に 固 形 新 生 物 、 先 天 性 血 管 異 常 お よ び 心 血
管 疾 患 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 お よ び 創 傷 修 復 異 常 、 循 環 器 疾 患 、 ク レ ス ト 症 候 群 、 皮 膚 疾 患 、
ま た は 眼 疾 患 に 関 連 す る 臨 床 徴 候 ま た は 診 断 マ ー カ ー を 緩 和 、 軽 減 、 改 善 、 予 防 ま た は 緩
解 状 態 に す る 、 も し く は 緩 解 状 態 で 維 持 し 得 る 本 明 細 書 に 記 載 の も の を は じ め と す る い ず
れ の 抗 血 管 形 成 剤 お よ び 抗 腫 瘍 剤 も 本 組 合 せ で 使 用 で き る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 剤
を 併 用 す る 抗 腫 瘍 剤 も 意 図 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
c. 抗 腫 瘍 剤 お よ び 抗 血 管 形 成 剤
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 ま た は 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 化 合 物 は 抗
腫 瘍 剤 お よ び ／ ま た は 抗 血 管 形 成 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
2. 製 剤 お よ び 投 与 経 路
本 発 明 の 化 合 物 お よ び 薬 剤 は 典 型 的 に は 単 位 量 投 与 用 に 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら 製 剤 中 の 化 合 物 の 濃 度 は 投 与 時 に 意 図 す る 治 療 に 有 効 な 量 の 送 達 に 有 効 な
も の で あ る 。 典 型 的 に は こ れ ら の 組 成 物 は 単 位 量 投 与 向 け に 調 剤 す る 。 組 成 物 を 調 剤 す る
に は 、 そ の 重 量 分 の 化 合 物 ま た は そ の 混 合 物 を 選 択 し た ビ ヒ ク ル に 、 治 療 す る 症 状 が 軽 減
ま た は 緩 和 さ れ る よ う な 有 効 濃 度 で 溶 解 、 懸 濁 、 分 散 さ せ る 、 あ る い は ま た 混 合 す る 。 本
明 細 書 で 提 供 さ れ る 化 合 物 の 投 与 に 好 適 な 医 薬 担 体 ま た は ビ ヒ ク ル と し て は 、 当 業 者 が 特
定 の 投 与 様 式 に 好 適 で あ る と 承 知 し て い る い ず れ の 担 体 も 含 む 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
さ ら に 、 こ れ ら の 化 合 物 は 組 成 物 中 に 単 独 の 医 薬 有 効 成 分 と し て 調 剤 し て も よ い し 、 あ る
い は 他 の 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 組 織 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ポ ソ ー ム を 含 む リ ポ ソ
ー ム 懸 濁 液 も 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と し て 好 適 な も の で あ り 得 る 。 こ れ ら は 当 業 者 に 公 知
の 方 法 に 従 っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 米 国 特 許 第 4,522,811号
に 記 載 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
有 効 化 合 物 は 治 療 す る 患 者 に お い て 望 ま し く な い 副 作 用 な く 治 療 上 有 用 な 作 用 を 発 揮 す る
に 十 分 な 量 で 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 に 含 め る 。 治 療 上 有 効 な 濃 度 は 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る
ア ッ セ イ な ど 、 公 知 の in vitroお よ び in vivo系 で 化 合 物 を 試 験 す る こ と に よ り 実 験 的 に
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
薬 物 組 成 物 中 の 有 効 化 合 物 の 濃 度 は そ の 有 効 化 合 物 の 吸 収 率 、 不 活 性 化 率 お よ び 排 出 率 、
化 合 物 の 物 理 化 学 的 特 性 、 投 与 計 画 お よ び 投 与 量 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 要 因
に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
典 型 的 に は 治 療 上 有 効 な 投 与 形 を 考 え る 。 投 与 量 は 0.001～ 1mg/ml血 液 量 の オ ー ダ ー で あ
っ て よ く 、 例 え ば 約 0.005～ 0.05mg/mlお よ び 約 0.01mg/mlな ど で あ る 。 医 薬 単 位 投 与 形 は
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単 位 投 与 形 当 た り 約 1mg～ 約 1000mg、 例 え ば 約 10～ 500mg、 約 25～ 75mgの 必 須 有 効 成 分 ま た
は 必 須 成 分 の 組 合 せ と な る よ う に 製 造 す る 。 正 確 な 用 量 は 実 験 的 に 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ３ ９ ３ 】
有 効 成 分 は 一 度 に 投 与 し て も よ い し 、 あ る い は い く つ か の 少 用 量 に 分 け て 時 間 を お い て 投
与 し て も よ い 。 正 確 な 用 量 お よ び 治 療 期 間 は 治 療 す る 疾 病 に よ っ て 異 な り 、 公 知 の 試 験 プ
ロ ト コ ー ル を 用 い て 実 験 的 に 決 定 す る こ と も で き る し 、 あ る い は in vivoま た は in vitro
試 験 デ ー タ か ら 推 定 す る こ と も で き る と 考 え ら れ る 。 濃 度 ま た は 用 量 の 値 は ま た 緩 和 し よ
う と す る 症 状 の 重 篤 度 に よ っ て も 異 な り 得 る こ と に 注 意 を 要 す る 。 さ ら に ま た 、 特 定 の 被
験 体 の 特 定 の 投 与 計 画 は 個 々 の 必 要 性 お よ び そ の 組 成 物 の 投 与 者 ま た は 投 与 管 理 者 の 専 門
的 判 断 に 従 っ て 経 時 的 に 調 節 す べ き で あ り 、 ま た 、 本 明 細 書 で 示 さ れ る 濃 度 範 囲 は 単 に 例
で あ っ て 、 請 求 さ れ る 組 成 物 ま た は そ れ ら を 含 む 組 合 せ の 範 囲 ま た は 使 用 を 限 定 す る も の
で は な い 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
医 薬 上 許 容 さ れ る 誘 導 体 と し て は 酸 、 塩 、 エ ス テ ル 、 水 和 物 、 溶 媒 和 物 お よ び プ ロ ド ラ ッ
グ の 形 態 が 挙 げ ら れ る 。 誘 導 体 は 典 型 的 に は そ の 薬 物 動 態 特 性 が そ れ と 対 応 す る 中 性 化 合
物 よ り も 優 れ た も の と な る よ う に 選 択 す る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
こ の よ う に 有 効 濃 度 ま た は 有 効 量 の 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 1以 上 の 化 合 物 ま た は そ の 医
薬 上 許 容 さ れ る 誘 導 体 を 全 身 投 与 、 局 所 投 与 ま た は 局 部 投 与 に 好 適 な 医 薬 担 体 ま た は ビ ヒ
ク ル と 混 合 し て 医 薬 組 成 物 と す る 。 化 合 物 は 治 療 を 意 図 す る 疾 患 を 緩 和 ま た は 治 療 す る の
に 有 効 な 量 で 含 む 。 組 成 物 中 の 有 効 化 合 物 の 濃 度 は 有 効 化 合 物 の 吸 収 率 、 不 活 性 化 率 、 排
出 率 、 投 与 計 画 、 投 与 量 、 特 定 の 剤 形 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 要 因 に よ っ て 異
な る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
非 経 口 、 皮 内 、 皮 下 、 ま た は 局 所 適 用 に 用 い る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て は 以 下 の 成 分 ： 注
射 水 、 生 理 食 塩 水 、 硬 化 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル ま た は そ の 他 の 合 成 溶 媒 な ど の 無 菌 希 釈 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル お よ び メ チ ル パ ラ ベ ン
な ど の 抗 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 お よ び 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア
ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)な ど の キ レ ー ト 剤 ;酢 酸 、 ク エ ン 酸 お よ び リ ン 酸 な ど の バ ッ フ ァ ー ； お
よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 張 力 調 整 剤 の い ず れ か を 含 ん で よ い 。 非
経 口 製 剤 は ガ ラ ス 製 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 ま た は そ の 他 好 適 な 材 質 の ア ン プ ル 、 使 い 捨 て シ リ
ン ジ 、 ま た は 一 回 量 ま た は 複 数 量 バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
化 合 物 が 十 分 な 溶 解 度 を 示 さ な い 場 合 は 化 合 物 を 可 溶 化 す る 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド (DMSO)な ど の 補 助 溶 媒 の 使 用 、 Tween(登 録 商 標 )な ど の 界 面 活 性 剤 の 使 用 、 ま た は 重
炭 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 へ の 溶 解 な ど が 挙 げ ら れ る 。 有 効 な 医 薬 組 成 物 の 調 剤 に は ま た 、 化
合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ な ど 化 合 物 の 誘 導 体 を 使 用 す る こ と も で き る 。 眼 科 適 用 と し て は 、 眼
科 上 許 容 さ れ る 担 体 中 に 組 成 物 を 調 剤 す る 。 本 明 細 書 で の 眼 用 と し て は 、 局 所 投 与 ま た は
注 射 い ず れ か に よ る 局 所 投 与 が 考 え ら れ る 。 徐 放 性 製 剤 も 望 ま し い 。 典 型 的 に は こ れ ら の
組 成 物 は 一 回 量 で 有 効 量 を 投 与 す る よ う な 単 位 量 投 与 用 に 調 剤 す る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
化 合 物 に ビ ヒ ク ル を 混 合 ま た は 添 加 し た 際 、 得 ら れ る 混 合 物 は 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル シ ョ
ン ま た は そ の 他 の 組 成 物 と な り 得 る 。 得 ら れ る 混 合 物 の 形 態 は 意 図 す る 投 与 様 式 、 選 択 し
た 担 体 ま た は ビ ヒ ク ル で の 化 合 物 の 溶 解 度 を は じ め 、 い く つ か の 要 因 に よ っ て 異 な る 。 必
要 で あ れ ば こ れ ら 化 合 物 の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 ま た は そ の 他 の 誘 導 体 を 製 造 す る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
こ れ ら 化 合 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 中 に 、 治 療 す る 患 者 に 望 ま し く な い 副 作 用 な く 治 療
上 有 用 な 作 用 を 発 揮 す る に 十 分 な 量 で 含 め る 。 副 作 用 の 数 お よ び 程 度 は 化 合 物 を 投 与 す る
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症 状 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 あ る 特 定 の 毒 性 作 用 お よ び 望 ま し く な い 副 作
用 は 、 命 に 関 わ る 疾 病 を 治 療 す る 場 合 に は 許 容 さ れ る が 、 そ う で も な い 疾 患 を 治 療 す る 場
合 に は 許 容 さ れ な い こ と が あ る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
ま た こ れ ら の 化 合 物 は 、 所 望 の 作 用 を 損 な う こ と の な い 他 の 有 効 物 質 と 混 合 す る こ と も で
き る し 、 あ る い は 当 業 者 に 公 知 の 所 望 の 作 用 を 補 う 物 質 と 混 合 す る こ と も で き る 。 本 明 細
書 で 用 い ら れ る こ れ ら の 化 合 物 お よ び 薬 剤 の 製 剤 と し て は 、 経 口 投 与 、 直 腸 投 与 、 局 所 投
与 、 吸 入 、 口 内 (例 え ば 舌 下 )投 与 、 非 経 口 投 与 (例 え ば 皮 下 、 筋 肉 内 、 皮 内 ま た は 静 脈 投
与 )、 経 皮 投 与 ま た は い ず れ か の 経 路 に 好 適 な も の が 挙 げ ら れ る 。 あ る ケ ー ス で の 最 も 好
適 な 経 路 は 治 療 す る 症 状 の 性 質 お よ び 重 篤 度 、 な ら び に 用 い る 特 定 の 有 効 化 合 物 の 性 質 に
よ っ て 異 な る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 好 適 量 の 化 合 物 ま た は そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 誘 導 体 を 含
有 す る 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 丸 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 滅 菌 非 経 口 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 お よ び 経
口 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 な ら び に 水 中 油 エ マ ル シ ョ ン な ど の 単 位 投 与 形 で ヒ ト お よ び 動 物 へ
の 投 与 向 け に 提 供 さ れ る 。 医 薬 上 治 療 上 有 効 な 化 合 物 お よ び そ の 誘 導 体 は 典 型 的 に は 単 位
投 与 形 ま た は 複 数 投 与 形 で 調 剤 し 、 投 与 す る 。 本 明 細 書 に お い て 単 位 投 与 形 と は 、 ヒ ト お
よ び 動 物 被 験 体 に 適 し た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を さ し 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 個 別 包 装
さ れ て い る 。 各 単 位 量 は 所 望 の 治 療 作 用 を も た ら す に 十 分 な 所 定 量 の 治 療 上 有 効 な 化 合 物
を 必 要 と さ れ る 医 薬 担 体 、 ビ ヒ ク ル ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ て 含 有 す る 。 単 位 投 与 形 の
例 と し て は ア ン プ ル お よ び シ リ ン ジ な ら び に 個 別 包 装 さ れ た 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 が 挙 げ
ら れ る 。 単 位 投 与 形 は そ の 一 部 、 ま た は 複 数 を 投 与 す る こ と が で き る 。 複 数 投 与 形 は 分 離
さ れ た 単 位 投 与 形 で 投 与 さ れ る よ う に 単 一 の 容 器 に 包 装 さ れ た 複 数 の 同 一 単 位 投 与 形 で あ
る 。 複 数 投 与 形 の 例 と し て は バ イ ア ル 、 錠 剤 も し く は カ プ セ ル 剤 瓶 、 ま た は パ イ ン ト も し
く は ガ ロ ン 瓶 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 場 合 、 複 数 投 与 形 は 包 装 上 分 離 で き な い 複 数 の 単 位 投 与
形 で あ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
こ の 組 成 物 は 有 効 成 分 と と も に 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム ま た は カ
ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の 希 釈 剤 ;ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム お よ び タ ル ク な ど の 滑 沢 剤 ;お よ び デ ン プ ン 、 ア カ シ ア ゼ ラ チ ン ガ ム な ど の 天 然 ガ
ム 、 グ ル コ ー ス 、 糖 蜜 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 、 セ ル ロ ー ス お よ び そ の 誘 導 体 、 ポ ビ ド ン
、 ク ロ ス ポ ビ ド ン お よ び そ の 他 当 技 術 分 野 で 公 知 の こ の 種 の 結 合 剤 な ど の 結 合 剤 を 含 み 得
る 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 投 与 可 能 な 液 体 組 成 物 は 例 え ば 、 上 記 で 定 義 し た よ う な 有 効 化 合 物
と 所 望 の 医 薬 ア ジ ュ バ ン ト を 、 例 え ば 水 、 生 理 食 塩 水 、 水 性 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー
ル 、 グ リ コ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど の 担 体 中 に 溶 解 、 分 散 さ せ る 、 あ る い は 担 体 中 で 混 合 す
る こ と で 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 形 成 さ せ る こ と に よ り 作 製 で き る 。 所 望 に よ り 投 与 す る 医 薬
組 成 物 は 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 ま た は 可 溶 化 剤 、 pH調 整 剤 な ど の 微 量 の 無 毒 の 補 助 物 質 、 例 え ば
酢 酸 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 誘 導 体 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 ト
リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 オ レ イ ン 酸 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び そ の 他 の こ
の 種 の 薬 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な 投 与 形 を 製 造 す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 の も の で
あ る か 、 明 ら か で あ る (例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishin
g Company, Easton, Pa., 15th Edition, 1975参 照 )。 投 与 す る 組 成 物 ま た は 製 剤 は 治 療
す る 被 験 体 の 症 状 の 緩 和 に 十 分 な 量 の 有 効 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
0.005%～ 100%の 範 囲 の 有 効 成 分 を 含 有 し 、 残 部 は 無 毒 な 担 体 か ら な る 投 与 形 ま た は 組 成 物
を 製 造 す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 に は 、 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 結 合 剤 (例 え ば 、 ア ル
フ ァ ー 化 コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ
ー ス );増 量 剤 (例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 微 晶 質 セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム );滑
沢 剤 (例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク ま た は シ リ カ );崩 壊 剤 (例 え ば 、 ポ テ ト
ス タ ー チ 、 ま た は グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム デ ン プ ン );ま た は 湿 潤 剤 (例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム )な ど の 医 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 用 い て 常 法 に よ り 製 造 さ れ る 例 え ば 錠 剤
ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 態 を と っ て も よ い 。 錠 剤 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り コ ー テ ィ
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ン グ し て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
医 薬 製 剤 は ま た 例 え ば 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 ま た は 懸 濁 液 な ど の 液 体 で あ っ て も よ く 、 あ る い
は 水 ま た は そ の 他 好 適 な ビ ヒ ク ル で 使 用 前 に 再 構 成 す る 薬 物 製 品 と し て 提 供 す る こ と も で
き る 。 こ の よ う な 液 体 製 剤 は 、 沈 殿 防 止 剤 (例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス
誘 導 体 ま た は 硬 化 食 用 油 脂 );乳 化 剤 (例 え ば 、 レ シ チ ン ま た は ア ラ ビ ア ガ ム );非 水 性 ビ ヒ
ク ル (例 え ば 、 ア ー モ ン ド 油 、 油 性 エ ス テ ル 、 ま た は 精 留 植 物 油 );お よ び 保 存 剤 (例 え ば 、
メ チ ル も し く は プ ロ ピ ル -p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 ま た は ソ ル ビ ン 酸 )な ど の 医 薬 上 許
容 さ れ る 添 加 剤 を 用 い 、 常 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
直 腸 投 与 に 好 適 な 製 剤 は 単 位 投 与 坐 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 有 効 化 合 物
を 1以 上 の 通 常 の 固 形 担 体 、 例 え ば カ カ オ 脂 と 混 合 し た 後 、 得 ら れ た 混 合 物 を 成 形 す る こ
と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
皮 膚 ま た は 眼 へ の 局 所 適 用 に 好 適 な 製 剤 と し て は 一 般 に 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ペ
ー ス ト 、 ゲ ル 、 ス プ レ ー 、 エ ア ー ゾ ル 、 お よ び オ イ ル と し て 調 剤 す る 。 使 用 可 能 な 担 体 と
し て は ワ セ リ ン 、 ラ ノ リ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 お よ び そ れ ら の 2以
上 の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 局 所 製 剤 は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ
ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ (ア ル キ レ ン グ リ コ
ー ル )、 ポ リ /ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 メ タ ク リ ー レ ト ま た は ポ リ メ タ ク リ ル ア ミ ド か ら 選 択
さ れ る 増 粘 剤 を 0.05～ 15重 量 %含 む こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 局 所 製 剤 は 多 く の 場 合 滴 下 に
よ り 、 あ る い は 結 膜 嚢 へ の 軟 膏 と し て 適 用 す る 。 ま た こ れ は 眼 、 顔 面 の 凹 部 お よ び 外 耳 道
の 洗 浄 ま た は 潤 滑 の た め に も 使 用 で き る 。 ま た 、 前 眼 房 そ の 他 の 場 所 に 注 入 す る こ と も で
き る 。 液 体 状 の 局 所 製 剤 は 有 効 成 分 が 放 出 す る ス ト リ ッ プ 、 コ ン タ ク ト レ ン ズ な ど の 形 態
の 親 水 性 三 次 元 高 分 子 マ ト リ ッ ク ス と し て 提 供 す る こ と も で き る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
吸 入 に よ る 投 与 と し て は 、 本 明 細 書 で 用 い る 化 合 物 は 、 好 適 な 噴 射 剤 、 例 え ば ジ ク ロ ロ ジ
フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭
素 ま た は そ の 他 の 好 適 な ガ ス を 用 い て 加 圧 パ ッ ク ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら 提 供 さ れ る エ ア
ー ゾ ル ス プ レ ー の 形 態 で 送 達 す る こ と が で き る 。 加 圧 エ ア ー ゾ ル の 場 合 、 投 与 単 位 は 計 量
さ れ た 量 を 送 達 す る バ ル ブ を 設 け る こ と で 定 量 す る こ と が で き る 。 吸 入 ま た は 通 気 で 用 い
る た め の 例 え ば ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル ま た は カ ー ト リ ッ ジ は 化 合 物 と 、 ラ ク ト ー ス ま た は デ
ン プ ン な ど の 好 適 な 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 を 含 む よ う 配 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
口 内 (舌 下 )投 与 に 好 適 な 製 剤 と し て は 例 え ば 香 味 基 剤 、 通 常 は ス ク ロ ー ス お よ び ア ラ ビ ア
ガ ム ま た は ト ラ ガ カ ン ト ガ ム 中 に 有 効 化 合 物 を 含 む ト ロ ー チ 剤 、 お よ び ゼ ラ チ ン お よ び グ
リ セ リ ン ま た は ス ク ロ ー ス お よ び ア ラ ビ ア ガ ム な ど の 不 活 性 基 剤 中 に 化 合 物 を 含 む 香 錠 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
こ れ ら の 化 合 物 は 注 射 、 例 え ば ボ ー ラ ス 注 射 ま た は 点 滴 に よ る 非 経 口 投 与 用 に 調 剤 す る こ
と が で き る 。 注 射 用 製 剤 は 単 位 投 与 形 、 例 え ば ア ン プ ル 、 ま た は 保 存 剤 を 添 加 し て 複 数 用
量 容 器 で 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 油 性 ま た は 水 性 ビ ヒ ク ル 中 の 懸 濁 液 、
溶 液 ま た は エ マ ル シ ョ ン で あ っ て も よ く 、 沈 殿 防 止 剤 、 安 定 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 な ど
の 配 合 剤 を 含 ん で も よ い 。 あ る い は 有 効 成 分 は 使 用 前 に 好 適 な ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 滅 菌 パ イ
ロ ジ ェ ン フ リ ー 水 ま た は そ の 他 の 溶 媒 で 再 構 成 す る 粉 末 状 と し て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
経 皮 投 与 に 好 適 な 製 剤 は 長 時 間 レ シ ピ エ ン ト の 表 皮 と の 緊 密 な 接 触 を 保 つ よ う に し た 個 別
パ ッ チ と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な パ ッ チ は 有 効 化 合 物 を 、 例 え ば 有 効 化 合
物 に 対 し て 0.1～ 0.2M濃 度 の 、 所 望 に よ り 緩 衝 さ せ た 水 溶 液 と し て 適 宜 含 む 。 経 皮 投 与 に
好 適 な 製 剤 は ま た イ オ ン 導 入 法 に よ っ て 送 達 す る こ と も で き (例 え ば 、 Pharmaceutical Re

10

20

30

40

50

(81) JP 2004-535166 A 2004.11.25



search 3 (6), 318 (1986)参 照 )、 典 型 的 に は 所 望 に よ り 緩 衝 さ せ た 有 効 化 合 物 の 水 溶 液
の 形 態 を と る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は ま た 徐 放 性 手 段 お よ び ／ ま た は 徐 放 性 送 達 デ ィ バ イ ス に よ っ て 投 与
す る こ と も で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 3,536,809号 ;第 3,598,123号 ;第 3,630,200号 ;第 3,8
45,770号 ;第 3,847,770号 ;第 3,916,899号 ;第 4,008,719号 ;第 4,687,610号 ;第 4,769,027号 ;
第 5,059,595号 ;第 5,073,543号 ;第 5,120,548号 ;第 5,354,566号 ;第 5,591,767号 ;第 5,639,47
6号 ;第 5,674,533号 お よ び 第 5,733,566号 参 照 )。
【 ０ ４ １ １ 】
望 ま し い 血 液 レ ベ ル は 血 漿 レ ベ ル に よ り 確 認 さ れ る の で 有 効 剤 の 点 滴 に よ り 維 持 す る こ と
が で き る 。 主 治 医 な ら ば い つ ど の よ う に 治 療 を 終 了 、 中 断 す れ ば よ い か 、 あ る い は 毒 性 、
ま た は 骨 髄 不 全 、 肝 不 全 も し く は 腎 不 全 に よ り 低 用 量 に 治 療 を 調 節 す れ ば よ い か が 分 か る
こ と を 注 記 し て お く 。 逆 に 主 治 医 な ら ば 臨 床 応 答 が 十 分 で な い (有 害 な 副 作 用 を 除 く )場 合
に 、 い つ ど の よ う に 治 療 を 高 用 量 に 調 節 す れ ば よ い か も 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ４ １ ２ 】
ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 単 独 ま た は 他 の 薬 剤 と の 併 用 に お け る 効 力 お よ び ／ ま た
は 毒 性 も 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る (一 般 に 、 O'Reilly, Inv
estigational New Drugs, 15:5-13 (1997)参 照 )。
【 ０ ４ １ ３ 】
有 効 化 合 物 ま た は 医 薬 上 許 容 さ れ る 誘 導 体 は 徐 放 性 製 剤 ま た は コ ー テ ィ ン グ な ど 、 化 合 物
が そ の 本 体 か ら 急 速 に 放 出 さ れ る の を 防 ぐ 担 体 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
こ れ ら の 組 成 物 お よ び ／ ま た は 組 合 せ を そ の 投 与 に 関 す る 説 明 書 と と も に 含 む キ ッ ト も 提
供 さ れ る 。 こ の キ ッ ト は さ ら に 、 典 型 的 に は 無 菌 形 態 で 包 装 さ れ た 、 複 合 体 を 注 射 す る た
め の 針 ま た は シ リ ン ジ お よ び ／ ま た は 包 装 さ れ た ア ル コ ー ル パ ッ ド を 含 ん で も よ い 。 説 明
書 は 所 望 に よ り 医 師 ま た は 患 者 に よ る 有 効 剤 の 投 与 の た め に 含 め る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
最 後 に こ れ ら の 化 合 物 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 ま
た は 上 記 薬 剤 の い ず れ か を 含 有 す る 組 成 物 は 包 装 材 料 、 そ の 包 装 材 料 の 中 に 本 明 細 書 で 意
図 さ れ る 疾 病 ま た は 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 化 合 物 ま た は そ の 好 適 な 誘
導 体 、 お よ び 化 合 物 ま た は そ の 好 適 な 誘 導 体 が 本 明 細 書 で 意 図 さ れ る 疾 病 ま た は 疾 患 の 治
療 用 の も の で あ る こ と を 示 す ラ ベ ル を 含 む 製 品 と し て パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。
ラ ベ ル に は 本 治 療 が 保 証 さ れ る 疾 患 を 記 載 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
L. 治 療 方 法
本 明 細 書 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 動 物 、 特 に ヒ ト を は じ め と す る 哺 乳 類 に お け
る 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は
有 効 量 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 し 、 そ れ に よ り 疾 病 ま た は 疾 患 を 治 療
ま た は 予 防 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ４ １ ７ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 は 医 薬 上 許 容
さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 と と も に 投 与 す る 。 治 療 す る 哺 乳 類 は ヒ ト で あ り 得 る 。 本 明 細 書
で 提 供 さ れ る 阻 害 剤 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ る も の で あ る 。 さ ら に ま
た 、 抗 体 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は RNAiな ど の 二 本 鎖 RNA(dsRNA)も 意 図 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
こ の 治 療 ま た は 予 防 方 法 は さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 (こ れ は CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 阻 害 す る こ と が 確 認 さ れ て い る い ず れ の 化 合 物 で あ っ て も よ い )と 同 時 、 ま た
は そ の 前 、 ま た は そ の 後 に 抗 血 管 形 成 治 療 も し く は 抗 血 管 形 成 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 を 投 与 す
る こ と を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 化 合 物 と し て は 小 分 子 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 領 域 を 含 む そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド

10

20

30

40

50

(82) JP 2004-535166 A 2004.11.25



を コ ー ド す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は RNAiな ど の 二 本 鎖 RNA(dsRNA)、 な ら び に 異 種 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 、 そ の 異 種 配 列 が CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部
の 生 物 活 性 を 不 活 性 化 す る よ う に 挿 入 さ れ て い る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子
の 少 な く と も 一 部 を 含 む 核 酸 (こ こ で 、 こ の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 一
部 は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え を 促 進 す る よ う に 異
種 配 列 を フ ラ ン キ ン グ し て い る )が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 こ の よ う な 分 子 は 一 般 に 約 1000nt
未 満 の 長 さ で あ る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
1. ア ン チ セ ン ス 治 療
あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 以 上 に 示 し た よ う に 、 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た
め に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 に よ っ て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 機 能 を 低 下 さ せ る
、 ま た は 阻 害 す る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は cDNAに
対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 少 な く と も 6ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 使 用 。
本 明 細 書 に お い て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 と は 、 い く ら か の 配 列 相 同 性
の た め に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド RNA(一 般 に mRNA)の 一 部 と 、 一 般 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 核 酸 を さ す 。 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド mR
NAの コ ー ド お よ び ／ ま た は 非 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な も の で あ り 得 る 。 こ の よ う な ア ン チ セ
ン ス 核 酸 は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 機 能 を 低 下 ま た は 阻 害 す る 治 療 薬 と し て の 用 途 を 有 し 、 上
記 の よ う な 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 で き る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 少 な く と も 6ヌ ク レ オ チ ド の も の で あ り 、 一 般 に
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (6～ 50ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 6～ 約 150ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 )で あ る 。 こ
の ア ン チ セ ン ス 分 子 は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 全 部 ま た は 一 部 に 相 補 的 な も の で あ り 得 る
。 例 え ば こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ
ド 、 少 な く と も 100ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 少 な く と も 125ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は DNAま た は RNAま た は キ メ ラ 混 合 物 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 改 変 体 、
一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た は リ
ン 酸 骨 格 で 改 変 す る こ と が で き る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ペ プ チ ド ま た は 細 胞 膜 (例
え ば 、 Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6553-6556 (1989); Lemai
tre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:648-652 (1987);1988年 12月 15日 公 開 の
PCT公 報 WO 88/09810参 照 )ま た は 血 液 脳 関 門 (例 え ば 、 1988年 4月 25日 公 開 の PCT公 報 WO 89/
10134参 照 )を わ た る 輸 送 を 促 進 す る 薬 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 切 断 剤 (例 え ば
、 Krol et al., BioTechniques 6:958-976 (1988)参 照 )ま た は イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 剤 (
例 え ば 、 Zon, Pharm. Res. 5:539-549 (1988)参 照 )な ど の 他 の 補 助 基 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ４ ２ １ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 一 般 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 典 型 的 に は 一 本 鎖 DN
Aも し く は RNAま た は そ の 類 似 体 も し く は そ の 混 合 物 で あ る 。 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と
し て は ヒ ト CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 こ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 当 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ て い る 置 換 基 で そ の 構 造 上 の い ず れ か
の 部 分 で 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 5-
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ
ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-(カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル )ウ ラ シ ル
、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル
ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン
テ ニ ル ア デ ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ
ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-ア デ ニ ン 、 7
-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ
シ ル 、 β -D-マ ン ノ シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ
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シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 (v)、 ワ
イ ブ ト キ ソ シ ン 、 シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ ル -2-チ オ
ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢
酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 (v)、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 3-(3-ア ミ ノ
-3-N-2-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )ウ ラ シ ル 、 (acp3)w、 お よ び 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 改 変 塩 基 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ラ
ビ ノ ー ス 、 2-フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス お よ び ヘ キ ソ ー ス か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 少 な く と も 1つ の 改 変 糖 部 分 を 含 む 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 、 ホ ス オ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ル ジ
ア ミ デ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 お よ び ホ ル ム ア セ タ ー
ル ま た は そ の 類 似 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 改 変 リ ン 酸 骨 格 を 含 み 得 る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は α -ア ノ マ ー 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 α -ア ノ マ
ー 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 相 補 的 RNAと 、 両 鎖 が 互 い に 平 行 に 走 る 特 異 的 二 本 鎖 ハ イ ブ リ
ッ ド を 形 成 す る (Gautier et al., Nucl. Acids Res. 15:6625-6641 (1987))。
【 ０ ４ ２ ５ 】
こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 別 の 分 子 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 架
橋 剤 、 輸 送 剤 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 切 断 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 例 え ば 自 動 DNA
シ ン セ サ イ ザ ー (Biosearch, Applied Biosystemsか ら 市 販 さ れ て い る も の な ど )を 用 い る
こ と で 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Stein 
et al. (Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988))の 方 法 に よ り 合 成 す る こ と が で き 、 メ チ ル ホ
ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 細 孔 性 ガ ラ ス (controlled pore glass)支 持 体 な ど を 用
い て 作 製 す る こ と が で き る (Sarin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:7448-745
1 (1988))。
【 ０ ４ ２ ７ 】
あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 触 媒 RN
Aま た は リ ボ ザ イ ム を 含 む (例 え ば 、 1990年 10月 4日 公 開 の PCT国 際 公 報 WO 90/11364; Sarve
r et al., Science 247:1222-1225 (1990)参 照 )。 別 の 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 2'-0-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (Inoue et al., Nucl. Acids Res. 15:6131-6148 (198
7))、 ま た は キ メ ラ RNA-DNA類 似 体 (Inoue et al., FEBS Lett. 215:327-330 (1987))で あ
る 。 あ る い は こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は RNAiな ど の 二 本 鎖 RNA(dsRNA)で あ っ て も よ い 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 外 来 配 列 か ら の 転 写 に
よ り 細 胞 内 で 産 生 さ せ る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー を 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 そ の 細 胞 内 で ベ ク タ
ー ま た は そ の 一 部 が 転 写 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 (RNA)を 産 生 す る よ う に in vivoに 導 入 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 を コ ー ド す
る 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は そ れ が 転 写 さ れ て 目 的 の ア ン チ セ ン ス RNAを 産 生 す
る 限 り 、 エ ピ ソ ー ム に 留 ま っ て も 染 色 体 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 当
技 術 分 野 で 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ
ド 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 で の 複 製 お よ び 発 現 に 用 い ら れ る 当 技 術 分 野 で 公 知 の そ
の 他 の も の で あ っ て も よ い 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る 配 列 の 発
現 は ヒ ト を は じ め と す る 哺 乳 類 細 胞 で 作 用 す る こ と が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る い ず れ の
プ ロ モ ー タ ー に よ る も の で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 型 の も の で あ っ
て も 構 成 型 の も の で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (Bernoist and Chambon, Nature 290:304-310 (198
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1)、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の 3'長 い 末 端 反 復 に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー (Yamamoto et al., Ce
ll 22:787-797 (1980)、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Wagner et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445 (1981)、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 (Br
inster et al., Nature 296:39-42 (1982)な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
こ れ ら の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は ヒ ト CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を は じ め と す る 、 CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド 遺 伝 子 の RNA転 写 物 の 少 な く と も 一 部 と 相 補 的 な 配 列 を 含 む 。 絶 対 的 な 相 補 性 の
必 要 は な い 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
新 生 物 形 成 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 効 果 的 な CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ア ン チ セ ン ス 核 酸 (dsRNA
)の 量 は 疾 病 の 性 質 に よ っ て 異 な り 、 標 準 的 な 臨 床 技 術 に よ っ て 実 験 的 に 決 定 す る こ と が
で き る 。 可 能 で あ れ ば 、 ア ン チ セ ン ス 細 胞 傷 害 性 は in vitroで 調 べ た 後 、 ヒ ト で の 試 験 お
よ び 使 用 に 先 立 ち 有 用 な 動 物 モ デ ル 系 で 調 べ る の こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ４ ３ １ 】
2. RNA干 渉
CVSP14を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め 、 RNA干 渉 (RNAi)(例 え ば 、 Chuang et al
. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:4985参 照 )を 用 い る こ と が で き る 。 干 渉 RNA
(RNAi)断 片 、 特 に 二 本 鎖 (ds)RNAiは 、 CVSP14機 能 の 欠 損 を 作 り 出 す た め に 使 用 で き る 。 哺
乳 類 、 C.エ レ ガ ン ス 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)お よ び 植 物 な ら び に ヒ ト を は じ め と
す る 生 物 に お い て 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の RNAiの 使 用 に 関 す る 方 法 が 知 ら れ て
い る (例 え ば 、  Fire et al. (1998) Nature 391:806-811 Fire (1999) Trends Genet. 15
:358-363; Sharp (2001) Genes Dev. 15:485-490; Hammond, et al. (2001) Nature Rev.
 Genet. 2:110-1119; Tuschl (2001) Chem. Biochem. 2:239-245; Hamilton et al. (199
9) Science 286:950-952; Hammond et al. (2000) Nature 404:293-296; Zamore et al. 
(2000) Cell 101:25-33; Bernstein et al. (2001) Nature 409: 363-366; Elbashir et 
al. (2001) Genes Dev. 15:188-200; Elbashir et al. (2001) Nature 411:494-498;国 際
PCT出 願 WO 01/29058;国 際 PCT出 願 WO 99/32619参 照 )。 二 本 鎖 RNA(dsRNA)を 発 現 す る 構 築 物
は エ ピ ソ ー ム に 留 ま る 、 ま た は ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る 複 製 ベ ク タ ー を 用 い て 動 物 ま た は 植
物 な ど の 宿 主 へ 導 入 す る 。 適 当 な 配 列 を 選 択 す る こ と で 、 dsRNAの 発 現 は CVSP14を コ ー ド
す る 内 在 mRNAの 蓄 積 に よ り 干 渉 さ れ 得 る 。 RNAiは ま た in vitroで 発 現 を 阻 害 す る た め に 使
用 す る こ と も で き る 。 領 域 は CVSP14に 対 し て 選 択 性 の あ る (す な わ ち 、 特 有 の )少 な く と も
約 21(ま た は 21)の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ れ を RNAiの 作 製 に 用 い る 。 約 21ヌ ク レ オ チ ド の
よ り 短 い 断 片 は 直 接 細 胞 へ 形 質 転 換 で き 、 よ り 大 き な RNAi dsRNA分 子 は 一 般 に そ れ ら を コ
ー ド す る ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 す る 。 dsRNA分 子 は 少 な く と も 約 21bp以 上 の 長 さ 、 例 え ば 5
0、 100、 150、 200お よ び そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
3. 遺 伝 子 治 療
あ る 例 と し て の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 治 療 に よ っ て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 増 強 す る
た め 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 ド メ イ ン も し く は 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 投 与 す る 。 遺 伝 子 治 療 と は 被 験 体 に 核 酸 を 投 与 す る こ と に よ っ て
行 う 治 療 を さ す 。 こ の 実 施 形 態 で は 核 酸 は そ こ に コ ー ド さ れ て い る 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド
の 機 能 を 増 強 す る こ と に よ り 治 療 作 用 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。 当 技 術 分 野 で 利
用 で き る 遺 伝 子 治 療 の 方 法 は い ず れ で も 使 用 で き る (Goldspiel et al., Clinical Pharma
cy 12:488-505 (1993); Wu and Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, An. Rev.
 Pharmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science 260:926-932 (1993);お
よ び Morgan and Anderson, An. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); TIBTECH 11(5):155-
215 (1993)参 照 )。
【 ０ ４ ３ ３ 】
例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 用 の 治 療 組 成 物 と し て は 、 好 適 な 宿 主 内 で CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の ド メ イ ン 、 断 片 も し く は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て の CV
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SP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 特 に こ の よ う な 核 酸 は 作 動 可 能 な よ う に CVSP
14ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 領 域 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 こ の プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 型
の も の で も 構 成 型 の も の で も 、 所 望 に よ り 組 織 特 異 的 な も の で あ っ て も よ い 。 も う 1つ の
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 お よ び 他 の い ず れ か の 所 望 の 配 列 が
ゲ ノ ム 中 の 望 ま し い 部 位 で 相 同 組 換 え を 促 進 す る 領 域 で フ ラ ン キ ン グ さ れ て い る 核 酸 分 子
を 用 い る こ と で 、 SPタ ン パ ク 質 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 を も た ら す (Koller and Smithies, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra et al., Nature 342:435-43
8 (1989))。
【 ０ ４ ３ ４ 】
患 者 へ の 核 酸 送 達 は 、 患 者 が そ の 核 酸 ま た は 核 酸 保 持 ベ ク タ ー に 直 接 曝 さ れ る 直 接 的 な も
の で あ っ て も 、 あ る い は ま ず in vitroで 細 胞 を そ の 核 酸 で 形 質 転 換 し た 後 、 患 者 に 移 植 す
る 間 接 的 な も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 2つ の ア プ ロ ー チ は そ れ ぞ れ in vivoま た は ex v
ivo遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 を 直 接 in vivo投 与 し 、 そ こ で 発 現 さ せ て コ ー ド さ れ て い
る 産 物 を 産 生 さ せ る 。 こ れ は 例 え ば そ れ を 適 当 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、
例 え ば 欠 陥 ま た は 弱 毒 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 感 染 さ せ
る こ と に よ り (米 国 特 許 第 4,980,286号 参 照 )、 あ る い は 裸 の DNAの 直 接 注 入 に よ り 、 あ る い
は 微 粒 子 衝 撃 (例 え ば 、 遺 伝 子 ガ ン ; Biolistic, Dupont)、 ま た は 脂 質 も し く は 細 胞 表 面
レ セ プ タ ー も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 で の コ ー テ ィ ン グ 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 も し
く は マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 の 使 用 に よ り 、 あ る い は 核 に 入 る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド
と 結 合 さ せ て 投 与 す る こ と に よ り 、 あ る い は レ セ プ タ ー を 媒 介 と す る エ ン ド サ イ ト ー シ ス
を 受 け る リ ガ ン ド と 結 合 さ せ て 投 与 す る こ と に よ る な ど (例 え ば 、 Wu and Wu, J. Biol. C
hem. 262:4429-4432 (1987)参 照 )(こ れ は そ の レ セ プ タ ー を 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 種 を タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る た め に 使 用 で き る )、 そ れ が 細 胞 内 に 存 在 す る よ う に 投 与 す る こ と に
よ る 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 の い ず れ か に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 も
う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 リ ガ ン ド が エ ン ド ソ ー ム を 破 壊 し て 核 酸 に リ ソ ソ ー ム 分 解 を 避 け
さ せ る た め の 融 合 誘 導 性 ウ イ ル ス ペ プ チ ド で あ る 場 合 の 核 酸 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 形 成 さ せ
る こ と が で き る 。 な お も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 特 異 的 レ セ プ タ ー を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す
る こ と で 、 核 酸 を in vivoに お い て 細 胞 特 異 的 取 り 込 み お よ び 発 現 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す
る こ と が で き る (例 え ば 、 1992年 4月 16日 付 け の PCT公 報 WO 92/06180(Wu et al.); 1992年 1
2月 23日 付 け の WO 92/22635(Wilson et al.); 1992年 11月 26日 付 け の WO92/20316(Findeis 
et al.); 1993年 7月 22日 付 け の WO93/14188(Clarke et al.); 1993年 10月 14日 付 け の WO 93
/20221(Young)参 照 )。 あ る い は 、 核 酸 は 細 胞 内 に 導 入 し 、 相 同 組 換 え に よ り 発 現 の た め 宿
主 細 胞 の DNAに 組 み 込 む こ と も で き る (Koller and Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 86:8932-8935 (1989); Zijlstra et al., Nature 342:435-438 (1989))。
【 ０ ４ ３ ６ 】
あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 。 例
え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 使 用 で き る (Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599
 (1993))。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の パ ッ ケ ー ジ ン グ お よ び 宿
主 細 胞 DNAへ の 組 み 込 み に 必 要 で な い レ ト ロ ウ イ ル ス 配 列 を 欠 く よ う 改 変 し た も の で あ る
。 遺 伝 子 治 療 に 用 い る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 は 患 者 へ の 遺 伝 子 送 達 を 助 け る ベ ク タ ー へ
ク ロ ー ニ ン グ す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 し て さ ら に 詳 し い こ と は 、 幹 細 胞 の 放 射
線 療 法 耐 性 を 高 め る た め に 造 血 幹 細 胞 へ mdr1遺 伝 子 を 送 達 す る こ と を 目 的 と し た レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 に つ い て 記 載 し た Boesen et al., Biotherapy 6:291-302 (1994)に
見 出 せ る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 示 し た そ の 他 の 参 照 文 献
と し て は 、 Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood 
83:1467-1473 (1994); Salmons and Gunzberg, Human Gene Therapy 4:129-141 (1993);
お よ び Grossman and Wilson, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114 (1993)が
あ る 。
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【 ０ ４ ３ ７ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス は 遺 伝 子 治 療 に 使 用 で き る も う 1つ の ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 ア デ ノ ウ
イ ル ス は 呼 吸 器 上 皮 に 遺 伝 子 を 送 達 す る の に 特 に 魅 力 的 な 伝 達 体 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
は 呼 吸 器 上 皮 に 自 然 感 染 し 、 そ こ で 軽 い 疾 病 を 引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 送 達 系 の 他 の
標 的 と し て は 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 お よ び 筋 肉 が あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 非 分 裂 細
胞 に 感 染 し 得 る と い う 利 点 を 持 つ 。 Kozarsky and Wilson, Current Opinion in Genetics
 and Development 3:499-503 (1993)は ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 の 総 説 を 記 し
て い る 。 Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994)で は 、 ア カ ゲ ザ ル の 呼 吸 器 上
皮 へ 遺 伝 子 を 送 達 す る こ と を 目 的 と し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 示 し て い る 。 遺
伝 子 治 療 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス の 使 用 の 他 の 事 例 は Rosenfeld et al., Science 252:43
1-434 (1991); Rosenfeld et ak., Cell 68:143-155 (1992);お よ び Mastrangeli et al.,
 J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993)で 見 出 せ る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)も 遺 伝 子 治 療 で の 使 用 の た め に 提 案 さ れ て い る (Walsh et al., 
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993)。
【 ０ ４ ３ ９ 】
遺 伝 子 治 療 の も う 1つ の ア プ ロ ー チ と し て は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ
ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 媒 介 と す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 な ど の 方
法 に よ り 遺 伝 子 組 織 培 養 細 胞 へ 導 入 す る こ と を 含 む 。 通 常 、 導 入 方 法 は 細 胞 に 選 択 マ ー カ
ー を 導 入 す る こ と を 含 む 。 次 に こ れ ら の 細 胞 を 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 を 取 り 込 ん で 発 現 す る
細 胞 を 単 離 す る た め の 選 択 下 に 置 く 。 こ の よ う な 細 胞 を 次 に 患 者 へ 送 達 す る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
こ の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 は 予 め 細 胞 へ 導 入 し 、 結 果 と し て 生 じ た 組 換 え 細 胞 を in vivo投
与 す る 。 こ の よ う な 導 入 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 そ の 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ま た は バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 細 胞 融 合 、 染 色 体 媒 介 遺 伝 子 導 入 、 マ イ ク ロ セ ル 媒
介 遺 伝 子 導 入 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 な ど を は じ め 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 方 法
に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で は 外 来 遺 伝 子 を 細 胞 へ 導 入 す る た め の 多 く の 技
術 が 知 ら れ て お り (例 え ば 、 Loeffler and Behr, Meth. Enzymol. 217:599-618 (1993); C
ohen et al., Meth. Enzymol. 217:618-644 (1993); Cline, Pharmac. Ther. 29:69-92 (
1985)参 照 )、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の 必 要 な 発 達 機 能 お よ び 生 理 機 能 が 壊 れ な い 限 り 使 用 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 細 胞 へ 核 酸 を 、 そ の 核 酸 が 細 胞 に よ り 発 現 さ れ 、 か つ 、 一
般 に は 遺 伝 し て そ の 細 胞 の 後 代 に よ っ て も 発 現 可 能 な よ う に 安 定 し て 導 入 さ れ る よ う な も
の で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ４ ４ １ 】
得 ら れ た 組 換 え 細 胞 は 当 業 者 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 患 者 へ 送 達 す る こ と が で き る 。
あ る 実 施 形 態 で は 、 上 皮 細 胞 が 例 え ば 皮 下 注 射 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 皮 膚 細
胞 を 患 者 へ の 皮 膚 移 植 片 と す る こ と が で き る 。 組 換 え 血 液 細 胞 (例 え ば 造 血 幹 細 胞 ま た は
始 原 細 胞 )は 静 脈 投 与 す る こ と が で き る 。 想 定 さ れ る 細 胞 の 使 用 量 は 望 む 作 用 、 患 者 の 状
態 な ど に よ っ て 異 な り 、 当 業 者 な ら ば 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 核 酸 を 導 入 し 得 る 細 胞 と し て は 、 所 望 の 利 用 可 能 な い ず れ の 細 胞 種 も
含 み 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 繊 維 芽 細 胞 、
筋 細 胞 、 肝 細 胞 ； Tリ ン パ 球 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 巨 核
球 、 顆 粒 球 な ど の 血 液 細 胞 ； 種 々 の 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 、 特 に 造 血 幹 細 胞 ま た は 始 原 細
胞 、 例 え ば 骨 髄 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 お よ び そ の 他 そ の 供 給 源 か ら 得 た 幹 細 胞 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
例 え ば 遺 伝 子 治 療 に 用 い る 細 胞 は 患 者 自 己 の も の で あ る 。 遺 伝 子 治 療 に お い て 組 換 え 細 胞
を 用 い る あ る 実 施 形 態 で は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 を 、 そ れ が 細 胞 ま た は そ れ ら の 後 代
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に よ り 発 現 さ れ 得 る よ う に 細 胞 へ 導 入 し た 後 、 こ れ ら の 組 換 え 細 胞 を 治 療 効 果 を 求 め て in
 vivo投 与 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 を 用 い る 。 単 離 し て in vitro
で 維 持 可 能 な い ず れ の 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 始 原 細 胞 で も 本 実 施 形 態 に 従 っ て 使 用 で き る
可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 幹 細 胞 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 造 血 幹 細 胞 (HSC
)、 皮 膚 お よ び 消 化 管 の 内 層 な ど の 上 皮 組 織 の 幹 細 胞 、 胎 児 心 筋 細 胞 、 肝 臓 幹 細 胞 (1994年
4月 28日 付 け の PCT公 報 WO 94/08598)、 お よ び 神 経 幹 細 胞 (Stemple and Anderson, Cell 71
:973-985 (1992))が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
上 皮 幹 細 胞 (ESC)ま た は ケ ラ チ ノ サ イ ト は 公 知 の 方 法 に よ り 皮 膚 お よ び 消 化 管 の 内 層 な ど
の 組 織 か ら 得 る こ と が で き る (Rheinwald, Meth. Cell Bio. 21A:229 (1980))。 皮 膚 な ど
の 層 状 上 皮 組 織 で は 、 基 底 板 に 最 も 近 い 層 で あ る 胚 層 内 の 細 胞 の 有 糸 分 裂 に よ り 再 生 が 起
こ っ て い る 。 消 化 管 内 層 内 の 幹 細 胞 は こ の 組 織 の 急 速 な 再 生 速 度 を も た ら す 。 患 者 ま た は
ド ナ ー の 皮 膚 ま た は 消 化 管 の 内 層 か ら 得 た ESCま た は ケ ラ チ ノ サ イ ト は 組 織 培 養 で 増 殖 さ
せ る こ と が で き る (Rheinwald, Meth. Cell Bio. 21A:229 (1980); Pittelkow and Scott,
 Cano Clinic Proc. 61:771 (1986))。 ド ナ ー か ら ESCが 提 供 さ れ れ ば 、 宿 主 対 移 植 片 反 応
性 の 抑 制 方 法 (例 え ば 、 適 度 な 免 疫 抑 制 を 促 進 す る た め の 照 射 、 薬 物 ま た は 抗 体 投 与 )も 使
用 で き る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
こ の 実 施 形 態 で は 、 造 血 幹 細 胞 (HSC)に 関 し て は HSCの 単 離 、 増 殖 お よ び in vitro維 持 を 可
能 と す る 技 術 が 使 用 で き る 。 こ れ を 達 成 し 得 る 技 術 に は 、 (a)将 来 の 宿 主 ま た は ド ナ ー か
ら 単 離 し た 骨 髄 細 胞 か ら の HSCの 単 離 お よ び そ の 培 養 系 の 確 立 、 ま た は (b)同 種 の も の で も
異 種 の も の で あ っ て も よ い が 、 予 め 確 立 さ れ た HSCの 長 期 培 養 系 の 使 用 が 含 ま れ る 。 一 般
に 将 来 の 宿 主 ／ 患 者 の 移 植 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 方 法 で は 非 自 己 HSCが 用 い ら れ る 。 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 ヒ ト 骨 髄 細 胞 は 後 腸 骨 稜 か ら 穿 刺 吸 引 に よ っ て 得 る こ と が で き る (例 え ば
、 Kodo et al., J. Clin. Invest. 73:1377-1384 (1984)参 照 )。 例 え ば 、 HSCは 高 濃 縮 物
ま た は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 濃 縮 は 長 期 培 養 前 、 培 養 中 、 ま
た は 培 養 後 に 行 う こ と が で き 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ の 技 術 に よ っ て 行 っ て も よ い 。
骨 髄 細 胞 の 長 期 培 養 系 は 例 え ば 改 変 Dexter細 胞 培 養 法 (Dexter et al., J. Cell Physiol.
 91:335 (1977)ま た は Witlock-Witte培 養 法 (Witlock and Witte, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 79:3608-3612 (1982))を 用 い て 確 立 お よ び 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 導 入 す る 核 酸 は 作 動 可 能 な よ う に コ ー ド 領
域 に 連 結 さ れ た 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 こ れ に よ り 、 適 当 な 転 写 イ ン デ ュ ー サ ー の 存 在
・ 不 在 を 制 御 す る こ と で 核 酸 の 発 現 を 制 御 で き る 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
3. プ ロ ド ラ ッ グ
腫 瘍 を 治 療 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は CVSP14に よ り 特 定 の 部 位 で 切 断 さ れ て 有 効 薬
を 放 出 す る プ ロ ド ラ ッ グ を 投 与 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 CVSP14活 性 を 発 現 す る 細 胞 と
接 触 し た 際 、 プ ロ ド ラ ッ グ は 有 効 薬 へ と 変 換 さ れ る 。 こ の プ ロ ド ラ ッ グ は 薬 物 ま た は 薬 剤
が コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て は 不 活 性 で あ る 、 ま た は 細 胞 に 入 る こ と が で き な い が 、 切 断 さ れ
た 際 に 活 性 化 さ れ る よ う に 標 的 CVSP14の 基 質 と 結 合 さ れ た 細 胞 傷 害 剤 な ど の 抗 腫 瘍 薬 ま た
は そ の 他 の 治 療 薬 (TA)な ど の 有 効 薬 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ っ て よ い 。 例 え ば こ の プ ロ
ド ラ ッ グ は オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 典 型 的 に は 比 較 的 短 い 約 10未 満 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 含 む
も の で あ っ て よ く 、 す な わ ち 標 的 CVSP14に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 切 断 さ れ る 。 細 胞 傷 害 剤
と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ル キ ル 化 剤 、 抗 増 殖 剤 お よ び チ ュ ー ブ リ ン 結 合
剤 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 、 ビ ン カ 薬 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン お よ び タ キ サ ン が
あ る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
M. 動 物 モ デ ル
本 明 細 書 で は マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を は じ め と す る 齧 歯 類 、 ウ シ 、 ニ ワ ト リ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、
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ヒ ツ ジ 、 ゴ リ ラ そ の 他 の 霊 長 類 な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル お よ び 動 物 が 提 供 さ
れ る 。 特 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 異 種 核 酸 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は 内 在 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 お よ び そ の 他 の 調 節 領 域 を 置 換 ま た は 改 変 す る こ
と に よ る な ど し て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 変 化 さ せ て あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
こ の よ う な 動 物 は 強 力 な プ ロ モ ー タ ー の 下 、 同 種 ま た は 相 同 組 換 え ま た は そ の 他 の 組 換 え
に よ っ て 発 現 さ せ る こ と に よ る な ど し て 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発 現 さ せ る こ と が で き る 外 的
CVSP14遺 伝 子 と の 組 換 え を 促 進 す る こ と に よ り 作 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 は ベ ク タ ー ま た は そ の 他 の 様 式 の 遺 伝 子 送 達 を 用 い て 胚 幹 細 胞 な ど の 生 殖 系
細 胞 へ 核 酸 を 導 入 す る こ と に よ っ て 作 出 で き る 。 典 型 的 に は 核 酸 を 胚 幹 細 胞 な ど へ 導 入 し
、 次 に こ れ を 胚 由 来 幹 (ES)細 胞 を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で
形 質 転 換 し 、 そ の ES細 胞 を 胚 盤 胞 へ 注 入 し 、 そ の 胚 盤 胞 を 代 理 母 に 移 植 し 、 そ の 後 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 誕 生 さ せ る 。 一 般 に 動 物 の 染 色 体 へ の 導 入 は 異 種 CVSP14を コ ー ド す る
核 酸 と 内 在 す る 核 酸 の 間 の 組 換 え に よ っ て 起 こ る 。 こ の 異 種 核 酸 は 特 定 の 染 色 体 へ タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
場 合 に よ っ て は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 出 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 動 物 は ま ず 、 そ の
染 色 体 中 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 と 生 物 学 的 に 不 活 性 と さ れ て い る 外 的 CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド 遺 伝 子 の 間 の 相 同 組 換 え を 促 進 す る こ と に よ り (典 型 的 に は 異 種 配 列 、 例 え ば 、 抗
生 物 質 耐 性 遺 伝 子 の 挿 入 に よ る )作 出 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の 相 同 組
換 え は 胚 由 来 幹 (ES)細 胞 を 挿 入 に よ り 不 活 性 化 さ れ た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 含 む ベ
ク タ ー で 、 相 同 組 換 え が 起 こ る よ う に 形 質 転 換 し た 後 、 そ の ES細 胞 を 胚 盤 胞 へ 注 入 し 、 そ
の 胚 盤 胞 を 代 理 母 に 移 植 し 、 そ の 後 に CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ た キ メ ラ
動 物 (「 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 」 )を 誕 生 さ せ る こ と に よ り 行 う (Capecchi, Science 244:1288-
1292 (1989)参 照 )。 こ の キ メ ラ 動 物 は 同 系 接 合 性 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 出 す る た め に 同 系
交 配 さ せ る こ と が で き 、 次 に こ れ を 用 い て さ ら な る ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ヒ ツ ジ 、
ブ タ 、 ウ シ お よ び そ の 他 の 非 ヒ ト 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 作 出 さ
れ る 。 こ の よ う な ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 新 生 物 形 成 疾 患 を 発 症 す る 、 ま た は 発 症 す る 素 因 を
持 つ と 予 想 さ れ る こ と か ら 、 こ の よ う な 疾 患 の 動 物 モ デ ル と し て 、 例 え ば こ の よ う な 疾 病
ま た は 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 能 力 を 、 あ る い は そ の 能 力 に 関 し て 試 験 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 動 物 は ま ず 、 そ の 染 色 体 上 の CVSP
14遺 伝 子 と 、 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発 現 す る (一 般 に 強 力 な プ ロ モ ー タ ー 下 で の 発 現 に よ る )
外 的 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 と の 間 の 相 同 組 換 え を 促 進 す る こ と に よ り 作 出 す る こ と が
で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の 相 同 組 換 え は 、 胚 由 来 幹 (ES)細 胞 を 過 剰 発 現 ま た は 異 常
発 現 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で 相 同 組 換 え が 起 こ る よ う に 形 質 転 換 し た
後 、 そ の ES細 胞 を 胚 盤 胞 に 注 入 し 、 そ の 胚 盤 胞 を 代 理 母 に 移 植 し 、 そ の 後 に CVSP14遺 伝 子
が 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発 現 し て い る キ メ ラ 動 物 を 誕 生 さ せ る こ と に よ っ て 行 う (Capecchi,
 Science 244:1288-1292 (1989)参 照 )。 こ の キ メ ラ 動 物 は 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発 現 CVSP14
ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る さ ら な る 動 物 を 作 出 す る た め に 同 系 交 配 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 動 物 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、
ウ シ お よ び そ の 他 の 非 ヒ ト 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発
現 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る マ ウ ス を 作 出 す る 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
以 下 の 実 施 例 は 単 に 例 を 示 す た め の も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ４ ５ ３ 】
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CVSP14の 同 定
前 立 腺 腫 瘍 サ ン プ ル か ら の 一 本 鎖 cDNAの 調 製
ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 CWR22Rを ヌ ー ド マ ウ ス で 増 殖 さ せ た 。 CWR22R組 織 を 摘 出 し 、 ト リ ゾ ー ル (T
RIZOL)試 薬 (Gibco BRL)中 に 入 れ 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 全 RNAを 精 製 し た 。 オ リ ゴ テ
ッ ク ス mRNAミ ニ キ ッ ト (Qiagen)を 用 い 、 全 RNAか ら ポ リ A +  RNAを さ ら に 精 製 し た 。 一 本 鎖 c
DNAを ス ー パ ー ス ク リ プ ト 第 一 鎖 合 成 系 (Gibco BRL)を 用 い て 合 成 し た 。 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ
ー ま た は オ リ ゴ (dT)の い ず れ か を 用 い て 第 一 鎖 cDNAの 合 成 を プ ラ イ ミ ン グ し た 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
縮 重 プ ラ イ マ ー PCRに よ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 触 媒 ヒ ス チ ジ ン (DSPP1)と 触 媒 セ リ ン (DSPP2)を フ ラ ン キ ン
グ す る コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 設 計 し た 縮 重 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た 。 用 い た セ ン ス プ
ラ イ マ ー (DSPP1)の 配 列 は 以 下 の 通 り で あ る (配 列 番 号 7): 5'-TGG (GA)TI (ACG)TI (TA)(C
G)I GCI (AG)CI CA(TC) TG-3'(括 弧 内 の ヌ ク レ オ チ ド は 等 モ ル 混 合 物 を 表 し 、 Iは デ オ キ
シ イ ノ シ ン を 表 す )。 用 い た ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (DSPP2)は 以 下 の 通 り で あ る (配 列 番
号 8): 5'-IGG ICC ICC I(CG)(TA) (GA)TC ICC (TC)TI (AG)CA IG(TAC) (AG)TC-3'。 ラ ン
ダ ム ヘ キ サ マ ー お よ び オ リ ゴ (dT)で プ ラ イ ミ ン グ し た cDNAを PCR反 応 の 鋳 型 と し て 用 い た
。 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 450～ 550bp間 の 全 て の 産 物 を ゲ ル か ら 抽 出 し 、 p
CR2.1-TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (Invitrogen)へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 PCRに よ り 生 じ
た イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド は EcoR I消 化 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 確 認 し
た 。 450～ 550bpの イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド に 対 し て DNAシ ー ケ ン シ ン グ を 行 っ た 。 こ
れ ら の ク ロ ー ン の う ち の 一 つ が 、 新 規 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 部
分 を コ ー ド し て い る 474bpの イ ン サ ー ト を 含 ん で い た 。 こ の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 配 列 を 以
下 、 CVSP14と 呼 ぶ 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー お よ び オ リ ゴ (dT)で プ ラ イ ミ ン グ し た cDNAを PCR反 応 の 鋳 型 と し て 用
い た 。 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 450～ 550bp間 の 全 て の 産 物 を ゲ ル か ら 抽 出
し 、 pCR2.1-TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (Invitrogen)へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 PCRに よ り
生 じ た イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド は EcoR I消 化 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 確
認 し た 。 450～ 550bpの イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド に 対 し て DNAシ ー ケ ン シ ン グ を 行 っ た
。 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち の 一 つ が 、 新 規 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
の 部 分 を コ ー ド し て い る 474bpの イ ン サ ー ト を 含 ん で お り 、 こ れ を 本 明 細 書 で は CVSP14と
呼 ぶ 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス htgs(Unfinished High Throughput Genomic Sequences)の BLAST
検 索 か ら 、 こ の 配 列 が ヒ ト 第 11染 色 体 に 由 来 す る ゲ ノ ム 配 列 AC012228と 一 致 す る こ と が 明
ら か と な っ た 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
ク ロ ー ン キ ャ プ チ ャ ー cDNAセ レ ク シ ョ ン キ ッ ト (Clontech)を 用 い て CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン を コ ー ド す る cDNAを 得 た 。 ビ オ チ ン -21-dUTPの 存 在 下 で DSPP1お よ び DSPP2プ ラ イ マ
ー を 用 い る PCRに よ っ て 、 CVSP14の ビ オ チ ニ ル 化 し た 474bpの 部 分 cDNAク ロ ー ン を 作 製 し た
。 こ の ビ オ チ ニ ル 化 産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 RecAを 媒 介 と す る ク ロ ー ン キ ャ プ チ ャ ー 法 で プ ロ
ー ブ と し て 用 い た 。 ヒ ト 前 立 腺 癌 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (Gibco BRL カ タ ロ グ 番 号 11597-010)
を cDNA源 と し て も 用 い た 。 キ ャ プ チ ャ ー し た cDNAを エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り エ レ ク
ト ロ マ ッ ク ス DH10B細 胞 に 形 質 転 換 し 、 CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 陽 性 ク ロ ー ン
を 、 非 ビ オ チ ニ ル 化 DSPP1お よ び DSPP2 PCR産 物 を 用 い た コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ り 確 認 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン は DNAシ ー ケ ン シ ン グ に よ り 確 か め た 。 4つ の 陽 性 ク ロ ー ン
に つ い て DNAシ ー ケ ン シ ン グ 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 全 て の ク ロ ー ン が セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る cDNAを 含 ん で い る こ と が 示 さ れ た 。 こ の CVSP14プ ロ
テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る cDNAは 756bpか ら な り 、 251個 の ア ミ ノ 酸 へ と 翻 訳 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(90) JP 2004-535166 A 2004.11.25



こ の タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス の BLAST解 析 か ら 、 こ の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ツ メ ガ エ ル (Xe
nopus)オ ビ ダ ク チ ン の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 一 つ (Genbank受 託 番 号 U81291お よ び
T30338)と 47%の 同 一 性 と い う 最 も 高 い 相 同 性 を 持 っ て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
ヒ ト CVSP14全 長 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
残 り の CVSP14の 5’ 上 流 cDNAを 得 る た め 、 ジ ー ン レ ー サ ー (GeneRacer)キ ッ ト (Ambion, カ
タ ロ グ 番 号 L1500-01)を 用 い て 合 成 し た ヒ ト 腎 RACE cDNAに お い て 5’ -RACE反 応 を 行 っ た 。
ジ ー ン レ ー サ ー キ ッ ト は RNAリ ガ ー ゼ を 媒 介 と す る 5'お よ び 3' cDNA末 端 全 長 迅 速 増 幅 (RLM
-RACE)向 け に 特 に デ ザ イ ン さ れ た も の で あ る 。 最 初 の 5’ -RACE反 応 は 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー GX-SP1-4AS, 5’ -GTTAAGCGGCCCCAGCCTGCAGTTGTAC-3’ 配 列 番 号 　 　 と と も に ジ ー ン レ
ー サ ー 5'プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ っ て 行 っ た 。 こ の PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製
し た 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
次 の ネ ス テ ィ ッ ド PCRは 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー GX-SP1-1AS, 5’ - GCTCTCCTGGGTCTGTCTGG
CTTAAGTC-3’ 配 列 番 号 19(最 初 の 5'RACE産 物 を 鋳 型 と し て 使 用 )と と も に ジ ー ン レ ー サ ー 5
’ ネ ス テ ィ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た 。 RACE反 応 か ら 得 ら れ た 500bpを 超 え る PCR産 物
を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 pCR2.1-TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (Invitrogen, Carlsbad
, CA)へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 に CVSP14配 列 を 含 む 陽 性 コ ロ ニ ー を 確 認 す る た め コ ロ
ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 配 列 AAAACTATGAGT(配 列 番 号 20)内 に ATG開 始 コ ド
ン を 含 む 第 二 の 5’ -RACE産 物 か ら 279bpの 付 加 配 列 を 得 た 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
CVSP14の ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 配 列
ヒ ト CVSP14の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 、 お よ び 配 列 番 号 12よ び 13に 示 す 。
【 表 ２ 】
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* 下 線 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 示 す 。
【 ０ ４ ６ １ 】
CVSP14の 配 列 解 析 お よ び ド メ イ ン の 構 築
CVSP14 DNAお よ び タ ン パ ク 質 配 列 を DNAス ト ラ イ ダ ー (バ ー ジ ョ ン 1.2)を 用 い て 解 析 し た 。
CVSP14の ORFは 921bpか ら な り 、 306個 の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 。 SMART (Si
mple Modular Architecture Research Tool)プ ロ グ ラ ム  http://smart.embl-heidelberg.
deを 用 い た タ ン パ ク 質 配 列 解 析 か ら 、 CVSP14は N末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド (ア ミ ノ 酸 1～ 25)
、 そ の 後 に ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 55～ 306)を 有 す る 分 泌 型
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の ア ミ ノ 酸 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列
番 号 12お よ び 13に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 で の CVSP14の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
CVSP14転 写 物 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 関 す る 情 報 を 得 る た め 、 数 種 類 の ヒ ト 成 人 組 織
(Clontech, カ タ ロ グ 番 号 K1420-1)、 胎 児 組 織 (カ タ ロ グ 番 号 K1425-1)お よ び 原 発 腫 瘍 (ヒ
ト 腫 瘍 マ ル チ プ ル テ ィ ッ シ ュ cDNAパ ネ ル , カ タ ロ グ 番 号 K1522-1, CLONTECH)か ら な る cDNA
パ ネ ル で 、 CVSP14特 異 的 プ ラ イ マ ー GX-SP1-1(配 列 番 号 9)(5'-GACTTAAGCCAGACAGACCCAGGAG
AGC-3')お よ び GX-SP1-2AS(5'-TTGTGAGAGGACGCCACCTTCAGTTAAGC-3')(配 列 番 号 10)を 用 い て
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PCR解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
35回 の PCRサ イ ク ル の 後 、 腎 臓 cDNAの み で CVSP14の 高 い 発 現 を 示 す 強 い 強 度 の DNAバ ン ド (2
46bp)が 検 出 さ れ た 。 肺 cDNAで は 中 程 度 の 強 度 の DNAバ ン ド が 見 ら れ 、 胎 盤 cDNAで は 弱 い バ
ン ド が 見 ら れ た 。 胎 児 組 織 ま た は 腫 瘍 cDNAで は い ず れ も 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 認 め ら れ な
か っ た 。 40回 の PCRサ イ ク ル の 後 で は 、 成 人 肝 臓 、 膵 臓 、 胎 児 心 臓 、 胎 児 肺 、 胎 児 骨 格 筋
、 胎 児 胸 腺 、 大 腸 腺 癌 (CX-1)お よ び 膵 臓 腺 癌 (GI-103)で さ ら な る シ グ ナ ル が 検 出 で き る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
DSPP1お よ び DSPP2プ ラ イ マ ー に よ っ て 生 じ た 474bpの PCR産 物 を 用 い て 68種 の ヒ ト 腫 瘍 お よ
び 同 じ 個 体 に 由 来 す る 対 応 す る 正 常 組 織 か ら 合 成 さ れ た cDNAか な ら る cDNAブ ロ ッ ト (カ タ
ロ グ 番 号 7840-1 ヒ ト 腫 瘍 /正 常 発 現 対 ア レ イ ; CLONTECH)、 な ら び に 72の 異 な る ヒ ト 組 織
か ら 抽 出 し た RNAか ら な る ド ッ ト ブ ロ ッ ト (Human Multiple Tissue expression(MTE)ア レ
イ ; Clontech, Palo Alto, CA; カ タ ロ グ 番 号 7776-1)を プ ロ ー ビ ン グ し た 。 15の 正 常 な 腎
臓 cDNAサ ン プ ル の う ち 6サ ン プ ル で CVSP14の 高 い 発 現 を 示 す 強 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ 、 さ
ら に 8つ の 正 常 腎 臓 cDNAサ ン プ ル で 中 程 度 か ら 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 で き た 。 対 と な る 腎 腫
瘍 サ ン プ ル で は 全 て CVSP14シ グ ナ ル は 弱 く な っ て い た 。 3ペ ア の 前 立 腺 正 常 /腫 瘍 cDNAサ ン
プ ル で は 全 て 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。 9つ の 正 常 乳 房 サ ン プ ル の う ち 3サ ン プ ル で も 弱
い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。 7つ の 子 宮 腫 瘍 の う ち 1つ で も 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た が 、 対
と な る そ れ ら の 正 常 組 織 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 3つ の 正 常 肺 組 織 サ ン プ ル の う ち 2サ ン プ
ル で も 弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た が 、 そ れ ら の 対 と な る 腫 瘍 サ ン プ ル で は 検 出 さ れ な か っ
た 。 HeLa細 胞 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 Daudi細 胞 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 K562、 前 骨 髄 性 白 血 病 H
L-60細 胞 、 メ ラ ノ ー マ G361細 胞 、 肺 癌 A549細 胞 、 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 MOLT-4お よ び 結 腸 直
腸 腺 癌 SW480細 胞 を は じ め と す る 種 々 の 腫 瘍 細 胞 株 か ら の cDNAサ ン プ ル で は 極 め て 弱 い シ
グ ナ ル が 見 ら れ た 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
MTE解 析 の 結 果 か ら は CVSP14転 写 物 が リ ン パ 節 で は 中 程 度 、 心 臓 、 胃 、 十 二 指 腸 、 空 腸 、
回 腸 、 盲 腸 、 結 腸 (上 行 結 腸 、 横 行 結 腸 お よ び 下 行 結 腸 )、 腎 臓 、 骨 格 筋 、 肺 、 胎 盤 、 肝 臓
、 膵 臓 お よ び 唾 液 腺 で は 弱 く 発 現 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ４ ６ ６ 】
プ ロ テ ア ー ゼ CVSPド メ イ ン の 発 現
CVSP14お よ び そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を そ れ ぞ れ コ ー ド す る 核 酸 は ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス
(Pichia pastoris)ベ ク タ ー pPIC9K(Invitrogenか ら 入 手 可 能 ;配 列 番 号 11参 照 )の 誘 導 体 へ
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド pPIC9Kの 特 徴 と し て は 1～ 948に 5'AOX1プ ロ モ
ー タ ー 断 片 ； 855～ 875に 5'AOX1プ ラ イ マ ー 部 位 ;949～ 1218に α 因 子 分 泌 シ グ ナ ル ;1152～ 1
172に α 因 子 プ ラ イ マ ー 部 位 ;1192～ 1241に 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 ;1327～ 1347に 3'AOX1プ
ラ イ マ ー 部 位 ;1253～ 1586に 3'AOX1転 写 終 結 領 域 ;4514～ 1980に HIS4 ORF;5743～ 4928に カ
ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ;6122～ 6879に 3'AOX1断 片 ;7961～ 7288に ColE1オ リ ジ ン ;お よ び 8966
～ 8106に ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 。 こ の プ ラ ス ミ ド は カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の Xh
oI部 位 を 除 去 す る こ と に よ っ て pPIC9Kか ら 得 ら れ た も の で あ り 、 得 ら れ た ベ ク タ ー は 本 明
細 書 で は pPIC9Kxと 呼 ぶ 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の C122S突 然 変 異 誘 発
CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を PCR SOE(PCRを 基 に し た 、 重 複 伸 張
に よ る ス プ ラ イ シ ン グ )に よ り 変 異 誘 発 し て 122番 の 不 対 シ ス テ イ ン (キ モ ト リ プ シ ン ナ ン
バ リ ン グ 系 ;配 列 番 号 13の CVSP14の シ ス テ イ ン 166)を セ リ ン で 置 換 し た 。 各 々 166番 の セ リ
ン の AGTコ ド ン を 含 む 2つ の 重 複 す る 遺 伝 子 断 片 を 以 下 の プ ラ イ マ ー ： 5’ 遺 伝 子 断 片 と し
て TCTCTCGAGAAAAGAATTCTTGGAGGAAGCCAAGTGGAG(配 列 番 号 14)お よ び TTTGTGGGGCCCATA CTT
CCAGAGCTGCGG(配 列 番 号 15);3’ 遺 伝 子 断 片 と し て ATTCGCGGCCGCTTAGTT-ACCAGTTTGGATGTGTT
CGTG(配 列 番 号 16)お よ び CCGCAGCTCTGGAAG TATGGGCCCCACAAA(配 列 番 号 17)を 用 い て PCR増
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幅 し た 。 増 幅 し た 遺 伝 子 断 片 を 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し て 混 合 し 、 再 び PCR増 幅 し て CVS
P14 C122S(Cys 1 6 6  配 列 番 号 13; Cys 1 1 1  配 列 番 号 6)の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 全 長 コ ー ド
配 列 を 作 製 し た 。 次 に こ の 配 列 を 制 限 酵 素 NotIお よ び XhoIで 切 断 し 、 ベ ク タ ー pPic9KXに
連 結 し た 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
CVSP14発 現 ベ ク タ ー の 構 築
C122S点 突 然 変 異 (す な わ ち 、 CVSP14C122S, 配 列 番 号 12お よ び 13の C 1 6 6 番 )を 含 む CVSP14を
コ ー ド す る cDNAを pPIC9Kx:CVSP14C122Sか ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ イ マ ー CVSP14-5’  GG
AATTCCATATGAGCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAAATTCTTGGAGGAAGCCAAGTGGAG(NdeI制 限 部 位 を
含 む ;配 列 番 号 21)お よ び CVSP14-3’  CCGCTCGAGGTTACCAGTTTGGATGTGTTCGTGG(XhoI制 限 部 位
を 含 む ; 配 列 番 号 22)を 用 い 、 チ モ ー ゲ ン 活 性 化 の エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 認 識 配 列 (DDDDK)を 利
用 し て ヒ ト CVSP14プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を PCR増 幅 し た 。 増 幅 は 20mMト リ ス -HCl(pH8.75、
25℃ )、 10mM KCl、 10mM (NH 4 ) 2 SO 4 、 2mM MgS0 4 、 0.1%ト リ ト ン X-100、 0.1mg/ml BSA、 0.2
mM dNTP、 1.0ユ ニ ッ ト の ACCUZYME DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Bioline USA, Inc., New Jersey)お
よ び 100pmolの プ ラ イ マ ー を 含 有 す る 総 量 50μ lで 行 っ た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 95℃ で 5分 間
加 熱 し た 後 、 95、 60お よ び 75℃ で 各 30秒 間 の 25サ イ ク ル を 行 い 、 最 後 に 75℃ で 2分 間 伸 張
さ せ た 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
PCR産 物 は QIAquick PCR精 製 キ ッ ト (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA)を 用 い て 精 製 し た 。 PC
R産 物 は 10ユ ニ ッ ト の NdeIと 10ユ ニ ッ ト の XhoIを 用 い て 37℃ で 2時 間 二 重 消 化 し た 。 消 化 断
片 を 1.4%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 。 CVSP14 cDNAを 含 む バ ン
ド を 切 り 出 し 、 QIAEX IIゲ ル 抽 出 キ ッ ト (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA)を 用 い て 精 製 し
た 。 次 に 標 準 的 な 方 法 を 用 い て CVSP14 cDNAを pET21b発 現 ベ ク タ ー (Novagen, Inc., Madis
on, WI)の NdeIお よ び XhoI部 位 へ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ベ ク タ ー は 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (IMAC)に よ る 精 製 の た め に C末 端 6xHISタ グ を 融 合 さ せ る も の で
あ る 。 コ ン ピ テ ン ト XL10細 胞 (Stratagene)を こ の pET21bCVSP14ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し 、 プ
ラ ス ミ ド 保 存 株 を 作 製 す る た め に 用 い た 。 適 切 に 挿 入 さ れ た か ど う か と い う こ と と DNA配
列 は 蛍 光 サ ー マ ル ダ イ DNAシ ー ケ ン シ ン グ 法 な ら び に 制 限 消 化 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 、 精 製 お よ び 再 折 り た た み
こ の 遺 伝 子 産 物 の 過 剰 発 現 は 、 希 少 な コ ド ン の 至 適 化 の た め dnaYプ ラ ス ミ ド を 含 む 大 腸 菌
BL21(DE3)株 で 行 っ た (Garcia et. al. (1986) Cell 45:453-459; 米 国 特 許 第 6,270,988号
参 照 )。 カ ル バ ニ シ リ ン (50μ g/ml)お よ び カ ナ マ イ シ ン (34μ g/ml)を 添 加 し た 2xYT培 地 (1L
)に 一 晩 培 養 し た も の 10mlを 接 種 し 、 0.6～ 1.0 OD600の 密 度 ま で 増 殖 さ せ た 後 、 1M IPTG(
最 終 濃 度 1mM)で 誘 導 し た 。 誘 導 増 殖 6時 間 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 (3000g x 20分 )に よ り 回 収
し た 。
【 ０ ４ ７ １ 】
こ の 細 胞 ペ レ ッ ト を 5～ 10mgの ラ イ ソ ザ イ ム お よ び 1ユ ニ ッ ト の DNア ー ゼ Iを 添 加 し た 50mM 
NaH 2 PO 4 、 300mM NaCl、 5% LADO、 pH7.4(25mL)に 再 懸 濁 さ せ 、 細 胞 を 溶 解 し 、 DNAを 剪 断 し
た 。 次 に 得 ら れ た 溶 液 を 48,000gで 20分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 封 入 体 ペ レ ッ ト
を 上 記 溶 解 バ ッ フ ァ ー 、 次 い で 界 面 活 性 剤 を 除 い た 溶 解 バ ッ フ ァ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 各
洗 浄 間 に 上 記 の よ う な 遠 心 分 離 を 行 う こ と で 洗 浄 し た 。 次 に こ の 封 入 体 ペ レ ッ ト を 25mLの
6M GuHCl、 20mM ト リ ス -HCl、 300mM NaCl、 20mM β Me、 pH8.0に 溶 解 し た 。 そ の 後 こ の 溶
液 を 48,000gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 粒 子 物 質 を 除 去 し た 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
得 ら れ た 溶 液 を 0.2μ mシ リ ン ジ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 後 、 6M GuHCl、 20mMト リ ス -HCl、 30
0mM NaCl、 pH8.0で 予 め 平 衡 化 し た 25ml Ni-NTA樹 脂 (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA)上 に
添 加 し た 。 こ の カ ラ ム を 2カ ラ ム 量 の 平 衡 バ ッ フ ァ ー 、 次 い で 3カ ラ ム 量 の 8M尿 素 、 20mMト
リ ス -HCl、 300mM NaCl、 pH8.0で 洗 浄 し た 。 次 に 精 製 封 入 体 を 2カ ラ ム 量 の 8M尿 素 、 20mMト
リ ス -HCl、 300mM NaCl、 1Mイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH8.0で 溶 出 さ せ た 。
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【 ０ ４ ７ ３ 】
CVSP14の 再 折 り た た み は こ の 封 入 体 混 合 物 を 蠕 動 ポ ン プ を 用 い て 8Lの 100mMト リ ス -HCl、 1
50mM NaCl、 7.5mMシ ス テ イ ン 、 1mMシ ス チ ン 、 0.5Mア ル ギ ニ ン 、 3g/Lコ ー ル 酸 、 pH8.0に ゆ
っ く り 加 え る こ と で 行 っ た 。 こ の 再 折 り た た み 混 合 物 を 7日 間 ま た は エ ル マ ン 試 薬 に よ っ
て 検 出 さ れ る チ オ ー ル 濃 度 が 1mM未 満 と な る ま で 4℃ で 攪 拌 し た 。 こ の 再 折 り た た み 溶 液 を
1μ Mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 限 外 濾 過 に よ り 濃 縮 し 、 バ ッ フ ァ ー を PBS、 3g/Lコ ー ル 酸 、 pH8
.0に 交 換 し た 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
CVSP14の 活 性 化 は 1～ 10U/mlの EKMax(Invitrogen, Carlsbad, CA)を 添 加 し 、 反 応 が 完 了 す
る ま で (通 常 4～ 8日 間 )4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 行 っ た 。 グ リ コ シ ル 化 エ ン テ
ロ キ ナ ー ゼ と 結 合 す る ConA樹 脂 少 量 で こ の 溶 液 を 処 理 す る こ と で 残 留 し て い る EKMaxを 除
去 し た 。 EKMaxが 完 全 に 除 去 さ れ た か ど う か は 特 異 性 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 蛍 光 基 質 に 対 す る
溶 液 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
得 ら れ た 溶 液 を 一 連 の プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 ： spec-tPa、 spec-PL、 spec-fXIIa(American Dia
gnostica)、 S-2239、 S-2266(Kabi Diagnostica)、 S-2586、 S-2366、 S-2444、 S-2288、 S-2
251、 S-2302、 S-2765、 S-2222、 spec-TH(Chromogenix)、 お よ び spec-fVIIa(Pentapharm)
に 対 す る 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 CVSP14は こ れ ら 基 質 の い く つ か に い く ら か 活
性 を 示 し た が 、 S-2366(DiaPharma, Westchester, OH)に 対 す る 活 性 が 最 も 高 か っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ４ ７ ６ 】
CVSPの 活 性 を 調 節 す る 候 補 化 合 物 を 同 定 す る ア ッ セ イ
阻 害 剤 を 同 定 す る ア ッ セ イ
試 験 化 合 物 が CVSP14の 触 媒 活 性 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 能 力 は ア ミ ド 分 解 ア ッ セ イ で 評 価 す
る こ と が で き る 。 組 換 え CVSPま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 に よ る ア ミ ド 分 解 活 性
の 阻 害 剤 に よ り 誘 導 さ れ る 阻 害 は こ の よ う な ア ッ セ イ に お け る IC50値 に よ り 測 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
上 記 の よ う に し て 発 現 さ せ た CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を Costar 96ウ ェ ル 組 織 培 養
プ レ ー ト (Corning NY)で 以 下 の よ う な 種 々 の 試 験 化 合 物 に よ り 阻 害 さ れ る か ど う か ア ッ セ
イ し た 。 阻 害 剤 を 伴 わ ず に 、 あ る い は 100000nMの 阻 害 剤 お よ び 1x原 液 バ ッ フ ァ ー (29.2mM
ト リ ス 、 pH8.4、 29.2mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 217mM NaCl(最 終 量 100μ L))に 対 す る 7種 の 1:6希 釈
液 と と も に お よ そ 1～ 10nMの プ ロ テ ア ー ゼ を 加 え 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 400
μ Mの 基 質 S 2366(L-ピ ロ グ ル タ ミ ル -L-プ ロ リ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ヒ ド ロ
ク ロ リ ド ; DiaPharma, Westchester, OH)を 加 え 、 SpectraMAX Plusマ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー
ダ ー (Molecular Devices, Sunnyvale CA)に て 37℃ で 20分 間 405nmの 吸 光 度 の 変 化 を 追 跡 す
る こ と で 反 応 を モ ニ タ リ ン グ し た 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
基 質 の 同 定
ア ッ セ イ で 用 い る 特 定 の 基 質 は 基 質 試 験 に よ り 実 験 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 以 下 の 基
質 リ ス ト は 試 験 可 能 な も の の 例 で あ る 。
【 表 ３ 】
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pNA=パ ラ ニ ト ラ ニ リ ド (発 色 性 )
AMC=ア ミ ノ メ チ ル ク マ リ ン (蛍 光 性 )
【 ０ ４ ７ ９ 】
上 記 の 基 質 が 切 断 さ れ な け れ ば 、 上 記 の 対 応 す る ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 要 す る に プ ロ テ
ア ー ゼ が プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び ト リ プ シ ノ ー ゲ ン な ど の 酵 素 を 活 性 化 す る 能 力 を 試 験 す
る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 行 う に は 、 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ を 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び ト リ
プ シ ノ ー ゲ ン な ど の チ モ ー ゲ ン と と も に 、 こ の チ モ ー ゲ ン に 対 し て は lys-プ ラ ス ミ ノ ー ゲ
ン と い っ た 既 知 の 基 質 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 一 本 鎖 が チ モ ー ゲ ン を 活 性 化
す れ ば 、 プ ラ ス ミ ン お よ び ト リ プ シ ン な ど の 活 性 化 酵 素 は そ の 基 質 を 分 解 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ４ ８ ０ 】
そ の 他 の ア ッ セ イ
こ れ ら の ア ッ セ イ は MTSP1に 関 し て 記 載 す る が 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は CVSP14を 伴 っ た 使
用 用 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ８ １ 】
マ ト リ プ タ ー ゼ ま た は MTSP1の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害 を 測 定 す る ア ミ ド 分 解 ア ッ
セ イ
試 験 化 合 物 が rMAP触 媒 活 性 の 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 能 力 を IC 5 0 値 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 MA
Pに よ る ア ミ ド 分 解 活 性 の 、 阻 害 剤 に よ っ て 誘 導 さ れ る 阻 害 を 調 べ る こ と に よ っ て 評 価 し
た 。 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー は HBSA(10mM Hepes、 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.4、 0.1%ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン )と し た 。 特 に 断 り の な い 限 り 、 試 薬 は 全 て Sigma Chemical Co. (St. Louis
, MO)か ら 入 手 し た 。
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【 ０ ４ ８ ２ 】
2つ の IC 5 0 ア ッ セ イ 、 す な わ ち (a)30分 ま た は 60分 (試 験 化 合 物 お よ び 酵 素 の 30分 ま た は 60
分 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン )の も の と (b)0分 (試 験 化 合 物 お よ び 酵 素 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン な し )の も の を 行 っ た 。 30分 ま た は 60分 の IC 5 0 ア ッ セ イ で は Corningマ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 適 当 な ウ ェ ル 中 で 以 下 の 試 薬 を 混 合 し た ： HBSA 50μ l、 HBSAに 希 釈 (広 い 濃
度 領 域 に わ た る )し た 試 験 化 合 物 (ま た は 非 阻 害 速 度 の 測 定 に 対 し て は HBSA単 独 )50μ l、 お
よ び バ ッ フ ァ ー に 希 釈 し た rMAP(Corvas International)50μ lで 、 活 性 部 位 の 濾 過 に よ っ
て 測 定 す る と 最 終 酵 素 濃 度 は 250pMと な っ た 。 周 囲 温 度 で 30分 ま た は 60分 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 各 ウ ェ ル に 50μ lの 基 質 S-2765(N-α -ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -D-ア ル ギ ニ ル -L
-グ リ シ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ リ ド ; DiaPharma Group, Inc.; 
Franklin, OH)を 加 え て 最 終 ア ッ セ イ 量 200μ l、 最 終 基 質 濃 度 100μ M(約 4倍 の K m )と す る こ
と で ア ッ セ イ を 開 始 し た 。 S-2765は ア ッ セ イ 混 合 物 に 加 え る 前 に 脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し 、
HBSAで 希 釈 し た 。 0分 の IC 5 0 ア ッ セ イ で も 同 様 の 試 薬 ： HBSA 50μ l、 HBSAで 希 釈 (同 じ 濃 度
領 域 に わ た る )し た 試 験 化 合 物 (ま た は 非 阻 害 速 度 の 測 定 に 対 し て は HBSA単 独 )50μ l、 お よ
び 基 質 S-2765 50μ lを 混 合 し た 。 50μ lの rMAPを 加 え る こ と で ア ッ セ イ を 開 始 し た 。 全 て
の 化 合 物 の 最 終 濃 度 は 両 IC 5 0 ア ッ セ イ (30分 ま た は 60分 、 お よ び 0分 )で 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
発 色 基 質 の 加 水 分 解 の 初 速 度 は 、 両 ア ッ セ イ で 添 加 基 質 量 の 5%未 満 を 用 い 、 Thermo Max(
登 録 商 標 )カ イ ネ テ ィ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Devices)を 使 用 し て 、 5
分 間 に わ た る 405nmで の 吸 光 度 の 変 化 に よ り 測 定 し た 。 加 水 分 解 の 初 速 度 を 50%低 下 さ せ る
阻 害 剤 の 添 加 濃 度 を 2つ の ア ッ セ イ (30分 ま た は 60分 、 お よ び 0分 )の そ れ ぞ れ に お い て 個 々
の IC 5 0 値 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
特 異 性 の 判 定 の た め の in vitro酵 素 ア ッ セ イ
化 合 物 が マ ト リ プ タ ー ゼ 活 性 の 選 択 的 阻 害 剤 と し て 働 く 能 力 は 、 マ ト リ プ タ ー ゼ 活 性 を 50
%阻 害 す る 試 験 化 合 物 の 濃 度 (IC 5 0 )を 上 記 実 施 例 の よ う に 測 定 し 、 マ ト リ プ タ ー ゼ の IC 5 0
値 と 以 下 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ :ト ロ ン ビ ン 、 組 換 え 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ
ー (rt-PA)、 プ ラ ス ミ ン 、 活 性 化 Cタ ン パ ク 質 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 Xa因 子 お よ び ト リ プ シ ン
の 全 て ま た は い く つ か に 関 し て 測 定 し た も の と 比 較 す る こ と に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
全 て の ア ッ セ イ で 用 い た バ ッ フ ァ ー は HBSA(10mM HEPES, pH7.5、 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0
.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )で あ っ た 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
IC 5 0 測 定 の た め の ア ッ セ イ は Corningマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 適 当 な ウ ェ ル 中 で HBSA 
50μ l、 HBSAで 希 釈 し た 特 定 の 濃 度 (広 い 濃 度 領 域 に わ た る )の 試 験 化 合 物 (ま た は V 0 (非 阻
害 速 度 )の 測 定 に 対 し て は HBSA単 独 )50μ l、 お よ び HBSAに 希 釈 し た 酵 素 50μ lを 混 合 す る こ
と で 行 っ た 。 周 囲 温 度 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 下 記 に 示 さ れ た 濃 度 の 基 質 50μ l
を ウ ェ ル に 加 え 、 最 終 総 量 200μ lと し た 。 発 色 基 質 の 加 水 分 解 の 初 速 度 は 、 添 加 基 質 5%未
満 を 用 い 、 Thermo Max(登 録 商 標 )カ イ ネ テ ィ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 、
5分 間 に わ た る 405nmで の 吸 光 度 の 変 化 に よ り 測 定 し た 。 加 水 分 解 の 初 速 度 を 50%低 下 さ せ
る 阻 害 剤 の 添 加 濃 度 を IC 5 0 値 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
ト ロ ン ビ ン (fIIa)ア ッ セ イ
発 色 基 質 ペ フ ァ ク ロ ム (Pefachrome)t-PA(Pentapharm Ltd.か ら 入 手 し た CH 3 SO 2 -D-ヘ キ サ
ヒ ド ロ チ ロ シ ン -グ リ シ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン を 用 い て 酵 素 活 性 を 測 定 し た
。 基 質 は 使 用 前 に 脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し た 。 精 製 ヒ ト α -ト ロ ン ビ ン は Enzyme Research L
aboratories, Inc.か ら 入 手 し た 。 全 て の ア ッ セ イ で 用 い た バ ッ フ ァ ー は HBSA(10mM HEPES
, pH7.5、 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )で あ っ た 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
IC 5 0 の 測 定 は 適 当 な ウ ェ ル 中 で HBSA(50μ L)、 α -ト ロ ン ビ ン (50μ l)(最 終 酵 素 濃 度 は 0.5n
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M)お よ び 阻 害 剤 (50μ l)(広 い 濃 度 領 域 に わ た る )を 混 合 し 、 基 質 ペ フ ァ ク ロ ム -t-PA(50μ l
)(最 終 基 質 濃 度 は 250μ M、 約 5倍 Km)の 添 加 前 に 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 行
っ た 。 ペ フ ァ ク ロ ム -t-PAの 加 水 分 解 の 初 速 度 は 、 添 加 基 質 5%未 満 を 用 い 、 Thermo Max(登
録 商 標 )カ イ ネ テ ィ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 、 5分 間 に わ た る 405nmで の
吸 光 度 の 変 化 に よ り 測 定 し た 。 加 水 分 解 の 初 速 度 を 50%低 下 さ せ る 阻 害 剤 の 添 加 濃 度 を IC 5
0 値 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
Xa因 子
Xa因 子 の 触 媒 活 性 は DiaPharma Group(Franklin, OH)か ら 入 手 し た 発 色 基 質 S-2765(N-ベ ン
ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -D-ア ル ギ ニ ン -L-グ リ シ ン -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン )を 用
い て 測 定 し た 。 基 質 は 全 て 使 用 前 に 脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し た 。 S-2765の 最 終 濃 度 は 250μ M
(約 5倍 Km)と し た 。 Enzyme Research Laboratories, Inc. (South Bend, IN)か ら 入 手 し た
精 製 ヒ ト X因 子 お よ び Xa因 子 (FXa)を 活 性 化 し 、 記 載 の よ う に し て そ れ か ら 調 製 し た [Bock,
 P.E., Craig, P.A., Olson, S.T., and Singh, P. Arch. Biochem. Biophys. 273:375-3
88 (1989)]。 ア ッ セ イ 前 に 酵 素 を HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 0.25nMと し た 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
組 換 え 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (rt-PA)ア ッ セ イ
rt-PAの 触 媒 活 性 は 基 質 ペ フ ァ ク ロ ム t-PA(Pentapharm Ltd.か ら 入 手 し た CH 3 SO 2 -D-ヘ キ サ
ヒ ド ロ チ ロ シ ン -グ リ シ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン )を 用 い て 測 定 し た 。 基 質 は ア
ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 構 成 し た 後 、 HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 500μ M(約 3倍 Km)と し た 。
ヒ ト rt-PA(Activase(登 録 商 標 )は Genentech Inc.か ら 入 手 し た 。 こ の 酵 素 は ア ッ セ イ 前 に
脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し 、 HBSAに 希 釈 し 、 最 終 濃 度 1.0nMと し た 。
【 ０ ４ ９ １ 】
プ ラ ス ミ ン ア ッ セ イ
プ ラ ス ミ ン の 触 媒 活 性 は DiaPharmaグ ル ー プ か ら 入 手 し た 発 色 基 質 S-2366(L-ピ ロ グ ル タ ミ
ル -L-プ ロ リ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ヒ ド ロ ク ロ リ ド )を 用 い て 測 定 し た 。 基 質
は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 構 成 し 、 HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 300μ M(約 2.5倍 Km)と し た
。 精 製 ヒ ト プ ラ ス ミ ン は Enzyme Research Laboratories, Inc.か ら 入 手 し た 。 こ の 酵 素 は
ア ッ セ イ 前 に HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 1.0nMと し た 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
活 性 化 タ ン パ ク 質 C(aPC)ア ッ セ イ
aPCの 触 媒 活 性 は 発 色 基 質 ペ フ ァ ク ロ ム PC(Pentapharm Ltd.か ら 入 手 し た δ -カ ル ボ ベ ン ジ
ル オ キ シ (carbobenzloxy)-D-リ ジ ン -L-プ ロ リ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ジ ヒ ド
ロ ク ロ リ ド )を 用 い て 測 定 し た 。 基 質 は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 構 成 し 、 HBSAで 希 釈 し
、 最 終 濃 度 400μ M(約 3倍 Km)と し た 。 精 製 ヒ ト aPCは Hematologic Technologies, Inc.か ら
入 手 し た 。 こ の 酵 素 は ア ッ セ イ 前 に HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 1.0nMと し た 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
キ モ ト リ プ シ ン ア ッ セ イ
キ モ ト リ プ シ ン の 触 媒 活 性 は DiaPharmaグ ル ー プ か ら 入 手 し た 発 色 基 質 S-2586(メ ト キ シ -
ス ク シ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン -L-プ ロ リ ル -L-チ ロ シ ル -p-ニ ト ロ ア ニ リ ド )を 用 い て 測 定 し た
。 基 質 は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 構 成 し た 後 に HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度 100μ M(約 9倍 Km
)と し た 。 精 製 (3X-結 晶 化 ; CDI)ウ シ 膵 臓 α -キ モ ト リ プ シ ン は Worthington Biochemical 
Corpか ら 入 手 し た 。 こ の 酵 素 は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し 、 HBSAで 希 釈 し 、 最 終
濃 度 0.5nMと し た 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
ト リ プ シ ン ア ッ セ イ
ト リ プ シ ン の 触 媒 活 性 は DiaPharmaグ ル ー プ か ら 入 手 し た 発 色 基 質 S-2222(ベ ン ゾ イ ル -L-
イ ソ ロ イ シ ン -L-グ ル タ ミ ン 酸 -[γ -メ チ ル エ ス テ ル ]-L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ド )を
用 い て 測 定 し た 。 基 質 は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 構 成 し た 後 、 HBSAで 希 釈 し 、 最 終 濃 度
250μ M(約 4倍 Km)と し た 。 精 製 (3X-結 晶 化 ; TRL3)ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン は Worthington Bioc
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hemical Corpか ら 入 手 し た 。 こ の 酵 素 は ア ッ セ イ 前 に 脱 イ オ ン 水 で 再 構 成 し 、 HBSAで 希 釈
し 、 最 終 濃 度 0.5nMと し た 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
当 業 者 に は 種 々 の 改 変 が 明 ら か で あ り 、 本 発 明 は 付 属 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 制 限
さ れ る も の と す る 。
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