
JP 5730280 B2 2015.6.3

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗炎症活性を有する単離組換えヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライス
バリアントポリペプチドであって、該ポリペプチドは、長さが５４～７０アミノ酸であり
、かつ（ａ）配列番号６のアミノ酸配列、または（ｂ）配列番号６に対して少なくとも９
０％の配列同一性を有する、（ａ）のバリアント、を含み、ここで、該ポリペプチドが、
ＷＨＥＰドメインを含み、機能的アミノアシル化ドメインを欠失している、単離組換えＨ
ＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項２】
前記ポリペプチドが配列番号６のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の単離組換えＨＲ
Ｓスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項３】
前記ポリペプチドは、長さが６０アミノ酸である、請求項１または２に記載の単離組換え
ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項４】
前記ポリペプチドは、配列番号６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有する、請求
項３に記載の単離組換えＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項５】
前記ＨＲＳポリペプチドは、配列番号６のアミノ酸配列を含む、請求項３に記載の単離組
換えＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
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【請求項６】
抗炎症活性を有する単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリア
ントポリペプチドであって、該ポリペプチドは、長さが１７５アミノ酸までであり、かつ
（ａ）配列番号９のアミノ酸配列、または（ｂ）配列番号９に対して少なくとも９０％の
配列同一性を有する、（ａ）のバリアント、を含み、ここで、該ポリペプチドが、ＷＨＥ
Ｐドメインを含み、機能的アミノアシル化ドメインを欠失している、単離ＨＲＳスプライ
スバリアントポリペプチド。
【請求項７】
前記ポリペプチドが配列番号９のアミノ酸配列を含む、請求項６に記載の単離ＨＲＳスプ
ライスバリアントポリペプチド。
【請求項８】
前記ポリペプチドは、長さが１７１アミノ酸である、請求項６または７に記載の単離ＨＲ
Ｓスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項９】
前記ポリペプチドは、配列番号９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有する、請求
項８に記載の単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１０】
前記ポリペプチドは、配列番号９のアミノ酸配列を含む、請求項８に記載の単離ＨＲＳス
プライスバリアントポリペプチド。
【請求項１１】
抗炎症活性を有する単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリア
ントポリペプチドであって、該ポリペプチドが、（ａ）配列番号１１のアミノ酸配列、ま
たは（ｂ）配列番号１１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する、（ａ）のバリ
アント、を含み、ここで、該ポリペプチドが、ＷＨＥＰドメインを含み、機能的アミノア
シル化ドメインを欠失している、単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１２】
前記ポリペプチドが配列番号１１のアミノ酸配列を含む、請求項１１に記載の単離ＨＲＳ
スプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１３】
前記ポリペプチドは、長さが２１２アミノ酸である、請求項１１または１２に記載の単離
ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１４】
前記ポリペプチドは、配列番号１１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有する、請
求項１３に記載の単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１５】
前記ポリペプチドは、配列番号１１のアミノ酸配列を含む、請求項１３に記載の単離ＨＲ
Ｓスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１６】
抗炎症活性を有する単離組換えヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライス
バリアントポリペプチドであって、該ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸配列から本
質的になる、単離組換えＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１７】
抗炎症活性を有する単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリア
ントポリペプチドであって、該ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸配列から本質的に
なり、該ポリペプチドが、（ａ）ペグ化により修飾されているか、（ｂ）Ｆｃフラグメン
トに融合されているか、または、（ｃ）１つ以上の構成アミノ酸におけるアセチル化、ヒ
ドロキシ化、メチル化、アミド化、グリコシル化および脂質化から選択される少なくとも
１つの化学的または酵素的誘導体化を含む、単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチ
ド。
【請求項１８】
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抗炎症活性を有する単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリア
ントポリペプチドであって、該ポリペプチドが、配列番号９または配列番号１１のアミノ
酸配列から本質的になる、単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項１９】
異種融合パートナーをさらに含む、請求項１～１８のいずれかに記載の単離ＨＲＳスプラ
イスバリアントポリペプチド。
【請求項２０】
前記異種融合パートナーが、ポリヒスチジンタグを含む、請求項１９に記載の単離ＨＲＳ
スプライスバリアントポリペプチド。
【請求項２１】
前記異種融合パートナーが、Ｆｃフラグメントを含む、請求項１９に記載の単離ＨＲＳス
プライスバリアントポリペプチド。
【請求項２２】
前記ポリペプチドがペグ化によって修飾されている、請求項１～１８のいずれかに記載の
単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド。
【請求項２３】
前記ポリペプチドが、１つ以上の構成アミノ酸におけるアセチル化、ヒドロキシ化、メチ
ル化、アミド化、グリコシル化および脂質化から選択される少なくとも１つの化学的また
は酵素的誘導体化を含む、請求項１～１８のいずれかに記載の単離ＨＲＳスプライスバリ
アントポリペプチド。
【請求項２４】
生理学的に許容され得る担体、ならびに請求項１～２３のいずれかに記載の単離ＨＲＳス
プライスバリアントポリペプチドを含む、製薬組成物。
【請求項２５】
炎症性疾患を処置するための、請求項２４に記載の製薬組成物。
【請求項２６】
前記炎症性疾患が自己免疫疾患である、請求項２５に記載の製薬組成物。
【請求項２７】
前記炎症性疾患が、多発性筋炎、皮膚筋炎、炎症性ミオパシー、炎症性肺疾患、痛風性関
節炎、または炎症性腸疾患である、請求項２５に記載の製薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　この出願は、米国特許法§１１９（ｅ）の下、２００９年３月１６日に出願された仮特
許出願第６１／１６０，６３０号および２００９年９月３日に出願された仮特許出願第６
１／２３９，７４７号（これらは、それらの全体が参考として本明細書に援用される）の
利益を主張する。
【０００２】
　配列表に関する陳述書
　本出願に関係する配列表は、ペーパーコピーの代わりにテキスト形式で提供され、参照
によりここで本明細書に組み入れられている。配列表を含有するテキストファイルの名称
は、１２０１６１＿４１５ＰＣ＿ＳＥＱＵＥＮＣＥ＿ＬＩＳＴＩＮＧ．ｔｘｔである。テ
キストファイルは２０ＫＢであり、２０１０年３月１６日に作成され、ＥＦＳ－Ｗｅｂ経
由で電子的に提出されている。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は概して、ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリアント
ポリヌクレオチドおよびポリペプチド、このようなポリヌクレオチドおよびポリペプチド
を含む組成物、ならびにその使用方法に関連するものである。
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【背景技術】
【０００４】
　関連技術の説明
　ｔＲＮＡ分子のアミノアシル化を触媒するアミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＡＡ
ＲＳ）タンパク質は、翻訳プロセスの間の復号化遺伝情報に必須である。真核生物ｔＲＮ
Ａシンテターゼはそれぞれ、原核生物ｔＲＮＡシンテターゼと密接に関連したコア酵素、
ならびにアミノ末端、カルボキシル末端に付加された、またはコア酵素の内部の領域中に
挿入された追加のドメインからなる。ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＴｙｒＲＳ
）はたとえば、原核生物および下等真核生物ＴｙｒＲＳ分子の一部ではないカルボキシル
末端ドメインを有する。
【０００５】
　複数のアミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼは、翻訳へのその関与とは異なる非カノニ
カル機能を有することが証明されている。たとえば、アミノ酸残基１－３６４に相当して
、多形核細胞エラスターゼおよびプラスミンによって切断されるＴｙｒＲＳのＮ末端ドメ
インである、ミニ－チロシルｔＲＮＡシンテターゼ（ミニ－ＴｙｒＲＳ）は、アミノアシ
ルｔＲＮＡシンテターゼ「ＡＡＲＳ」多機能サイトカイン様タンパク質およびペプチドの
メンバである。インビトロではミニ－ＴｙｒＲＳは、好中球活性化および走化性、内皮細
胞増殖および移動を刺激することが示され、ニワトリ漿尿膜（ＣＡＭ）アッセイおよびマ
ウスマトリゲルアッセイで血管新生を促進する。ミニ－ＴｙｒＲＳは、ＩＬ－８などのＣ
ＸＣ－ケモカインと同様に、そのケモカイン活性および血管新生活性を付与するＥＬＲモ
チーフを有する。他のＥＬＲ含有サイトカインと同様に、このモチーフの突然変異は、ミ
ニ－ＴｙｒＲＳ結合ならびに白血球および血管新生の刺激を阻害する。
【０００６】
　加えて、ＴｒｐＲＳの切断型は血管新生特性を有することが証明されている。正常なヒ
ト細胞において、検出できるＴｒｐＲＳの２つの形：全長分子（アミノ酸残基１－４７１
）からなるメジャー型およびマイナーな切断型がある。マイナー型は、プレｍＲＮＡの選
択的スプライシングを通じて、アミノ末端ドメインの欠失によって発生する。ミニ－Ｔｒ
ｐＲＳのアミノ末端は、全長ＴｒｐＲＳ分子の４８位にてメチオニン残基であることが決
定された。代わりに、切断ＴｒｐＲＳはタンパク質分解によって発生することができる。
たとえばウシＴｒｐＲＳは膵臓で高度に発現され、膵液中に分泌されて、それゆえ切断Ｔ
ｒｐＲＳ分子の産生を生じる。追加の研究は、ミニ－ＴｒｐＲＳがＶＥＧＦ誘発細胞増殖
および移動を阻害することを指摘している（非特許文献１）。特に、ニワトリＣＡＭアッ
セイは、ミニ－ＴｒｐＲＳがＶＥＧＦの血管新生活性を遮断することを示す。対照的に、
全長ＴｒｐＲＳは血管新生を阻害しない。それゆえ最初の４８アミノ酸残基の除去は、Ｔ
ｒｐＲＳの抗血管新生活性を曝露する。その結果、ＴｙｒＲＳと同様に、ＴｒｐＲＳのあ
る型は、ｔＲＮＡのアミノアシル化以外の活性を所有する。
【０００７】
　ＴｙｒＲＳおよびＴｒｐＲＳの代わりの型に関係する非カノニカルおよび治療関連性活
性のこれらの観察を考えると、タンパク質のこのファミリの全治療能力を活用するために
、他のアミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼタンパク質の生物関連性型および／または活
性を同定する必要がある。したがって、本発明はこれらの要求に対処して、他の関連する
利点を供与する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｗａｋａｓｕｇｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（２０
０２）９９：１７３～１７７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
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　本発明は概して、非カノニカル活性を有する単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプ
チド；ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドをエンコードするＨＲＳスプライスバリ
アントポリヌクレオチド；ＨＲＳポリペプチドを結合する結合剤；ＨＲＳポリペプチドお
よびポリヌクレオチドの類似体、変異体およびフラグメント、ならびに上述のいずれかを
作製および使用する組成物および方法に関する。
【００１０】
　その結果、１態様によれば、本発明は少なくとも１つの非カノニカル生物学的活性を有
する単離ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド、ならびにその活性フラグメントおよ
び変異体を提供する。「非カノニカル活性」は本明細書で使用する場合、概して、アミノ
アシル化以外である、さらに特異的にはヒスチジンのｔＲＮＡＨｉｓ分子への付加以外で
ある、本発明のＨＲＳポリペプチドによって所有される活性を指す。本明細書に記載する
場合、ある実施形態において、本発明のＨＲＳポリペプチドが呈する非カノニカル生物学
的活性は、これに限定されるわけではないが、サイトカイン産生の調節、細胞増殖の調節
、アポトーシスの調節、細胞シグナル伝達の調節、血管新生の調節、細胞移動の調節、細
胞結合の調節、細胞代謝の調節などを包含し得る。
【００１１】
　例証的な１実施形態において、本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドは、
少なくともＨＲＳのＷＨＥＰドメイン、たとえばヒト全長ＨＲＳタンパク質のアミノ酸残
基３－４３を含むＨＲＳフラグメントである。別の実施形態において、本発明のＨＲＳス
プライスバリアントポリペプチドは、少なくともＨＲＳのアンチコドン結合ドメイン、た
とえば全長ヒトＨＲＳタンパク質のアミノ酸残基４０６－５０１を含むＨＲＳフラグメン
トである。また別の実施形態において、ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドは、機
能性アミノアシル化ドメイン、たとえばヒト全長ＨＲＳタンパク質のアミノ酸残基５４－
３９８を欠失したＨＲＳフラグメントである。さらに特定の実施形態において、ＨＲＳス
プライスバリアントポリペプチドは、少なくともＷＨＥＰドメインおよびアンチコドン結
合ドメインを含むが、機能性アミノアシル化ドメインを欠失している。
【００１２】
　さらに特異的な実施形態において、本発明のＨＲＳポリペプチドは、配列番号６、９も
しくは１１で示す配列、または配列番号６、９もしくは１１で示すポリペプチドの隣接フ
ラグメントを含む。例証的には、フラグメントが少なくとも１つの興味のある非カノニカ
ル生物学的活性を保持するという条件で、フラグメントは本質的にいずれの長さでもあり
得る。たとえば本明細書にさらに記載するように、このようなフラグメントは、少なくと
も約５、１０、１５、２０、２５、５０、７５もしくは８０、またはそれ以上の、配列番
号６、９または１１の隣接アミノ酸残基を含み得る。
【００１３】
　本発明のさらなる実施形態において、ＨＲＳポリペプチドは、配列番号６、９または１
１で示す配列の活性変異体（すなわち少なくとも１つの興味のある非カノニカル生物学的
活性を保持する）を含む。さらに特異的な実施形態において、活性変異体は、配列番号６
、９または１１で示す配列に対してその長さに沿って少なくとも７０％、８０％、９０％
、９５％または９９％の同一性を有するポリペプチドである。
【００１４】
　別の特定の実施形態において、本発明のＨＲＳポリペプチドは、全長ヒトＨＲＳタンパ
ク質の残基１－４８からなるポリペプチドではない。
【００１５】
　本発明の別の態様によれば、本明細書に記載するような少なくとも１つのＨＲＳポリペ
プチドおよび異種融合パートナーを含む融合タンパク質が提供される。
【００１６】
　本発明の別の態様によれば、本明細書に記載するようなポリペプチドおよび融合タンパ
ク質をコードする単離ポリヌクレオチド、ならびにこのようなポリヌクレオチドを含む発
現ベクター、およびこのような発現ベクターを含む宿主細胞が提供される。配列番号５、
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８、または１０のポリヌクレオチドなどのＨＲＳポリヌクレオチドに特異的にハイブリダ
イズするオリゴヌクレオチドも包含される。ある実施形態において、オリゴヌクレオチド
は、プライマー、プローブ、またはアンチセンスオリゴヌクレオチドである。他の実施形
態は、ＨＲＳポリヌクレオチドを標的とするＲＮＡｉ剤に関連する。ある実施形態におい
て、オリゴヌクレオチドまたはＲＮＡｉ剤は、ＨＲＳスプライスバリアントに固有である
スプライス部位に特異的にハイブリダイズする、またはそうでなければスプライス部位を
標的とする。
【００１７】
　本発明の別の態様によれば、本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド（たと
えば配列番号６、９、または１１）、またはその細胞結合パートナーの１つに結合特異性
を有する結合剤（たとえば抗体およびその抗原結合フラグメント）が提供される。ある実
施形態において、結合剤は、抗体、その抗原結合フラグメント、ペプチド、ペプチドミメ
ティック（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｍｉｍｅｔｉｃ）、小型分子、またはアプタマーである。い
くつかの実施形態において、結合剤はＨＲＳポリペプチドの非カノニカル活性と拮抗する
。他の実施形態において、結合剤は、ＨＲＳポリペプチドの非カノニカル活性を作動させ
る（ａｇｏｎｉｚｅ）。
【００１８】
　本発明のまた別の態様によれば、組成物、たとえば生理学的に許容され得る担体および
本明細書に記載するような、本発明の単離ポリペプチド、融合タンパク質、抗体、単離ポ
リヌクレオチド、発現ベクター、宿主細胞などの少なくとも１つを含む製薬組成物が提供
される。
【００１９】
　試料を配列番号５、８、または１０で示すＨＲＳスプライスバリアントに特異的にハイ
ブリダイズする１つ以上のオリゴヌクレオチドに接触させることと、試料中のオリゴヌク
レオチドの存在または非存在を検出することと、これによりＨＲＳスプライスバリアント
のポリヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定することとを含む、試料中のＨＲＳス
プライスバリアントのポリヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定する方法も包含さ
れる。
【００２０】
　試料を配列番号５、８、または１０で示すＨＲＳスプライスバリアントを特異的に増幅
する少なくとも２つのオリゴヌクレオチドと接触させることと、増幅反応を行うことと、
増幅された生成物の存在または非存在を検出することと、これによりＨＲＳスプライスバ
リアントのポリヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定することとを含む、試料中の
ＨＲＳスプライスバリアントのポリヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定する方法
も提供される。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド（複数可）は、ＨＲＳ
スプライスバリアントに固有であるスプライス部位に特異的にハイブリダイズする、また
はスプライス部位を特異的に増幅する。ある実施形態は、ＨＲＳスプライスバリアントの
存在またはレベルを対照試料または所定の値と比較することを包含する。特異的な実施形
態は、試料を対照と区別するために試料の状態を特徴づけすることを包含する。特定の実
施形態において、試料および対照は細胞または組織を含み、方法は、異なる種の細胞もし
くは組織、組織もしくは臓器の細胞、異なる細胞発生状態にある細胞、異なる細胞分化状
態にある細胞、または健常および罹患細胞の間で区別することを含む。
【００２１】
　ａ）ＨＲＳポリペプチドもしくはその細胞結合パートナーまたはそれらの両方を少なく
とも１つの試験化合物と好適な条件下で組合せることと、ｂ）ＨＲＳポリペプチドもしく
はその細胞結合パートナーまたはそれらの両方を試験化合物への結合検出して、これによ
りＨＲＳポリペプチドもしくはその細胞結合パートナーまたはそれらの両方に特異的に結
合する化合物を同定することとを含む、配列番号６、９、もしくは１１で示すＨＲＳスプ
ライスバリアントポリペプチド、またはその細胞結合パートナーの１つ以上に特異的に結
合する化合物を同定する方法も包含される。ある実施形態において、試験化合物は、ポリ
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ペプチドもしくはペプチド、抗体もしくはその抗原結合フラグメント、ペプチドミメティ
ック、または小型分子である。いくつかの実施形態において、試験化合物は、ＨＲＳポリ
ペプチドまたはその細胞結合パートナーの非カノニカル生物学的活性を作動させる。他の
実施形態において、試験化合物は、ＨＲＳポリペプチドまたはその細胞結合パートナーの
非カノニカル生物学的活性と拮抗する。本明細書で提供する方法のいずれかによって同定
される化合物も包含される。
【００２２】
　他の態様において、本明細書に記載する場合、細胞または組織を本発明の組成物と接触
させることによって細胞活性を調節する方法も本発明により提供される。たとえばある実
施形態において、調節される細胞活性は、サイトカイン産生、細胞増殖、アポトーシス、
細胞シグナル伝達、細胞代謝、血管新生、細胞移動、細胞結合などからなる群より選択さ
れる。特異的な実施形態において、方法はサイトカイン産生を調節する方法である。さら
に特異的な実施形態において、方法はＩＬ－２産生および／または分泌を調節する方法で
ある。いくつかの実施形態において、方法はＴＮＦ－α産生および／または分泌を調節す
る方法である。他の実施形態において、方法はＭＩＰ１－α産生および／または分泌を調
節する方法である。
【００２３】
　ある実施形態において、細胞活性はサイトカイン受容体活性である。詳細な実施形態に
おいて、サイトカイン受容体はＣＣＲ１である。ある実施形態において、細胞活性は細胞
移動である。いくつかの実施形態において、単球の細胞移動を減少させることを包含する
。ある実施形態において、細胞活性はトル様受容体（ＴＬＲ）を通じた細胞シグナル伝達
である。
【００２４】
　他の態様において、本発明は、本発明による組成物を投与することによって、それを必
要とする被験体の疾患、障害または他の状態を処置する方法を提供する。例証として、こ
のような疾患、障害または状態は、これに限定されるわけではないが、癌、炎症性疾患、
免疫疾患（自己免疫疾患を含む）および／または異常な血管新生に関係する状態を包含し
得る。
【００２５】
　ある実施形態において、状態は神経状態である。特異的な実施形態において、神経状態
は、６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）誘発のニューロン死に関係する。ある実
施形態において、状態は炎症性疾患である。特異的な実施形態において、炎症性疾患は痛
風性関節炎（ａｒｔｈｒｉｔｉｃ　ｇｏｕｔ）または炎症性腸疾患である。
【００２６】
　なお他の態様において、本発明のポリペプチド、抗体および／または他の組成物は、当
分野で公知および利用可能な本質的にいずれの種類のスクリーニングアッセイでも使用さ
れ得る。たとえば本発明の組成物（たとえばポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび／ま
たは抗体）は、本発明による処置に適する好適な細胞型および／または疾患状態を同定す
るために、本質的にいずれの公知のスクリーニング方法論とも併せて使用され得る。他の
実施例において、本発明の組成物（たとえばポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび／ま
たは抗体）は、本明細書の組成物の非カノニカル活性を直接もしくは間接的にのどちらか
で媒介もしくは調節する結合パートナー、競合的阻害薬および／または他の細胞エフェク
タを同定するために、公知のスクリーニング方法論と併せて使用され得る。たとえば特定
の実施形態において、本発明の組成物と調節を受けるその結合パートナー、細胞エフェク
タおよび／または細胞型の１つ以上との間の相互作用の阻害薬、または代わりに増強薬と
しての試験化合物を同定するスクリーニング方法が提供される。これはたとえば（ｉ）本
発明の組成物、（ｉｉ）前記組成物により調節されることが公知である結合パートナー、
細胞エフェクタおよび／または細胞型、ならびに（ｉｉｉ）試験化合物を含む反応混合物
を形成するステップと；試験化合物と結合パートナー、細胞エフェクタおよび／または細
胞型との相互作用を検出するステップとを包含し得る。試験化合物の非存在下での相互作
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用と比較して、試験化合物の存在下での活性または調節の統計的に有意な変化（増強また
は阻害）は、活性の潜在的なアゴニスト（ミメティックまたは増強薬）またはアンタゴニ
スト（阻害薬）を指摘している。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
非カノニカル生物学的活性を有する単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）ス
プライスバリアントポリペプチド、またはその活性フラグメントもしくは活性変異体。
（項目２）
前記ポリペプチドが少なくともＨＲＳのＷＨＥＰドメインを含む、項目１に記載の単離ヒ
スチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目３）
前記ポリペプチドが少なくともＨＲＳのアンチコドン結合ドメインを含む、項目１に記載
の単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目４）
前記ポリペプチドが機能性アミノアシル化ドメインを欠失している、項目１に記載の単離
ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目５）
前記ポリペプチドが少なくともＨＲＳのＷＨＥＰドメインおよびＨＲＳのアンチコドン結
合ドメインを含むが、機能性アミノアシル化ドメインを欠失している、項目１に記載の単
離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目６）
前記ポリペプチドが配列番号６または配列番号９または配列番号１１で示す配列を含む、
項目１に記載の単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目７）
前記その活性変異体が配列番号６または配列番号９または配列番号１１で示す配列に少な
くとも９０％の同一性を有するポリペプチドである、項目１に記載の単離ヒスチジル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目８）
前記その活性フラグメントが配列番号６または配列番号９または配列番号１１で示す配列
の少なくとも２０隣接アミノ酸残基を含む、項目１に記載の単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシ
ンテターゼポリペプチド。
（項目９）
前記非カノニカル生物学的活性が、ＲＮＡ結合、アミノ酸結合、細胞増殖の調節、細胞移
動の調節、細胞分化の調節、アポトーシスまたは細胞死の調節、細胞シグナル伝達の調節
、血管新生の調節、細胞結合の調節、細胞代謝の調節、サイトカイン産生または活性の調
節、サイトカイン受容体活性の調節、炎症の調節からなる群より選択される、項目１に記
載の単離ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド。
（項目１０）
項目１～９のいずれか１項に記載のポリペプチドおよび異種融合パートナーを含む、融合
ポリペプチド。
（項目１１）
項目１に記載の少なくとも１つの単離ポリペプチドを含む、ダイマー複合体またはマルチ
マー複合体。
（項目１２）
項目１～１０のいずれか１項に記載のポリペプチドをエンコードする単離ポリヌクレオチ
ド。
（項目１３）
前記ポリヌクレオチドが配列番号５、８もしくは１０で示す配列、またはその相補体を含
む、項目１２に記載の単離ポリヌクレオチド。
（項目１４）
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項目１３に記載の単離ポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
（項目１５）
項目１４に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
（項目１６）
配列番号５、８または１０のポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズするオリゴヌク
レオチド。
（項目１７）
プライマー、プローブ、およびアンチセンスオリゴヌクレオチドから選択される、項目１
６に記載のオリゴヌクレオチド。
（項目１８）
項目１に記載の単離ＨＲＳポリペプチド、該ＨＲＳポリペプチドの細胞結合パートナー、
またはそれらの両方に結合特異性を示す結合剤。
（項目１９）
抗体、その抗原結合フラグメント、ペプチド、ペプチドミメティック、小型分子、および
アプタマーから選択される、項目１８に記載の結合剤。
（項目２０）
前記結合剤が前記ＨＲＳポリペプチドの非カノニカル活性と拮抗する、項目１８に記載の
結合剤。
（項目２１）
前記結合剤が前記ＨＲＳポリペプチドの非カノニカル活性を作動させる、項目１８に記載
の結合剤。
（項目２２）
試料中のヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリアントのポリヌク
レオチド配列の存在またはレベルを決定する方法であって、該方法は、該試料と、配列番
号５、８、または１０で示すＨＲＳスプライスバリアントに特異的にハイブリダイズする
１つ以上のオリゴヌクレオチドとを接触させる工程と、該試料での該オリゴヌクレオチド
の存在または非存在を検出する工程と、これにより該ＨＲＳスプライスバリアントのポリ
ヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定する工程とを含む、方法。
（項目２３）
試料中のヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプライスバリアントのポリヌク
レオチド配列の存在またはレベルを決定する方法であって、該方法は、該試料と、配列番
号５、８、または１０で示すＨＲＳスプライスバリアントを特異的に増幅する少なくとも
２つのオリゴヌクレオチドとを接触させる工程と、増幅反応を行う工程と、増幅された生
成物の存在または非存在を検出する工程と、これにより該ＨＲＳスプライスバリアントの
ポリヌクレオチド配列の存在またはレベルを決定する工程とを含む、方法。
（項目２４）
前記オリゴヌクレオチド（複数可）が、前記ＨＲＳスプライスバリアントに固有であるス
プライス部位に特異的にハイブリダイズする、または該スプライス部位を特異的に増幅す
る、項目２２または２３に記載の方法。
（項目２５）
前記ＨＲＳスプライスバリアントの存在またはレベルを対照試料または所定の値と比較す
る工程を含む、項目２２または２３に記載の方法。
（項目２６）
前記試料を対照と区別するために該試料の状態を特徴づけする工程を含む、項目２５に記
載の方法。
（項目２７）
前記試料および対照が細胞または組織を含み、前記方法が異なる種の細胞もしくは組織、
異なる組織もしくは臓器の細胞、異なる細胞発生状態にある細胞、異なる細胞分化状態に
ある細胞、または健常および罹患細胞の間で区別する工程を含む、項目２６に記載の方法
。
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（項目２８）
配列番号６、９、もしくは１１で示すヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）スプ
ライスバリアントポリペプチド、またはその細胞結合パートナーの１つ以上に特異的に結
合する化合物を同定する方法であって、該方法は、ａ）該ＨＲＳポリペプチドもしくはそ
の細胞結合パートナーまたはそれらの両方を少なくとも１つの試験化合物と好適な条件下
で組合せる工程と、ｂ）該ＨＲＳポリペプチドもしくはその細胞結合パートナーまたはそ
れらの両方の該試験化合物に対する結合を検出して、これにより該ＨＲＳポリペプチドも
しくはその細胞結合パートナーまたはそれらの両方に特異的に結合する化合物を同定する
工程とを含む、方法。
（項目２９）
前記試験化合物がポリペプチドもしくはペプチド、抗体もしくはその抗原結合フラグメン
ト、ペプチドミメティック、または小型分子である、項目２８に記載の方法。
（項目３０）
前記試験化合物が、前記ＨＲＳポリペプチドまたはその細胞結合パートナーの非カノニカ
ル生物学的活性を作動させる、項目２８に記載の方法。
（項目３１）
前記試験化合物が、前記ＨＲＳポリペプチドまたはその細胞結合パートナーの非カノニカ
ル生物学的活性と拮抗する、項目２８に記載の方法。
（項目３２）
項目２８～３１のいずれか１項に記載の方法によって同定される化合物。
（項目３３）
生理学的に許容され得る担体、ならびに（ｉ）項目１に記載の単離ポリペプチド；（ｉｉ
）項目１０に記載の融合タンパク質；（ｉｉｉ）項目１１に記載のダイマー複合体または
マルチマー複合体；（ｉｖ）項目１２に記載の単離ポリヌクレオチド；（ｖ）項目１３に
記載の発現ベクター；（ｖｉ）項目１６に記載のオリゴヌクレオチド；（ｖｉｉ）項目１
８に記載の結合剤；および（ｖｉｉｉ）項目３２に記載の化合物；からなる群より選択さ
れる少なくとも１つの構成要素を含む、製薬組成物。
（項目３４）
細胞または組織と、項目３３に記載の組成物とを接触させる工程を含む、細胞活性を調節
するための方法。
（項目３５）
前記細胞活性が細胞増殖、細胞移動、細胞分化、アポトーシスまたは細胞死、細胞シグナ
ル伝達、血管新生、細胞結合、代謝、サイトカイン産生または活性、サイトカイン受容体
活性、および炎症からなる群より選択される、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
前記細胞活性がサイトカイン産生または分泌である、項目３７に記載の方法。
（項目３７）
前記サイトカインがＩＬ－２、ＴＮＦ－α、またはＭＩＰ１－αのいずれか１つ以上であ
る、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
前記細胞活性がサイトカイン受容体活性である、項目３５に記載の方法。
（項目３９）
前記サイトカイン受容体はＣＣＲ１である、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記細胞活性が細胞移動である、項目３５に記載の方法。
（項目４１）
単球の細胞移動を減少させる工程を含む、項目４０に記載の方法。
（項目４２）
前記細胞活性がトル様受容体（ＴＬＲ）を通じた細胞シグナル伝達である、項目４１に記
載の方法。
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（項目４３）
前記細胞が被験体内にある、項目３５に記載の方法。
（項目４４）
状態を処置するための方法であって、該方法は、処置を必要とする被験体に項目３３に記
載の製薬組成物を投与することを含み、該状態は、炎症性疾患、自己免疫疾患、新生物性
疾患、代謝病、神経疾患、感染、心血管疾患、異常な血管新生に関係する疾患、および異
常な細胞生存に関係する疾患からなる群より選択される、状態を処置する方法。
（項目４５）
前記状態が神経疾患である、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
前記神経疾患が６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）誘発ニューロン死に関係する
、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
前記状態が炎症性疾患である、項目４４に記載の方法。
（項目４８）
前記炎症性疾患が痛風性関節炎または炎症性腸疾患である、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
細胞活性のモジュレータを同定するためのスクリーニング方法であって、該方法は：
　（ａ）以下：
　　（ｉ）項目１～９のいずれか１項に記載のポリペプチド；項目１０に記載の融合ポリ
ペプチド；項目１２に記載のポリヌクレオチド；および項目１３に記載の発現ベクター；
からなる群より選択される構成要素と；
　　（ｉｉ）該構成要素に結合および／または調節される、結合パートナー、細胞エフェ
クタおよび／または細胞型と；
　　（ｉｉｉ）試験化合物と；
を含む反応混合物を形成する工程と；
　（ｂ）該構成要素と該結合パートナー、細胞エフェクタおよび／または細胞型との相互
作用を検出する工程であって、試験化合物の非存在下での該相互作用に対する該試験化合
物の存在下での該相互作用の変化によって、細胞シグナル伝達のモジュレータを同定する
、工程と；
を含む、方法。
【００２７】
　配列識別子の簡単な説明
　配列番号１は、プライマー配列である（ＨＲＳ－ＢＰＦ）。
【００２８】
　配列番号２は、プライマー配列である（ＨＲＳ－Ｐ１Ｒ）。
【００２９】
　配列番号３は、ＨＲＳ遺伝子の核酸配列である（ＮＭ＿００２１０９．３）。
【００３０】
　配列番号４は、全長ＨＲＳタンパク質のアミノ酸配列である（ＮＰ＿００２１００．２
）。
【００３１】
　配列番号５は、ＨＲＳ－ＳＶ９スプライスバリアントの核酸コード配列である。
【００３２】
　配列番号６は、配列番号５によってエンコードされたＨＲＳ－ＳＶ９スプライスバリア
ントポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００３３】
　配列番号７は、プライマー配列である（ＨＲＳ－３’－ＵＴＲ）。
【００３４】
　配列番号８は、ＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントの核酸コード配列である。
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【００３５】
　配列番号９は、配列番号８によってエンコードされたＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリ
アントポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００３６】
　配列番号１０は、ＨＲＳ－ＳＶ１４スプライスバリアントの核酸コード配列である。
【００３７】
　配列番号１１は、配列番号１０によってエンコードされたＨＲＳ－ＳＶ１４スプライス
バリアントポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００３８】
　配列番号１２は、プライマー配列である（ｈｓＨ１－Ｅ２Ｆ１）。
【００３９】
　配列番号１３は、プライマー配列である（ｈｓＨ１－Ｅ１３Ｒ１）。
【００４０】
　配列番号１４は、プライマー配列である（ｒｎＨ１－Ｅ０２Ｆ１）。
【００４１】
　配列番号１５は、プライマー配列である（ｒｎＨ１－Ｅ１２Ｊ１３Ｒ２）。
【００４２】
　配列番号１６は、Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ（オランウータン）からのＨＲＳのアミノ
酸１１２－１７１である。
【００４３】
　配列番号１７は、ウシＨＲＳのアミノ酸１１２－１７１である。
【００４４】
　配列番号１８は、マウスＨＲＳのアミノ酸１１２－１７１である。
【００４５】
　配列番号１９は、Ｍｅｓｏｃｒｉｃｅｔｕｓ　ａｕｒａｔｕｓ（ゴールデンハムスター
）からのＨＲＳのアミノ酸１１２－１７１である。
【００４６】
　配列番号２０は、Ｆｕｇｕ　ｒｕｂｒｉｐｅｓ（日本のフグ）からのＨＲＳのアミノ酸
１１２－１６６である。
【００４７】
　配列番号２１は、Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓからのＨＲＳのアミ
ノ酸１１２－１６７である。
【００４８】
　配列番号２２は、Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍからのＨＲＳの
アミノ酸１１２－１６９である。
【００４９】
　配列番号２３は、Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ　ｓｕｂｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａ（コメ）
からのＨＲＳのアミノ酸１１２－１６７である。
【００５０】
　配列番号２４は、ヒトＨＲＳのエクソン３および４のコード配列の部分である。
【００５１】
　配列番号２５は、ヒトＨＲＳのエクソン３および４のアミノ酸配列の部分である。
【００５２】
　配列番号２６は、ヒトＨＲＳのエクソン３および４のコード配列の部分である。
【００５３】
　配列番号２７は、ヒトＨＲＳのエクソン１０および１１のコード配列の部分である。
【００５４】
　配列番号２８は、ヒトＨＲＳのエクソン１０および１１のアミノ酸配列の部分である。
【００５５】
　配列番号２９は、ＨＲＳ－ＳＶ１１のアミノ酸１１２－１７１である。
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【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１】図１Ａ～Ｂは、ヒト骨格筋ライブラリからのＨＲＳ－ＳＶ９スプライスバリアン
トの同定を示す。図１Ａは、ＰＣＲ反応のためのＨＲＳ遺伝子およびプライマー位置のｍ
ＲＮＡ転写物の図を示す（ＢＰＦ：フォワードプライマー、Ｐ４Ｒ：リバースプライマー
）。図１Ｂは、ヒト骨格筋、ＩＭＲ３２細胞およびＨＥＫ２９３Ｔ細胞からのＰＣＲ反応
生成物のゲル写真を示す。上矢印は、ＨＲＳ－ＳＶ９転写物から増幅されたＤＮＡフラグ
メントを指す。下矢印は、ＨＲＳ参照配列から増幅されたＤＮＡフラグメントを指す。
【図２】図２Ａ～Ｃは、ＩＭＲ３２細胞ライブラリからのおよびヒト脳からの試料中のＨ
ＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントの同定を示す。図２Ａは、ＰＣＲ反応のためのＨＲ
Ｓ遺伝子およびプライマー位置のｍＲＮＡ転写物の図を示す（ＢＰＦ：フォワードプライ
マー、ＨＲＳ－３’ＵＴＲ：リバースプライマー）。図２Ｂは、ＩＭＲ３２細胞からのＰ
ＣＲ反応生成物のゲル写真を示す。下矢印は、ＨＲＳ－ＳＶ１１転写物から増幅されたＤ
ＮＡフラグメントを指す。上矢印は、ＨＲＳ参照配列から増幅されたＤＮＡフラグメント
を指す。図２Ｃは、ＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアント転写物がヒト脳組織で同定さ
れたことを示す。
【図３－１】図３Ａ～図３Ｄは、ｍＲＮＡ転写物ならびに野生型の全長ＨＲＳ（ＨＲＳ　
ｒｅｆ）、ＨＲＳ－ＳＶ９、ＨＲＳ－ＳＶ１１、およびＨＲＳ－ＳＶ１４のタンパク質配
列を例証する。図３Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ９がイントロン２からの挿入を有し、ＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１１がエクソン３からエクソン１０までの欠失を有することを示す、ｍＲＮＡ転写物の
図を示す。図３Ｂは、ｍＲＮＡ転写物によってエンコードされたタンパク質構造情報を示
し、ＨＲＳ－ＳＶ９が無処置ＷＨＥＰドメインを包含するＨＲＳの第１の６０アミノ酸の
みを有するのに対して、ＨＲＳ－ＳＶ１１がアミノアシル化ドメイン全体の欠失を有し、
ＷＨＥＰドメインおよびアンチコドンドメインのみを残していることを示す。図３Ｃおよ
び３Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ９、ＨＲＳ－ＳＶ１１、およびＨＲＳ－ＳＶ１４それぞれの核酸
コード配列（配列番号５、８、および１０）およびエンコードされたタンパク質配列（配
列番号６、９、および１１）を示す。
【図３－２】図３Ａ～図３Ｄは、ｍＲＮＡ転写物ならびに野生型の全長ＨＲＳ（ＨＲＳ　
ｒｅｆ）、ＨＲＳ－ＳＶ９、ＨＲＳ－ＳＶ１１、およびＨＲＳ－ＳＶ１４のタンパク質配
列を例証する。図３Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ９がイントロン２からの挿入を有し、ＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１１がエクソン３からエクソン１０までの欠失を有することを示す、ｍＲＮＡ転写物の
図を示す。図３Ｂは、ｍＲＮＡ転写物によってエンコードされたタンパク質構造情報を示
し、ＨＲＳ－ＳＶ９が無処置ＷＨＥＰドメインを包含するＨＲＳの第１の６０アミノ酸の
みを有するのに対して、ＨＲＳ－ＳＶ１１がアミノアシル化ドメイン全体の欠失を有し、
ＷＨＥＰドメインおよびアンチコドンドメインのみを残していることを示す。図３Ｃおよ
び３Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ９、ＨＲＳ－ＳＶ１１、およびＨＲＳ－ＳＶ１４それぞれの核酸
コード配列（配列番号５、８、および１０）およびエンコードされたタンパク質配列（配
列番号６、９、および１１）を示す。
【図４】図４Ａ～Ｂは、ラット脛骨筋（Ｔｉｂ）、ヒラメ筋（Ｓｏｌ）、Ｃ２Ｃ１２筋管
（Ｃ２）、成ラット脳（Ｂｒ）およびＨＥＫ２９３Ｔ細胞（２９３Ｔ）において抗ＨＲＳ
抗体を使用する免疫ブロットの結果を示す。図４Ａは、（アミノ酸１－９７に対する）Ｎ
末端ＨＲＳ抗体による免疫ブロットを示す。参照バンドは、図４Ａの上矢印によって示さ
れている。図４Ａの下矢印は、そのサイズがＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントポリ
ペプチドの予測されたサイズと一致するバンドを指す。図４Ｂは、（Ｃ末端付近の５０－
２００アミノ酸に対する）Ｃ末端ＨＲＳ抗体による免疫ブロットを示す。上矢印は参照タ
ンパク質を指しているが、下矢印はＮ末端抗体によって見られるのと類似のサイズを有す
るバンドを指している。
【図５】図５Ａ～Ｃは、Ｎ末端ＨＲＳモノクローナル抗体（野生型ヒトＨＲＳタンパク質
のアミノ酸１－９７に対して産生された）による免疫沈降実験の結果を示す。図５Ａは、
ＨＥＫ２９３Ｔ細胞、Ｃ２Ｃ１２筋芽細胞（ＭＢ）およびＣ２Ｃ１２筋管（ＭＴ）の結果
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を示す；下矢印は、ＨＲＳ－ＳＶ９スプライスバリアントポリペプチドの予測サイズと一
致するサイズを有するバンドを指している。図５Ｂ－Ｃは、ｍｙｃ－タグＨＲＳ－ＳＶ１
１を過剰発現するＩＭＲ３２およびＨＥＫ２９３Ｔ細胞の全細胞溶解物の結果を示す；細
胞は、Ｎ末端ＨＲＳ　ｍＡｂ（図５Ｂ）、またはポリクローナルＨＲＳ抗体（野生型ヒト
ＨＲＳタンパク質のＣ末端に対して産生された）のどちらかによって免疫ブロットされた
（図５Ｃ）。ｍｙｃ－タグＨＲＳ－ＳＶ１１タンパク質よりわずかに高速で移動したタン
パク質バンドは、ＩＭＲ３２細胞溶解物中で両方の抗体よって検出され（ＢおよびＣの下
矢印）、ＨＲＳ－ＳＶ１１タンパク質であることができる。
【図６】図６Ａ～Ｃは、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞中における組換え産生後のＨＲＳ、ＨＲＳ－
ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１の分泌を証明する。野生型の全長ＨＲＳ（ＨＲＳ－Ｒｅｆ
）、ＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１は、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞中で強制的に発現さ
れた。図６Ａ、上パネルは、全細胞溶解物（ＴＣＬ）中で過剰発現されたタンパク質を指
す矢印を示す。図６Ｂ、下パネルは、培地画分中で３つすべてのタンパク質が検出された
ことを示す。ＨＲＳ－Ｒｅｆは抗Ｍｙｃ抗体によってプローブしたが、ＨＲＳ－ＳＶ９お
よびＨＲＳ－ＳＶ１１は抗ＨＲＳ（Ｎ末端）抗体によってプローブした。ＴＣＬでのチュ
ーブリンブロットは、均等なローディングを示し、培地画分のチューブリンブロットは漏
出性対照を証明した。図６Ｃは、培地画分中のＥＧＦＰバンド（約３５ｋＤａ）の非存在
によって指摘されるように、ＥＧＦＰはＨＥＫ２９３Ｔ細胞中で過剰発現されたときに分
泌されなかったことを示す。
【図７】図７は、組換えＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントポ
リペプチドが活性化ジャーカットＴ細胞におけるＩＬ－２分泌を増強することを示す。細
胞をＰＭＡ（２５ｎｇ／ｍｌ）およびイオノマイシン（２５０ｎｇ／ｍｌ）によってＨＲ
Ｓ－ＳＶ９またはＨＲＳ－ＳＶ１１を用いてまたは用いずに処置して、培地を４８時間後
にＥＬＩＳＡによって分析した。
【図８】図８は、ＨＲＳ－ＳＶ９がＰＢＭＣを刺激して、培養上清中にＴＮＦαを放出さ
せることを示す。ＬＰＳを正の対照として使用した。
【図９】図９は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が培養された皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞を神
経毒６－ＯＨＤＡから保護したことを示す。図９Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ１１によるラット皮
質ニューロンの前処理が、２５μＭ　６－ＯＨＤＡによって誘発された皮質ニューロン死
を著しく低減させたことを、ＭＴＴアッセイによる細胞生存度の測定として示す。ＨＲＳ
－ＳＶ１１は、ＭＴＴアッセイ（図９Ｂ）およびＬＤＨアッセイ（図９Ｃ）によって示す
ように、ＰＣ１２細胞も６－ＯＨＤＡ（２００μＭ）誘発細胞死から有効に保護した。図
９Ｄに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１の保護効果は急性効果であり、短時間の前処置は、
２４時間の前処置と類似の保護効果を達成した。データは３つの別々の実験からの平均±
標準偏差である。ｔｅｒｔ－ブチルヒドロキノン（ｔＢＨＱ）およびトリトンＸ－１００
（短縮形でトリトン）（２％）は、ＭＴＴアッセイおよびＬＤＨアッセイそれぞれで（Ｂ
、Ｃ）、正の対照として作用した。＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１０－１】図１０は、ＨＲＳ－ＳＶ１１がアミロイドベータ、グルタミン酸モノナト
リウム（ＭＳＧ）、およびＭＰＰ＋誘発毒性からニューロンを保護しなかったことを示す
。図１０Ａは、用量依存方式で皮質ニューロン死を誘発した、β－アミロイド（１－４２
）（Ａβ４２）凝集体による２４時間のインキュベーションの結果を示す。図１０Ｂは、
皮質ニューロンの１ｎＭ～１μＭのＨＲＳ－ＳＶ１１による２４時間の前処置は、ＭＴＴ
アッセイによって測定されたように、保護効果を有さなかったことを示す。図１０Ｃは、
用量依存方式でのグルタミン酸モノナトリウム（ＭＳＧ）誘発皮質ニューロン死をＬＤＨ
放出の測定として示し、図１０Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１１がグルタミン酸モノナトリウム誘
発毒性に対して有益な効果を有さなかったことを示す；１０μＭでのメマンチンは、ニュ
ーロン死を著しく防止して、正の対照として作用した。図１０Ｅは、ＭＴＴアッセイによ
って測定されたような、用量依存方式でのＭＰＰ＋誘発ＰＣ１２細胞死を示し、図１０Ｆ
は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が２４時間の前処置後に、ＭＰＰ＋ストレスからＰＣ１２細胞を保
護しなかったことを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。
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【図１０－２】図１０は、ＨＲＳ－ＳＶ１１がアミロイドベータ、グルタミン酸モノナト
リウム（ＭＳＧ）、およびＭＰＰ＋誘発毒性からニューロンを保護しなかったことを示す
。図１０Ａは、用量依存方式で皮質ニューロン死を誘発した、β－アミロイド（１－４２
）（Ａβ４２）凝集体による２４時間のインキュベーションの結果を示す。図１０Ｂは、
皮質ニューロンの１ｎＭ～１μＭのＨＲＳ－ＳＶ１１による２４時間の前処置は、ＭＴＴ
アッセイによって測定されたように、保護効果を有さなかったことを示す。図１０Ｃは、
用量依存方式でのグルタミン酸モノナトリウム（ＭＳＧ）誘発皮質ニューロン死をＬＤＨ
放出の測定として示し、図１０Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１１がグルタミン酸モノナトリウム誘
発毒性に対して有益な効果を有さなかったことを示す；１０μＭでのメマンチンは、ニュ
ーロン死を著しく防止して、正の対照として作用した。図１０Ｅは、ＭＴＴアッセイによ
って測定されたような、用量依存方式でのＭＰＰ＋誘発ＰＣ１２細胞死を示し、図１０Ｆ
は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が２４時間の前処置後に、ＭＰＰ＋ストレスからＰＣ１２細胞を保
護しなかったことを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。
【図１０－３】図１０は、ＨＲＳ－ＳＶ１１がアミロイドベータ、グルタミン酸モノナト
リウム（ＭＳＧ）、およびＭＰＰ＋誘発毒性からニューロンを保護しなかったことを示す
。図１０Ａは、用量依存方式で皮質ニューロン死を誘発した、β－アミロイド（１－４２
）（Ａβ４２）凝集体による２４時間のインキュベーションの結果を示す。図１０Ｂは、
皮質ニューロンの１ｎＭ～１μＭのＨＲＳ－ＳＶ１１による２４時間の前処置は、ＭＴＴ
アッセイによって測定されたように、保護効果を有さなかったことを示す。図１０Ｃは、
用量依存方式でのグルタミン酸モノナトリウム（ＭＳＧ）誘発皮質ニューロン死をＬＤＨ
放出の測定として示し、図１０Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１１がグルタミン酸モノナトリウム誘
発毒性に対して有益な効果を有さなかったことを示す；１０μＭでのメマンチンは、ニュ
ーロン死を著しく防止して、正の対照として作用した。図１０Ｅは、ＭＴＴアッセイによ
って測定されたような、用量依存方式でのＭＰＰ＋誘発ＰＣ１２細胞死を示し、図１０Ｆ
は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が２４時間の前処置後に、ＭＰＰ＋ストレスからＰＣ１２細胞を保
護しなかったことを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。
【図１１－１】図１１は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が６－ＯＨＤＡからニューロンを保護するた
めに細胞外機構を利用しないことを示す。図１１Ａに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１の添
加はｐ－キノンの蓄積を抑制しなかったが、公知の酸化防止剤であるビタミンＣは、その
蓄積を抑制しなかった。図１１Ｂは、用量依存方式での過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）誘発皮質
ニューロン死を示し、図１１Ｃは、ＨＲＳ－ＳＶ１１による前処置がこれらのニューロン
を死から保護しなかったことを示す。図１１Ｄに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１による皮
質ニューロンの前処置は６－ＯＨＤＡ攻撃時のニューロン死を低減したが、ＨＲＳ－ＳＶ
１１の６－ＯＨＤＡとの同時適用は保護効果を有さなかった。６－ＯＨＤＡ適用の前の、
ＨＲＳ－ＳＶ１１前処置後の洗浄および培地の補充は、ＨＲＳ－ＳＶ１１の保護効果に影
響しなかった（図１１Ｅを参照）。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差であ
る。＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１１－２】図１１は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が６－ＯＨＤＡからニューロンを保護するた
めに細胞外機構を利用しないことを示す。図１１Ａに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１の添
加はｐ－キノンの蓄積を抑制しなかったが、公知の酸化防止剤であるビタミンＣは、その
蓄積を抑制しなかった。図１１Ｂは、用量依存方式での過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）誘発皮質
ニューロン死を示し、図１１Ｃは、ＨＲＳ－ＳＶ１１による前処置がこれらのニューロン
を死から保護しなかったことを示す。図１１Ｄに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１による皮
質ニューロンの前処置は６－ＯＨＤＡ攻撃時のニューロン死を低減したが、ＨＲＳ－ＳＶ
１１の６－ＯＨＤＡとの同時適用は保護効果を有さなかった。６－ＯＨＤＡ適用の前の、
ＨＲＳ－ＳＶ１１前処置後の洗浄および培地の補充は、ＨＲＳ－ＳＶ１１の保護効果に影
響しなかった（図１１Ｅを参照）。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差であ
る。＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１２】図１２は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が、ＰＣ１２細胞中で６－ＯＨＤＡによって誘発
されたＤＮＡフラグメント化を防止したことを示す。ＰＣ１２細胞のアポトーシスをＨｏ
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ｅｃｈｓｔ　３３２５８染色によって検査した。図１２Ａは、緩衝液対照のみによって処
置したＰＣ１２細胞を示す；図１２Ｂは、６－ＯＨＤＡ（２００μＭ）による８時間の処
置を示す；および図１２Ｃは、ＨＲＳ－ＳＶ１１（５００ｎＭ）による２４時間の前処置
と、それに続く６－ＯＨＤＡ（２００μＭ）による８時間の攻撃を示す。図１２Ｄに示す
ように、アポトーシス細胞の数をカウントして（フラグメント化された核の存在によって
区別された）、１μＭ　ＨＲＳ－ＳＶ１１による前処置によりアポトーシス細胞の数が大
きく低減されることが証明された。
【図１３Ａ】図１３は、ＨＲＳ－ＳＶ１１のＣ末端におけるシステイン（Ｃｙｓ）残基の
突然変異が保護機能を無効にしたことを示す。図１３Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ１１（配列番号
２９）が３つのＣｙｓ残基（Ｃ１１７、Ｃ１６９およびＣ１７１）を含有することを示す
。中でも、Ｃ１１７およびＣ１７１（矢印、図１３Ａ）は、多種多様のＨＲＳ配列（配列
番号１６－２４および２９）のアミノ酸１１２から約１７１の整列によって示されるよう
に、種にわたって高度に保存されている。図１３Ｂに示すように、Ｃ２Ｓ（Ｃ１６９およ
びＣ１７１のセリン残基への突然変異）およびｄｅｌＣ（Ｃ１６９およびＣ１７１を含む
、最後の３つのアミノ酸の欠失）突然変異体はほとんどモノマーであったが、Ｃ１１７Ｓ
突然変異体はほとんどダイマーであった。野生型ＨＲＳ－ＳＶ１１は、モノマーとダイマ
ーとの間にピークを有し、これらの２つの型の間に非常に動的なスイッチがあることを示
した。図１３Ｃに示すように、Ｃ１６９およびＣ１７１のセリン残基への突然変異（ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓ）またはＣ１６９およびＣ１７１を含む最後の３つのアミノ酸の欠
失（ＨＲＳ－ＳＶ１１＿ｄｅｌＣ）は、ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護機能を無効にして、
これらのＣｙｓの重要な役割を示唆した。＊＊ｐ＜０．０１。
【図１３Ｂ】図１３は、ＨＲＳ－ＳＶ１１のＣ末端におけるシステイン（Ｃｙｓ）残基の
突然変異が保護機能を無効にしたことを示す。図１３Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ１１（配列番号
２９）が３つのＣｙｓ残基（Ｃ１１７、Ｃ１６９およびＣ１７１）を含有することを示す
。中でも、Ｃ１１７およびＣ１７１（矢印、図１３Ａ）は、多種多様のＨＲＳ配列（配列
番号１６－２４および２９）のアミノ酸１１２から約１７１の整列によって示されるよう
に、種にわたって高度に保存されている。図１３Ｂに示すように、Ｃ２Ｓ（Ｃ１６９およ
びＣ１７１のセリン残基への突然変異）およびｄｅｌＣ（Ｃ１６９およびＣ１７１を含む
、最後の３つのアミノ酸の欠失）突然変異体はほとんどモノマーであったが、Ｃ１１７Ｓ
突然変異体はほとんどダイマーであった。野生型ＨＲＳ－ＳＶ１１は、モノマーとダイマ
ーとの間にピークを有し、これらの２つの型の間に非常に動的なスイッチがあることを示
した。図１３Ｃに示すように、Ｃ１６９およびＣ１７１のセリン残基への突然変異（ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓ）またはＣ１６９およびＣ１７１を含む最後の３つのアミノ酸の欠
失（ＨＲＳ－ＳＶ１１＿ｄｅｌＣ）は、ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護機能を無効にして、
これらのＣｙｓの重要な役割を示唆した。＊＊ｐ＜０．０１。
【図１３Ｃ】図１３は、ＨＲＳ－ＳＶ１１のＣ末端におけるシステイン（Ｃｙｓ）残基の
突然変異が保護機能を無効にしたことを示す。図１３Ａは、ＨＲＳ－ＳＶ１１（配列番号
２９）が３つのＣｙｓ残基（Ｃ１１７、Ｃ１６９およびＣ１７１）を含有することを示す
。中でも、Ｃ１１７およびＣ１７１（矢印、図１３Ａ）は、多種多様のＨＲＳ配列（配列
番号１６－２４および２９）のアミノ酸１１２から約１７１の整列によって示されるよう
に、種にわたって高度に保存されている。図１３Ｂに示すように、Ｃ２Ｓ（Ｃ１６９およ
びＣ１７１のセリン残基への突然変異）およびｄｅｌＣ（Ｃ１６９およびＣ１７１を含む
、最後の３つのアミノ酸の欠失）突然変異体はほとんどモノマーであったが、Ｃ１１７Ｓ
突然変異体はほとんどダイマーであった。野生型ＨＲＳ－ＳＶ１１は、モノマーとダイマ
ーとの間にピークを有し、これらの２つの型の間に非常に動的なスイッチがあることを示
した。図１３Ｃに示すように、Ｃ１６９およびＣ１７１のセリン残基への突然変異（ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓ）またはＣ１６９およびＣ１７１を含む最後の３つのアミノ酸の欠
失（ＨＲＳ－ＳＶ１１＿ｄｅｌＣ）は、ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護機能を無効にして、
これらのＣｙｓの重要な役割を示唆した。＊＊ｐ＜０．０１。
【図１４－１】図１４は、ＪＡＫ２、ＪＮＫおよびｐ３８の阻害がＨＲＳ－ＳＶ１１の神
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経保護効果を抑制したことを示す。図１４Ａ～Ｂに示すように、ＰＣ１２細胞におけるＨ
ＲＳ－ＳＶ１１の神経保護効果は、１０μＭのＳＢ２０２１９０によるＪＮＫのおよび１
０μＭのＳＰ６００１２５によるｐ３８の同時阻害によって（図１４Ａ）、ならびに４０
μＭのＡＧ４９０のＪＡＫ２の阻害によって（図１４Ｂ）抑制された。図１４Ｂは、ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１の神経保護効果がＵ７３１２２によるホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の、また
はアルクチゲニンによるＭＫＫの阻害によって抑制されないことも示している。図１４Ｃ
～Ｄは、類似の観察が皮質ニューロンによって行われたことを示す。データは３つの別々
の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１４－２】図１４は、ＪＡＫ２、ＪＮＫおよびｐ３８の阻害がＨＲＳ－ＳＶ１１の神
経保護効果を抑制したことを示す。図１４Ａ～Ｂに示すように、ＰＣ１２細胞におけるＨ
ＲＳ－ＳＶ１１の神経保護効果は、１０μＭのＳＢ２０２１９０によるＪＮＫのおよび１
０μＭのＳＰ６００１２５によるｐ３８の同時阻害によって（図１４Ａ）、ならびに４０
μＭのＡＧ４９０のＪＡＫ２の阻害によって（図１４Ｂ）抑制された。図１４Ｂは、ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１の神経保護効果がＵ７３１２２によるホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の、また
はアルクチゲニンによるＭＫＫの阻害によって抑制されないことも示している。図１４Ｃ
～Ｄは、類似の観察が皮質ニューロンによって行われたことを示す。データは３つの別々
の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１５－１】図１５は、ＨＲＳ－ＳＶ１１がＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に結合し
たが、ＣＣＲ１発現細胞または非形質移入細胞には結合しなかったことを示す。図１５Ａ
～Ｂのように、ＨＲＳ－ＳＶ１１はＨＥＫ２９３Ｔ細胞（図１５Ａ）に結合しなかったが
、ＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に結合した（図１５Ｂ）。図１５Ｃに示すように、Ｃ
ＣＲ－５発現細胞への結合は、Ｍｅｔ－ＲＡＮＴＥＳによる細胞の前処置によって影響さ
れなかった。図１５Ｄは、結合がＣＣＲ５に特異的であったのは、ＣＣＲ１発現細胞で観
察されなかったためであることを示す。対照細胞をＦＩＴＣ－Ｈｉｓ抗体のみでインキュ
ベートした。
【図１５－２】図１５は、ＨＲＳ－ＳＶ１１がＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に結合し
たが、ＣＣＲ１発現細胞または非形質移入細胞には結合しなかったことを示す。図１５Ａ
～Ｂのように、ＨＲＳ－ＳＶ１１はＨＥＫ２９３Ｔ細胞（図１５Ａ）に結合しなかったが
、ＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に結合した（図１５Ｂ）。図１５Ｃに示すように、Ｃ
ＣＲ－５発現細胞への結合は、Ｍｅｔ－ＲＡＮＴＥＳによる細胞の前処置によって影響さ
れなかった。図１５Ｄは、結合がＣＣＲ５に特異的であったのは、ＣＣＲ１発現細胞で観
察されなかったためであることを示す。対照細胞をＦＩＴＣ－Ｈｉｓ抗体のみでインキュ
ベートした。
【図１６Ａ】図１６は、ＨＲＳ－ＳＶ１４スプライスバリアントの同定およびＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１４の神経保護を示す。図１６Ａは、ヒト胎児脳ｃＤＮＡにおけるヒトＨＲＳの新たな
スプライシング変異体の同定を示す（矢印）。図１６Ａ～Ｂに示すように、クローニング
および配列決定により、本ＨＲＳスプライシング変異体が野生型ＨＲＳ転写物（配列番号
２４－２８は、図１６Ｂの上部から下部への順序である）中のエクソン４からエクソン１
０までのスキッピングから生じることが明らかにされた。タンパク質レベルでは、ＨＲＳ
－ＳＶ１４タンパク質は、ＷＨＥＰドメイン、アンチコドン結合ドメイン、およびアミノ
アシル化ドメインの第１モチーフを含有することが予測された（図１６Ｃを参照）。図１
６Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１４が２４時間前処置されたときに、６－ＯＨＤＡ誘発ニューロン
死からＰＣ１２細胞を保護したこと；および効果がＨＲＳ－ＳＶ１１と同程度であったこ
とを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５。
【図１６Ｂ】図１６は、ＨＲＳ－ＳＶ１４スプライスバリアントの同定およびＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１４の神経保護を示す。図１６Ａは、ヒト胎児脳ｃＤＮＡにおけるヒトＨＲＳの新たな
スプライシング変異体の同定を示す（矢印）。図１６Ａ～Ｂに示すように、クローニング
および配列決定により、本ＨＲＳスプライシング変異体が野生型ＨＲＳ転写物（配列番号
２４－２８は、図１６Ｂの上部から下部への順序である）中のエクソン４からエクソン１
０までのスキッピングから生じることが明らかにされた。タンパク質レベルでは、ＨＲＳ
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－ＳＶ１４タンパク質は、ＷＨＥＰドメイン、アンチコドン結合ドメイン、およびアミノ
アシル化ドメインの第１モチーフを含有することが予測された（図１６Ｃを参照）。図１
６Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１４が２４時間前処置されたときに、６－ＯＨＤＡ誘発ニューロン
死からＰＣ１２細胞を保護したこと；および効果がＨＲＳ－ＳＶ１１と同程度であったこ
とを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５。
【図１６Ｃ】図１６は、ＨＲＳ－ＳＶ１４スプライスバリアントの同定およびＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１４の神経保護を示す。図１６Ａは、ヒト胎児脳ｃＤＮＡにおけるヒトＨＲＳの新たな
スプライシング変異体の同定を示す（矢印）。図１６Ａ～Ｂに示すように、クローニング
および配列決定により、本ＨＲＳスプライシング変異体が野生型ＨＲＳ転写物（配列番号
２４－２８は、図１６Ｂの上部から下部への順序である）中のエクソン４からエクソン１
０までのスキッピングから生じることが明らかにされた。タンパク質レベルでは、ＨＲＳ
－ＳＶ１４タンパク質は、ＷＨＥＰドメイン、アンチコドン結合ドメイン、およびアミノ
アシル化ドメインの第１モチーフを含有することが予測された（図１６Ｃを参照）。図１
６Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１４が２４時間前処置されたときに、６－ＯＨＤＡ誘発ニューロン
死からＰＣ１２細胞を保護したこと；および効果がＨＲＳ－ＳＶ１１と同程度であったこ
とを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５。
【図１６Ｄ】図１６は、ＨＲＳ－ＳＶ１４スプライスバリアントの同定およびＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１４の神経保護を示す。図１６Ａは、ヒト胎児脳ｃＤＮＡにおけるヒトＨＲＳの新たな
スプライシング変異体の同定を示す（矢印）。図１６Ａ～Ｂに示すように、クローニング
および配列決定により、本ＨＲＳスプライシング変異体が野生型ＨＲＳ転写物（配列番号
２４－２８は、図１６Ｂの上部から下部への順序である）中のエクソン４からエクソン１
０までのスキッピングから生じることが明らかにされた。タンパク質レベルでは、ＨＲＳ
－ＳＶ１４タンパク質は、ＷＨＥＰドメイン、アンチコドン結合ドメイン、およびアミノ
アシル化ドメインの第１モチーフを含有することが予測された（図１６Ｃを参照）。図１
６Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１４が２４時間前処置されたときに、６－ＯＨＤＡ誘発ニューロン
死からＰＣ１２細胞を保護したこと；および効果がＨＲＳ－ＳＶ１１と同程度であったこ
とを示す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０５。
【図１７】図１７は、異なる組織および株化細胞におけるＨＲＳ－ＳＶ１１およびＳＶ１
４転写物の検出を示す。本図は、ヒト成人脳、胎児脳、肺、骨格筋組織ならびにＩＭＲ３
２細胞、ジャーカット細胞およびＴＨＰ－１細胞のｃＤＮＡからのＨＡＲＳのエクソン２
およびエクソン１２にフランキングするＰＣＲ生成物の電気泳動を示す。ＨＲＳ－ＳＶ１
１は、水平矢印によって指摘されるように、胎児脳を除いて、すべての試料に存在した。
ＨＲＳ－ＳＶ１４は、斜め矢印に指摘されるように、ヒト胎児脳、肺、骨格筋、ジャーカ
ット細胞およびＴＨＰ－１細胞にて検出された。
【図１８】図１８は、ＨＲＳ－ＳＶ１１組換えタンパク質の保護効果が非タンパク質汚染
物質からでなかったことを示す。図１８Ａは、プロテイナーゼＫ消化を伴うまたは伴わな
い組換えＨＲＳ－ＳＶ１１タンパク質調製物のクマシーブルー染色を示す；プロテイナー
ゼＫ処置ＨＲＳ－ＳＶ１１調製物では、未処置ＨＲＳ－ＳＶ１１調製物と比較して、可視
性のタンパク質バンドは検出されなかった（矢印は、ＨＲＳ－ＳＶ１１組換えタンパク質
を示す）。図１８Ｂ～Ｃに示すように、プロテイナーゼＫ消化ＨＲＳ－ＳＶ１１による皮
質ニューロン（図１８Ｂ）およびＰＣ１２細胞（図１８Ｃ）の前処置は、６－ＯＨＤＡに
対するその保護効果を無効にした。ｔＢＨＱは正の対照として作用した。ＮＳは、有意で
ないことを表す。データは３つの別々の実験からの平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０
５、＊＊ｐ＜０．０１。
【図１９】図１９は、ＳＶ９がＣＣＬ５に対する単球（ＴＨＰ－１細胞）の移動を阻害す
ることを示す。
【図２０】図２０は、ＳＶ９がＣＣＬ－２３に対するＴＨＰ－１細胞のＣＣＲ１－媒介移
動を阻害することを示す。
【図２１】図２１は、ＳＶ９によるマクロファージＴＬＲの活性化を示す。ＬＰＳは正の
対照である。
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【図２２】図２２Ａおよび２２Ｂは、ＳＶ９がＴＬＲ２（２２Ａ）およびＴＬＲ４（２２
Ｂ）の両方を活性化するが、ＴＬＲ４を優先的に活性化することを示す。
【図２３】図２３は、ＳＶ９が単球（ＴＨＰ－１）におけるＭＩＰ－１α分泌を刺激する
ことを示す。
【発明を実施するための形態】
【００５７】
　発明の詳細な説明
　本発明の実施は、特異的に反対に指摘されない限り、当業者の技能範囲内の分子生物学
および組換えＤＮＡ技法の従来方法を用い、その多くは例証の目的で以下に記載されてい
る。このような技法は、文献で十分に説明されている。たとえばＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｎｄ
　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８９）；Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８２）；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｖｏｌ．Ｉ　＆　ＩＩ（Ｄ．Ｇｌｏｖｅ
ｒ，ｅｄ．）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｎ．Ｇａｉｔ，
ｅｄ．，１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈ
ａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，１９８５）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄ
ｓ．，１９８４）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，
ｅｄ．，１９８６）；Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，ｅｄ．，１９８４）を参照。
【００５８】
　本明細書で引用されたすべての刊行物、特許および特許出願は、その全体が参照により
本明細書に組み入れられている。
【００５９】
　定義
　別途定義されない限り、本明細書で使用されるすべての技術および科学用語は、本発明
が属する当業者によって普通に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載する方
法と類似したまたは同等であるいずれの方法および材料も本発明の実施または試験で使用
することができるが、好ましい方法および材料が記載される。本発明の目的のために、以
下の用語が下で定義される。
【００６０】
　本明細書および添付請求項で使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ
」は状況が別途明らかに指示しない限り、複数形への参照を包含する。１例として、「要
素」は、１つの要素または１つを超える要素を意味する。
【００６１】
　「約」とは、参照数量、レベル、値、数、頻度、パーセンテージ、寸法、サイズ、量、
重量または長さまで３０、２５、２０、２５、１０、９、８、７、６、５、４、３、２ま
たは１％だけ変動する数量、レベル、値、数、頻度、パーセンテージ、寸法、サイズ、量
、重量または長さを意味する。
【００６２】
　「アゴニスト」は、ＨＲＳの非カノニカル生物学的活性を強化または模倣する分子を指
す。アゴニストは、ＨＲＳもしくはその結合パートナーと直接相互作用すること、または
ＨＲＳが関わる生物経路の構成要素に作用することのどちらかによって、ＨＲＳの活性を
調節するタンパク質、核酸、炭水化物、小型分子、またはその他の化合物もしくは組成物
を包含し得る。部分アゴニストおよび完全アゴニストが包含される。
【００６３】
　「アンタゴニスト」という用語は、ＨＲＳの非カノニカル生物学的活性を阻害または減
弱する分子を指す。アンタゴニストは、ＨＲＳもしくはその結合パートナーと直接相互作
用すること、またはＨＲＳが関わる生物経路の構成要素に作用することのどちらかによっ
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て、ＨＲＳまたはその結合パートナーの活性を調節するタンパク質、たとえば抗体、核酸
、炭水化物、小型分子、またはその他の化合物もしくは組成物を包含し得る。部分アンタ
ゴニストおよび完全アンタゴニストが包含される。
【００６４】
　「コード配列」とは、遺伝子のポリペプチド生成物のコードに寄与するいずれの核酸配
列も意味する。対照的に、「非コード配列」という用語は、遺伝子のポリペプチド生成物
のコードに寄与しないいずれの核酸配列も指す。
【００６５】
　本明細書を通じて、状況が別途要求しない限り、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、「含
む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、および「含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語
は、述べられたステップもしくは要素またはステップもしくは要素の群を包含するが、そ
の他のステップもしくは要素またはステップもしくは要素の群を除外しないことを含意す
ることが理解されるであろう。
【００６６】
　「からなる」とは、「からなる」という句に続くものをすべて含むことと、続くものす
べてに限定されることを意味する。それゆえ「からなる」という句は、挙げられた要素が
要求されるまたは必須であることと、他の要素が存在し得ないこととを指摘する。「から
本質的に成る」は、句の後に挙げられ、挙げられた要素の開示に規定された活性もしくは
作用を妨害しない、またはその活性もしくは作用に寄与しない他の要素に限定されるいず
れの要素も含むことを意味する。それゆえ、「から本質的に成る」という句は、挙げられ
た要素が要求されるまたは必須であるが、その他の要素が任意であり、その他の要素が、
挙げられた要素の活性または作用に大いに影響するか否かに応じて、存在し得るもしくは
存在し得ないことを指摘する。
【００６７】
　本明細書で使用する場合、「機能」および「機能性」などの用語は、生物機能、酵素機
能、または治療機能を指す。
【００６８】
　「遺伝子」は、染色体上の特異的遺伝子座を占有し、転写および／または翻訳調節配列
および／またはコード領域および／または非翻訳配列（すなわちイントロン、５’および
３’非翻訳配列）からなる、遺伝の単位を意味する。
【００６９】
　「相同性」は、同一であるまたは保存的置換を構成するアミノ酸のパーセンテージ数を
指す。相同性は、参照により本明細書に組み入れられている、ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒａｕｘ
ら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２，３８７－３９５
）などの配列比較プログラムを使用して決定され得る。このようにして、類似のまたは実
質的に異なる長さの配列は本明細書で引用する配列に対して、整列へのギャップの挿入に
よって比較することができ、このようなギャップはたとえばＧＡＰにより使用される比較
アルゴリズムによって決定される。
【００７０】
　「宿主細胞」という用語は、本発明のいずれの組換えベクター（複数可）または単離ポ
リヌクレオチドのレシピエントであることができる、またはレシピエントであった個別の
細胞または細胞培養物を包含する。宿主細胞は、単一の宿主細胞の子孫を包含し、子孫は
、天然の、偶発的な、または故意の突然変異および／または変化のために、元の親細胞と
（形態がまたは全ＤＮＡ相補体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）が）必ずしも完全に同一であり
得ない。宿主細胞は、本発明の組換えベクターまたはポリヌクレオチドによりインビボま
たはインビトロで形質移入または感染された細胞を包含する。本発明の組換えベクターを
含む宿主細胞は、組換え宿主細胞である。
【００７１】
　「単離された」とは、材料であって、その未変性状態でその材料に正常には付随する構
成要素から実質的にまたは本質的に遊離された材料を意味する。たとえば、「単離ポリヌ
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クレオチド」は本明細書で使用する場合、ポリヌクレオチドであって、その天然型状態で
それにフランキングする配列から精製されたポリヌクレオチド、たとえばＤＮＡフラグメ
ントであって、そのフラグメントに正常には隣接した配列から除去されたＤＮＡフラグメ
ントを包含する。代わりに「単離ペプチド」または「単離ポリペプチド」などは、本明細
書で使用する場合、その天然細胞環境からの、および細胞の他の構成要素との会合からの
、ペプチドまたはポリペプチド分子のインビトロ単離および／または精製を包含する；す
なわちこれはインビボ物質とは著しく関係していない。
【００７２】
　「ｍＲＮＡ」という用語またはときには「ｍＲＮＡ転写物」による参照は、本明細書で
使用する場合、これに限定されるわけではないが、プレｍＲＮＡ転写物（複数可）、転写
物プロセシング中間体、翻訳の準備が整った成熟ｍＲＮＡ（複数可）および遺伝子の転写
物（複数可）、またはｍＲＮＡ転写物（複数可）から誘導された核酸を包含する。転写物
プロセシングは、スプライシング、エディティングおよび分解を包含し得る。本明細書で
使用する場合、ｍＲＮＡ転写物から誘導された核酸は、ｍＲＮＡ転写物またはそのサブ配
列が、その合成のためにテンプレートとして最終的に役割を果たした核酸を指す。ｍＲＮ
Ａから逆転写されたｃＤＮＡ、そのｃＤＮＡから転写されたＲＮＡ、ｃＤＮＡから増幅さ
れたＤＮＡ、増幅されたＤＮＡから転写されたＲＮＡなどは、すべてｍＲＮＡ転写物から
誘導され、このように誘導された生成物の検出は、試料中の元の転写物の存在および／ま
たは存在量を指し示している。それゆえｍＲＮＡから誘導された試料は、これに限定され
るわけではないが、遺伝子（複数可）のｍＲＮＡ転写物、ｍＲＮＡから逆転写されたｃＤ
ＮＡ、ｃＤＮＡから転写されたｃＲＮＡ、遺伝子から増幅されたＤＮＡ、増幅されたＤＮ
Ａから転写されたＲＮＡなどを包含する。
【００７３】
　「非カノニカル」活性は、本明細書で使用する場合、概して、アミノアシル化以外であ
る、さらに特異的にはその同族アミノ酸の同族ｔＲＮＡ分子への付加以外である、本発明
のＨＲＳポリペプチドによって所有される活性を指す。非カノニカル活性の非制限的な例
は、ＲＮＡ結合、アミノ酸結合、細胞増殖の調節、細胞移動の調節、細胞分化（たとえば
造血）の調節、アポトーシスまたは他の形の細胞死の調節、細胞シグナル伝達の調節、血
管新生の調節、細胞結合の調節、細胞代謝の調節、サイトカイン産生または活性の調節、
サイトカイン受容体活性の調節、炎症の調節などを包含する。
【００７４】
　「調節すること」という用語は、通例、対照と比較して統計的に有意なまたは生理学的
に有意な量で、「上昇させること」または「刺激すること」ならびに「低下させること」
または「低減すること」を含む。「上昇した」または「増強した」量は通例、「統計的に
有意な」量であり、非組成物（薬剤または化合物が非存在）または対照組成物によって産
生された量の１．１倍、１．２倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、
１０倍、１５倍、２０倍、３０倍以上（たとえば５００倍、１０００倍）（その間のおよ
び１を超えるすべての整数および少数点を含む、たとえば１．５、１．６、１．７、１．
８など）である上昇を包含し得る。「低下した」または「低減した」量は通例、「統計的
に有意な」量であり、非組成物（薬剤または化合物が非存在）または対照組成物によって
産生された量の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１
％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２５
％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、９５％、または１００％の低下を含み得て、その間のすべ
ての整数を包含する。「統計的に有意な」量の他の例は本明細書に記載されている。
【００７５】
　「から得る」とは、試料、たとえばポリヌクレオチド抽出物またはポリペプチド抽出物
が被験体の特定の供給源から単離されるまたは被験体の特定の供給源から誘導されること
を意味する。たとえば抽出物は、被験体から直接単離された組織または体液から得ること
ができる。「誘導される」または「から得る」は、ポリペプチドまたはポリヌクレオチド
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配列の供給源も指すことができる。例として、本発明のＨＲＳ配列は、天然にまたは人工
的に発生したかにかかわらず、ＨＲＳタンパク質分解フラグメントもしくはＨＲＳスプラ
イスバリアント、またはその部分の配列情報から「誘導され」得て、それゆえその配列を
含み得る、その配列から本質的に成り得る、またはその配列からなり得る。
【００７６】
　「配列同一性」という、またはたとえば「に５０％同一の配列」を含む列挙は、本明細
書で使用する場合、比較ウィンドウにわたってヌクレオチドごとのベースでまたはアミノ
酸ごとのベースで同一である程度を指す。それゆえ、「配列同一性のパーセンテージ」は
、比較ウィンドウにわたって２つの最適に整列された配列を比較することと、両方の配列
中の同一の核酸塩基（たとえばＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｉ）または同一のアミノ酸残基（たとえ
ばＡｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ
、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、ＣｙｓおよびＭ
ｅｔ）が現れる位置の数を決定して、適合した位置の数を産することと、適合した位置の
数を比較ウィンドウ中の位置の総数（すなわちウィンドウサイズ）で割ることと、結果に
１００を掛けて配列同一性のパーセンテージを産することとによって計算され得る。
【００７７】
　「スプライス部位」は、本明細書で使用する場合、第１のエクソンの３’端が第２のエ
クソンの５’端と接合する、成熟ｍＲＮＡ転写物中の領域またはエンコードされたポリペ
プチドを包含する。領域のサイズは変動し得て、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、
４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００ま
たはそれ以上（その間のすべての整数を含む）のヌクレオチドまたはアミノ酸残基を、１
つのエクソンの３’端が別のエクソンの５’端を接合するまさにその残基の両側に包含し
得る。「エクソン」は、前駆体ＲＮＡ（イントロン）の部分がシス－スプライシングによ
って除去された後、または２つ以上の前駆体ＲＮＡ分子がトランス－スプライシングによ
ってライゲーションされた後のどちらかに、ＲＮＡ分子の成熟型で表現される核酸配列を
指す。成熟ＲＮＡ分子は、メッセンジャーＲＮＡまたは非コードＲＮＡ、たとえばｒＲＮ
ＡもしくはｔＲＮＡの機能型であることができる。状況に応じて、エクソンはＤＮＡまた
はそのＲＮＡ転写物中の配列を指すことができる。「イントロン」は、タンパク質に翻訳
されない、遺伝子内の非コード核酸領域を指す。非コードイントロン区間は前駆体ｍＲＮ
Ａ（プレ－ｍＲＮＡ）およびいくつかの他のＲＮＡ（長い非コードＲＮＡなど）に転写さ
れ、続いて成熟ＲＮＡへのプロセシングの間にスプライシングによって除去される。
【００７８】
　「スプライスバリアント」は、ＲＮＡ（１次遺伝子転写物またはプレｍＲＮＡ）のエク
ソンがＲＮＡスプライシングの間に複数のやり方で再結合されるプロセスである、選択的
スプライシングによって産生される、成熟ｍＲＮＡおよびそのエンコードされたタンパク
質を指す。得られた異なるｍＲＮＡは異なるタンパク質アイソフォームに翻訳され得て、
単一の遺伝子に複数のタンパク質をコードさせる。
【００７９】
　「被験体」とは、本明細書で使用する場合、本発明のＨＲＳポリヌクレオチドまたはポ
リペプチドによって処置または診断することができる症状を呈する、または症状を呈する
リスクに瀕している、いずれの動物も包含する。好適な被験体（患者）は、実験動物（マ
ウス、ラット、ウサギ、またはモルモットなど）、農場動物、および家畜またはペット（
ネコまたはイヌなど）を包含する。非ヒト霊長類、および好ましくはヒト患者が包含され
る。
【００８０】
　「処置」または「処置すること」は、本明細書で使用する場合、本明細書に記載するよ
うな、ＨＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチドの非カノニカル活性によって及ぼすこ
とができる、疾患または状態の症状または病状に対するいずれの所望の効果も含み、処置
されている疾患または状態の１つ以上の測定可能なマーカーの最小限の変化または改善さ
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え包含し得る。本明細書に記載するＨＲＳ配列が処置の臨床マーカーを提供する非ＨＲＳ
療法に関する処置も包含される。「処置」または「処置すること」は、疾患もしくは状態
、またはその関係する症状の完全な根絶または治癒を必ずしも指摘するものではない。本
処置を受ける被験体は、それを必要とするいずれの被験体でもある。臨床改善の例示的な
マーカーは、当業者に明らかになるであろう。
【００８１】
　「ベクター」または「核酸構築物」とは、ポリヌクレオチドを中に挿入またはクローニ
ングすることができるたとえばプラスミド、バクテリオファージ、酵母またはウイルスか
ら誘導された、ポリヌクレオチド分子、好ましくはＤＮＡ分子を意味する。ベクターは、
好ましくは１つ以上の固有の制限部位を含有し、標的細胞もしくは組織またはその前駆細
胞もしくは組織を含む定義された宿主細胞での自律増幅が可能であるか、またはクローン
配列が再現できるように、定義された宿主のゲノムを組み込むことができる。したがって
ベクターは自律複製ベクター、すなわち染色体外実体として存在し、その複製が染色体複
製に非依存性であるベクター、たとえば直鎖もしくは閉環状プラスミド、染色体外要素、
ミニ染色体、または人工染色体であることができる。ベクターは、確実に自己複製するた
めのいずれの手段も含むことができる。代わりに、ベクターは、宿主細胞中に導入される
ときにゲノム中に組み込まれて、ベクターが組み込まれた染色体（複数可）と共に複製さ
れるベクターであることができる。
【００８２】
　「野生型」および「天然型」という用語は互換的に使用され、遺伝子または遺伝子産物
であって、天然源から単離されたときにその遺伝子または遺伝子産物の特徴を有する遺伝
子または遺伝子産物を指す。野生型遺伝子または遺伝子産物（たとえばポリペプチド）は
、集団において最も頻繁に観察されるものであり、それゆえ遺伝子の「正常」または野生
」型は自由裁量で設計される。
【００８３】
　ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド
　上記のように、本発明の１態様によれば、治療的に関連性の非カノニカル活性を有する
ＨＲＳ「スプライスバリアント」ポリペプチド、ならびにそれを含む組成物が提供される
。
【００８４】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、本明細書では
互換的に使用され、アミノ酸残基のポリマーならびにその変異体および合成類似体を指す
。それゆえこれらの用語は、１つ以上のアミノ酸残基が合成非天然型アミノ酸、たとえば
対応する天然型アミノ酸の化学類似体であるアミノ酸ポリマーに、ならびに天然型アミノ
酸ポリマーに適用される。
【００８５】
　ポリペプチドは特異的長さに限定されないが、本発明の状況において、通例、全長タン
パク質のフラグメントを表現し、翻訳後修飾、たとえばグリコシル化、アセチル化、ホス
ホリル化など、ならびに天然型および非天然型の両方の、当分野で公知の他の修飾を包含
し得る。本発明のポリペプチドおよびタンパク質は、多種多様の周知の組換えおよび／ま
たは合成技法のいずれも使用して調製され得て、この例証的な例は下でさらに議論される
。
【００８６】
　「ポリペプチド変異体」という列挙は、参照ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド
（たとえば配列番号６、９、１１）から、少なくとも１つのアミノ酸残基の付加、欠失、
および／または置換により区別され、通例、参照ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチ
ドの非カノニカル活性を保持する、ポリペプチドを指す。ある実施形態において、ポリペ
プチド変異体は、参照ポリペプチドから１つ以上の置換によって区別され、置換は本明細
書に記載され、当分野で公知であるように、保存的または非保存的であり得る。ある実施
形態において、ポリペプチド変異体は保存的置換を含み、この点で、当分野ではポリペプ
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チドの活性の本質を変化させることなく、いくつかのアミノ酸が幅広く類似した特性を有
する他のアミノ酸に変更され得ることが十分に理解されている。
【００８７】
　ある実施形態において、ポリペプチド変異体は、本明細書に記載するように、ＨＲＳ参
照ポリペプチドの対応する配列に対して少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％　９５％、
９６％、９７％、９８％のまたはそれ以上の配列同一性または類似性を有するアミノ酸配
列を包含し、参照のポリペプチドの非カノニカル活性を保持する。参照ＨＲＳ配列とは１
の、２の、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０
、１２０、１３０、１４０、１５０のまたはそれ以上のアミノ酸の付加、欠失、または置
換によって異なるが、参照ＨＲＳポリペプチドの特性を保持する配列も包含される。他の
実施形態において、変異体ポリペプチドは、対応するＨＲＳ参照配列とは少なくとも１％
の、しかし２０％未満の、１５％未満の、１０％未満のまたは５％未満の残基が異なる。
（本比較が整列を必要とする場合、配列は最大類似性のために整列させるべきである。欠
失もしくは挿入、またはミスマッチからの「ループ」アウト配列は差異と見なされる）。
差異は好適には、非必須残基または保存的置換における差異または変化である。
【００８８】
　ＨＲＳ参照ポリペプチドの生物学的活性「フラグメント」も包含される。代表的な生物
学的活性フラグメントは概して相互作用、たとえば分子内または分子間相互作用に関わっ
ている。分子間相互作用は、特異的結合相互作用または酵素相互作用であることができる
。分子間相互作用は、ＨＲＳポリペプチドと細胞結合パートナー、たとえばＨＲＳポリペ
プチドの非カノニカル活性に関わる細胞受容体または他の宿主分子との間であることがで
きる。
【００８９】
　通例、生物学的活性フラグメントは、ＨＲＳ参照ポリペプチドの少なくとも１つの活性
を有するドメインまたはモチーフを含み、各種の活性ドメインの１つ以上（いくつかの場
合において、すべて）を包含し得て、非カノニカル活性を有するフラグメントを包含し得
る。いくつかの場合において、ＨＲＳポリペプチドの生物学的活性フラグメントは、特定
の切断フラグメントに固有である生物学的活性を有し、全長ＨＲＳポリペプチドはその活
性を有し得ないようになっている。ある場合において、生物学的活性は、生物学的活性Ｈ
ＲＳポリペプチドフラグメントを全長ＨＲＳポリペプチド配列から分離することによって
、または全長ＨＲＳ野生型ポリペプチド配列のある残基を改変して生物学的活性ドメイン
をアンマスクすることによって、明らかにされ得る。
【００９０】
　たとえば、例証的な１実施形態において、ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドは
、少なくともＨＲＳのＷＨＥＰドメイン、またはその活性フラグメントもしくは活性変異
体を含むＨＲＳフラグメントである。別の例証的な実施形態において、ポリペプチドは、
少なくともＨＲＳのアンチコドン結合ドメイン、またはその活性フラグメントもしくは活
性変異体を含むＨＲＳフラグメントである。また別の例証的な実施形態において、ポリペ
プチドは、少なくともＷＨＥＰドメインおよびＨＲＳのアンチコドン結合ドメインを含む
ＨＲＳフラグメントである。なお別の例証的な実施形態において、ポリペプチドは、アミ
ノアシル化ドメインを欠失して、アミノアシル化活性が実質的にないＨＲＳフラグメント
である。
【００９１】
　さらに特定の実施形態において、ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドは、配列番
号６、９または１１で示す配列を含むポリペプチドである。別の実施形態において、ＨＲ
Ｓスプライスバリアントポリペプチドは、配列番号６、９または１１の活性フラグメント
（すなわち配列番号６、９または１１によって呈される少なくとも１つの非カノニカル活
性を実質的に保持する配列番号６、９または１１のフラグメント）を含むポリペプチドで
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ある。たとえば、このようなフラグメントは、配列番号６、９または１１の少なくとも約
５、１０、１５、２０、２５、もしくは５０、またはそれ以上の隣接アミノ酸残基、なら
びにすべての中間長を含み得る。中間長は、その間のすべての整数、たとえば６、７、８
など、５１、５２、５３などを含むことを目的としている。加えて、このようなフラグメ
ントは、配列番号９の少なくとも約５、１０、１５、２０、２５、５０、７５、１００、
１２５、もしくは１５０、またはそれ以上の隣接アミノ酸残基、ならびにすべての中間長
を含み得る。
【００９２】
　ＨＲＳ参照ポリペプチドの生物学的活性フラグメントは、配列番号６、９、または１１
で示すアミノ酸配列の、たとえば１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１
８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５
、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００
、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０またはそれ以上の隣接また
は非隣接アミノ酸（その間のすべての整数を含む）であるポリペプチドフラグメントであ
ることができる。ある実施形態において、いずれのＨＲＳ参照ポリペプチドのＣ末端また
はＮ末端領域も、切断ＨＲＳポリペプチドが参照ＨＲＳスプライスバリアントポリペプチ
ドの非カノニカル活性を保持する限り、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、
１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０またはそれ以上のア
ミノ酸（その間のすべての整数および範囲を含む）（たとえば１０１、１０２、１０３、
１０４、１０５）が切断され得る。好適には、生物学的活性フラグメントは、それが誘導
された生物学的活性（すなわち非カノニカル活性）ＨＲＳ参照ポリペプチドの活性の約１
％、１０％、２５％、または５０％以上を有する。
【００９３】
　他の例証的な実施形態において、配列番号６、９または１１のＨＲＳフラグメントは、
サイズが約２０－３０、２０－４０、２０－５０、２０－６０、２０－７０、２０－８０
、２０－９０、２０－１００、２０－１２５、２０－１５０または２０－１７５のアミノ
酸長に及び得る。他の実施形態において、フラグメントはサイズが約３０－４０、３０－
５０、３０－６０、３０－７０、３０－８０、３０－９０、３０－１００、３０－１２５
、３０－１５０または３０－１７５アミノ酸長に及ぶであろう。他の実施形態において、
フラグメントはサイズが約４０－５０、４０－６０、４０－７０、４０－８０、４０－９
０、４０－１００、４０－１２５、４０－１５０または４０－１７５アミノ酸長に及ぶで
あろう。なお他の例証的な実施形態において、フラグメントはサイズが約５０－６０、５
０－７０、５０－８０、５０－９０、５０－１００、５０－１２５、５０－１５０または
５０－１７５アミノ酸長に及ぶであろう。
【００９４】
　なお他の実施形態において、本発明はＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドの活性
変異体（たとえば配列番号６、９または１１）を提供し、前記変異体は、配列番号６、９
または１１によって呈される少なくとも１つの非カノニカル活性を実質的に保持する。配
列番号６、９または１１で示す配列のある例証的な変異体は、配列番号６、９または１１
に対して少なくとも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性（下記のように決
定された）をその長さに沿って有する変異体を包含する。
【００９５】
　変異体は、配列番号６、９または１１とは１つ以上の置換、欠失、付加および／または
挿入で異なり得る。このような変異体は、天然型であり得るか、またはたとえば配列番号
６、９または１１（または配列番号６、９、または１１をコードするポリヌクレオチド）
を修飾して、当分野で周知のいくつかの技法のいずれかを使用して本明細書に記載するよ
うなその生物学的活性を評価することによって、合成により発生され得る。
【００９６】
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　ある実施形態において、変異体は保存的置換を含有するであろう。「保存的置換」は、
ペプチド化学の当業者が実質的に変化しないポリペプチドの２次構造およびハイドロパシ
ー性質を予想するように、アミノ酸が類似の特性を有する別のアミノ酸で置換されること
である。修飾は、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの構造に行われ得て、所
望の特徴を有する変異体または誘導体ポリペプチドをエンコードする機能性分子をなお取
得し得る。本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドの等価物、または改良され
た変異体さえも生成するためにポリペプチドのアミノ酸配列を改変することが望ましいと
き、当業者はたとえば、表１によるコードＤＮＡ配列のコドンの１つ以上を変化させるこ
とができる。
【００９７】
　あるアミノ酸は、たとえば抗体の抗原結合領域または基質分子上の結合部位などの構造
との相互作用的な結合能力を認識できるほど消失することなく、タンパク質構造中の他の
アミノ酸で置換され得る。タンパク質の生物機能活性を概して定義するのが、タンパク質
の相互作用的能力および性質であるため、あるアミノ酸配列置換はタンパク質配列、およ
びもちろんその根底にあるＤＮＡコード配列の中で行われ、それにもかかわらず同様の特
性を有するタンパク質を取得することができる。それゆえ、開示された組成物のポリペプ
チド配列、または前記ポリペプチドをエンコードする相当するＤＮＡ配列の中で各種の変
化が、その望ましい有用性または活性を認識できるほど消失することなく、行われ得るこ
とが考慮される。
【００９８】
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【表１】

　このような変化を行う際に、アミノ酸のハイドロパシー指数も検討され得る。タンパク
質に相互作用性生物機能を付与する際のアミノ酸のハイドロパシー指数の重要性は、当分
野で概して理解されている（参照により本明細書に組み入れられている、Ｋｙｔｅ　ａｎ
ｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９８２）。たとえば、アミノ酸の相対的なハイドロパシー特
質は結果として生じるタンパク質の２次構造に寄与し、これが今度はタンパク質と他の分
子、たとえば酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などとの相互作用を定義すること
が公知である。各アミノ酸は、疎水性および電荷特徴に基づいたハイドロパシー指数を割
り当てられている（Ｋｙｔｅ　ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８２）。これらの値は
：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルア
ラニン（＋２．８）；システイン／システイン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；
アラニン（＋１．８）；グリシン（０．４）；トレオニン（０．７）；セリン（０．８）
；トリプトファン（０．９）；チロシン（１．３）；プロリン（１．６）；ヒスチジン（
３．２）；グルタメート（３．５）；グルタミン（３．５）；アスパルテート（３．５）
；アスパラギン（３．５）；リジン（３．９）；およびアルギニン（４．５）である。
【００９９】
　あるアミノ酸は、類似のハイドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸によっ
て置換され、類似の生物学的活性を有するタンパク質をなお生じ得る、すなわち生物機能
性が同等のタンパク質をなお取得し得ることが当分野で公知である。このような変化を行
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うに際して、ハイドロパシー指数が±２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±１以内
のアミノ酸が特に好ましく、±０．５以内のアミノ酸がまたさらに詳細には好ましい。
【０１００】
　同様のアミノ酸の置換が親水性に基づいて有効に行えることも、当分野で理解される。
米国特許第４，５５４，１０１号に詳説されているように、以下の親水性値がアミノ酸残
基に割り当てられている：アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパルテー
ト（＋３．０　１）；グルタメート（＋３．０　１）；セリン（＋０．３）；アスパラギ
ン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；トレオニン（－０．４）；
プロリン（－０．５　１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイ
ン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）
；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．５）；
トリプトファン（－３．４）。アミノ酸が類似の親水性値を有する別のアミノ酸と置換さ
れて、生物的に同等のタンパク質をなお取得できることが理解される。このような変化に
おいて、親水性値が±２以内であるアミノ酸の置換が好ましく、±１以内のアミノ酸が特
に好ましく、±０．５以内のアミノ酸がまたさらに詳細には好ましい。
【０１０１】
　上で概説したように、アミノ酸置換は、アミノ酸側鎖置換基の相対的類似性、たとえば
その疎水性、親水性、電荷、サイズなどに基づき得る。各種の上述の特徴を考慮する例示
的な置換は、当業者に周知であり：アルギニンおよびリジン；グルタメートおよびアスパ
ルテート；セリンおよびトレオニン；グルタミンおよびアスパラギン；ならびにバリン、
ロイシンおよびイソロイシンを包含する。
【０１０２】
　アミノ酸置換はさらに、極性、電荷、溶解度、疎水性、親水性および／または残基の両
親媒性性質の類似性に基づいて行われ得る。たとえば負に荷電したアミノ酸はアスパラギ
ン酸およびグルタミン酸を包含し；正に荷電したアミノ酸はリジンおよびアルギニンを包
含し；ならびに類似の親水性値を有する非荷電極性頭基を有するアミノ酸はロイシン、イ
ソロイシンおよびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグルタミン；な
らびにセリン、トレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンを包含する。保存的変化を
表現し得るアミノ酸の他の群は：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇｌ
ｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ；（３）ｖａｌ、
ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉｓ；および（５
）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓを包含する。変異体は、非保存的変化をさらに、また
は代わりに含有し得る。好ましい実施形態において、変異体ポリペプチドは未変性配列と
は、５またはそれ以下のアミノ酸の置換、欠失または付加で異なる。変異体は、ポリペプ
チドの２次構造およびヒドロパシー特性に最小限の影響を有するアミノ酸のたとえば欠失
または付加によって、さらに（または代わりに）修飾され得る。
【０１０３】
　ポリペプチドは、翻訳と同時にまたは翻訳後修飾にタンパク質の移行を方向付ける、シ
グナル（またはリーダー）配列をタンパク質のＮ－末端に含み得る。ポリペプチドはまた
、ポリペプチド（たとえばｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）の合成、精製もしくは同定を容易にするた
めに、またはポリペプチドの固体支持体への結合を増強するために、リンカーまたは他の
配列にコンジュゲートされ得る。たとえばポリペプチドは、免疫グロブリンＦｃ領域にコ
ンジュゲートされ得る。
【０１０４】
　２つの配列におけるアミノ酸の配列が、下記のように、最大一致となるように整列され
たときに同じである場合、ポリペプチド配列を比較するときに２つの配列は「同一」であ
ると言われる。２つの配列間の比較は通例、配列類似性の局所領域を同定および比較する
ために、比較ウィンドウにわたる配列を比較することによって実行される。「比較ウィン
ドウ」は本明細書で使用する場合、配列が同じ数の近接位置の参照配列と、２つの配列が
最適に整列された後に比較され得る、少なくとも約２０、通常、３０～約７５、４０～約
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５０の近接位置のセグメントを指す。
【０１０５】
　比較のための配列の最適整列は、たとえばバイオインフォマティクスソフトウェアのＬ
ａｓｅｒｇｅｎｅ　ｓｕｉｔｅ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、マディソン、ウィスコンシ
ン州）でＭｅｇａｌｉｇｎプログラムを使用して、デフォルトパラメータを使用して行わ
れ得る。本プログラムは、以下の参考文献：Ｄａｙｈｏｆｆ，Ｍ．Ｏ．（１９７８）Ａ　
ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｃｈａｎｇｅ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　－　Ｍａｔｒｉｃｅｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｄｉｓｔａｎｔ　ｒｅｌａｔｉ
ｏｎｓｈｉｐｓ．Ｉｎ　Ｄａｙｈｏｆｆ，Ｍ．Ｏ．（ｅｄ．）Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｄ
Ｃ　Ｖｏｌ．５，Ｓｕｐｐｌ．３，ｐｐ．３４５－３５８；Ｈｅｉｎ　Ｊ．（１９９０）
Ｕｎｉｆｉｅｄ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｐｈｙｌｏｇ
ｅｎｅｓ　ｐｐ．６２６－６４５　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　ｖｏ
ｌ．１８３，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ；Ｈ
ｉｇｇｉｎｓ，Ｄ．Ｇ．ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｐ．Ｍ．（１９８９）ＣＡＢＩＯＳ　５：
１５１－１５３；Ｍｙｅｒｓ，Ｅ．Ｗ．ａｎｄ　Ｍｕｌｌｅｒ　Ｗ．（１９８８）ＣＡＢ
ＩＯＳ　４：１１－１７；Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，Ｅ．Ｄ．（１９７１）Ｃｏｍｂ．Ｔｈｅｏ
ｒ　１１：１０５；Ｓａｎｔｏｕ，Ｎ．Ｎｅｓ，Ｍ．（１９８７）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｅ
ｖｏｌ．４：４０６－４２５；Ｓｎｅａｔｈ，Ｐ．Ｈ．Ａ．ａｎｄ　Ｓｏｋａｌ，Ｒ．Ｒ
．（１９７３）Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　Ｔａｘｏｎｏｍｙ　－　ｔｈｅ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　Ｔａｘｏｎｏｍｙ，Ｆｒ
ｅｅｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ；Ｗｉｌｂｕｒ，Ｗ．Ｊ．
ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｄ．Ｊ．（１９８３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．，Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８０：７２６－７３０に記載された複数の整列スキームを実現する。
【０１０６】
　代わりに、比較のための配列の最適整列は、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ（
１９８１）Ａｄｄ．ＡＰＬ．Ｍａｔｈ　２：４８２の局所同一性アルゴリズムによって、
Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ（１９７０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：
４４３の同一性整列アルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ（１
９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４の類似性方
法の検索によって、これらのアルゴリズム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓ
ｏｆｔｗａｒｅ　ＰａｃｋａｇｅのＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、
およびＴＦＡＳＴＡ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ），５
７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）のコンピュータ実装によって、
または検査によって行われ得る。
【０１０７】
　配列同一性および配列類似性のパーセントを決定するのに好適であるアルゴリズムの例
は、それぞれＡｌｔｓｃｈｕｌら（１９７７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３
３８９－３４０２およびＡｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５
：４０３－４１０に記載されている、ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズム
である。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２．０をたとえば本明細書に記載するパラメータ
で使用して、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの配列同一性のパーセントを
決定することができる。ＢＬＡＳＴ解析を実行するソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎを通じて
一般公開されている。アミノ酸配列では、スコアリングマトリクスを使用して累積スコア
を計算することができる。各方向へのワードヒットの伸長が停止するのは：累積整列スコ
アが達成されたその最大値から数量Ｘだけ低下したとき；負スコアの残基アライメントが
１つ以上蓄積したために、累積スコアが０以下になったとき；またはどちらかの配列の端
に最後に達したとき；である。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータＷ、ＴおよびＸは、整
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列の感度および速度を決定する。
【０１０８】
　１つの例証的な手法において、「配列同一性のパーセンテージ」は、少なくとも２０位
置の比較ウィンドウにわたる２つの最適に整列された配列を比較することによって決定さ
れ、比較ウィンドウ中のポリペプチド配列の部分は、２つの配列の最適整列のための参照
配列（付加または欠失を含まない）と比較して、２０パーセント以下の、通常５～１５パ
ーセントの、または１０～１２パーセントの付加または欠失（すなわちギャップ）を含み
得る。パーセンテージは、同一のアミノ酸残基が両方の配列に現れる位置の数を決定して
適合した位置の数を産することと、適合した位置の数を参照配列中の位置の総数（すなわ
ちウィンドウサイズ）で割ることと、結果に１００を掛けて配列同一性のパーセンテージ
を産することとによって計算される。
【０１０９】
　本発明のある実施形態において、融合ポリペプチド、および融合ポリペプチドをコード
するポリヌクレオチドが提供される。融合ポリペプチドは、１つ以上の異種ポリペプチド
配列（融合パートナー）に直接またはアミノ酸リンカーを介して間接的にどちらかで、共
有結合的に連結されている本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドを指す。融
合タンパク質を形成するポリペプチドは通例、Ｃ末端からＮ末端に連結されるが、ポリペ
プチドはＣ末端からＣ末端に、Ｎ末端からＮ末端に、またはＮ末端からＣ末端に連結され
ることもできる。融合タンパク質のポリペプチドはいずれの順序でもよい。
【０１１０】
　融合パートナーは、ポリペプチドの所望の活性に悪影響を及ぼさないという条件で、本
質的にいずれの望ましい目的のためにも設計および包含され得る。たとえば、１実施形態
において、融合パートナーは、未変性組換えタンパク質よりも高い収率でタンパク質の発
現を補助する配列（発現エンハンサ）を含む。他の融合パートナーは、タンパク質の溶解
度を上昇させるために、またはタンパク質を望ましい細胞内コンパートメントにターゲテ
ィングできるようにするもしくは細胞外に分泌できるようにするために選択され得る。な
おさらなる融合パートナーは、タンパク質の精製を容易にする親和性標識を包含し得る。
【０１１１】
　さらに概して、異種配列、たとえばＦｃフラグメントへの融合は、望ましくない特徴を
除去するためにまたはＨＲＳポリペプチドの所望の特徴（たとえば薬物動態特性）を改善
するために利用され得る。たとえば異種配列への融合は、化学安定性を上昇させ得る、免
疫原性を低下させ得る、インビボターゲティングを改善し得る、および／またはＨＲＳポ
リペプチドの循環の半減期を上昇させる。
【０１１２】
　異種配列への融合を使用して、２機能性融合タンパク質、たとえばＨＲＳポリペプチド
を通じて選択された非カノニカル活性を所有するだけではなく、異種ポリペプチドを通じ
て他の経路を修飾（すなわち刺激または阻害）することもできる２機能性タンパク質も生
成され得る。このような経路の例は、これに限定されるわけではないが、自然もしくは適
応免疫活性化経路などの各種の免疫系関連経路、または細胞成長制御経路、たとえば血管
新生を包含する。ある態様において、異種ポリペプチドはＨＲＳポリペプチドと相乗的に
作用して、被験体中の細胞経路を調節し得る。２機能性融合タンパク質を生成するのに利
用され得る異種ポリペプチドの例は、これに限定されるわけではないが、生物学的活性フ
ラグメントおよび／またはその変異体に加えて、トロンボポエチン、サイトカイン（たと
えばＩＬ－１１）、ケモカイン、および各種の造血成長因子を包含する。
【０１１３】
　融合ポリペプチドは概して、標準技法を使用して調製され得る。たとえば望ましい融合
のポリペプチド構成要素をコードするＤＮＡ配列は、別々に構築され、適切な発現ベクタ
ーの中へライゲーションされ得る。１つのポリペプチド構成要素をコードするＤＮＡ配列
の３’端は、ペプチドリンカーを用いてまたは用いずに、第２のポリペプチド構成要素を
コードするＤＮＡ配列の５’端にライゲーションされるため、配列の読み枠は一致する（
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ｉｎ　ｐｈａｓｅ）。このことにより、両方の構成要素ポリペプチドの生物学的活性を保
持する単一の融合ポリペプチドの中へ翻訳が可能となる。
【０１１４】
　望ましい場合には、ペプチドリンカー配列を用いて、第１および第２のポリペプチド構
成要素が各ポリペプチドをその２次および３次構造に折り畳むのに十分な距離だけ隔離さ
れ得る。このようなペプチドリンカー配列は、当分野で周知の標準技法を使用して融合タ
ンパク質の中へ組み込まれる。あるペプチドリンカー配列は、以下の因子：（１）それら
が可撓性伸長立体配座を取ることができること；（２）それらが第１および第２のポリペ
プチド上の機能性エピトープと相互作用できる２次構造を取れないこと；および（３）ポ
リペプチド機能性エピトープと反応するかもしれない疎水性または荷電残基の欠失に基づ
いて選定され得る。好ましいペプチドリンカー配列は、Ｇｌｙ、ＡｓｎおよびＳｅｒ残基
を含有する。他の中性付近のアミノ酸、たとえばＴｈｒおよびＡｌａもリンカー配列中で
使用され得る。リンカーとして有用に用いられ得るアミノ酸配列は、Ｍａｒａｔｅａら、
Ｇｅｎｅ　４０：３９　４６（１９８５）；Ｍｕｒｐｈｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：８２５８　８２６２（１９８６）；米国特許第４，９３５
，２３３号および米国特許第４，７５１，１８０号に開示されているものを含む。リンカ
ー配列は概して、１～約５０アミノ酸の長さであり得る。第１および第２のポリペプチド
が機能性ドメインを隔離して、立体障害を防止するために使用することができる非必須Ｎ
末端アミノ酸領域を有するときには、リンカー配列は必要とされない。
【０１１５】
　ライゲーションされたＤＮＡ配列は、好適な転写または翻訳制御要素に作動的に連結さ
れている。ＤＮＡの発現に関係する制御要素は、第１のポリペプチドをコードするＤＮＡ
配列に対して５’側のみに位置する。同様に、翻訳および転写終結シグナルを終了させる
ために必要な停止コドンは、第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の３’側のみに
存在する。
【０１１６】
　一般に、ポリペプチドおよび融合ポリペプチド（ならびにそのコードポリヌクレオチド
）は単離されている。「単離」ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、その元の環境か
ら除去されたものである。たとえば天然型タンパク質は、自然系で共存する材料のいくつ
かまたはすべてから隔離される場合に、単離されている。好ましくはこのようなポリペプ
チドは、少なくとも約９０％の純度、さらに好ましくは少なくとも約９５％の純度、最も
好ましくは少なくとも約９９％の純度である。たとえばポリヌクレオチドが自然環境の一
部ではないベクターの中へクローニングされる場合、ポリヌクレオチドを単離することが
検討される。
【０１１７】
　なお他の実施形態において、本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチドはダイ
マーの一部であり得る。ダイマーはたとえば、２つの同一のＨＲＳポリペプチド間のホモ
ダイマー、２つの異なるＨＲＳポリペプチド間のヘテロダイマーおよび／またはＨＲＳポ
リペプチドと異種ポリペプチドとの間のヘテロダイマーを包含し得る。モノマーおよび／
またはダイマーは可溶性であり得て、同種になるまで単離または精製され得る。あるヘテ
ロダイマー、たとえばＨＲＳポリペプチドと異種ポリペプチドとのヘテロダイマーは、２
機能性であり得る。
【０１１８】
　１つ以上の置換、切断、欠失、付加、化学修飾、またはこれらの改変の組合せのどれに
よるかかかわらずに、単離ＨＲＳモノマー自体と（ホモダイマー化）または第２のＨＲＳ
ポリペプチドと（ヘテロダイマー化）実質的にダイマー化しない単離ＨＲＳモノマーを含
む、ＨＲＳポリペプチドのモノマーも包含される。ある実施形態において、モノマー性Ｈ
ＲＳポリペプチドは、ダイマー性またはマルチマー性ＨＲＳポリペプチド複合体によって
所有されない非カノニカル活性を含む、生物学的活性を所有する。
【０１１９】
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　他の実施形態において、本発明のＨＲＳポリペプチドは、マルチユニット複合体の一部
であり得る。本発明のマルチユニット複合体は、たとえば少なくとも２の、３の、４の、
もしくは５のまたはそれ以上のモノマーを包含することができる。本発明のモノマーおよ
び／またはマルチユニット複合体は可溶性であり得て、同種になるまで単離または精製さ
れ得る。マルチユニット複合体のモノマーユニットは、相互に異なり得る、相同性である
、実質的に相同性である、または同一性であり得る。しかし、本発明のマルチユニット複
合体は、本明細書に記載するようなＨＲＳポリペプチドを含む少なくとも１つのモノマー
を、または他の実施形態において、本明細書に記載するような少なくとも２つ以上のＨＲ
Ｓポリペプチドを包含する。
【０１２０】
　共有結合的に連結されたモノマーは、直接（結合により）または間接的に（たとえばリ
ンカーを介して）連結されることができる。本明細書のポリペプチドの直接連結では、ポ
リペプチドを修飾してダイマー化を増強することが有益であり得る。たとえば、ＨＲＳポ
リペプチドの１つ以上のアミノ酸残基は、１つ以上のシステインによる付加または置換（
ｓｕｂｓｔａｔｉｏｎ）によって修飾され得る。アミノ酸置換、たとえばシステイン置換
、または連結を容易にする他の修飾を生成する方法は、当業者に周知である。
【０１２１】
　本発明のある実施形態は、本明細書に記載するような、ＨＲＳポリペプチドの望ましい
特徴を改良する修飾を含む、修飾ＨＲＳポリペプチドの使用も考慮する。本発明のＨＲＳ
ポリペプチドの例証的な修飾は、これに限定されるわけではないが、アセチル化、ヒドロ
キシ化、メチル化、アミド化を含む側鎖修飾、主鎖修飾、ならびにＮおよび／またはＣ末
端修飾を含む１つ以上の構成アミノ酸における化学的および／または酵素的誘導体化、な
らびに炭水化物または脂質部分、補因子などの付着を包含する。例示的な修飾は、ＨＲＳ
ポリペプチドのペグ化も包含する（たとえば参照により本明細書に組み入れられている、
Ｖｅｒｏｎｅｓｅ　ａｎｄ　Ｈａｒｒｉｓ，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅ
ｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　５４：４５３－４５６，２００２を参照）。
【０１２２】
　ある態様において、化学選択ライゲーション技術を利用して、たとえば部位特異的およ
び調節方式でポリマーを付着することによって本発明のＨＲＳポリペプチドが修飾され得
る。このような技術は通例、化学的手段または組換え手段のどちらかと、続いての相補的
リンカーを担持するポリマーによる修飾による、タンパク質主鎖の中への化学選択アンカ
ーの組込みに頼っている。結果として、構築プロセスおよび得られたタンパク質－ポリマ
ーコンジュゲートの共有構造は制御され得て、薬物特性、たとえば有効性および薬物動態
特性の合理的な最適化が可能となる（たとえばＫｏｃｈｅｎｄｏｅｒｆｅｒ，Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　９：５５５－５６０
，２００５を参照）。
【０１２３】
　本明細書に記載するＨＲＳポリペプチドは、当業者に公知のいずれの好適な手順によっ
ても、たとえば組換え技法によって調製され得る。たとえば，ＨＲＳポリペプチドは：（
ａ）ＨＲＳポリペプチドをエンコードして、制御要素に作動的に連結されたポリヌクレオ
チド配列を含む構築物を調製するステップと；（ｂ）構築物を宿主細胞の中へ導入するス
テップと；（ｃ）宿主細胞を培養してＨＲＳポリペプチドを発現させるステップと；（ｄ
）ＨＲＳポリペプチドを宿主細胞から単離するステップとを包含する手順によって調製さ
れ得る。組換えＨＲＳポリペプチドは、たとえばＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９，上掲）
、特にＳｅｃｔｉｏｎｓ　１６および１７；Ａｕｓｕｂｅｌら（１９９４，上掲）、特に
Ｃｈａｐｔｅｒｓ　１０および１６；ならびにＣｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．１９９５－１９９７）、特にＣｈａｐｔｅｒｓ　１，５および６に記
載されているような標準プロトコルを使用して、便利に調製することができる。
【０１２４】
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　組換え産生方法に加えて、本発明のポリペプチド、およびそのフラグメントは、固相技
法を使用する直接ペプチド合成（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．
８５：２１４９－２１５４（１９６３））によって産生され得る。タンパク質合成は、手
動技法を使用して、または自動化によって実行され得る。自動合成は、たとえばＡｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａペプチド合成装置（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ
）を使用して達成され得る。代わりに、各種のフラグメントは、別々に化学合成され、化
学的方法を使用して組合されて所望の分子を生成し得る。
【０１２５】
　ポリヌクレオチド組成物
　本発明は、本明細書に記載するように、本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプ
チドをエンコードする単離ポリヌクレオチド、ならびにこのようなポリヌクレオチドを含
む組成物も提供する。ある実施形態において、通例、エクソンを新たなまたは例外的なや
り方で組合せる、ＨＲＳスプライスバリアントの１つだけの性質のために、ＨＲＳポリヌ
クレオチドは固有のまたは例外的なスプライス部位を含む。例示的な参照ＨＲＳスプライ
スバリアントポリヌクレオチドは、配列番号５、８、および１０、ならびにその変異体お
よび相補体を包含する。
【０１２６】
　本発明のＨＲＳポリヌクレオチドには、本明細書に記載するように、プライマー、プロ
ーブ、アンチセンスオリゴヌクレオチド、およびこれらの参照ポリヌクレオチドのすべて
もしくは部分を含む、これらの参照ポリヌクレオチドのすべてもしくは部分に相補的であ
る、またはこれらの参照ポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズするＲＮＡ干渉因子
も包含される。
【０１２７】
　本明細書で使用する場合、「ＤＮＡ」および「ポリヌクレオチド」および「核酸」とい
う用語は、特定の種の全ゲノムＤＮＡを含まずに単離されたＤＮＡ分子を指す。その結果
、ポリペプチドをコードするＤＮＡセグメントは、１つ以上のコード配列を含有するが、
またＤＮＡセグメントが取得される種の全ゲノムＤＮＡから実質的に単離された、または
全ゲノムＤＮＡを含まずに単離されたＤＮＡセグメントを指す。「ＤＮＡセグメント」お
よび「ポリヌクレオチド」という用語には、ＤＮＡセグメントおよびこのようなセグメン
トのより小さいフラグメントが、およびたとえばプラスミド、コスミド、ファージミド、
ファージ、ウイルスなどを含む組換えベクターも包含されている。
【０１２８】
　当業者によって理解されるように、本発明のポリヌクレオチド配列は、タンパク質、ポ
リペプチド、ペプチドなどを発現する、または発現するのに適し得る、ゲノム配列、ゲノ
ム外配列およびプラスミドエンコードされた配列ならびにより小さい改変遺伝子セグメン
トを包含することができる。このようなセグメントは、天然に単離され得る、または人類
の手で合成により修飾され得る。
【０１２９】
　当業者によって認識されるように、ポリヌクレオチドは、単ストランド（コードまたは
アンチセンス）または２本ストランドであり得て、ＤＮＡ分子（ゲノム、ｃＤＮＡまたは
合成）またはＲＮＡ分子であり得る。追加のコード配列または非コード配列は、必要はな
いが、本発明のポリヌクレオチド内に存在し得て、ポリヌクレオチドは、必要はないが、
他の分子および／または支持材料に連結され得る。
【０１３０】
　ポリヌクレオチドは、未変性配列（すなわち本発明のＨＲＳポリペプチドまたはその部
分をエンコードする内因性配列）を含み得る、または変異体、もしくはこのような配列の
生物機能性等価物を含み得る。ポリヌクレオチド変異体は、さらに後述するように、好ま
しくはエンコードされたポリペプチドの所望の非カノニカル活性が未修飾ポリペプチドと
比べて実質的に減弱されないように、１つ以上の置換、付加、欠失および／または挿入を
含有し得る。エンコードされたポリペプチドの活性に対する効果は概して本明細書に記載
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するように、および当分野で認識されるように、影響評価され得る。
【０１３１】
　本発明は、本明細書に記載するような、ＨＲＳスプライスバリアントポリヌクレオチド
（たとえば配列番号５、８、または１０）に同一であるまたは相補的である、各種の長さ
の近接する一連の配列を含む単離ポリヌクレオチドフラグメントをさらに提供し、単離ポ
リヌクレオチドは、本発明のＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド、またはその活性
フラグメントもしくは活性変異体をエンコードする。
【０１３２】
　たとえば本発明により、少なくとも約５、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４１、４
３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１
１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０のまたはそれ以上の、本発明の
ＨＲＳポリペプチドの近接アミノ酸残基、ならびにすべての中間長をエンコードするポリ
ヌクレオチドが本発明により提供される。「中間長」はこの状況では、引用値の間のいず
れかの長さ、たとえば２１、２２、２３など；３１、３２、３３など；４１、４２、４３
などを意味することがただちに理解されるであろう。
【０１３３】
　本発明のポリヌクレオチドは、コード配列自体の長さとは無関係に、他のＤＮＡ配列、
たとえばプロモータ、ポリアデニル化シグナル、追加の制限酵素部位、複数のクローニン
グ部位、他のコードセグメントなどと、その全長が相当に変更され得るように組合され得
る。その結果、ほぼいずれの長さのポリヌクレオチドフラグメントも用いられ得ることが
考慮され；全長は好ましくは、調製の容易さおよび所期の組換えＤＮＡプロトコルでの使
用によって限定される。
【０１３４】
　上記のように、ある実施形態は、ＨＲＳポリペプチドをエンコードするＨＲＳポリヌク
レオチドに関する。他の使用の中でも、これらの実施形態を利用して、望ましいＨＲＳポ
リペプチドもしくはその変異体が組換えにより産生され得る、または選択した細胞もしく
は被験体中でＨＲＳポリペプチドが発現され得る。遺伝暗号の縮重の結果として、本明細
書に記載するような所与のＨＲＳポリペプチドをエンコードすることができる多くのヌク
レオチド配列があることが、当業者によって認められるであろう。これらのポリヌクレオ
チドのいくつかは、参照ヌクレオチド配列に対して限定された相同性しか持ち得ない。そ
れにもかかわらず、このようなポリヌクレオチド（すなわち変性変異体ポリヌクレオチド
）は、まさに同じポリペプチドをエンコードすることが理解されるであろう。したがって
、コドン使用頻度の相違のために変化するポリヌクレオチド、たとえばヒトおよび／また
は霊長類コドン選択のために最適化されるポリヌクレオチドは、本発明によって特異的に
考慮する。
【０１３５】
　さらに、本明細書で提供されるポリヌクレオチド配列を含む遺伝子の対立遺伝子は、本
発明の範囲内である。対立遺伝子は、１つ以上の突然変異、たとえばヌクレオチドの欠失
、付加および／または置換の結果として改変された内因性遺伝子である。得られたｍＲＮ
Ａおよびタンパク質は、必要はないが、改変された構造または機能を有し得る。対立遺伝
子は、標準技法（たとえばハイブリダイゼーション、増幅および／またはデータベース配
列比較）を使用して同定され得る。
【０１３６】
　ポリヌクレオチドおよびその融合物は、当分野で公知および利用可能な多種多様の十分
に確立された技法を使用して、調製、操作および／または発現され得る。たとえば本発明
のポリペプチド、またはその融合タンパク質もしくは機能性等価物をエンコードする、ポ
リヌクレオチド配列は、適切な宿主細胞中での本発明のＨＲＳポリペプチドの発現を方向
付けるために組換えＤＮＡ分子中で使用され得る。遺伝暗号の固有の縮重のために、実質



(35) JP 5730280 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

的に同じまたは機能性に同等のアミノ酸配列をエンコードする他のＤＮＡ配列が産生され
得て、これらの配列が使用されて所与のポリペプチドがクローニングおよび発現され得る
。
【０１３７】
　当業者によって理解されるように、いくつかの例において、非天然型コドンを所有する
ポリペプチドコードヌクレオチド配列を産生することが好都合であり得る。たとえば、特
定の原核生物または真核生物宿主により好ましいコドンは、タンパク質発現率を上昇する
ように、または所望の特性、たとえば天然型配列から発生した転写物の半減期よりも長い
半減期を有する組換えＲＮＡ転写物を産生するように選択することができる。
【０１３８】
　その上、本発明のポリヌクレオチド配列は、多種多様の理由でポリペプチドコード配列
を改変するために、これに限定されるわけではないが、遺伝子産物のクローニング、プロ
セシング、発現および／または活性を修飾する改変を含む、概して当分野で公知の方法を
使用して操作することができる。
【０１３９】
　望ましいポリペプチドを発現させるために、ポリペプチドをエンコードするヌクレオチ
ド配列、または機能性等価物は、適切な発現ベクター、すなわち挿入されたコード配列の
転写および翻訳に必要な要素を含有するベクターの中へ挿入され得る。当業者に周知であ
る方法が使用されて、興味のあるポリペプチドをエンコードする配列ならびに適切な転写
および翻訳制御要素を含有する発現ベクターが構築され得る。これらの方法は、インビト
ロ組換えＤＮＡ技法、合成技法、およびインビボ遺伝子組換えを包含する。このような技
法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８９）、およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８９）に記載されてい
る。
【０１４０】
　多種多様の発現ベクター／宿主系が公知であり、ポリヌクレオチド配列を含有および発
現するために使用され得る。これらは、これに限定されるわけではないが、微生物、たと
えば組換えバクテリオファージ、プラスミド、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターによっ
て形質転換された細菌；酵母発現ベクターによって形質転換された酵母；ウイルス発現ベ
クター（たとえばバキュロウイルス）に感染した昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（た
とえばカリフラワー・モザイク・ウイルスＣａＭＶ；タバコ・モザイク・ウイルス、ＴＭ
Ｖ）によって、もしくは細菌発現ベクター（たとえばＴｉまたはｐＢＲ３２２プラスミド
）によって形質転換された植物細胞系；またはウイルスベース発現系を含む動物細胞系を
包含する。
【０１４１】
　発現ベクター中に存在する「調節要素」または「制御配列」は、宿主細胞タンパク質と
相互作用して転写および翻訳を行う、ベクターのこのような非翻訳領域－－エンハンサ、
プロモータ、５’および３’非翻訳領域－－である。このような要素は、その長さおよび
特性が変化し得る。利用されるベクター系および宿主に応じて、構成的および誘導性プロ
モータを含む、いずれの数の好適な転写および翻訳要素も使用され得る。たとえば細菌系
でのクローニングの場合、誘導性プロモータ、たとえばＰＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴファージ
ミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）またはＰＳＰＯＲＴ１
プラスミド（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，Ｍｄ．）などのハイブリ
ッドｌａｃＺプロモータが使用され得る。哺乳動物細胞系において、哺乳動物遺伝子から
のまたは哺乳動物ウイルスからのプロモータが概して好ましい。ポリペプチドをエンコー
ドする配列の複数のコピーを含有する株化細胞を発生させることが必要である場合、ＳＶ
４０またはＥＢＶに基づくベクターは、適切な選択可能マーカーと共に好都合に使用され
得る。
【０１４２】
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　特異的開始シグナルは、興味のあるポリペプチドをエンコードする配列のより効率的な
翻訳を達成するために使用され得る。このようなシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび隣
接配列を包含する。発現効率は、文献に記載されているものなど（Ｓｃｈａｒｆ．ら、Ｒ
ｅｓｕｌｔｓ　Ｐｒｏｂｌ．Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．２０：１２５－１６２（１９９４
））の、使用される特定の細胞系に適切であるエンハンサの包含によって増強され得る。
【０１４３】
　加えて宿主細胞株が、挿入された配列の発現を調節するまたは発現されたタンパク質を
所望の方式で処理するその能力について選定され得る。ポリペプチドのこのような翻訳後
修飾は、これに限定されるわけではないが、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化
、ホスホリル化、脂質化、およびアシル化を包含する。タンパク質の「プレプロ」型を切
断する翻訳後プロセシングは、正しい挿入、折畳みおよび／または機能を容易にするため
にも使用され得る。特異的細胞機械およびこのような翻訳後活性に特徴的な機構を有する
異なる宿主細胞、たとえばＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３、およびＷ１３８
が選定されて、外来性タンパク質の正しい修飾およびプロセシングが確実に行われ得る。
【０１４４】
　組換えタンパク質の長期間の高収率産生のためには、安定な発現が概して好ましい。た
とえば、興味のあるポリヌクレオチドを安定的に発現する株化細胞は、ウイルス複製起点
および／または内因性発現要素を含有し得る発現ベクターならびに同じまたは別々のベク
ター上の選択可能マーカー遺伝子を使用して形質転換され得る。ベクターの導入後に、細
胞は、選択培地に切り換える前に、富化培地で１～２日間成長され得る。選択可能マーカ
ーの目的は、選択に対する耐性を付与することであり、その存在によって、導入された配
列を正しく発現させる細胞の成長および回収が可能となる。安定的に形質転換された細胞
の耐性クローンは、細胞型に適切な組織培養技法を使用して増殖され得る。
【０１４５】
　いずれの数の選択系が使用されても、形質転換された株化細胞が回収され得る。これら
は、これに限定されるわけではないが、ｔｋ細胞またはａｐｒｔ細胞でそれぞれ用いるこ
とができる、単純疱疹ウイルスチミジンキナーゼ（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｃｅｌｌ　１１：２
２３－２３２（１９７７））およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗ
ｙら、Ｃｅｌｌ　２２：８１７－８２３（１９９０））遺伝子を包含する。代謝拮抗薬、
抗生物質、または除草剤に対する耐性；たとえばメトトレキサートに対する耐性を付与す
るｄｈｆｒ（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７
７：３５６７－７０（１９８０））；アミノグリコシド、ネオマイシンおよびＧ－４１８
に対する耐性を付与するｎｐｔ（Ｃｏｌｂｅｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．１５０：１－１４（１９８１））；およびクロルスルフォンならびにホスフィノト
リシンアセチルトランスフェラーゼに対する耐性をそれぞれ付与するａｌｓまたはｐａｔ
（Ｍｕｒｒｙ、上掲）も選択のための基礎として使用できる。
【０１４６】
　生成物に特異的なポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体のどちらかを使用して
、ポリヌクレオチドエンコードされた生成物の発現を検出および測定する多種多様のプロ
トコルは、当分野で公知である。例は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジ
オイムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）を包含する。これ
らのおよび他のアッセイは、他の箇所のなかでも、Ｈａｍｐｔｏｎら、Ｓｅｒｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０）および
Ｍａｄｄｏｘら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１５８：１２１１－１２１６（１９８３）に記載
されている。
【０１４７】
　興味のあるポリヌクレオチド配列によって形質転換された宿主細胞は、細胞培養物から
のタンパク質の発現および回収に好適な条件下で培養され得る。組換え細胞によって産生
されたタンパク質は、使用した配列および／またはベクターに応じて分泌または細胞内に
含有され得る。当業者によって理解されるように、本発明のポリヌクレオチドを含有する
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発現ベクターは、原核生物または真核生物細胞膜を通じてエンコードされたポリペプチド
の分泌を方向付けるシグナル配列を含有するように設計され得る。他の組換え構築物が使
用されて、興味のあるポリペプチドをエンコードする配列が、可溶性タンパク質の精製を
容易にするポリペプチドドメインをエンコードするヌクレオチド配列に接合され得る。
【０１４８】
　組換え産生方法に加えて、本発明のポリペプチド、およびそのフラグメントは、固相技
法を使用する直接ペプチド合成（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．
８５：２１４９－２１５４（１９６３））によって産生され得る。タンパク質合成は、手
動技法を使用して、または自動化によって実行され得る。自動合成は、たとえばＡｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａペプチド合成装置（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ
）を使用して達成され得る。代わりに、各種のフラグメントは、個別に化学合成され、化
学的方法を使用して組合されて全長分子を生成し得る。
【０１４９】
　本発明の別の態様によれば、本発明のポリペプチドをエンコードするポリヌクレオチド
は、たとえば遺伝子療法技法を使用して、インビボで被験体に送達され得る。遺伝子療法
は概して、このような療法が求められる障害または状態を有する哺乳動物、特にヒトのあ
る細胞、標的細胞への異種核酸の移行を指す。核酸は、選択された標的細胞の中へ、異種
ＤＮＡが発現され、エンコードされた治療生成物がこれにより産生されるような方式で導
入される。
【０１５０】
　本明細書で教示されるような遺伝子療法に利用できる各種のウイルスベクターは、アデ
ノウイルス、疱疹ウイルス、ワクシニア、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、または、好ま
しくはＲＮＡウイルス、たとえばレトロウイルスを包含する。好ましくは、レトロウイル
スベクターは、マウスもしくはトリレトロウイルスの誘導体であるか、またはレンチウイ
ルスベクターである。好ましいレトロウイルスベクターは、レンチウイルスベクターであ
る。単一の外来遺伝子を挿入することができるレトロウイルスベクターの例は、これに限
定されるわけではないが：モロニーマウス白血病ウイルス（ＭｏＭｕＬＶ）、ハーベイマ
ウス肉腫ウイルス（ＨａＭｕＳＶ）、マウス乳癌腫瘍ウイルス（ＭｕＭＴＶ）、ＳＩＶ、
ＢＩＶ、ＨＩＶおよびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）を包含する。いくつかの追加のレト
ロウイルスベクターは複数の遺伝子を組み入れることができる。これらのベクターのすべ
ては、選択可能マーカーの遺伝子を移行または組み入れできるため、形質導入された細胞
を同定および発生することができる。興味のあるジンクフィンガーから誘導されたＤＮＡ
結合ポリペプチド配列をウイルスベクターに、たとえば特異的標的細胞の受容体のリガン
ドをエンコードする他の遺伝子と共に挿入することにより、ベクターは標的特異的にされ
得る。レトロウイルスベクターは、たとえばタンパク質をエンコードするポリヌクレオチ
ド（ダイマー）を導入することによって、標的特異的にすることができる。例証的なター
ゲティングは、レトロウイルスベクターをターゲティングする抗体を使用することによっ
て達成され得る。当業者は、ジンクフィンガー－ヌクレオチド結合タンパク質ポリヌクレ
オチドを含有するレトロウイルスベクターの標的特異的送達を可能にするためにレトロウ
イルスゲノムに挿入できる特異的ポリヌクレオチド配列を知るであろう、または過度の実
験なしにただちに確かめることができる。
【０１５１】
　組換えレトロウイルスは欠陥があるため、組換えレトロウイルスは感染性ベクター粒子
を産生するための補助を必要とする。この補助はたとえば、ＬＴＲ内の制御配列の調節下
でレトロウイルスの構造遺伝子すべてをエンコードするプラスミドを含有するヘルパー株
化細胞を使用することによって提供することができる。これらのプラスミドには、パッケ
ージング機構がカプセル化のためにＲＮＡ転写物を認識できるようにするヌクレオチド配
列がない。パッケージングシグナルの欠失を有するヘルパー株化細胞は、これに限定され
るわけではないが、たとえばＰＳＩ．２、ＰＡ３１７およびＰＡ１２を包含する。これら
の株化細胞は、ゲノムがパッケージングされていないため、空のビリオンを産生する。レ
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トロウイルスベクターがパッケージングシグナルが、無処置であるが、構造遺伝子が興味
のある他の遺伝子によって置き換えられるこのような細胞の中へ導入される場合、ベクタ
ーはパッケージングされて、ベクタービリオンを産生することができる。本方法によって
産生されたベクタービリオンが次に使用されて、組織株化細胞、たとえばＮＩＨ３Ｔ３細
胞を感染さえて、大量のキメラレトロウイルスビリオンを産生することができる。
【０１５２】
　たとえばＤＮＡ－リガンド複合体、アデノウイルス－リガンド－ＤＮＡ複合体、ＤＮＡ
の直接注入、ＣａＰＯ４沈殿、遺伝子銃技法、電気穿孔、リポソーム、リポフェクション
などを含む、遺伝子療法のための「非ウイルス」送達技法も使用することができる。これ
らの方法のいずれも当業者に広く利用可能であり、本発明での使用に好適であろう。他の
好適な方法が当業者に利用可能であり、形質移入の利用可能な方法のいずれを使用しても
本発明を達成できることが理解されるべきである。リポフェクションは、単離されたＤＮ
Ａ分子をリポソーム粒子内にカプセル化することと、リポソーム粒子を標的細胞の細胞膜
と接触させることとによって達成することができる。リポソームは、両親媒性分子、たと
えばホスファチジルセリンまたはホスファチジルコリンで成り立つ脂質２重層が周囲の媒
体の部分を、脂質２重層が親水性内部を包囲するようにカプセル化する、自己集合性のコ
ロイド状粒子である。単層または多重膜リポソームは、内部が望ましい化学薬物、または
、本発明のように、単離されたＤＮＡ分子を含有するように構築することができる。
【０１５３】
　ある実施形態は、後述する厳密性条件下で、参照ＨＲＳポリヌクレオチド配列に、また
はその相補体にハイブリダイズするポリヌクレオチドを包含する。本明細書で使用する場
合、「低厳密性、中厳密性、高厳密性、または超高厳密性条件下でハイブリダイズする」
という用語は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件について記載している。ハイブ
リダイゼーション反応を実行するための案内は、Ａｕｓｕｂｅｌら（１９９８、上掲）、
Ｓｅｃｔｉｏｎｓ　６．３．１－６．３．６に見出すことができる。水性および非水性方
法はその参考文献に記載されており、どちらも使用できる。
【０１５４】
　本明細書での低厳密条件への言及は、少なくとも約１体積／体積％～少なくとも約１５
体積／体積％ホルムアミドおよび４２℃の少なくとも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍハイブリ
ダイゼーション用塩、および４２℃の少なくとも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍ洗浄用塩を包
含および網羅する。低厳密性条件は、６５℃でのハイブリダイゼーションについて、１％
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．
２）、７％ＳＤＳ、および（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％
ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、室温の洗浄用５％
ＳＤＳも包含し得る。低厳密性条件の１実施形態は、約４５℃の６×塩化ナトリウム／ク
エン酸ナトリウム（ＳＳＣ）でのハイブリダイゼーション、それに続く少なくとも５０℃
の０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳでの２回の洗浄（洗浄液温度は、低厳密性条件では５
５℃まで上昇させることができる）を包含する。
【０１５５】
　中厳密性条件は、少なくとも約１６体積／体積％～少なくとも約３０％体積／体積ホル
ムアミドおよび４２℃の少なくとも約０．５Ｍ～少なくとも約０．９Ｍハイブリダイゼー
ション用塩、および５５℃の少なくとも約０．１Ｍ～少なくとも約０．２Ｍ洗浄用塩を包
含および網羅する。中厳密性条件は、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、６５℃のハイブリダイゼーション用７％
ＳＤＳ、および（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、６０～６５℃の洗浄用５％Ｓ
ＤＳも包含し得る。中厳密性条件の１実施形態は、約４５℃の６×ＳＳＣでのハイブリダ
イゼーション、それに続く６０℃の０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳでの１回以上の洗浄
を包含する。高厳密性条件は、少なくとも約３１体積／体積％～少なくとも約５０体積／
体積％ホルムアミドおよび４２℃の約０．０１Ｍ～約０．１５Ｍハイブリダイゼーション
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用塩、および５５℃の約０．０１Ｍ～約０．０２Ｍの洗浄用塩を包含および網羅する。
【０１５６】
　高厳密性条件は、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　
ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、６５℃のハイブリダイゼーション用７％ＳＤＳ、および（
ｉ）０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、６５℃を超える温度の洗浄用１％ＳＤＳも
包含し得る。高厳密性条件の１実施形態は、約４５℃の６×ＳＳＣでのハイブリダイゼー
ション、それに続く６５℃の０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳでの１回以上の洗浄を包含
する。超高厳密性条件の１実施形態は、６５℃の０．５Ｍリン酸ナトリウム、７％ＳＤＳ
でのハイブリダイゼーション、それに続く０．２×ＳＳＣ、６５℃の０．１％ＳＤＳでの
１回以上の洗浄を包含する。
【０１５７】
　他の厳密性条件は当分野で周知であり、当業者は、各種の因子を巧みに扱ってハイブリ
ダイゼーションの特異性を最適化できることを認識するであろう。最終洗浄の厳密性の最
適化は、高度のハイブリダイゼーションを確実にするための役割を果たす。詳細な例につ
いては、Ａｕｓｕｂｅｌら、上掲、ｐａｇｅｓ　２．１０．１～２．１０．１６およびＳ
ａｍｂｒｏｏｋら（１９８９、上掲）、ｓｅｃｔｉｏｎｓ　１．１０１～１．１０４を参
照。
【０１５８】
　厳密性洗浄は通例、約４２℃～６８℃の温度で行われるが、当業者は、他の温度が厳密
性条件に好適であり得ることを認めるであろう。最大ハイブリダイゼーション速度は通例
、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドの形成のためのＴｍより下の約２０℃～２５℃にて現れる
。Ｔｍが融解温度、すなわち２つの相補的ポリヌクレオチド配列が解離する温度であるこ
とは当分野で周知である。Ｔｍを概算する方法は、当分野で周知である（Ａｕｓｕｂｅｌ
ら、上掲、ｐａｇｅ　２．１０．８を参照）。
【０１５９】
　一般に、完全に一致したＤＮＡの２本鎖のＴｍは、式：Ｔｍ＝８１．５＋１６．６（ｌ
ｏｇ１０Ｍ）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－０．６３（％ホルムアミド）－（６００／長さ）
による概算によって予測され得る（式中：Ｍは、好ましくは０．０１～０．４モルの範囲
内のＮａ＋の濃度である；％Ｇ＋Ｃは、塩基の総数のパーセンテージとしての、グアノシ
ン塩基およびシトシン塩基の和であり、３０％～７５％Ｇ＋Ｃの範囲である；％ホルムア
ミドは、ホルムアミドの体積パーセント濃度である；長さは、ＤＮＡ２本鎖中の塩基対の
数である）。２本鎖ＤＮＡのＴｍは、ランダムミスマッチ塩基対の数が１％上昇するごと
に、おおよそ１℃低下する。洗浄は概して、高厳密性ではＴｍ－１５℃にて、または中厳
密性ではＴｍ－３０℃にて行われる。
【０１６０】
　ハイブリダイゼーション手順の１例において、固定化ＤＮＡを含有する膜（たとえばニ
トロセルロース膜またはナイロン膜）を、標識プローブを含有するハイブリダイゼーショ
ン緩衝液（５０％脱イオンホルムアミド、５×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液（０．１％フ
ィコール、０．１％ポリビニルピロリドンおよび０．１％ウシ血清アルブミン）、０．１
％ＳＤＳおよび２００ｍｇ／ｍＬ変性サケ精子ＤＮＡ）中で４２℃にて一晩ハイブリダイ
ズする。次に、膜に２回の連続した媒体による厳密性洗浄（すなわち４５℃にて１５分間
にわたる２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、それに続く、５０℃にて１５分間にわたる２×Ｓ
ＳＣ、０．１％ＳＤＳ）、それに続く２回の連続したより高い厳密性洗浄（すなわち５５
℃にて１２分間にわたる０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、それに続く６５～６８℃にて
１２分間にわたる０．２×ＳＳＣおよび６５～６８℃にて１２分間にわたる０．１％ＳＤ
Ｓ溶液）を受けさせる。
【０１６１】
　本発明の実施形態は、検出、増幅、アンチセンス療法、または他の目的のいずれのため
にせよ、オリゴヌクレオチドも包含する。これらのおよび関連する目的のために、「オリ
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ゴヌクレオチド」または「オリゴ」または「オリゴマー」という用語は、単数の「オリゴ
ヌクレオチド（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」ならびに複数の「オリゴヌクレオチ
ド（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）」を網羅することを目的として、本発明の増幅
方法、ならびに続いての検出方法での試薬として使用される、ヌクレオチド、ヌクレオシ
ド、核酸塩基または関連する化合物の２つ以上のいずれかのポリマーを指す。オリゴヌク
レオチドは、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡおよび／またはその類似体であり得る。
【０１６２】
　オリゴヌクレオチドという用語は、必ずしも試薬に対するいずれかの特定の機能を表す
わけではなく、むしろ総称的に使用されて本明細書に記載するこのような試薬すべてを対
象とする。オリゴヌクレオチドは各種の異なる機能を果たし得て、たとえばオリゴヌクレ
オチドが相補ストランドにハイブリダイズすることが可能であり、核酸ポリメラーゼの存
在下でさらに伸長できる場合、プライマーとして機能し得て、オリゴヌクレオチドがＲＮ
Ａポリメラーゼによって認識された配列を含有して、転写を可能にする場合、プロモータ
を提供し得て、オリゴヌクレオチドが適切に位置および／または修飾されている場合、ハ
イブリダイゼーションを防止するか、またはプライマー伸長を妨害するように機能し得る
。オリゴヌクレオチドは、プローブ、またはアンチセンス剤としても機能し得る。オリゴ
ヌクレオチドは、実質的にいずれの長さでもよく、たとえば増幅反応における、増幅反応
の増幅生成物の検出における、またはアンチセンスもしくはＲＮＡ干渉用途における、そ
の特異的な機能によってのみ限定することができる。本明細書に記載するオリゴヌクレオ
チドのいずれも、プライマー、プローブ、アンチセンスオリゴマー、またはＲＮＡ干渉剤
として使用することができる。
【０１６３】
　「プライマー」という用語は、本明細書で使用する場合、４つの異なるヌクレオシド３
リン酸および重合剤、たとえばＤＮＡまたはＲＮＡポリメラーゼまたは逆転写酵素の存在
下の、たとえば緩衝液および温度によって定義された好適な条件下でのテンプレート特異
的ＤＮＡ合成の開始点として作用することができる単ストランドオリゴヌクレオチドを指
す。プライマーの長さは、いずれの場合でも、たとえばプライマーの使用目的に依存し、
概して約１５～３０ヌクレオチドに及ぶが、より短いおよびより長いプライマーが使用さ
れ得る。短いプライマー分子は概して、テンプレートとの十分に安定なハイブリッド複合
体を形成するために、より冷温を必要とする。プライマーはテンプレートの正確な配列を
反映する必要はないが、このようなテンプレートとハイブリダイズするために十分に相補
的でなければならない。プライマー部位は、プライマーがハイブリダイズするテンプレー
トの範囲である。プライマー対は、増幅される配列の５’端とハイブリダイズする５’上
流プライマーおよび増幅される配列の３’端の相補体とハイブリダイズする３’下流プラ
イマーを含むプライマーのセットである。
【０１６４】
　「プローブ」という用語は本明細書で使用する場合、特定の標的によって認識できる表
面固定化分子を指す。プローブと１０、１２、およびそれ以上の塩基との考えられるすべ
ての組合せを有するアレイの例については、たとえば米国特許第６，５８２，９０８号を
参照。プローブおよびプライマーは、本明細書で使用する場合、通例、既知の配列の少な
くとも１０～１５の近接ヌクレオチドを含む。特異性を増強するために、より長いプロー
ブおよびプライマー、たとえばＨＲＳ参照配列またはその相補体の少なくとも２０、２５
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、または少なくとも１５０ヌクレ
オチドを含むプローブおよびプライマーも用いられ得る。プローブおよびプライマーは、
これらの例よりも相当に長いことがあり得て、当分野の知識ならびに表、図、および配列
表を含む本明細書によって裏付けられるいずれの長さも使用され得ることが理解される。
【０１６５】
　プローブおよびプライマーを調製および使用する方法は、参考文献、たとえばＳａｍｂ
ｒｏｏｋ，Ｊ．ら（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２．ｓｕｐ．ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
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ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ　Ｎ．Ｙ．；Ａｕｓｕｂｅｌ
，Ｆ．Ｍ．ら（１９８７）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ．＆　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｎ．Ｙ．；Ｉｎｎｉｓ，Ｍ．ら（１９９０）
ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐ
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　Ｃａｌｉｆ
．に記載されている。ＰＣＲプライマー対は、たとえばＰｒｉｍｅｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ　
０．５，１９９１，Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．）などのその目的を意図す
るコンピュータプログラムを使用することによって、公知の配列から誘導することができ
る。
【０１６６】
　プライマーまたはプローブとして使用するためのオリゴヌクレオチドは、当分野で公知
のソフトウェアを使用して選択され得る。たとえばＯＬＩＧＯ　４．０６ソフトウェアは
、それぞれ１００ヌクレオチドまでのＰＣＲプライマー対の選択に、および３２キロベー
スまでの入力ポリヌクレオチド配列からのオリゴヌクレオチドおよび５，０００ヌクレオ
チドまでのより大きいポリヌクレオチドの解析に有用である。Ｐｒｉｍｅｒ３プライマー
選択プログラム（Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ／ＭＩＴ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆ
ｏｒ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．から一般に公
開されている）によって、ユーザは、プライマー結合部位として避けるべき配列がユーザ
指定される「ミスプライミングライブラリ」を入力することができる。上の選択方法のい
ずれかによって同定されたオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドフラグメントは、
ハイブリダイゼーション技術において、たとえばＰＣＲもしくは配列決定プライマー、マ
イクロアレイ要素、または核酸試料中の完全または部分相補的ポリヌクレオチドを同定す
る特異的プローブとして有用である。オリゴヌクレオチド選択方法は、本明細書に記載す
る方法に限定されない。
【０１６７】
　「アンチセンスオリゴマー」または「アンチセンス化合物」または「アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド」という用語は、互換的に使用され、塩基対合部分をそれぞれ持つ環式サ
ブユニットの配列を指し、環式サブユニットは、塩基対合部分にワトソン－クリック塩基
対合によって核酸（通例ＲＮＡ）中の標的配列にハイブリダイズさせるサブユニット内連
結によって連結されて標的配列内に核酸：オリゴマーヘテロ２本鎖を形成し、通例これに
よりそのＲＮＡの翻訳を防止する。選択したＨＲＳ転写物、たとえばスプライスバリアン
トもしくはタンパク質分解フラグメント、および／またはその対応するポリペプチドの発
現を調節する、その使用方法も包含される。
【０１６８】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、約８～４０サブユニット、通例約８～２５サブユ
ニット、および好ましくは約１２～２５サブユニットを含有し得る。ある実施形態におい
て、オリゴヌクレオチドは、下で定義するように、標的配列に対して正確な配列相補性ま
たはほぼ相補性を有し得る。ある実施形態において、標的とアンチセンスターゲティング
配列との間の相補性度は、安定な２本鎖を形成するのに十分である。アンチセンスオリゴ
マーの標的ＲＮＡ配列との相補性の領域は、８～１１塩基の短さであり得るが、好ましく
は１２～１５塩基もしくはそれ以上、たとえば１２～２０塩基、または１２～２５塩基で
あり、これらの範囲の中間の整数をすべて含む。約１４～１５塩基のアンチセンスオリゴ
マーは概して、選択したＨＲＳ転写物をターゲティングする際に、固有の相補的配列を有
するために十分な長さである。
【０１６９】
　ある実施形態において、少なくとも最小数の塩基、たとえば１０～１２塩基が標的配列
に相補的である場合、４０塩基ものアンチセンスオリゴマーが好適であり得る。しかし、
一般に細胞への促進または能動取り込みは、約３０未満のオリゴマー長で最適化される。
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下でさらに記載されるあるオリゴマーでは、結合安定性および取り込みの最適平衡は一般
に、１８～２５塩基の長さにて起こる。約１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３
０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、または４０塩基からなり
、少なくとも約６、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３
２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、または４０の近接または非近接塩基が
そのＨＲＳ標的配列、またはその変異体に相補的である、アンチセンスオリゴマー（たと
えばＰＮＡ、ＬＮＡ、２’－ＯＭｅ、ＭＯＥ、モルホリノ）が包含される。
【０１７０】
　ある実施形態において、アンチセンスオリゴマーは、オリゴマーとＨＲＳ核酸標的配列
との間に形成されたヘテロ２本鎖が細胞ヌクレアーゼの作用およびインビボで現れ得る他
の分解様態に耐えるほどに十分安定である限り、ＨＲＳ核酸標的配列に１００％相補的で
あり得るか、またはたとえば変異体を収容するためにミスマッチを包含し得る。ヌクレア
ーゼによる切断を受けにくいオリゴマー主鎖について下で議論する。ミスマッチは存在す
る場合、ハイブリッド２本鎖の端領域に向けて、中央よりも不安定でなくなる。許容され
得るミスマッチの数は、２本鎖安定性の十分に理解された原理によって、オリゴマーの長
さ、２本鎖中のＧ：Ｃ塩基対のパーセンテージ、および２本鎖中のミスマッチ（複数可）
の位置に依存するであろう。このようなアンチセンスオリゴマーは、ＨＲＳ核酸標的配列
に必ずしも１００％相補的ではないが、核酸標的の生物学的活性、たとえばＨＲＳタンパ
ク質（複数可）の発現が調節されるように、標的配列に安定的におよび特異的に結合する
ことは有効である。
【０１７１】
　オリゴマーと標的配列との間に形成された２本鎖の安定性は、結合Ｔｍと２本鎖の細胞
酵素切断に対する感受性との関数である。相補的配列ＲＮＡに関するアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドのＴｍは、従来の方法、たとえばＨａｍｅｓら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９８５，ｐｐ．１０７－１０８
によって記載された、またはＭｉｙａｄａ　Ｃ．Ｇ．ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ　Ｒ．Ｂ．
，１９８７，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｖｏｌ．１５４　ｐｐ．９４－１０７
に記載されたような方法によって測定され得る。ある実施形態において、アンチセンスオ
リゴマーは、相補的配列ＲＮＡに関して、体温を超える、および好ましくは５０℃を超え
る結合Ｔｍを有し得る。６０～８０℃またはそれを超える範囲のＴｍが好ましい。周知の
原理によれば、オリゴマー化合物のＴｍは、相補性に基づくＲＮＡハイブリッドに関して
、２本鎖中のＣ：Ｇ対合塩基の比を上昇させることによって、および／またはヘテロ２本
鎖の（塩基対中の）長さを上昇させることによって、上昇させることができる。
【０１７２】
　アンチセンスオリゴマーは、ｍＲＮＡの翻訳を遮断もしくは阻害するように、または天
然プリｍＲＮＡスプライスプロセシングを阻害するように、またはターゲティングされた
ｍＲＮＡの分解を誘発するように設計することができ、アンチセンスオリゴマーがハイブ
リダイズする標的配列「に方向付けられた」または「に対してターゲティングされた」と
言われることがある。ある実施形態において、標的配列はＨＲＳ　ｍＲＮＡ転写物のいず
れのコードまたは非コード配列も包含し得て、それゆえエクソン内またはイントロン内に
より得る。ある実施形態において、標的配列は、ＨＲＳの中で比較的固有または例外的で
あり、選択されたＨＲＳタンパク質分解フラグメントまたはスプライスバリアントの発現
を選択的に減少させる。ある実施形態において、標的部位は前処理されたｍＲＮＡの３’
もしくは５’スプライス部位、または分枝点を包含する。スプライス部位の標的配列は、
その５’端を有するｍＲＮＡを、前処理されたｍＲＮＡ中のスプライスアクセプタ接合部
の１～約２５～約５０塩基対下流またはスプライスドナー接合部の１～約２５～約５０塩
基対上流に包含し得る。ある実施形態において、標的配列は、代わりのスプライスＨＲＳ
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　ｍＲＮＡのスプライス部位、たとえば全長ＨＲＳ中に出現しない、または他のＨＲＳス
プライスバリアント中に現れない、またはごくまれにしか現れないかのどちらかという点
で、その転写物に固有または例外的であるスプライス部位を包含し得る。オリゴマーはさ
らに概して、本明細書に記載する方式で標的の核酸に対してターゲティングされていると
きに、生物関連性標的、たとえば参照ＨＲＳポリヌクレオチド「に対してターゲティング
された」と言われる。
【０１７３】
　オリゴヌクレオチドの「サブユニット」は、１つのヌクレオチド（またはヌクレオチド
類似体）ユニットを指す。該用語は、サブユニット間連結が付着されたまたは付着されて
いないヌクレオチドユニットを指し得るが、「荷電サブユニット」を指すときは、電荷は
通例、サブユニット間連結（たとえばリン酸もしくはホスホロチオ酸連結またはカチオン
性連結）内に属する。
【０１７４】
　オリゴヌクレオチドの環式サブユニットは、リボースもしくは他の５炭糖をベースとし
得るか、またはある実施形態において、代わりの基もしくは修飾基であり得る。修飾オリ
ゴヌクレオチド主鎖の例は、制限なく、ホスホロチオエート、キラルホスホロチオエート
、ホスホロジチオエート、ホスホロトリエステル、アミノアルキルホスホトリエステル、
３’－アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含む、メチルおよび他のアル
キルホスホネート、ホスフィネート、３’－アミノホスホロアミダートおよびアミノアル
キルホスホロアミダートを含むホスホロアミダート、チオノホスホロアミダート、チオノ
アルキルホスホネート、チオノアルキルホスホロトリエステル、および正常な３’－５’
連結を有するボラノホスフェート、これらの２’－５’連結類似体、ヌクレオシドユニッ
トの隣接対が３’－５’から５’－３’または２’－５’から５’－２に連結されている
、反転極性を有するものを含み得る。当分野で公知の他のオリゴヌクレオチドの中で、ペ
プチド核酸（ＰＮＡ）、ロックド核酸（ＬＮＡ）、２’－Ｏ－メチルオリゴヌクレオチド
（２’－ＯＭｅ）、２’－メトキシエトキシオリゴヌクレオチド（ＭＯＥ）、モルホリノ
も考慮される。
【０１７５】
　プリンまたはピリミジン塩基対合部分は通例、アデニン、シトシン、グアニン、ウラシ
ル、チミンまたはイノシンである。塩基、たとえばピリジン－４－オン、ピリジン－２－
オン、フェニル、シュードウラシル、２，４，６－トリメ１１５トキシベンゼン、３－メ
チルウラシル、ジヒドロウリジン、ナフチル、アミノフェニル、５－アルキルシチジン（
たとえば５－メチルシチジン）、５－アルキルウリジン（たとえばリボチミジン）、５－
ハロウリジン（たとえば５－ブロモウリジン）または６－アザピリミジンまたは６－アル
キルピリミジン（たとえば６－メチルウリジン）、プロピン、クエオシン（ｑｕｅｓｏｓ
ｉｎｅ）、２－チオウリジン、４－チオウリジン、ワイブトシン、ワイブトキソシン、４
－アセチルチジン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウリジン、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リジン、β
－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、１－メチルアデノシン、１－メチ
ルイノシン、２，２－ジメチルグアノシン、３－メチルシチジン、２－メチルアデノシン
、２－メチルグアノシン、Ｎ６－メチルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メトキ
シアミノメチル－２－チオウリジン、５－メチルアミノメチルウリジン、５－メチルカル
ボニルメチルウリジン、５－メチルオキシウリジン、５－メチル－２－チオウリジン、２
－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｑｕ
ｅｏｓｉｎｅ）、ウリジン－５－オキシ酢酸、２－チオシチジン、トレオニン誘導体およ
びその他（Ｂｕｒｇｉｎら、１９９６，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３５，１４０９０；
Ｕｈｌｍａｎ　＆　Ｐｅｙｍａｎ，上掲）も包含される。本態様で「修飾塩基」とは、上
で例証されている通り、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シトシン（Ｃ）、チミン（Ｔ
）、およびウラシル（Ｕ）以外のヌクレオチド塩基を意味する；このような塩基は、アン
チセンス分子中のいずれの位置でも使用できる。当業者は、オリゴマーの使用に応じて、
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ＴおよびＵが交換可能であることを認めるであろう。例として、よりＲＮＡ様である他の
アンチセンス化学物質、たとえば２’－Ｏ－メチルアンチセンスオリゴヌクレオチドでは
、Ｔ塩基はＵとして示され得る。
【０１７６】
　オリゴヌクレオチドは通例、標的配列、たとえば標的ＤＮＡまたはＲＮＡに相補的であ
る。「相補的」および「相補性」という用語は、塩基対合則が関連するポリヌクレオチド
（すなわちヌクレオチドの配列）を指す。たとえば配列「Ａ－Ｇ－Ｔ」は、配列「Ｔ－Ｃ
－Ａ」に相補的である。相補性は「部分的」であり得て、ここでは核酸の塩基のいくつか
のみが塩基対合則によって一致している。または核酸の間に「完全」または「全」相補性
（１００％）があり得る。核酸ストランドの間の相補性度は、核酸ストランドの間のハイ
ブリダイゼーションの効率および強度に対して著しい効果を有する。完璧な相補性が望ま
しいことが多いが、いくつかの実施形態は、標的に配列に対して１つ以上の、しかし好ま
しくは２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、
７、６、５、４、３、２、または１のミスマッチを包含することができる。オリゴマー内
のいずれの位置での変動も包含される。ある実施形態において、オリゴマーの末端付近の
配列の変動は、概して、内部における変動よりも好ましく、存在する場合、通例、５’お
よび／または３’末端の約１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１ヌクレオチ
ド以内である。
【０１７７】
　「標的配列」という用語は、オリゴヌクレオチドが方向付けられた標的ＲＮＡの部分、
すなわち相補的配列のワトソン－クリック塩基対合によりハイブリダイズする配列を指す
。ある実施形態において、標的配列は、ＨＲＳ　ｍＲＮＡの近接領域（たとえばＨＲＳ　
ｍＲＮＡの固有のスプライス部位）であり得て、またはｍＲＮＡの非近接領域で成り立ち
得る。
【０１７８】
　「ターゲティング配列」またはある実施形態における「アンチセンスターゲティング配
列」という用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡ標的分子中の標的配列に相補的である（加えて、
実質的に相補的であることを意味する）オリゴヌクレオチド中の配列を指す。アンチセン
ス化合物の配列全体、または部分のみが標的配列に相補的であり得る。たとえば２０～３
０塩基を有するオリゴヌクレオチドにおいて、約６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６
、２７、２８、または２９が標的領域に相補的であるターゲティング配列であり得る。通
例、ターゲティング配列は近接塩基で形成されているが、代わりに、たとえばオリゴヌク
レオチドの対向端から共に配置されているときに標的配列に及ぶ配列を構成する非近接配
列で形成され得る。
【０１７９】
　標的配列およびターゲティング配列は、ハイブリダイゼーションが逆平行配置で現れる
ときに、相互に「相補的」であると記載される。ターゲティング配列は、標的配列に「ほ
ぼ」または「実質的に」相補性を有し得て、本発明の目的のためになお機能し得る、すな
わちなお機能的に「相補的」であり得る。
【０１８０】
　オリゴマーが生理学的条件下で、４５℃を実質的に超えるＴｍ、好ましくは少なくとも
５０℃の、および通例６０℃～８０℃またはそれ以上のＴｍによって標的（たとえばＨＲ
Ｓ参照ポリヌクレオチドまたはその相補体）にハイブリダイズする場合、オリゴヌクレオ
チドは、標的ポリヌクレオチドに「特異的にハイブリダイズする」。このようなハイブリ
ダイゼーションは好ましくは、厳密性ハイブリダイゼーション条件に相当する。所与のイ
オン強度およびｐＨにおいて、Ｔｍは標的配列の５０％が相補的ポリヌクレオチドにハイ
ブリダイズする温度である。再度、このようなハイブリダイゼーションは、標的配列への
アンチセンスオリゴマーの「ほぼ」または「実質的な相補性」によって、ならびに正確な
相補性によって現れ得る。



(45) JP 5730280 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

【０１８１】
　特異的に結合するまたは特異的にハイブリダイズするという用語は概して、選択された
ハイブリダイゼーション条件下で試料中の所期の標的遺伝子配列に結合するだけでなく試
料中の他の標的配列には著しく結合せず、これにより標的プール中のその所期の標的と他
のすべての標的を判別する、オリゴヌクレオチドプローブまたはポリヌクレオチド配列を
指す。その所期の標的配列に特異的にハイブリダイズするプローブは、本明細書に記載す
るように、選択されたハイブリダイゼーション条件下で濃度差も検出し得る。
【０１８２】
　上記のように、本明細書で提供するあるオリゴヌクレオチドは、ペプチド核酸（ＰＮＡ
）を包含する。「ロックド核酸」（ＬＮＡ）サブユニットも包含される。ＬＮＡの構造は
当分野で公知である：たとえばＷｅｎｇｅｌら、Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａ
ｔｉｏｎｓ（１９９８）４５５；Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ（１９９８）５４，３６０７お
よびＡｃｃｏｕｎｔｓ　ｏｆ　Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓｅａｒｃｈ（１９９９）３２，３０１）
；Ｏｂｉｋａら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ（１９９７）３８，８７３５
；（１９９８）３９，５４０１、およびＢｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ（２００８）１６，９２３０。あるオリゴヌクレオチドは、非荷電また
は実質的に非荷電の連結によって接合された、塩基対合部分を持つモルホリノベースのサ
ブユニットを含み得る。「モルホリノオリゴマー」または「ＰＭＯ」（ホスホロアミダー
ト－またはホスホロジアミダートモルホリノオリゴマー）という用語は、モルホリノサブ
ユニット構造で成り立つオリゴヌクレオチド類似体を指し、ここで（ｉ）構造は、１～３
原子の長さ、好ましくは２原子の長さ、好ましくは非荷電またはカチオン性で、１つのサ
ブユニットのモルホリノ窒素を隣接サブユニットの５’環式外炭素に接合するリン含有連
結によって共に連結され、（ｉｉ）各モルホリノ環は、塩基特異的水素結合によってポリ
ヌクレオチド中の塩基に結合するのに有効な、プリンもしくはピリミジンまたは同等の塩
基対合部分を持つ。
【０１８３】
　ある実施形態において、オリゴヌクレオチドは、混合物または非荷電もしくはカチオン
性主鎖連結を有するオリゴヌクレオチドの合成に関して、上および下で引用した参考文献
に詳説された方法を用いて、段階的な固相合成によって調製することができる。いくつか
の場合において、たとえば薬物動態を増強するまたは化合物の捕捉もしくは検出を容易に
するために、追加の化学部分をオリゴヌクレオチドに添加することが所望であり得る。こ
のような部分は通例、標準合成方法によれば、オリゴマーの末端に共有結合的に付着され
得る。たとえばポリエチレングリコール部分または他の親水性ポリマー、たとえば１０～
１００のモノマーサブユニットを有するポリマーの付加は、溶解を容易にするのに有用で
あり得る。１つ以上の荷電基、たとえばアニオン性基、たとえば有機酸は、細胞取り込み
を増強し得る。
【０１８４】
　多種多様の検出可能な分子、たとえば放射性同位体、蛍光色素、染料、酵素、ナノ粒子
、化学発光マーカー、ビオチン、または直接（たとえば発光により）もしくは間接的に（
たとえば蛍光標識抗体の結合により）検出することができる当分野で公知の他のモノマー
が使用されて、オリゴヌクレオチドが検出可能にされ得る。
【０１８５】
　ある実施形態は、フラグメントおよびその変異体を含む、ＨＲＳ参照ポリヌクレオチド
の１つ以上のｍＲＮＡ転写物をターゲティングするＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）剤に関する。
選択されたＨＲＳ転写物、たとえばＨＲＳスプライスバリアントまたはタンパク質分解フ
ラグメントのレベルを調節するための、その使用方法も包含される。
【０１８６】
　「２本ストランドの」という用語は、鎖の少なくとも部分が水素結合に十分に相補的で
あり、２重鎖構造を形成する領域を含む、２つの別個の核酸鎖を意味する。「２重鎖」ま
たは「２重鎖構造」という用語は、２つの別個のストランドが実質的に相補的であり、そ
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れゆえ相互にハイブリダイズする、２本ストランド分子の領域を指す。「ｄｓＲＮＡ」は
、２つの相補的および抗平行核酸ストランド（すなわちセンスストランドおよびアンチセ
ンスストランドを含む２重鎖構造を有するリボ核酸分子を指す。ｄｓＲＮＡのすべてのヌ
クレオチドがワトソン－クリック対を呈してはいけないわけではない；２つのＲＮＡスト
ランドは、実質的に相補的であり得る。ＲＮＡストランドは、同じまたは異なる数のヌク
レオチドを有し得る。
【０１８７】
　ｄｓＲＮＡのストランドは、ハイブリダイズして２重鎖構造を形成するのに十分に相補
的である。ある実施形態において、相補的ＲＮＡストランドは、３０ヌクレオチド未満、
長さが２５ヌクレオチド未満、または長さがさらに１９～２４ヌクレオチドであり得る。
ある態様において、相補的ヌクレオチド配列は、長さが２０～２３ヌクレオチド、または
長さが２２ヌクレオチドであり得る。
【０１８８】
　ある実施形態において、ＲＮＡストランドの少なくとも１つは、長さが１～４ヌクレオ
チドのヌクレオチドオーバーハングを含む。他の実施形態において、ストランドの一方ま
たはそれらの両方は平滑末端である。ある実施形態において、ｄｓＲＮＡは、少なくとも
１つの化学修飾ヌクレオチドをさらに含み得る。
【０１８９】
　本発明のある実施形態は、マイクロＲＮＡを含み得る。マイクロＲＮＡは、生物中で自
然に産生された小型ＲＮＡの大きな群を表現し、その一部は標的遺伝子の発現を調節する
マイクロＲＮＡは、Ｄｉｃｅｒ（Ｖ．Ａｍｂｒｏｓら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　１３：８０７，２００３）によって、おおよそ７０ヌクレオチド単ストランドヘアピン
前駆体転写物から形成される。
【０１９０】
　ある実施形態は、短干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）も用い得る。ｓｉＲＮＡ剤の各ストラン
ドは、長さが３５、３０、２５、２４、２３、２２、２１、２０、１９、１８、１７、１
６、または１５ヌクレオチドに等しいまたはそれ未満であることができる。ストランドは
、長さは好ましくは少なくとも１９ヌクレオチドである。たとえば各ストランドは、長さ
が２１～２５ヌクレオチドであることができる。好ましいｓｉＲＮＡ剤は、１７、１８、
１９、２９、２１、２２、２３、２４、または２５ヌクレオチド対の２重鎖領域、および
１つ以上のオーバーハング、好ましくは２～３ヌクレオチドの１または２の３’オーバー
ハングを有する。
【０１９１】
　「単ストランドＲＮＡｉ剤」は本明細書で使用する場合、単分子で作られているＲＮＡ
ｉ剤である。単ストランドＲＮＡｉ剤は、ストランド内対合によって形成された２重鎖領
域を包含し得る、たとえばヘアピンもしくはパンハンドル構造であり得る、またはヘアピ
ンもしくはパンハンドル構造を包含し得る。単ストランドＲＮＡｉ剤は、長さが少なくと
も１４、さらに好ましくは少なくとも１５、２０、２５、２９、３５、４０、または５０
ヌクレオチドである。単ストランドＲＮＡｉ剤は好ましくは、長さが２００、１００、ま
たは６０ヌクレオチド未満である。
【０１９２】
　ヘアピンＲＮＡｉ調節剤は、少なくとも１７、１８、１９、２９、２１、２２、２３、
２４、または２５ヌクレオチド対に等しいまたはそれ未満の２重鎖領域を有し得る。２重
鎖領域は好ましくは、長さが２００、１００、または５０に等しいまたはそれ未満であり
得る。ある２重鎖領域のある範囲は、長さが１５～３０、１７～２３、１９～２３、およ
び１９～２１ヌクレオチド対である。ヘアピンは、好ましくは３’の、および好ましくは
ヘアピンのアンチセンス側の、単ストランドオーバーハングまたは末端不対領域を有し得
る。ある実施形態において、オーバーハングは長さが２～３ヌクレオチドである。
【０１９３】
　本発明は、リボザイムを用いるオリゴヌクレオチドをさらに網羅する。本明細書に記載
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するＨＲＳターゲティング配列を発現することができるベクター送達系も包含される。ｓ
ｉＲＮＡまたは他の２重鎖形成ＲＮＡ干渉分子を発現するベクターが包含される。例示的
な送達系は、これに限定されるわけではないが、当分野で公知の他の系の中でも、レトロ
ウイルス（たとえばレンチウイルス）ベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウ
イルスベクター、および疱疹ウイルスベクターを包含するウイルスベクター系（すなわち
ウイルス媒介形質導入）を包含し得る。
【０１９４】
　ＨＲＳポリヌクレオチド参照配列またはその相補体の１つ以上の部分をターゲティング
するオリゴヌクレオチドおよびＲＮＡｉ剤は、本明細書に記載され、当業者に明らかであ
る治療、診断、または薬物スクリーニング方法のいずれにおいても使用され得る。
【０１９５】
　抗体組成物、そのフラグメント、および他の結合剤
　他の態様によれば、本発明は、本明細書で開示するようなＨＲＳスプライスバリアント
ポリペプチドもしくはその細胞結合パートナーに、またはその部分、変異体もしくは誘導
体に対して結合特異性を示す結合剤、たとえば抗体、その抗原結合フラグメント、可溶性
受容体、アプタマー、小型分子など、およびそれを使用する方法をさらに提供する。
【０１９６】
　いくつかの実施形態において、このような結合剤は、本発明のＨＲＳポリペプチドによ
って媒介される非カノニカル活性の１つ以上を調節するのに有効であるだろう。ある他の
実施形態において、たとえば結合剤は、本発明のＨＲＳポリペプチドに結合して、その細
胞結合パートナーの１つ以上に結合するその能力を阻害する結合剤である。したがって、
このような結合剤が使用されて、本発明のＨＲＳポリペプチドによって媒介、または調節
される疾患、障害または他の状態がその活性と拮抗することによって処置または防止され
得る。ある実施形態において、たとえば結合剤は、ＨＲＳポリペプチドの細胞結合パート
ナーに結合し、ＨＲＳポリペプチドによって媒介される非カノニカル活性をたとえば上昇
または作動させることによって、ＨＲＳポリペプチド活性を模倣する。したがって、この
ような結合剤が使用されて、本発明のＨＲＳポリペプチドによって媒介される疾患、障害
または他の状態がその活性をたとえば部分的または完全に拮抗または作動することによっ
て診断、処置、または防止され得る。
【０１９７】
　結合剤、たとえば抗体、またはその抗原結合フラグメントは、検出可能なレベルで（た
とえばＥＬＩＳＡアッセイ内で）ポリペプチドと反応して類似の条件下で関連しないポリ
ペプチドとは検出可能に反応しない場合、本発明のポリペプチドに対して「特異的に結合
する」、「免疫学的に結合する」および／または「免疫学的に反応性である」と言われる
。
【０１９８】
　免疫学的結合は、本状況で使用する場合、概して、免疫グロブリン分子と免疫グロブリ
ンが特異的である抗原との間に現れる種類の非共有結合性相互作用を指す。免疫学的結合
相互作用の強度、または親和性は、相互作用の解離定数（Ｋｄ）によって表すことができ
、より小さいＫｄはより大きい親和性を表現する。選択したポリペプチドの免疫学的結合
特性は、当分野で周知の方法を使用して定量できる。１つのこのような方法は、抗原結合
部位／抗原複合体の形成および解離の速度を測定することを必要とし、ここでこれらの速
度は、複合体パートナーの濃度、相互作用の親和性、および両方向の速度に等しく影響す
る幾何パラメータに依存する。それゆえ「オン速度定数」（Ｋｏｎ）および「オフ速度定
数」（Ｋｏｆｆ）の両方は、濃度ならびに会合および解離の実際の速度の計算によって決
定することができる。Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎの比は、親和性に関連しないすべてのパラメータ
の取り消しを可能にして、それゆえ解離定数Ｋｄに等しい。たとえばＤａｖｉｅｓら（１
９９０）Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５９：４３９－４７３を参照。
【０１９９】
　抗体の「抗原結合部位」または「結合部分」は、抗原結合に関わる免疫グロブリン分子
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の一部を指す。抗原結合部位は、重（「Ｈ」）および軽（「Ｌ」）鎖のＮ末端可変（「Ｖ
」）領域のアミノ酸残基によって形成される。重鎖および軽鎖のＶ領域内の３つの高度に
分岐したストレッチは、「超可変領域」と呼ばれ、「フレームワーク領域」、すなわち「
ＦＲ」として公知のさらに保存されたフランキングストレッチの間に間置される。それゆ
え「ＦＲ」という用語は、天然では免疫グロブリンの超可変領域の間に隣接して見出され
るアミノ酸配列を指す。抗体分子において、軽鎖の３つの超可変領域および重鎖の３つの
超可変領域は、３次元空間に相互に対して並べられ、抗原結合表面を形成する。抗原結合
表面は、結合された抗原の３次元表面に相補的であり、重鎖および軽鎖のそれぞれの３つ
の超可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」と呼ばれる。
【０２００】
　結合剤はたとえば、ペプチド構成要素、ＲＮＡ分子またはポリペプチドを含むまたは含
まない、リボソームであり得る。好ましい実施形態において、結合剤は抗体またはその抗
原結合フラグメントである。抗体は、当業者に公知の多種多様の技法のいずれかによって
調製され得る。たとえばＨａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照。興味のあるポリペプチドに特異的なモノクローナル抗
体は、たとえばＫｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．６：５１１－５１９，１９７６の技法、およびそれに対する改良を使用して調製され得
る。本発明のポリペプチドは、精製プロセスで、たとえば親和性クロマトグラフィーステ
ップで使用され得る。
【０２０１】
　「Ｆｖ」フラグメントは、ＩｇＭの、およびまれな場合にはＩｇＧまたはＩｇＡ免疫グ
ロブリン分子の優先的なタンパク質分解切断によって産生することができる。しかしＦｖ
フラグメントは、より普通には当分野で公知の組換え技法を用いて誘導される。Ｆｖフラ
グメントは、未変性抗体分子の抗原認識および結合能力の多くを保持する抗原結合部位を
包含する非共有結合性ＶＨ：：ＶＬヘテロダイマーを包含する。Ｉｎｂａｒら（１９７２
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　６９：２６５９－２６６２；Ｈｏｃｈ
ｍａｎら（１９７６）Ｂｉｏｃｈｅｍ　１５：２７０６－２７１０；ａｎｄ　Ｅｈｒｌｉ
ｃｈら（１９８０）Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９：４０９１－４０９６。
【０２０２】
　単鎖Ｆｖ（「ｓＦｖ」）ポリペプチドは、ペプチドコードリンカーによって連結された
ＶＨおよびＶＬエンコード遺伝子を包含する遺伝子融合物から発現される、共有結合的に
連結されたＶＨ：：ＶＬヘテロダイマーである。Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ　Ａ８５（１６）：５８７９－５８８３。自然に凝集さ
れ、しかし化学的に分離された抗体Ｖ領域からのポリペプチド軽鎖および重鎖を、抗原結
合部位の構造に実質的に類似した３次元構造に折り畳まれるｓＦｖ分子に変換するための
化学構造を見分けるためのいくつかの方法が記載されている。たとえばＨｕｓｔｏｎらへ
の米国特許第５，０９１，５１３号および同第５，１３２，４０５号；ならびにＬａｄｎ
ｅｒへの米国特許第４，９４６，７７８号を参照。
【０２０３】
　上記の各分子は、重鎖および軽鎖ＦＲセットの間にそれぞれ間置され、ＣＤＲＳに支持
を提供して、ＣＤＲの空間的関係を相互に対して定義する、重鎖および軽鎖ＣＤＲセット
を包含する。本明細書で使用する場合、「ＣＤＲセット」という用語は、重鎖または軽鎖
Ｖ領域の３つの超可変領域を指す。重鎖または軽鎖のＮ末端から開始して、これらの領域
はそれぞれ、「ＣＤＲ１」、「ＣＤＲ２」、および「ＣＤＲ３」と表される。抗原結合部
位はその結果、各重鎖および軽鎖Ｖ領域からのＣＤＲセットを含む、６つのＣＤＲを包含
する。単一のＣＤＲ（たとえばＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３）を含むポリペプチド
は本明細書では、「分子認識ユニット」と呼ばれる。いくつかの抗原－抗体複合体の結晶
学的解析は、ＣＤＲのアミノ酸残基がＣＤＲ結合された抗原との広範な接触を形成し、こ
こで最も広範な抗原接触は重鎖ＣＤＲ３とであることを証明している。それゆえ分子認識



(49) JP 5730280 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

ユニットは主に、抗原結合部位の特異性に関係する。
【０２０４】
　本明細書で使用する場合、「ＦＲセット」という用語は、重鎖および軽鎖Ｖ領域のＣＤ
ＲセットのＣＤＲを組み立てる４つのフランキングアミノ酸配列を指す。いくつかのＦＲ
残基は、結合された抗原に接触し得る；しかし、ＦＲは主に、Ｖ領域を抗原結合部位、特
にＣＤＲＳに直接隣接するＦＲ残基に折り畳むことに関係する。ＦＲ内では、あるアミノ
残基およびある構造的特色は、非常に高度に保存されている。この点で、すべてのＶ領域
配列は、ほぼ９０アミノ酸残基の内部ジスルフィドループを含有する。Ｖ領域が結合部位
に折り畳まれるとき、ＣＤＲは、抗原結合を形成する突出ループモチーフとして提示され
る。概して、精密なＣＤＲアミノ酸配列とは無関係に、ある「カノニカル」構造に折り畳
まれたＣＤＲループの形状に影響を及ぼす、ＦＲの保存された構造領域があることが認識
されている。さらにあるＦＲ残基が、抗体重鎖および軽鎖の相互作用を安定させる、非共
有結合性ドメイン間接触に関わることが公知である。
【０２０５】
　ヒト定常ドメインに融合されたげっ歯動物Ｖ領域およびその関係するＣＤＲ（Ｗｉｎｔ
ｅｒら（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９；Ｌｏｂｕｇｌｉｏら（１９
８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：４２２０－４２２４；Ｓｈ
ａｗら（１９８７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８：４５３４－４５３８；ａｎｄ　Ｂｒｏ
ｗｎら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：３５７７－３５８３）、適切なヒト抗
体定常ドメインとの融合前にヒト支持ＦＲ中に移植されたげっ歯類ＣＤＲ（Ｒｉｅｃｈｍ
ａｎｎら（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら（
１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６；およびＪｏｎｅｓら（１９８
６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５）、および組換えベニヤ化げっ歯類ＦＲによ
って支持されたげっ歯類ＣＤＲ（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉ
ｏｎ　Ｎｏ．５１９，５９６、１９９２年１２月２３日公開）を有するキメラ抗体を含む
、非ヒト免疫グロブリンから誘導された抗原結合部位を含むいくつかの「ヒト化」抗体分
子が記載されている．これらの「ヒト化」分子は、ヒトレシピエントにおけるこれらの部
分の治療的利用の継続期間および有効性を制限する、げっ歯動物抗ヒト抗体分子に対する
望ましくない免疫学的応答を最小化するように設計されている。
【０２０６】
　上記のように、「ペプチド」は結合剤として包含されている。「ペプチド」という用語
は通例、アミノ酸残基のポリマーならびにその変異体および合成類似体を指す。ある実施
形態において、「ペプチド」という用語は、その間のすべての整数および範囲（たとえば
５～１０、８～１２、１０～１５）を含む、約２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４
０、４５、または５０アミノ酸からなり、ＨＲＳポリペプチド、その細胞結合パートナー
、またはそれらの両方と相互作用するペプチドを含む、比較的短いポリペプチドを指す。
ペプチドは、本明細書に記載するように、天然型アミノ酸および／または非天然型アミノ
酸で成り立つことができる。
【０２０７】
　結合剤は、ペプチドミメティックまたは他の小型分子を包含し得る。「小型分子」は、
合成または生物起源（生体分子）であるが、通例ポリマーではない有機化合物を指す。有
機化合物は、分子が炭素を含有する化学化合物の大きなクラスを指し、通例、炭酸塩、炭
素の単純酸化物、またはシアニドのみを含有する化合物は除外する。「生体分子」は概し
て、大型ポリマー分子（生体ポリマー）、たとえばペプチド、多糖類、および核酸、なら
びに小型分子、たとえば１次、２次代謝産物、脂質、リン脂質、糖脂質、ステロール、グ
リセロ脂質、ビタミン、およびホルモンを含む、生体によって産生された有機分子を指す
。「ポリマー」は概して、共有結合性化学結合によって通例結合された反復構造ユニット
で成り立つ、大型分子または巨大分子を指す。
【０２０８】
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　ある実施形態において、小型分子は、１０００ダルトン未満の、通例約３００～７００
ダルトンの分子量を有し、約５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、
４００、４５０、５００、５５０、５００、６５０、６００、７５０、７００、８５０、
８００、９５０、または１０００ダルトンを含む。
【０２０９】
　アプタマーも結合剤として包含される。アプタマーの例は、核酸アプタマー（たとえば
ＤＮＡアプタマー、ＲＮＡアプタマー）およびペプチドアプタマーを包含する。核酸アプ
タマーは概して、数回反復されるインビトロ選択または同等方法、たとえばＳＥＬＥＸ（
指数関数的富化によるリガンドの系統的展開）によって、各種の分子標的、たとえば小型
分子、タンパク質、核酸、ならびに細胞、組織および生物にさえ結合するように操作され
た核酸種を指す。それゆえに、本明細書に記載するＨＲＳポリペプチドおよび／またはそ
の細胞結合パートナーに結合する核酸アプタマーが包含される。
【０２１０】
　通例、ペプチドアプタマーは、通例、ペプチドアプタマーの結合親和性を抗体の結合親
和性と同程度のレベル（たとえばナノモル範囲に）まで上昇させる２重構造的拘束物であ
るタンパク質骨格に、両端で付着された可変ペプチドループを含む。ある実施形態におい
て、可変ループ長は約１０～２０アミノ酸（その間のすべての整数を包含する）で成り立
ち得て、骨格は良好な溶解度および緻密度特性を有するいずれのタンパク質も包含し得る
。ある例示的な実施形態は、細菌タンパク質チオレドキシンＡを骨格タンパク質として使
用し得て、可変ループは還元活性部位（野生タンパク質中の－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－
Ｃｙｓ－ループ）内に挿入され、２つのシステイン側鎖はジスルフィド架橋を形成するこ
とができる。それゆえに、本明細書に記載するＨＲＳポリペプチドおよび／またはその細
胞結合パートナーに結合するペプチドアプタマーが包含される。ペプチドアプタマー選択
は、酵母ツーハイブリッド系を含む、当分野で公知の各種系を使用して行うことができる
。
【０２１１】
　上記のように、本発明のＨＲＳポリペプチドおよび結合剤は、本明細書に記載する診断
、薬物発見、または治療方法のいずれにおいても使用することができる。
【０２１２】
　本発明の別の実施形態において、本発明の結合剤、たとえばモノクローナル抗体は、興
味のある１つ以上の薬剤にカップリングされ得る。たとえば治療剤は、好適なモノクロー
ナル抗体に直接または間接的に（たとえばリンカー基を介して）のどちらかでカップリン
グされ（たとえば共有結合的に結合され）得る。治療剤と抗体との間の直接反応は、それ
ぞれが他方と反応することができる置換基を所有するときに可能である。たとえば一方に
おける、アミノ基またはスルフヒドリル基などの求核基は、他方の、無水物または酸ハロ
ゲン化物などのカルボニル含有基と、または良好な脱離基（たとえばハライド）を含有す
るアルキル基と反応することが可能であり得る。
【０２１３】
　代わりに、リンカー基を介して治療剤および抗体にカップリングすることが所望であり
得る。リンカー基は、結合能力との干渉を回避するために、抗体を薬剤から離間するスペ
ーサとして機能することができる。リンカー基は、薬剤または抗体の置換基の化学反応性
を上昇させて、それゆえカップリング効率を上昇させる役割を果たすこともできる。化学
反応性の上昇は、そうでなければ可能ではないであろう薬剤の、または薬剤の官能基の使
用を容易にし得る。
【０２１４】
　多種多様の２機能性または多機能性試薬（ホモおよびヘテロ機能性の両方）（たとえば
Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬのカタログに記載さ
れている試薬）は、リンカー基として用いられ得ることが、当業者に明白であろう。カッ
プリングはたとえば、アミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基または酸化炭水化物
残基を通じて果たされ得る。このような方法論を記載する多くの参考文献、たとえばＲｏ
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ｄｗｅｌｌらへの米国特許第４，６７１，９５８号がある。
【０２１５】
　治療剤が、本発明の免疫コンジュゲートの抗体部分から遊離されたときにより強力であ
る場合、細胞中への内部移行の間または内部移行時に切断可能であるリンカー基を使用す
ることが所望であり得る。いくつかの異なる切断可能なリンカー基について記載されてい
る。これらのリンカー基からの薬剤の細胞内放出の機構は、ジスルフィド結合の還元によ
る（たとえばＳｐｉｔｌｅｒへの米国特許第４，４８９，７１０号）、光解離性結合の照
射による（たとえばＳｅｎｔｅｒらへの米国特許第４，６２５，０１４号）、誘導体化ア
ミノ酸側鎖の加水分解による（たとえばＫｏｈｎらへの米国特許第４，６３８，０４５号
）、血清補体媒介加水分解による（たとえばＲｏｄｗｅｌｌらへの米国特許第４，６７１
，９５８号）、および酸触媒加水分解による（たとえばＢｌａｔｔｌｅｒらへの米国特許
第４，５６９，７８９号）切断を包含する。
【０２１６】
　１を超える薬剤を抗体にカップリングすることが所望であり得る。１実施形態において
、薬剤の複数の分子が１つの抗体分子にカップリングされる。別の実施形態において、１
種類を超える薬剤が１つの抗体にカップリングされ得る。特定の実施形態とは無関係に、
１を超える薬剤との免疫コンジュゲートは、多種多様のやり方で調製され得る。たとえば
１を超える薬剤が抗体分子に直接カップリングされ得るか、または複数の付着のための部
位を提供するリンカーを使用することができる。
【０２１７】
　製剤および投与
　本発明の組成物（たとえばＨＲＳスプライスバリアントポリペプチド、ポリヌクレオチ
ド、結合剤、抗体などは）は概して、細胞、組織または動物への単独での、または１つ以
上の他の様式の療法との併用でのどちらかによる投与のための、製薬的に許容され得るま
たは生理学的に許容され得る液剤に製剤される。望ましい場合、本発明の組成物は、たと
えば他のタンパク質もしくはポリペプチドまたは各種の製薬活性剤などの他の薬剤との併
用でも投与され得ることも理解されるであろう。追加の薬剤が本発明のＨＲＳ組成物によ
って達成されることが望ましい効果に悪影響を及ぼさないという条件で、組成物にまた包
含され得る他の構成要素に対する制限は実質的にない。
【０２１８】
　本発明の製薬組成物において、製薬的に許容され得る賦形剤および担体液剤の製剤は、
本明細書に記載する特定の組成物をたとえば経口、非経口、静脈内、鼻内、頭蓋内および
筋肉内投与ならびに製剤を含む多種多様の処置レジメンで使用するための好適な投薬およ
び処置手法の開発と同様に、当業者に周知である。
【０２１９】
　ある用途において、本明細書で開示する製薬組成物は、経口投与を介して被験体に送達
され得る。そのため、これらの組成物は、不活性希釈剤と共に、もしくは同化可能な食用
担体と共に製剤され得るか、または組成物は硬質もしくは軟質シェルゼラチンカプセル剤
に封入され得るか、または組成物は錠剤に圧縮され得るか、または組成物は食事の食品に
直接組み入れられ得る。
【０２２０】
　ある事情において、たとえば米国特許第５，５４３，１５８号；米国特許第５，６４１
，５１５号および米国特許第５，３９９，３６３号（それぞれその全体が参照により本明
細書に特異的に組み入れられている）に記載されているように、本明細書で開示する製薬
組成物を非経口的に、静脈内に、筋肉内に、または腹腔内にさえ送達することが所望であ
ろう。遊離塩基または薬理学的に許容され得る塩としての活性化合物の溶液は、好適には
ヒドロキシプロピルセルロースなどの界面活性剤と混合された水で調製され得る。分散剤
もグリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびその混合物で、ならびに油で調製
され得る。普通の貯蔵および使用条件下では、これらの調製物は、微生物の成長を防止す
る保存料を含有する。
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【０２２１】
　注射用使用に好適な製薬形は、滅菌水性液剤または分散剤ならびに滅菌注射用液剤また
は分散剤の即時調製用の滅菌粉剤を包含する（その全体が参照により本明細書に特異的に
組み入れられている、米国特許第５，４６６，４６８号）。すべての場合において、該製
薬形は滅菌されているべきであり、容易な注入可能性が存在する程度まで流動性であるべ
きである。該製薬形は、製造および貯蔵条件下で安定であるべきであり、細菌および真菌
などの微生物の汚染作用に抵抗して保存されるべきである。担体は溶媒または分散媒であ
ることができ、たとえば水、エタノール、ポリオール（たとえばグリセロール、プロピレ
ングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、好適なその混合物、および／
または植物油を含有する。適正な流動性は、たとえばレシチンなどのコーティングの使用
により、分散剤の場合には要求される粒径の維持により、および界面活性剤の使用により
維持され得る。微生物の作用の防止は、各種の抗細菌剤および抗真菌剤、たとえばパラベ
ン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによって容易にする
ことができる。多くの場合において、等張性剤、たとえば糖または塩化ナトリウムを包含
することが好ましいであろう。注射用組成物の長期吸収は、組成物中での吸収を遅延させ
る薬剤、たとえばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンの使用により引き起こす
ことができる。
【０２２２】
　水性液剤の非経口投与では、たとえば液剤は必要な場合は好適に緩衝されるべきであり
、液体希釈剤は十分な生理食塩水またはグルコースによって最初に等張性にされるべきで
ある。これらの特定の水性液剤は、静脈内、筋肉内、皮下および腹腔内投与にとりわけ好
適である。これに関係して、用いることができる滅菌水性媒体は、本開示に照らして当業
者に知られるであろう。たとえば１つの投薬形は、等張性ＮａＣｌ溶液１ｍｌに溶解され
て、皮下注入流体１０００ｍｌに添加され得るか、または輸液の提案部位に注入され得る
かのどちらかである（たとえばＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ｐｐ．１０３５－１０３８および１５
７０－１５８０を参照）。投薬量の多少の変動は、処置される被験体の状態に応じて、必
然的に現れるであろう。投与の関係者は、いずれにしても、個々の被験体に対する適切な
用量を決定するであろう。その上、ヒト投与の場合、調製物は、ＦＤＡ生物製剤標準局（
ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ）によって要求
されるように、滅菌性、発熱性、および一般安全性および純度規格を満足すべきである。
【０２２３】
　滅菌注射用液剤は、要求される量の活性化合物を、必要に応じて上で列挙した各種の他
の成分を含む適切な溶媒に組み入れ、それに続いて濾過滅菌することによって調製できる
。概して、分散剤は、各種の滅菌活性成分を、基本分散媒および上に列挙されたものから
要求される他の成分を含有する滅菌ビヒクルに組み入れることによって調製される。滅菌
注射用液剤の調製のための滅菌粉剤の場合、好ましい調製方法は、その先に滅菌濾過した
溶液からの活性成分およびいずれかの追加の望ましい成分の粉剤を産する、真空乾燥およ
び凍結乾燥技法である。
【０２２４】
　本明細書で開示する組成物は、中性形または塩形で製剤され得る。製薬的に許容され得
る塩は、（タンパク質の遊離アミノ基によって形成された）およびたとえば塩酸もしくは
リン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機酸によって
形成された、酸付加塩を包含する。遊離カルボキシル基によって形成された塩も、たとえ
ば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、または
水酸化第２鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジ
ン、プロカインなどの有機塩基から誘導することができる。製剤時に、液剤は投薬製剤形
に適合する方式および治療的に有効なであるような量で投与されるであろう。製剤は、注
射用液剤、薬物放出カプセル剤などの多種多様の投薬形で容易に投与される。
【０２２５】
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　本明細書で使用する場合、「担体」は、ありとあらゆる溶媒、分散媒、ビヒクル、コー
ティング、希釈剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤、緩衝液、担体溶液
、懸濁液、コロイドなどを包含する。製薬活性物質のためのこのような媒体および薬剤の
使用は、当分野で周知である。いずれの従来の媒体または薬剤が活性成分と不適合である
場合を除いて、治療組成物でのその使用が考慮される。補助活性成分も組成物に組み入れ
ることができる。
【０２２６】
　「製薬的に許容され得る」という句は、ヒトまたは他の哺乳動物に投与されたときにア
レルギーまたは類似の不都合な反応を産生しない分子実体および組成物を指す。タンパク
質を活性成分として含有する水性組成物の調製は、当分野で十分に理解されている。通例
、このような組成物は、液体液剤または懸濁剤のどちらかとして注射用剤として調製され
る；注射前に液体への溶解、または懸濁に好適な固体形も調製することができる。調製物
を乳化することもできる。
【０２２７】
　ある実施形態において、製薬組成物は、鼻内スプレー、吸入、および／または他のエア
ゾール送達ビヒクルによって送達され得る。遺伝子、ポリヌクレオチド、およびペプチド
組成物を鼻内エアゾールスプレーによって直接肺に送達する方法は、たとえば米国特許第
５，７５６，３５３号および米国特許第５，８０４，２１２号（それぞれその全体が参照
により本明細書に特異的に組み入れられている）に記載されている。同様に、鼻内微粒子
樹脂（Ｔａｋｅｎａｇａら、１９９８）およびリゾホスファチジル－グリセロール化合物
（その全体が参照により本明細書に特異的に組み入れられている、米国特許第５，７２５
，８７１号）を使用する薬物の送達も、製薬分野で周知である。同様に、ポリテトラフル
オロエチレン支持マトリクスの形の経粘膜薬物送達は、米国特許第５，７８０，０４５号
（その全体が参照により本明細書に特異的に組み入れられている）に記載されている。
【０２２８】
　ある実施形態において、本発明の組成物の好適な宿主細胞中への導入のために、送達は
リポソーム、ナノカプセル剤、微粒子、マイクロスフェア、脂質粒子、ベシクルなどの使
用により現れ得る。特に本発明の組成物は、脂質粒子、リポソーム、ベシクル、ナノスフ
ェア、ナノ粒子などのいずれかにカプセル化されて、送達のために製剤され得る。製剤お
よびこのような送達ビヒクルの使用は、公知のおよび従来の技法を使用して行うことがで
きる。
【０２２９】
　本発明の組成物を含むキット
　本発明は、他の態様において、本明細書に記載するような本発明のＨＲＳスプライスバ
リアントポリペプチド、ポリヌクレオチド、抗体、その組成物などの１つ以上を充填した
１つ以上の容器を含むキットを提供する。キットは、このような組成物の使用方法に関す
る書面の説明書（たとえば細胞シグナル伝達、血管新生、癌、炎症条件などを調節するた
めの）を包含することができる。
【０２３０】
　本明細書のキットは、処置される適応症に好適なまたは望ましい１つ以上の追加の治療
剤または他の構成要素も包含し得る。追加の治療剤は、所望ならば、第２の容器に含有さ
れ得る。追加の治療剤の例は、これに限定されるわけではないが、抗新生物剤、抗炎症剤
、抗菌剤、抗ウイルス剤、血管新生剤などを包含する。
【０２３１】
　本明細書のキットは、所期の送達様態（たとえばステント、インプラント型デポーなど
）を容易にするのに必要もしくは望ましい１つ以上のシリンジ又は他の構成要素も包含す
ることができる。
【０２３２】
　使用方法
　本発明の実施形態は、診断、薬物発見、および／または治療目的のための、本明細書に
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記載するＨＲＳ組成物または「薬剤」の使用方法も包含する。ＨＲＳ「剤」という用語は
、概して、本明細書に記載するＨＲＳポリヌクレオチド、ＨＲＳポリペプチド、結合剤、
および他の化合物を指す。診断目的のために、ＨＲＳ剤は、異なる細胞の種類または細胞
状態を区別する、または関連性のある疾患もしくは状態を有する被験体を同定するなどの
ために、多種多様の非限定的なやり方で使用することができる。薬物発見目的のために、
ＨＲＳ剤を使用して、ＨＲＳポリペプチドの１つ以上の細胞「結合パートナー」を同定す
る、ＨＲＳポリペプチドの１つ以上の「非カノニカル」活性を特徴づけする、ＨＲＳポリ
ペプチドとその結合パートナー（複数可）との相互作用を選択的にもしくは非選択的に作
動させるもしくは拮抗する薬剤を同定する、および／またはＨＲＳポリペプチドの１つ以
上の「非カノニカル」活性を選択的もしくは非選択的に作動させるもしくは拮抗する薬剤
を同定することができる。治療目的のために、本明細書で提供されるＨＲＳ剤または組成
物を使用して、下で詳説する多種多様の疾患または状態を処置することができる。
【０２３３】
　Ａ．診断
　上記のように、本明細書に記載するＨＲＳ剤は、診断アッセイに使用することができる
。これらの実施形態は、１つ以上の新たに同定されたＨＲＳスプライスバリアント、およ
び／またはこれらのスプライスバリアントの１つ以上のスプライス部位の、ＨＲＳポリヌ
クレオチド配列（複数可）またはその対応するポリペプチド配列（複数可）もしくは部分
の検出を包含する。ある実施形態において、スプライス部位の少なくとも１つの、ポリヌ
クレオチドまたは対応するポリペプチド配列（複数可）は、その特定のＨＲＳスプライス
バリアントに固有である。ある実施形態において、１つ以上の新たに同定されたＨＲＳス
プライスバリアントの存在またはレベルは、通例、そのスプライス接合物のポリヌクレオ
チドまたは対応するポリペプチド配列によって特徴づけされるように、１つ以上の細胞型
または細胞状態に関係または相関している。それゆえに、上記のように、ＨＲＳスプライ
スバリアントまたはそのスプライス部位の存在またはレベルを使用して、異なる細胞型ま
たは異なる細胞状態を区別することができる。ＨＲＳスプライスバリアントまたはそのス
プライス部位の存在またはレベルは、ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドベー
スの診断技法に従って検出することができる。
【０２３４】
　本明細書で提供する方法のいくらかは、細胞、組織、または被験体の状態または状態を
特徴づけするために、および他の細胞、組織、または被験体からＨＲＳスプライスバリア
ントを区別するために、ＨＲＳスプライスバリアントの差次的発現に依存する。非制限的
な例は、異なる種の細胞または組織、異なる組織または器官の細胞、新生児および成人な
どの細胞発生状態、細胞分化状態、健康、罹患および処置などの条件、１次細胞培養物お
よび不死化細胞培養物などの他の細胞培養物に加えた細胞内および細胞外画分を区別する
ための、生物試料中のＨＲＳスプライスバリアントまたはそのスプライス部位の存在また
はレベルを検出する方法を包含する。
【０２３５】
　差次的発現は概して、適切な対照の同じ配列の発現レベルと比較した、ＨＲＳポリヌク
レオチドまたはポリペプチド配列の１つ以上の遺伝子発現レベルの統計的有意差を指す。
統計的有意差は、ＲＮＡレベル、タンパク質レベル、タンパク質機能、または本明細書に
記載するもののような遺伝子発現のその他の関連性尺度によって測定されるような、発現
レベルの上昇または低下のどちらかに関連し得る。
【０２３６】
　結果は通例、偶然に現れたと思われない場合には、統計的に有意であると呼ばれる。試
験または結果の有意レベルは、伝統的に、頻度論的統計的仮説検定の概念に関する。単純
な場合では、統計的有意性は、帰無仮説が実際に真であるときに、帰無仮説を棄却する判
定（第１種過誤、すなわち「偽陽性決定」として公知の判定）を行う確率として定義され
得る。本判定は、ｐ値を使用してなされることが多い：ｐ値が有意レベルよりも低い場合
、ここで帰無仮説は棄却される。ｐ値が小さければ小さいほど、結果はより有意である。
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ベイズ因子も利用されて、統計的有意性が決定され得る（たとえばＧｏｏｄｍａｎ　Ｓ．
，Ａｎｎ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ　１３０：１００５－１３，１９９９を参照）。
【０２３７】
　より複雑であるが、実際に重要な場合では、検定または結果の有意レベルは、帰無仮説
が実際に真であるときに帰無仮説を棄却する判定を行う確率が示された確率を超えない解
析を反映し得る。この種の解析は、棄却を判定する確率が帰無仮説内に網羅された数組の
仮定の有意レベルよりはるかに小さいことがあり得る、このような利用を可能にする。
【０２３８】
　ある例示的な実施形態において、統計的に有意な差次的発現は、所与のＨＲＳ配列の発
現レベルが、適切な被験体と比較して、疑わしい生体試料中で少なくとも約１．２×、１
．３×、１．４×、１．５×、１．６×、１．７×、１．８×、１．９×、２．０×、２
．２×、２．４×、２．６×、２、８×、３．０×、４．０×、５．０×、６．０×、７
．０×、８．０×、９．０×、１０．０×、１５．０×、２０．０×、５０．０×、１０
０．０×またはそれ以上の発現の差（すなわちより高いまたはより低い発現であり得る差
次的発現）を提供し、その間のすべての整数および少数点（たとえば１．２４×、１．２
５×、２．１×、２．５×、６０．０×、７５．０×など）を含む状況を包含し得る。あ
る実施形態において、統計的に有意な差次的発現は、所与のＨＲＳ配列の発現レベルが、
適切な対照と比較して、疑わしい生体試料中で少なくとも約４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５０
０、６００、７００、８００、９００、１０００パーセント（％）またはそれ以上の発現
の差（すなわちより高いまたはより低い発現であり得る差次的発現）を提供し、その間の
すべての整数および少数点を含む状況を包含し得る。
【０２３９】
　追加の例として、差次的発現は、Ｚ検定を行うこと、すなわち本明細書に記載され、当
分野で公知であるように、絶対Ｚスコアを計算することによっても決定され得る（実施例
１を参照）。Ｚ検定は通例、試料平均と集合平均との有意差を同定するために利用される
。たとえば標準正規表（たとえば対照組織）と比較して、９５％信頼区間にて（すなわち
５％有意レベルにて）、１．９６を超える絶対値を有するＺスコアは、非ランダム性を指
摘する。９９％信頼区間では、絶対Ｚが２．５８を超える場合、ｐ＜．０１であり、差が
なおさらに有意である－帰無仮説がより高い信頼度で棄却できることを意味する。これら
のおよび関連する実施形態において、その間のすべての少数点（たとえば１０．１、１０
．６、１１．２など）を含む、１．９６、２、２．５８、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０またはそれ以上の
絶対Ｚスコアは、統計的有意性の強力な尺度を提供し得る。ある実施形態において、６を
超える絶対Ｚスコアは、指数関数的に高い統計的有意性を提供し得る。
【０２４０】
　実質的類似性（ｓｉｍｉｌａｒｌｙ）は、概して生物試料と参照対照との間の発現レベ
ルの統計的有意差の欠失に関連する。実質的に類似の発現レベルの例は、所与のＳＳＣＩ
ＧＳ発現レベルは、対照試料と比較して、疑わしい生体試料中に約．０５×、０．１×、
０．２×、０．３×、０．４×、０．５×、０．６×、０．７×、０．８×、０．９×．
１．０×、１．１×、１．２×、１．３×、または１．４×未満の発現の差（すなわちよ
り高いまたはより低い発現であり得る差次的発現）を提供し、その間のすべての少数点（
たとえば、．１５×、０．２５×、０．３５×など）を含む状況を包含し得る。ある実施
形態において、差次的発現は、所与のＨＲＳ配列の発現レベルが、対照試料と比較して、
疑わしい生体試料中に約０．２５．０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０、５０パ
ーセント（％）未満の発現の差（すなわちより高くまたはより低くあり得る差次的発現）
を提供し、その間のすべての少数点を含む状況を包含し得る。
【０２４１】
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　ＨＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の発現レベルを測定するためのＡｆｆ
ｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙを使用するときなどの、ある実施形態において、
差次的発現は、通例は１０００のスケール平均発現値を用いて、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ　５ソフトウェア（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｓａｎｔ
ａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）、または他の類似のソフトウェアによって集計された、平均発現
値によっても決定され得る。
【０２４２】
　本発明の実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチド参照配列またはそ
の部分の存在またはレベルを検出して、異なる生物または種の細胞、組織、または他の生
物試料を区別する方法を包含し、その配列の存在またはレベルは選択した生物または種と
関係する。一般的な例は、ヒトと細菌、真菌、植物、および他の非ヒト動物のいずれかの
組合せとを区別する方法を包含する。動物には、ヒトと、魚類、両生類、爬虫類、鳥類、
および非ヒト哺乳動物などの脊椎動物、ならびに昆虫、軟体動物、甲殻類、およびサンゴ
などの無脊椎動物を含む、脊椎動物および無脊椎動物のいずれかの組合せとを区別する方
法が包含される。非ヒト哺乳動物には、ヒトと、アフリカトガリネズミ目、ハネジネズミ
目、ツチブタ目、イワダヌキ目、長鼻目、海牛目、被甲目、有毛目、ツパイ目、皮翼目、
霊長目、げっ歯目、ウサギ目、ハリネズミ目、トガリネズミ目、翼手目、センザンコウ目
、クジラ目、食肉目、奇蹄目、または偶蹄目からの非ヒト哺乳動物のいずれかの組合せと
を区別する方法が包含される。霊長目には、当分野で公知の他のもの中でも、サル、類人
猿、ゴリラ、およびチンパンジーが包含される。したがって、本明細書に記載するような
、ＨＲＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチド参照配列または変異体の存在またはレベ
ルが使用されて、これらの生物のいずれかの組合せを区別することによって、またはヒト
と、生物の１団などのこれらの生物のいずれか１つ以上とを区別することによって、細胞
、組織または器官などの所与の生物試料の供給源が同定され得る。ある実施形態において
、所与の生物試料の供給源は、ＨＲＳ配列またはその部分の存在またはレベルを所定の値
と比較することによっても決定され得る。
【０２４３】
　本発明の実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチド参照配列またはそ
の部分の存在またはレベルを検出して、異なる組織または器官を源とする細胞または他の
生物試料を区別する方法を包含する。非制限的な例は、皮膚（たとえば真皮、表皮、皮下
層）、毛包、神経系（たとえば脳、脊髄、末梢神経）、聴覚系または平衡器官（たとえば
内耳、中耳、外耳）、呼吸器系（たとえば鼻、気管、肺）、胃食道組織、胃腸管系（たと
えば口、食道、胃、小腸、大腸、直腸）、脈管系（たとえば心臓、血管および動脈）、肝
臓、胆嚢、リンパ／免疫系（たとえばリンパ節、リンパ濾胞、脾臓、胸腺、骨髄）、泌尿
生殖器系（たとえば腎臓、尿管、膀胱、尿道、子宮頸、ファローピウス管、卵巣、子宮、
外陰、前立腺、尿道球腺、副こう丸（ｅｐｉｄｉｙｍｉｓ）、前立腺、精嚢、精巣）、筋
骨格系（たとえば骨格筋、平滑筋、骨、軟骨、腱、靱帯）、脂肪組織、乳房、および内分
泌系（たとえば視床下部、下垂体、甲状腺、膵臓、副腎）のいずれかの組合せを源とする
細胞または他の生物試料を区別する方法を包含する。それゆえに、本明細書に記載するよ
うなＨＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の会合に基づいて、これらの方法が
使用されて、細胞または他の生物試料が誘導される組織または器官が同定または特徴づけ
され得る。
【０２４４】
　本発明の実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチド参照配列またはそ
の部分の存在またはレベルを検出して、細胞の発生または分化状態を区別または特徴づけ
する方法を包含する。生殖細胞、幹細胞、および体細胞を差別化する方法も含有される。
発生状態の例は新生児および成人を包含する。細胞分化状態の例は、全能細胞、多能性細
胞、複能性前駆幹細胞および成熟した完全分化細胞の間の別個の（ｄｉｓｃｒｅｅｔ）識
別可能な段階すべてを包含する。
【０２４５】
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　全能細胞はすべての可能性を有し、通例、有性および無性生殖の間に出現して、胞子お
よび接合体を包含するが、ある例では、細胞は脱分化して全能性を回復することができる
。多能性細胞は、内胚葉（胃内壁、胃腸管、肺）、中胚葉（筋肉、骨、血液、泌尿生殖器
）、および外胚葉（表皮組織および神経系）を包含する３つの胚葉のいずれかに分化する
可能性を有する幹細胞を包含する。複能性前駆細胞は通例、限定された数の組織型に分化
することができる。複能性細胞の例は、制限なく、赤血球、白血球、および血小板などの
免疫細胞を生む骨髄からの造血幹細胞（成人幹細胞）、間質細胞、脂肪細胞、および各種
の種類の骨細胞を生む骨髄からの間葉系幹細胞（成人幹細胞）、各種の種類の皮膚細胞を
生む上皮幹細胞（前駆細胞）、および分化した筋組織に寄与する筋サテライト細胞（前駆
細胞）を包含する。したがって特定のＨＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列（
たとえばＨＲＳスプライスバリアントのスプライス部位）の存在またはレベルを使用して
、対照または所定のレベルと比較して、上記の細胞分化状態を区別または特徴づけするこ
とができる。
【０２４６】
　本発明の実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチドまたはポリペプチド参照配列の存在また
はレベルを検出して、状態または細胞、組織、器官、または被験体を特徴づけまたは診断
する方法を包含し、その状態は健常、罹患中、罹患の危機に瀕した、処置済みとして特徴
づけされ得る。このような診断目的のために、「診断」または「診断された」という用語
は、病態の存在もしくは性質を同定すること、このような状態を発症するリスクを特徴づ
けすること、および／または療法に応答した病態の変化（または未変化）を測定すること
を包含する。診断方法は、その感度および特異性で異なり得る。ある実施形態において、
診断アッセイの「感度」は、陽性となった罹患細胞、組織または被験体のパーセンテージ
（「真陽性」のパーセント）を指す。アッセイによって検出されなかった罹患細胞、組織
または被験体は通例、「偽陰性」と呼ばれる。罹患しておらず、アッセイで陰性となる細
胞、組織または被験体は、「真陰性」と呼ばれ得る。ある実施形態において、診断アッセ
イの「特異性」は１マイナス偽陽性率として定義され得て、「偽陽性」率は、疾患がなく
陽性となった試料または被験体の割合として定義される。特定の診断方法が状態の確定診
断を提供しないことがあるが、該方法が診断を補助する陽性の指標を提供する場合には十
分である。
【０２４７】
　ある例において、病態の存在または病態を発症するリスクは、状態に相関する１つ以上
の選択されたＨＲＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチド参照配列またはその部分の存
在またはレベルを、好適な対照に対して、レベルの上昇または低下にかかわらず比較する
ことによって診断することができる。「好適な対照」または「適切な制御」は、たとえば
状態の非存在などの正常な特質を呈する、組織または生物の細胞または他の生物試料にお
いて、たとえば対照または正常な細胞、組織または生物において決定された値、レベル、
特色、特徴または特性を包含する。ある実施形態において、「好適な対照」または「適切
な対照」は、定義済みの値、レベル、特色、特徴、または特性である。他の好適な対照は
、当業者に明らかになるであろう。疾患および状態の例は、本明細書の別の箇所に記載す
る。
【０２４８】
　本発明の実施形態は、検出感度のためにある利点を与える、ＨＲＳポリヌクレオチドま
たは核酸ベースの検出技法を包含する。それゆえに、ある実施形態は、診断方法またはア
ッセイの一部としてのＨＲＳポリヌクレオチドの使用または検出に関する。ＨＲＳポリヌ
クレオチドの存在および／またはレベルは、中でも、ノーザンブロット、定量もしくは定
性ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、定量的もしくは定性的逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－Ｐ
ＣＲ）、マイクロアレイ、ドットもしくはスロットブロットなどのハイブリダイゼーショ
ンアッセイ、または蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）などのイン
サイチューハイブリダイゼーションを含む、当分野で公知のいずれかの方法によって測定
され得る。これらの方法のいくらかは、下でさらに詳細に記載されている。
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【０２４９】
　ＤＮＡおよびＲＮＡなどのＨＲＳポリヌクレオチドは、Ｋｉｎｇｓｔｏｎ．（２００２
　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ．Ｉｎｃ．＆　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ
ｓ，Ｉｎｃ．，ＮＹ，ＮＹ（たとえばＮｅｌｓｏｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ，９９：１１８９０－１１８９５，２００２によって記載されたものを参
照）および別の箇所に記載されたものなどの、当分野で公知の技法を使用して、血液、体
液、組織、器官、株化細胞、または他の関連試料から採取するおよび／または発生させる
ことができる。
【０２５０】
　相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）ライブラリは、Ａｕｓｕｂｅｌら（２００１　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　
Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ．Ｉｎｃ．＆　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，
ＮＹ，ＮＹ）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，
Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，ＮＹ）；Ｍａｎｉａｔｉｓら（１９８２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｌ
ａｉｎｖｉｅｗ，ＮＹ）および別の箇所に記載されたものなどの、当分野で公知の技法を
使用して、発生させることができる。
【０２５１】
　ある実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチド配列を検出するためのハイブリダイゼーショ
ン方法を用い得る。ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイを行うための方法
は、当分野で十分に開発されている。ハイブリダイゼーションアッセイ手順および条件は
、用途に応じて変動し、Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｎｄ　Ｅｄ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）；Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１５２，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９８７）；Ｙｏｕｎｇ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ
ｍ，Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ，８０：１１９４（１９８３）で言及されているものを含む、公知の
一般結合方法に従って選択される。反復および制御されたハイブリダイゼーション反応を
実行するための方法および装置は、米国特許第５，８７１，９２８号、同第５，８７４，
２１９号、同第６，０４５，９９６号、および同第６，３８６，７４９号、同第６，３９
１，６２３号に記載されており、そのそれぞれは参照により本明細書に組み入れられてい
る。
【０２５２】
　ある実施形態は、ＨＲＳポリヌクレオチド配列を検出するための核酸増幅方法を用い得
る。「増幅」または「核酸増幅」という用語は、所期の特異的標的核酸配列の少なくとも
部分を含有する標的核酸の複数のコピーの産生に関する。複数のコピーは、アンプリコン
または増幅生成物と呼ばれ得る。ある実施形態において、増幅された標的は、決して完全
ではない標的遺伝子配列（イントロンおよびエクソン）または発現された標的遺伝子配列
（エクソンおよびフランキング非翻訳配列のスプライス転写物）を含有する。たとえば特
異的アンプリコンは、標的ポリヌクレオチドの内部位置にハイブリダイズして、該内部位
置から重合を開始する増幅プライマーを使用して、標的ポリヌクレオチドの部分を増幅す
ることによって産生され得る。好ましくは、増幅された部分は、多種多様の周知の方法の
いずれかを使用して検出され得る検出可能な標的配列を含有する。
【０２５３】
　「選択増幅」または「特異的増幅」は本明細書で使用する場合、本発明による標的核酸
配列の増幅を指し、標的配列の検出可能な増幅は、試験されている興味のある核酸試料が
寄与して、いくつかの他の試料源、たとえば増幅反応中に使用された試薬中にまたは増幅
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反応が行われる環境中に存在する汚染物質は寄与しない標的配列の増幅に実質的に限定さ
れる。
【０２５４】
　「増幅条件」とは、本発明による核酸増幅を許容する条件を意味する。増幅条件は、い
くつかの実施形態において、本明細書に記載するような「厳密性ハイブリダイゼーション
条件」よりも厳密でないことがある。本発明の増幅反応で使用されるオリゴヌクレオチド
は、増幅条件下でその所期の標的にハイブリダイズするが、厳密性ハイブリダイゼーショ
ン条件ではハイブリダイズし得るまたはし得ない。他方では、本発明の検出プローブは通
例、厳密性ハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする。本発明による核酸増幅
を実行するための許容され得る条件は、用いた特定の増幅方法に応じて、当業者が容易に
確かめることができる。
【０２５５】
　核酸増幅の多くの周知の方法は、交互に２本ストランド核酸を変性させて、プライマー
をハイブリダイズするためにサーモサイクリングを必要とする；しかし、核酸増幅の他の
周知の方法は、等温性である。ポリメラーゼ連鎖反応（米国特許第４，６８３，１９５号
；同第４，６８３，２０２号；同第４，８００，１５９号；同第４，９６５，１８８号）
は普通、ＰＣＲと呼ばれ、変性、プライマー対の対向ストランドへのアニーリング、およ
びプライマー伸長の複数のサイクルを使用して、標的配列のコピー数を指数関数的に上昇
させる。ＲＴ－ＰＣＲと呼ばれる変形では、逆転写酵素（ＲＴ）を使用してｍＲＮＡから
相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作製し、次にｃＤＮＡをＰＣＲによって増幅してＤＮＡの複
数のコピーを産生する。
【０２５６】
　上記のように、「ＰＣＲ」という用語は、標的核酸種を選択的に増幅する複数の増幅サ
イクルを指す。定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ）、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ
－ＰＣＲ）が包含され、定量的逆転写ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）は当分野で十分に記載さ
れている。「ｐＰＣＲ」という用語は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応を指し、「ｑＲＴ－
ＰＣＲ」という用語は、定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応を指す。ｑＰＣＲおよびｑＲ
Ｔ－ＰＣＲが使用されて、標的ｃＤＮＡ分子が増幅および同時に定量され得る。これは、
選択されたＨＲＳ遺伝子または転写物などの、ｃＤＮＡプール中の特異的配列の検出およ
び定量の両方を可能にする。
【０２５７】
　「リアルタイムＰＣＲ」という用語は、ＤＮＡ結合染料を使用して、ＰＣＲにおけるす
べての２本ストランド（ｄｓ）ＤＮＡを結合して染料の蛍光を引き起こし得る。その結果
、ＰＣＲ中のＤＮＡ生成物の上昇は、蛍光強度の上昇をもたらし、各サイクルで測定され
、それゆえＤＮＡ濃度が定量されるようにする。しかし、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎなどのｄ
ｓＤＮＡ染料は、すべてのｄｓＤＮＡ　ＰＣＲ生成物に結合するであろう。蛍光はリアル
タイムＰＣＲサーモサイクラーで検出および測定され、生成物の指数関数的上昇に対応す
る幾何級数的増加が使用されて、各反応の閾値サイクル（「Ｃｔ」）が決定される。
【０２５８】
　「Ｃｔスコア」という用語は、ＰＣＲ増幅が閾値レベルを超えたときのサイクルである
、閾値サイクル数を指す。試料中に特定の遺伝子でｍＲＮＡの量がより高い場合、増幅す
る開始ＲＮＡがより多いため、該遺伝子は低く発現された遺伝子よりも早期に閾値を超え
るであろう。その結果、低Ｃｔスコアは試料中での高い遺伝子発現を指摘し、高いＣｔス
コアは低い遺伝子発現を指し示している。
【０２５９】
　ある実施形態は、標的核酸の隣接領域にハイブリダイズする２セットの相補的ＤＮＡオ
リゴヌクレオチドを使用する、普通、ＬＣＲと呼ばれるリガーゼ鎖反応（Ｗｅｉｓｓ，Ｒ
．１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１２９２）を用い得る。ＤＮＡオリゴヌクレオチ
ドは、熱変性、ハイブリダイゼーションおよびライゲーションの反復サイクルにおいてＤ
ＮＡリガーゼによって共有結合的に連結され、検出可能な２本ストランドのライゲーショ
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ンされたオリゴヌクレオチド生成物が産生される。
【０２６０】
　ある実施形態において、マイクロアレイ分析（Ｈａｎ，Ｍ．ら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ，１９：６３１－６３５，２００１；Ｂａｏ，Ｐ．ら、Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，７
４：１７９２－１７９７，２００２；Ｓｃｈｅｎａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１０６１４－１９，１９９６；およびＨｅｌｌｅｒら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：２１５０－５５，１９９７）およびＳＡ
ＧＥ（遺伝子発現の連続分析）を含む、他の技法が使用されて、特定のｃＤＮＡライブラ
リからの転写物のＲＮＡ転写物を評価され得る。ＭＰＳＳと同様に、ＳＡＧＥはデジタル
であり、多数のシグネチャー配列を発生することができる（たとえばＶｅｌｃｕｌｅｓｃ
ｕ，Ｖ．Ｅ．ら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ，１６：４２３－４２５．，２０００；Ｔｕ
ｔｅｊａ　Ｒ．ａｎｄ　Ｔｕｔｅｊａ　Ｎ．Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ．２００４　Ａｕｇ；２
６（８）：９１６－２２を参照）が、ＭＰＳＳなどの技法から入手できるよりも数桁小さ
い。
【０２６１】
　ある実施形態において、「マイクロアレイ」という用語は、基質に結合した複数の核酸
を有する「核酸マイクロアレイ」を包含し、複数の結合核酸それぞれへのハイブリダイゼ
ーションは個別に検出可能である。基質は、固体または多孔性、平面または非平面、一体
型または分散型であることができる。核酸マイクロアレイは、Ｓｃｈｅｎａ（ｅｄ．），
ＤＮＡ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ），Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９）；Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．２１（１）（ｓｕｐｐｌ．）
：１－６０（１９９９）；Ｓｃｈｅｎａ（ｅｄ．），Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈ
ｉｐ：Ｔｏｏｌｓ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　Ｃｏｍｐａｎｙ／ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｂｏｏｋｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（２０
００）でそのように呼ばれるすべてのデバイスを包含する。核酸マイクロアレイは、たと
えばＢｒｅｎｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７（４）：１６６５－
１６７０（２０００）に記載されているように、複数の核酸が一体型の平面基質上ではな
く、複数のビーズ上に並べられている、基質に結合した複数の核酸を包含し得る。核酸マ
イクロアレイの例は、米国特許第６，３９１，６２３号、同第同第６，３８３，７５４号
、同第６，３８３，７４９号、同第６，３８０，３７７号、同第６，３７９，８９７号、
同第６，３７６，１９１号、同第６，３７２，４３１号、同第６，３５１，７１２　６，
３４４，３１６号、同第６，３１６，１９３号、同第６，３１２，９０６号、同第６，３
０９，８２８号、同第６，３０９，８２４号、同第６，３０６，６４３号、同第６，３０
０，０６３号、同第６，２８７，８５０号、同第６，２８４，４９７号、同第６，２８４
，４６５号、同第６，２８０，９５４号、同第６，２６２，２１６号、同第６，２５１，
６０１号、同第６，２４５，５１８号、同第６，２６３，２８７号、同第６，２５１，６
０１号、同第６，２３８，８６６号、同第６，２２８，５７５号、同第６，２１４，５８
７号、同第６，２０３，９８９号、同第６，１７１，７９７号、同第６，１０３，４７４
号、同第６，０８３，７２６号、同第６，０５４，２７４号、同第６，０４０，１３８号
、同第６，０８３，７２６号、同第６，００４，７５５号、同第６，００１，３０９号、
同第５，９５８，３４２号、同第５，９５２，１８０号、同第５，９３６，７３１号、同
第５，８４３，６５５号、同第５，８１４，４５４号、同第５，８３７，１９６号、同第
５，４３６，３２７号、同第５，４１２，０８７号、および同第５，４０５，７８３号に
見出され得て、その開示は参照により包含されている。
【０２６２】
　追加の例は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，Ｃａｌｉｆ．）から商
標名ＧｅｎｅＣｈｉｐ（商標）で市販されている核酸アレイを包含する。さらなる例示的
なアレイの製造および使用方法は、たとえばＵＳ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．７，０２８，６２９
；７，０１１，９４９；７，０１１，９４５；６，９３６，４１９；６，９２７，０３２
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；６，９２４，１０３；６，９２１，６４２；および６，８１８，３９４で提供される。
【０２６３】
　本発明は、アレイおよびマイクロアレイに関するように、固体基質に付着されたポリマ
ーへの多くの使用も考慮する。これらの使用は、遺伝子発現の監視、プロファイリング、
ライブラリスクリーニング、遺伝子タイピングおよび診断を包含する。遺伝子発現の監視
およびプロファイリング方法ならびに遺伝子発現の監視およびプロファイリングに有用な
方法は、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．５，８００，９９２、６，０１３，４４９、６，０２
０，１３５、６，０３３，８６０、６，０４０，１３８、６，１７７，２４８および６，
３０９，８２２に示されている。遺伝子タイピングおよびその使用は、Ｕ．Ｓ．Ｓｅｒ．
Ｎｏｓ．１０／４４２，０２１、１０／０１３，５９８（Ｕ．Ｓ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎ　Ｎｏ．２００３／００３６０６９）、およびＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．５，９２５，
５２５、６，２６８，１４１、５，８５６，０９２、６，２６７，１５２、６，３００，
０６３、６，５２５，１８５、６，６３２，６１１、５，８５８，６５９、６，２８４，
４６０、６，３６１，９４７、６，３６８，７９９、６，６７３，５７９および６，３３
３，１７９に示されている。本明細書で開示する方法と組合せて使用され得る核酸増幅、
標識および分析の他の方法は、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．５，８７１，９２８、５，９０
２，７２３、６，０４５，９９６、５，５４１，０６１、および６，１９７，５０６で実
現されている。
【０２６４】
　当業者に明らかとなるように、ある実施形態は、本明細書に記載するように、増幅また
は検出のためにプライマーまたはプローブなどのオリゴヌクレオチドを用い得る。オリゴ
ヌクレオチドの設計および配列は、本明細書に記載するようなその機能に依存するが、複
数の変数が概して考慮に入れられる。中でも最も関連性であるのは：長さ、融解温度（Ｔ
ｍ）、特異性、系における他のオリゴヌクレオチドとの相補性、Ｇ／Ｃ含有量、ポリピリ
ミジン（Ｔ、Ｃ）またはポリプリン（Ａ、Ｇ）ストレッチ、および３’端配列である。
【０２６５】
　その結果、ある実施形態は、試料中の標的ＨＲＳポリヌクレオチドであって、本明細書
に記載する参照ＨＲＳポリヌクレオチドの配列を含むポリヌクレオチドを検出する方法を
通例は包含し、該方法は、ａ）試料を、試料中の標的ポリヌクレオチドに相補的である配
列を含むプローブによってハイブリダイズして、プローブが、ハイブリダイゼーション複
合体が前記プローブおよび前記標的ポリヌクレオチドまたはそのフラグメントの間に形成
される条件下で、前記標的ポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズすることと；ｂ）
前記ハイブリダイゼーション複合体の存在または非存在、および場合により、存在する場
合にはその量を検出することと；を含む。また、試料中の標的ＨＲＳポリヌクレオチドで
あって、本明細書に記載する参照ＨＲＳポリヌクレオチドの配列を含むポリヌクレオチド
を検出する方法を包含し、ａ）標的ポリヌクレオチドまたはそのフラグメントを増幅する
ことと、ｂ）前記増幅した標的ポリヌクレオチドまたはそのフラグメントの存在または非
存在、ならびに場合により、存在する場合にはその量を検出することとを含む。
【０２６６】
　本発明の実施形態は、抗体ベースの検出技法を含む、多種多様のＨＲＳポリペプチドベ
ースの検出技法を包含する。これらの実施形態には、抗体または他の結合剤を発生させる
ためのＨＲＳポリペプチドの使用が包含され、これは次に他の生物試料、通例被験体から
の細胞または他の生物試料中の選択されたＨＲＳポリペプチドを検出または定量するため
に、診断方法および組成物で使用され得る。
【０２６７】
　ある実施形態は、ウェスタンブロッティングおよび免疫沈降、酵素結合免疫吸着アッセ
イ（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー、および免疫蛍光アッセイ（ＩＦＡ）などの標
準方法体系を用い得る。これらの周知の方法は通例、本発明の選択されたＨＲＳポリペプ
チド、またはそのＨＲＳポリペプチドの固有の領域に特異的に結合して、概して全長ＨＲ
Ｓポリペプチドなどの他のＨＲＳポリペプチドには著しく結合しない、本明細書に記載す
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るような１つ以上のモノクローナルまたはポリクローナル抗体を利用する。ある実施形態
において、ＨＲＳポリペプチドの固有の領域は、固有のスプライス部位または新たに同定
された選択的スプライスバリアントの特定の３次元構造によってエンコードされ得る。
【０２６８】
　ある実施形態は、「マイクロアレイ」などの「アレイ」を用い得る。ある実施形態にお
いて、「マイクロアレイ」は、基質結合コレクションまたは複数のポリペプチドを有する
「ペプチドマイクロアレイ」または「タンパク質マイクロアレイ」も指し得て、複数の結
合ポリペプチドそれぞれへの結合は別々に検出可能である。代わりに、ペプチドマイクロ
アレイは、これに限定されるわけではないが、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
、ファージ提示結合剤、酵母２ハイブリッド結合剤、およびアプタマーを含む複数の結合
剤を有し得て、結合剤は本明細書に記載するＨＲＳポリペプチドの結合を特異的に検出す
ることができる。アレイは、たとえばＲｏｂｉｎｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ　８（３）：２９５－３０１（２００２）に記載されているように、これらのＨＲＳ
ポリペプチドの自己抗体検出に基づき得る。ペプチドアレイの例は、ＷＯ　０２／３１４
６３、ＷＯ　０２／２５２８８、ＷＯ　０１／９４９４６、ＷＯ　０１／８８１６２、Ｗ
Ｏ　０１／６８６７１、ＷＯ　０１／５７２５９、ＷＯ　００／６１８０６、ＷＯ　００
／５４０４６、ＷＯ　００／４７７７４、ＷＯ　９９／４０４３４、ＷＯ　９９／３９２
１０、およびＷＯ　９７／４２５０７ならびにＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．６，２６８，２
１０、５，７６６，９６０、および５，１４３，８５４に見出され得て、そのそれぞれは
参照により組み入れられている。
【０２６９】
　ある実施形態は、ＨＲＳポリペプチド配列を診断的に検出するためのＭＳまたは他の分
子量ベースの方法を用い得る。質量分析法（ＭＳ）は概して、試料または分子の元素組成
を決定する分析的技法を指す。ＭＳは、ペプチドおよび他の化学化合物などの分子の化学
構造を決定するためにも使用され得る。
【０２７０】
　概して、ＭＳの原理は、化学化合物をイオン化させて荷電分子または分子フラグメント
を発生させることと、次にそれらの質量対電荷比を測定することとからなる。例証的なＭ
Ｓの手順において：試料をＭＳ機器に装填して、気化を受けさせ、試料の構成要素が多種
多様の方法の１つによって（たとえば構成要素に電子ビームで衝撃を与えることによって
）イオン化され、これにより正に荷電した粒子の形成が生じ、次に正イオンが磁場によっ
て加速されて、イオンが電磁場を移行するときのイオンの動きの詳細に基づいて、粒子の
質量対電荷比（ｍ／ｚ）に基づいて計算が行われ、前のステップでｍ／ｚに従ってソート
されたイオンが検出される。
【０２７１】
　例証的なＭＳ機器は３つのモジュール：気相試料分子をイオンに変換するイオン源（ま
たはエレクトロスプレーイオン化の場合には、溶解して存在するイオンを気相に移動する
）；電磁場を印加することによってイオンをその質量によってソートする、質量分析器；
およびインジケータ量の値を測定して、それゆえ存在する各イオンの存在量を計算するた
めのデータを提供する、検出器を有する。
【０２７２】
　ＭＳ技法は、未知の化合物を同定すること、分子の元素の同位体組成を決定すること、
および化合物の構造を、そのフラグメント化を観察することによって決定することを含む
、定性的および定量的使用の両方を有する。他の使用は、試料中の化合物の量を定量する
こと、または気相イオンの化学的性質の基礎を研究すること（真空中のイオンおよび中性
体の化学的性質）を包含する。したがってＭＳ技法は、本明細書で提供された方法のいず
れかに従って使用され、生物試料中の本発明のＨＲＳポリペプチドの存在またはレベルが
測定され、これらのレベルが対照試料または所定の値と比較され得る。
【０２７３】
　Ｂ．化合物および治療剤の発見
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　ある実施形態は、通例、参照ＨＲＳの非カノニカル活性の１つ以上を調節する薬剤を同
定するための、薬物発見におけるＨＲＳポリペプチドまたはＨＲＳポリヌクレオチド参照
配列の使用に関する。たとえばある実施形態は、ＨＲＳ参照ポリペプチド、またはＨＲＳ
ポリペプチドに関係し、その非カノニカル活性（複数可）に関与する細胞タンパク質また
は他の宿主分子などのＨＲＳ参照配列を含むポリペプチドの、１つ以上の「結合パートナ
ー」を同定する方法を包含する。ＨＲＳ参照ポリペプチドまたはその活性変異体の非カノ
ニカル活性を、ＨＲＳポリペプチドおよび／またはその細胞結合パートナーの１つ以上と
相互作用することによって作動させるまたは拮抗する化合物（たとえばポリペプチド）ま
たは他の薬剤を同定する方法も包含される。
【０２７４】
　その結果、ある実施形態は、ａ）ＨＲＳポリペプチドを生物試料と好適な条件下で組合
せることと、ｂ）ＨＲＳポリペプチドの結合パートナーへの特異的結合を検出して、これ
によりＨＲＳ参照ポリペプチドに特異的に結合する結合パートナーを同定することとを含
む、ＨＲＳ参照ポリペプチドの結合パートナーを同定する方法を包含する。ａ）ＨＲＳポ
リペプチドまたはその結合パートナーを少なくとも１つの試験化合物と好適な条件下で組
合せることと、ｂ）ポリペプチドまたは結合パートナーの試験化合物への結合を検出して
、これによりポリペプチドまたはその結合パートナーに特異的に結合する化合物を同定す
ることとを含む、ＨＲＳ参照ポリペプチドまたはＨＲＳポリペプチドの結合パートナーに
特異的に結合する化合物をスクリーニングする方法も包含される。ある実施形態において
、化合物はポリペプチドまたはペプチドである。ある実施形態において、化合物は小型分
子または他の（たとえば非生物）化学化合物である。ある実施形態において、化合物はペ
プチドミメティックである。
【０２７５】
　タンパク質－タンパク質相互作用を検出するためのいずれの好適な方法も、ＨＲＳ参照
ポリペプチドと相互作用する細胞タンパク質、その細胞結合パートナーの１つ以上と相互
作用する細胞タンパク質、またはそれらの両方を同定するのに用いられ得る。用いられ得
る伝統的な方法の例は、主にＨＲＳポリペプチドと相互作用する溶解物中のタンパク質を
同定するための、同時免疫沈降、架橋、および細胞溶解物または細胞溶解物から得たタン
パク質の勾配またはクロマトグラフィーカラムを通じた同時精製を包含し得る。
【０２７６】
　これらのおよび関連する実施形態において、ＨＲＳポリペプチドまたはその結合パート
ナーと相互作用するタンパク質のアミノ酸配列の少なくとも部分は、エドマン分解技法を
介してなど、当業者に周知の技法を使用して確かめることができる。たとえばＣｒｅｉｇ
ｈｔｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｎ．Ｙ．，ｐｐ．３４　４
９，１９８３を参照。得られたアミノ酸配列は、このようなタンパク質をエンコードする
遺伝子配列をスクリーニングするのに使用できるオリゴヌクレオチド混合物の発生のため
の案内として使用され得る。スクリーニングは、本明細書に記載され、当分野で公知のた
とえば標準ハイブリダイゼーションまたはＰＣＲ技法によって達成され得る。オリゴヌク
レオチド混合物の発生およびスクリーニングのための技法は周知である。たとえばＡｕｓ
ｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌ
ｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎ．Ｙ．，１９８９；およびＩｎｎｉｓらｅｄｓ．Ｐ
ＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９
９０を参照。
【０２７７】
　加えて方法は、結合パートナーまたは他のポリペプチドをエンコードする遺伝子の同時
同定に用いられ得る。これらの方法はたとえば、標識ＨＲＳタンパク質、または別のポリ
ペプチド、ペプチドまたは融合タンパク質、たとえばマーカー（たとえば酵素、蛍光、発
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光タンパク質、または染料）に融合された変異体ＨＲＳポリペプチドまたはＨＲＳドメイ
ン、またはＩｇ－Ｆｃドメインを使用する、ラムダ－ｇｔ１１ライブラリの抗体プロ―ビ
ングの周知の技法に類似した方式の、プロ―ビング発現ライブラリを包含する。
【０２７８】
　インビボでタンパク質相互作用を検出する１つの方法は、ツーハイブリッドシステムで
ある。本システムの例が記載されており（Ｃｈｉｅｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８８：９５
７８　９５８２，１９９１）、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，Ｃａｌｉｆ．）
から市販されている。ある例において、ツーハイブリッド系または他のこのような方法体
系が使用されて、活性化ドメインライブラリが「ベイト」遺伝子産物と相互作用するタン
パク質についてスクリーニングされ得る。一例として、限定するためではないが、ＨＲＳ
参照ポリペプチドまたは変異体は、ベイト遺伝子産物として使用され得る。ＨＲＳ結合パ
ートナーは、「ベイト」遺伝子産物としても使用され得る。全ゲノムまたはｃＤＮＡ配列
は、活性化ドメインをエンコードするＤＮＡに融合される。本ライブラリおよびＤＮＡ結
合ドメインに融合されたベイトＨＲＳ遺伝子産物のハイブリッドをエンコードするプラス
ミドは、酵母リポーター株に同時形質転換され、得られた形質転換体は、リポーター遺伝
子を発現するものについてスクリーニングされる。
【０２７９】
　酵母中のＲＮＡ－タンパク質相互作用の検出を可能にする、スリーハイブリッド系も包
含される。たとえばＨｏｏｋら、ＲＮＡ．１１：２２７－２３３，２００５を参照。した
がって、これらのおよび関連する方法を使用して、ＨＲＳポリペプチドの細胞結合パート
ナーを同定することができる。これらのおよび関連する方法を使用して、ＨＲＳポリペプ
チド、その細胞結合パートナー、またはそれらの両方と相互作用する結合剤または核酸な
どの他の化合物を同定することもできる。
【０２８０】
　上記のようにいったん単離されると、結合パートナーを同定することができ、今度は該
結合パートナーを標準技法と併せて使用して、該結合パートナーが相互作用するタンパク
質または他の化合物を同定することができる。それゆえある実施形態は、ａ）結合パート
ナーを少なくとも１つの試験化合物と好適な条件で組合せることと、ｂ）結合パートナー
の試験化合物への結合を検出して、これにより結合パートナーに特異的に結合する化合物
を同定することとを含む、ＨＲＳ参照ポリペプチドの結合パートナーに特異的に結合する
化合物をスクリーニングする方法に関する。ある実施形態において、試験化合物はポリペ
プチドである。ある実施形態において、試験化合物は、小型分子化合物またはペプチドミ
メティックなどの化学化合物である。
【０２８１】
　ある実施形態は、ａ）ポリペプチドを少なくとも１つの試験化合物と、ポリペプチドの
活性に受け入れられる条件下で組合せることと、ｂ）試験化合物の存在下でポリペプチド
の活性を影響評価することと、ｃ）試験化合物の存在下でのポリペプチドの活性を、試験
化合物の非存在下でのポリペプチドの活性と比較することとを包含し、試験化合物の存在
下でのポリペプチドの活性の変化がポリペプチドの活性を調節する化合物を指し示す、Ｈ
ＲＳ参照ポリペプチドの活性を調節する化合物をスクリーニングする方法を包含する。
【０２８２】
　ある実施形態は、ａ）ポリペプチドを少なくとも１つの試験化合物と、結合パートナー
の活性に受け入れられる条件下で組合せることと、ｂ）試験化合物の存在下で結合パート
ナーの活性を影響評価することと、ｃ）試験化合物の存在下での結合パートナーの活性を
、試験化合物の非存在下での結合パートナー活性と比較することとを包含し、試験化合物
の存在下での結合パートナーの活性の変化が結合パートナーの活性を調節する化合物を指
し示す、ＨＲＳ参照ポリペプチドの結合パートナーの活性を調節する化合物をスクリーニ
ングする方法を包含する。通例、これらのおよび関連する実施形態は、ＨＲＳポリペプチ
ドまたはその結合パートナーと関わる選択された非カノニカル活性を影響評価することを
包含する。細胞培養条件などのインビトロおよびインビボ条件が包含される。
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【０２８３】
　ある実施形態は、ａ）ポリペプチドを含む試料を化合物に曝露させることと、ｂ）通例
、ＨＲＳポリペプチドの非カノニカル活性の上昇を測定することによって、試料中のアゴ
ニスト活性を検出することとを含む、化合物をＨＲＳ参照ポリペプチドまたはその活性フ
ラグメントもしくは活性変異体の完全または部分アゴニストとしての有効性についてスク
リーニングする方法を包含する。ある方法は、ａ）ＨＲＳポリペプチドの結合パートナー
を含む試料を化合物に曝露させることと、ｂ）通例、ＨＲＳポリペプチドの選択された非
カノニカル活性の上昇を測定することによって、試料中のアゴニスト活性を検出すること
とを包含する。ある実施形態は、該方法によって同定されたアゴニスト化合物および製薬
的に許容され得る担体または賦形剤を含む組成物を包含する。
【０２８４】
　ａ）ポリペプチドを含む試料を化合物に曝露させることと、ｂ）通例、ＨＲＳポリペプ
チドの非カノニカル活性の低下を測定することによって、試料中のアンタゴニスト活性を
検出することとを含む、化合物をＨＲＳ参照ポリペプチドの完全または部分アンタゴニス
トとしての有効性についてスクリーニングする方法も包含される。ある方法は、ａ）ＨＲ
Ｓポリペプチドの結合パートナーを含む試料を化合物に曝露させることと、ｂ）通例、Ｈ
ＲＳポリペプチドの選択された非カノニカル活性の低下を測定することによって、試料中
のアンタゴニスト活性を検出することとを含む。ある実施形態は、該方法によって同定さ
れたアンタゴニスト化合物および製薬的に許容され得る担体または賦形剤を含む組成物を
包含する。
【０２８５】
　ある実施形態において、インビトロ系は、ＨＲＳ参照配列もしくはその結合パートナー
と相互作用することができる、またはＨＲＳ参照配列もしくはその結合パートナーを調節
することができる化合物を同定するように設計され得る。このような系によって同定され
た化合物のいくらかは、たとえば経路の活性を調製するのに、および経路自体の構成要素
を同化するのに有用であり得る。該化合物は、経路の構成要素間の相互作用を混乱させる
化合物を同定するためのスクリーンでも使用され得る；またはこのような相互作用を直接
混乱させ得る。１つの例示的な手法は、ＨＲＳポリペプチドと試験化合物との反応混合物
を、２つを相互作用および結合させるのに、それゆえ反応混合物から除去できるおよび／
または反応混合物中で検出できる複合体を形成するのに十分な条件および時間にて調製す
ることを包含する。
【０２８６】
　インビトロ・スクリーニング・アッセイは、多種多様のやり方で行うことができる。た
とえば、ＨＲＳポリペプチド、細胞結合パートナー、または試験化合物（複数可）は、固
相上に固定することができる。これらのおよび関連する実施形態において、得られた複合
体は、反応の終りに固相上で捕捉および検出され得る。このような方法の１例において、
ＨＲＳポリペプチドおよび／またはその結合パートナーは、固体表面に固定され、固定さ
れていない試験化合物（複数可）は、直接または間接的にのどちらかで標識され得るので
、固体表面上の構成要素による試験化合物の捕捉を検出することができる。他の例におい
て、試験化合物（複数可）が固体表面に固定され、固定されていないＨＲＳポリペプチド
および／またはその結合パートナーは、検出可能ないくつかのやり方で標識される。ある
実施形態において、マイクロタイタープレートは、固相として便利に利用され得る。固定
された構成要素（または試験化合物）は、非共有結合性または共有結合性付着によって不
動化され得る。非共有結合性付着は、単に固体表面をタンパク質の溶液でコーティングし
て、乾燥させることによって達成され得る。代わりに、不動化されるタンパク質的に特異
的な不動化抗体、好ましくはモノクローナル抗体が使用されて、タンパク質を固体表面に
固定し得る。表面は事前に調製されて、貯蔵され得る。
【０２８７】
　例示的なアッセイを行うために、不動化されていない構成要素を、固定構成要素を含有
するコート表面に通例添加する。反応が完了した後、未反応構成要素は、形成されたいず
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れの特異的複合体も固体表面上で不動化されたままであるような条件下で、（たとえば洗
浄によって）除去される。固体表面に固定された複合体の検出は、いくつかのやり方で達
成することができる。例として、先に不動化されていない構成要素が事前に標識されてい
る場合、表面上での不動化された標識の検出は、複合体が形成されたことを指摘する。先
に不動化されていない構成要素が事前に標識されていない場合、間接標識を使用して、た
とえば先に不動化されていない構成要素に特異的な標識抗体（今度は、抗体は直接標識さ
れ得るか、または標識抗Ｉｇ抗体によって間接的に標識され得る）を使用して、表面に固
定された複合体を検出することができる。
【０２８８】
　代わりに、試験化合物の結合の存在または非存在は、たとえば表面プラスモン共鳴（Ｓ
ＰＲ）および指数としての共鳴角の変化を使用して決定することができ、ここでＨＲＳポ
リペプチドまたは細胞結合パートナーは市販のセンサチップ（たとえばＢｉａｃｏｒｅ（
商標）が製造）の表面上に慣習的な方法によって不動化され、試験化合物がそこに接触し
て、センサチップが特定の角度からの特定の波長の光によって照明される。試験化合物の
結合は、ＨＲＳポリペプチドまたは細胞結合パートナーは質量分析計に適応可能なタンパ
ク質チップの表面上に不動化され、試験化合物がチップと接触する方法により、試験化合
物に対応するピークの出現を検出することによっても測定でき、ＭＡＬＤＩ－ＭＳ、ＥＳ
Ｉ－ＭＳ、ＦＡＢ－ＭＳなどのイオン化方法は、質量分析計（たとえば２重収束質量分析
計、４重極質量分析計、飛行時間質量分析計、フーリエ変換質量分析計、イオンサイクロ
トロン質量分析計など）と組合される。
【０２８９】
　ある実施形態において、細胞ベースアッセイ、膜ベシクルベースアッセイ、または膜画
分ベースアッセイを使用して、選択されたＨＲＳポリペプチドの非カノニカル経路におけ
る相互作用を調節する化合物を同定することができる。このために、ＨＲＳポリペプチド
および／もしくは結合パートナー、またはドメインもしくはフラグメントを含有する融合
タンパク質（またはその組合せ）を発現する株化細胞、またはこのようなタンパク質（複
数可）または融合タンパク質（複数可）を発現するように遺伝子操作された株化細胞（た
とえばＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、Ｈｅｌａ細胞など）を使用すること
ができる。非カノニカル活性に影響する試験化合物（複数可）は、対照または所定量と比
較して、その活性における変化（たとえば統計的に有意な変化）を監視することによって
同定できる。
【０２９０】
　アンチセンス剤およびＲＮＡｉ剤に関する実施形態では、たとえば、ａ）ＨＲＳ参照ポ
リヌクレオチドを含む試料を潜在的なアンチセンスオリゴヌクレオチドなどの化合物に曝
露させることと、ｂ）ＨＲＳポリヌクレオチドの改変された発現を検出することとを含む
、ＨＲＳ参照ポリヌクレオチドの発現を改変する有効性について化合物をスクリーニング
する方法も包含される。ある非制限的な例において、これらのおよび関連する実施形態は
、当分野の常用技法に従って細胞ベースアッセイに、または細胞遊離翻訳アッセイに用い
ることができる。このような方法によって同定されたアンチセンス剤およびＲＮＡｉ剤も
包含される。
【０２９１】
　いずれの上の方法、または高スループットスクリーニング（ＨＴＳ）に適した、当分野
で公知の他のスクリーニング方法も包含される。ＨＴＳは通例、オートメーションを使用
して、候補化合物のライブラリに対するアッセイのスクリーン、例として、本明細書に記
載するように、非カノニカル活性の上昇または低下を測定するアッセイを実行する。
【０２９２】
　Ｃ．処置方法
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載するように、組成物により細胞、組織ま
たは被験体を処置するための、本発明の組成物の使用方法に関する。本発明によって調節
され得る細胞または組織は、好ましくは哺乳動物細胞、またはさらに好ましくはヒト細胞
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である。このような細胞は、健常状態の細胞または罹患状態の細胞であり得る。
【０２９３】
　したがって、ＨＲＳポリペプチド、ＨＲＳポリヌクレオチド、ＨＲＳポリヌクレオチド
ベースベクター、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ＲＮＡｉ剤を含む本明細書に記載す
るＨＲＳ剤、ならびにペプチド、抗体および抗原結合フラグメント、ペプチドミメティッ
クおよび他の小型分子などの結合剤を使用して、参照ＨＲＳの非カノニカル活性に関連す
る多種多様の非限定的な疾患または状態を処置することができる。このような非カノニカ
ル活性の例は、細胞増殖の調節、細胞移動の調節、細胞分化（たとえば造血）の調節、ア
ポトーシスまたは他の形の細胞死の調節、細胞シグナル伝達の調節、血管新生の調節、細
胞結合の調節、細胞代謝の調節、サイトカイン産生または活性の調節、サイトカイン受容
体活性の調節、炎症の調節などを包含する。
【０２９４】
　通例、減少させられなければその非カノニカル活性に寄与する、ＨＲＳポリペプチドの
特定のスプライスバリアントまたはＨＲＳポリペプチドの細胞結合パートナーなどの標的
分子の発現を減少させることに関するアンチセンス療法およびＲＮＡｉ干渉療法などのポ
リヌクレオチドベース療法が包含される。アンチセンス療法またはＲＮＡｉ療法は通例、
ＨＲＳ参照ポリペプチドの発現を減少させることなどにより、非カノニカル活性と拮抗す
る。ＨＲＳポリペプチド、その細胞結合パートナー（複数可）、またはそれらの両方と直
接相互作用することなどにより、ＨＲＳ参照ポリペプチドの非カノニカル活性に作動また
は拮抗のどちらかを行う、ポリペプチド、抗体、ペプチドミメティック、または他の小型
分子ベースの療法も包含される。
【０２９５】
　ある実施形態において、たとえば、細胞を本明細書に記載するようなＨＲＳ組成物に接
触させることを含む、これに限定されるわけではないが、細胞代謝、細胞分化、細胞増殖
、細胞死、細胞動員、細胞移動、免疫系機能、遺伝子転写、ｍＲＮＡ翻訳、細胞インピー
ダンス、サイトカイン産生などを包含する治療関連性の細胞活性を調節する方法も提供さ
れる。したがって、ＨＲＳ組成物は、１つ以上のこのような活性の調節から恩恵を受ける
であろう本質的にいずれの細胞または組織または被験体も処置するのに用いられ得る。
【０２９６】
　ＨＲＳ組成物は、たとえば新生物性疾患、免疫系疾患（たとえば自己免疫疾患および炎
症）、感染性疾患、代謝病、ニューロン／神経疾患、筋肉／心血管疾患、異常造血に関係
する疾患、異常血管新生に関係する疾患、異常細胞生存に関係する疾患、およびその他の
処置または防止に関連するものを含む、いくつかの治療状況のいずれでも使用され得る。
【０２９７】
　たとえば本発明の組成物は、自己免疫および／または炎症性疾患、状態ならびに障害を
直接または間接的にのどちらかで媒介する細胞を調節することによって抗炎症性または炎
症促進性の適応症を処置するための、免疫調節薬として使用され得る。免疫調節薬として
の本発明の組成物の有用性は、たとえば移動アッセイ（たとえば白血球、リンパ球、単球
を使用する）、サイトカイン産生アッセイ、細胞生存度アッセイ（たとえばＢ細胞、Ｔ細
胞、単球、ＮＫ細胞を使用する）などを含む、いくつかの当分野で公知のおよび利用可能
技法のいずれかを使用して監視することができる。
【０２９８】
　「炎症」は概して、病原体、損傷細胞（たとえば創傷）、および刺激原などの有害な刺
激に対する組織の生物学的応答を指す。「炎症性応答」という用語は、単に例証として、
本明細書に記載するおよび当分野で公知の数ある中でも、免疫細胞活性化または移動、サ
イトカイン産生、血管拡張（キニン遊離、フィブリン溶解および凝固を含む）を含む、炎
症が達成および制御される特異的機構を指す。理想的には、炎症は、傷害性刺激の除去お
よび罹患組織または組織（複数可）の治癒プロセスの開始の両方のための、体による保護
のための試みである。炎症の非存在下では、創傷および感染は治癒することはなく、組織
の進行性破壊が生存を脅かすであろう局面が生じるであろう。他方では、過剰または慢性
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炎症は、本明細書に記載するおよび当分野で公知の、数ある中でも花粉症、アテローム性
動脈硬化、および関節リウマチなどの多種多様の疾患と関係し得る。
【０２９９】
　慢性炎症の臨床徴候は、疾病の継続期間、炎症病変、原因および罹患した解剖学的範囲
に依存している。（たとえばＫｕｍａｒら、Ｒｏｂｂｉｎｓ　Ｂａｓｉｃ　Ｐａｔｈｏｌ
ｏｇｙ－８ｔｈ　Ｅｄ．，２００９　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｌｏｎｄｏｎ；Ｍｉｌｌｅｒ，
ＬＭ，Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ｌｅｃｔｕｒｅ　Ｎｏｔｅｓ，Ａｔｌａｎｔｉｃ　Ｖｅｔｅ
ｒｉｎａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｃｈａｒｌｏｔｔｅｔｏｗｎ，ＰＥＩ，Ｃａｎａｄａを
参照）。慢性炎症は、本明細書に記載するおよび当分野で公知の、数ある中でも、たとえ
ばアレルギー、アルツハイマー病、貧血、大動脈弁狭窄、関節リウマチおよび骨関節炎お
よび痛風関節炎などの関節炎、癌、うっ血性心不全、線維筋痛症、線維症、心臓発作、腎
疾患、狼瘡、膵臓炎、脳卒中、外科的合併症、炎症性肺疾患、炎症性腸疾患、アテローム
性動脈硬化、神経障害、糖尿病、代謝性障害、肥満、および乾癬を含む、多種多様の病態
または状態または疾患と関係している。それゆえにＨＲＳ組成物が使用されて、慢性炎症
が処置もしくは管理され得る、個々の慢性炎症性応答の１つ以上のいずれかが調節され得
る、または慢性炎症に関係するいずれか１つの疾患もしくは状態が処置され得る。
【０３００】
　たとえば許容された臨床基準に従った改良を決定することによる、治療的有効用量が処
置経過中に投与されたか否かを決定することなどを含む、鑑別診断を行う目的での、およ
び処置を監視するための、炎症性状態または他の状態の徴候または症状を影響評価するた
めの基準は、当業者に明らかになるであろうし、たとえばＢｅｒｋｏｗら、ｅｄｓ．，Ｔ
ｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ，１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍｅｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃ
ｏ．，Ｒａｈｗａｙ，Ｎ．Ｊ．，１９９２；Ｇｏｏｄｍａｎら、ｅｄｓ．，Ｇｏｏｄｍａ
ｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ
　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，１０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｌｍｓｆｏｒｄ，Ｎ．Ｙ．，（２００１）；Ａｖｅｒｙ’ｓ　Ｄ
ｒｕｇ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，
３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，ＡＤＩＳ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｔｄ．，Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａｎｄ
　Ｗｉｌｋｉｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＭＤ．（１９８７）；Ｅｂａｄｉ，Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌｏｇｙ，Ｌｉｔｔｌｅ，Ｂｒｏｗｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｂｏｓｔｏｎ，（１９８
５）；Ｏｓｏｌｃｉ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ（１９９０）；Ｋａｔｚｕｎｇ，Ｂａｓｉｃ　ａｎ
ｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，Ａｐｐｌｅｔｏｎ　ａｎｄ　Ｌａｎ
ｇｅ，Ｎｏｒｗａｌｋ，ＣＴ（１９９２）による教示によって例示されている。
【０３０１】
　自然免疫応答などの免疫応答を調節する方法も包含されている。本明細書で使用する場
合、「免疫応答」という用語は、免疫系の１つ以上の細胞によって媒介される、抗原、ワ
クチン組成物、または免疫調節分子に対する測定可能なまたは観察可能な反応を包含する
。免疫応答は通例、免疫系細胞に結合する抗原または免疫調節分子結合によって開始する
。抗原または免疫調節分子に対する反応は、抗原または免疫調節分子に最初に結合する細
胞および自然体液性細胞媒介免疫応答の媒介に関与する細胞を含む、多くの細胞型によっ
て媒介され得る。
【０３０２】
　「自然免疫応答」は、本明細書で使用する場合、病原体関連分子パターン（ＰＡＭＰ）
またはＨＲＳポリペプチドのトル様受容体などの細胞表面受容体への結合を包含し得る。
ＰＡＭＰまたは他のシグナルに応答したトル様受容体およびＩｐａｆシグナル伝達経路の
活性化は、免疫応答を誘発および／または増強するサイトカインおよび同時刺激分子など
の免疫調節分子の産生に至る。自然免疫応答に関わる細胞は、数ある中でもたとえば、樹
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状細胞、マクロファージ、ナチュラルキラー細胞、および好中球を包含する。
【０３０３】
　ある実施形態は、自然免疫応答を上昇させることに関する。他の実施形態は、自然免疫
応答を低下させることに関する。ある態様において、自然免疫応答は１つ以上のトル様受
容体（ＴＬＲ）、たとえばＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４によって媒介される。本発明
のあるＨＲＳポリペプチドは、ＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４などのＴＬＲに結合する
。ＴＬＲは、感染性因子を自己から区別して、有効な適応免疫の発症に必要なサイトカイ
ンなどの免疫調節分子の産生を媒介するＰＡＭＰを認識する（参照により本明細書に組み
入れられている、Ａｄｅｒｅｍ，Ａ　ａｎｄ　Ｕｌｅｖｉｔｃｈ，Ｒ．Ｊ．Ｎａｔｕｒｅ
　４０６：７８２－７８７（２０００）およびＢｒｉｇｈｔｂｉｌｌ，Ｈ．Ｄ．，Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｙ　１０１：１－１０（２０００））。トル様受容体ファミリのメンバは、
多種多様の抗原型を認識して、病原体を判別することができる。たとえばＴＬＲ２は各種
の真菌、グラム陽性、およびマイコバクテリア構成要素を認識し、ＴＬＲ４はグラム陰性
生成物リポポリサッカライド（ＬＰＳ）を認識し、ＴＬＲ９は細菌ＤＮＡ中のＣｐＧ反復
などの核酸を認識する。
【０３０４】
　自然免疫（たとえばＴＬＲ２および／または（ａｎｄ／ｒ）ＴＬＲ４を介して）を刺激
するＨＲＳ組成物は、単独で、または他の療法と組合されてのどちらかで多岐にわたる状
態の処置に有用であることができる。このような状態の特異的な例は、細菌、ウイルス、
および寄生虫感染性疾患などの感染性疾患を包含する。自然免疫を刺激するＨＲＳ組成物
は、ワクチンアジュバントとしても有用であり、生ワクチン、弱毒化ワクチン、または他
の種類のワクチンにかかわらず、１次抗原に対する被験体の免疫応答を増強することがで
きる。
【０３０５】
　ウイルス感染性疾患または因子（およびその対応するワクチン）の例は、これに限定さ
れるわけではないが、数ある中でも、本明細書の他の箇所で記載された、Ａ型肝炎、Ｂ型
肝炎、Ｃ型肝炎、Ｅ型肝炎、カリシウイルス関連下痢、ロタウイルス下痢、ヘモフィルス
インフルエンザＢ型肺炎および感染病、インフルエンザ、麻疹、流行性耳下腺炎、風疹、
パラインフルエンザ関連肺炎、呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）肺炎、重症急性呼吸器症
候群（ＳＡＲＳ）、ヒト・パピローマ・ウイルス、単純疱疹２型性器潰瘍、ＨＩＶ／ＡＩ
ＤＳ、デング熱、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、西ナイルウイルス関連疾患、黄熱、エプスタ
イン－バーウイルス、ラッサ熱、クリミア－コンゴ出血熱、エボラ出血熱、マルブルグ出
血熱、狂犬病、リフトバレー熱、天然痘、ハンセン病、上および下気道感染、ポリオを包
含する。
【０３０６】
　細菌感染疾患または因子の例は、これに限定されるわけではないが、数ある中でも、本
明細書の別の箇所で記載された、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｒａｃｉｓ、Ｂｏｒｅｌｌｉ
ａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　
ｃａｎｕｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ、
Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ｅ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔａｃｃｉ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔ
ｉｓ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．ｐ
ｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ、Ｃ．ｔｅｔａｎｉ，Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈ
ｔｈｅｒｉａｅ（すなわちジフテリア）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、大腸菌、Ｈａｅｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ、Ｌｅ
ｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ
　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ、Ｍ．ｔｕ
ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｎｅｉｓｓｅｒ
ｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａ、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｅｃｋｅｔｉｓｉｉ、Ｓａｌｍｏｎｅ
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ｌｌａ　ｔｙｐｈｉ、Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓ．ｓａ
ｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ、
Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａ、Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ、Ｂｏｒｄａｔｅｌｌ
ａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ、および中耳炎（たとえばＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅ
ｕｍｏｎｉａｅ、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、またはＭｏｒａｘｅ
ｌｌａ　ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓによって引き起こされることが多い）を包含する。
【０３０７】
　寄生虫感染性疾患の例は、これに限定されるわけではないが、アメーバ症（たとえばＥ
ｎｔｅｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａ）、鉤虫病（たとえばＮｅｃａｔｏｒ　ａｍ
ｅｒｉｃａｎｕｓおよびＡｎｃｙｌｏｓｔｏｍａ　ｄｕｏｄｅｎａｌｅなどの寄生性線虫
）、Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａｓｉｓ、Ｍａｌａｒｉａ（４種の寄生性原生動物Ｐｌａｓｍｏ
ｄｉｕｍ；Ｐ．ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ，Ｐ．ｖｉｖａｘ，Ｐ．ｏｖａｌｅ、およびＰ．ｍ
ａｌａｒｉａｅ）、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｉａｓｉｓ（寄生性住血吸虫属；Ｓ．ｍａｎｓ
ｏｎｉ，Ｓ．ｈａｅｍａｔｏｂｉｕｍ、およびＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ）、Ｏｎｃｈｏｃ
ｅｒｃａ　ｖｏｌｖｕｌｕｓ（河川盲目症）、Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃｒｕｚｉ（シ
ャーガス病／アメリカ睡眠病）、およびＤｒａｃｕｎｃｕｌｕｓ　ｍｅｄｉｎｅｎｓｉｓ
、リンパ管フィラリアを包含する。
【０３０８】
　あるＨＲＳ組成物は、リポポリサッカライド（ＬＰＳ）などの外来抗原への曝露から生
じることが多い内毒素ショックの処置または減少で有用であり得る。内毒素ショックはＴ
ＬＲシグナル伝達によって媒介されることができ、天然型内因性ＨＲＳフラグメント（た
とえばＳＶ９）はＴＬＲを刺激し得るため、本明細書で提供される結合剤、アンチセンス
剤、またはＲＮＡｉ剤のいくらかは、ＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４の内因性ＨＲＳフ
ラグメント媒介刺激を拮抗する、またはそうでなければ減少さえることによって、被験体
を内毒素ショックに耐性とし得る。
【０３０９】
　あるＨＲＳ組成物は、ある免疫活性を減少させる、または拮抗するのに有用であり得る
。例として、単球移動などの細胞移動の調節におけるＴＬＲの役割を考えると、ＴＬＲを
通じてシグナル伝達するＨＲＳ組成物も細胞移動を調節し得る。ある態様において、ＨＲ
Ｓ組成物は、単球移動を含む免疫細胞移動などのＣＣＬ１媒介活性を低減または拮抗する
。１つの実施例として、あるＨＲＳ組成物は、ある例において、サイトカイン分泌（たと
えばＭＩＰ１α）、および関連するサイトカイン受容体（たとえばＣＣＬ１）のレベルま
たは活性の下方制御をもたらす、ＴＬＲ２および／またはＴＬＲ４などのＴＬＲを活性化
し得る。それゆえに、ＨＲＳ組成物が用いられて、ＴＬＲおよびＣＣＬ１などのサイトカ
イン受容体に関係する細胞移動などの免疫活性を調節して、これによりＴＬＲおよび／ま
たはＣＣＲ１－媒介疾患または状態が処置され得る。
【０３１０】
　免疫疾患を処置する方法も包含される。本発明によって処置され得る例証的な免疫系疾
患、障害または状態は、これに限定されるわけではないが、原発性免疫不全、免疫媒介血
小板減少症、川崎病、骨髄移植（たとえば成人または小児の最新の骨髄移植）、慢性Ｂ細
胞リンパ性白血病、ＨＩＶ感染（たとえば成人または小児ＨＩＶ感染）、慢性炎症脱髄多
発性神経障害、輸血後紫斑病などが包含され得る。
【０３１１】
　加えて、さらなる疾患、障害および状態は、ギラン－バレー症候群、貧血（たとえば感
染（たとえば回帰感染）の高いリスクに瀕した、安定な多発性骨髄腫を有するパルボウイ
ルスＢ１９患者に関係する貧血、自己免疫溶血性貧血（たとえば温式自己免疫溶血性貧血
）、血小板減少症（たとえば新生児血小板減少症）、および免疫媒介好中球減少症）、移
植（たとえばＣＭＶ陽性器官のサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）陰性レシピエント）、低
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ガンマグロブリン血症（たとえば感染または罹患のリスク因子を有する低ガンマグロブリ
ン症新生児）、てんかん（たとえば難治性てんかん）、全身性血管炎症候群、重症筋無力
症（たとえば重症筋無力症における代償不全）、皮膚筋炎、および多発性筋炎を包含する
。
【０３１２】
　さらなる自己免疫疾患、障害および状態は、これに限定されるわけではないが、自己免
疫溶血性貧血、自己免疫新生児血小板減少症、特発性血小板減少症紫斑、自己免疫性血球
減少症、溶血性貧血、抗リン脂質症候群、皮膚炎、アレルギー性脳脊髄炎、心筋炎、再発
性多発性軟骨炎、リウマチ性心疾患、糸球体腎炎（たとえばＩｇＡ腎症）、多発性硬化症
、神経炎、ブドウ膜炎、眼炎、多発性内分泌腺症、紫斑（たとえばヘノッホ－シェーンラ
イン紫斑）、ライター疾患、スティッフマン症候群、自己免疫肺炎症、ギラン－バレー症
候群、インスリン依存型真性糖尿病、および自己免疫炎症眼疾患を包含する。
【０３１３】
　追加の自己免疫疾患、障害または状態は、これに限定されるわけではないが、自己免疫
性甲状腺炎；たとえば細胞媒介および体液性甲状腺細胞毒性を特徴とする甲状腺炎および
橋本甲状腺炎を含む、甲状腺機能低下症；ＳＬＥ（たとえば循環および局所発生免疫複合
体を特徴とすることが多い）；グッドパスチャー症候群（たとえば抗基底膜抗体を特徴と
することが多い）；天疱瘡（たとえば表皮棘融解抗体を特徴とすることが多い）；たとえ
ば，グレーブス病（たとえば甲状腺刺激ホルモン受容体に対する抗体を特徴とすることが
多い；たとえばアセチルコリン受容体抗体を特徴とすることが多い、重症筋無力症）など
の受容体自己免疫；インスリン抵抗性（たとえばインスリン受容体抗体を特徴とすること
が多い）；自己免疫溶血性貧血（たとえば抗体感作赤血球の食作用を特徴とすることが多
い）；および自己免疫性血小板減少性紫斑（たとえば抗体感作血小板の食作用を特徴とす
ることが多い）を包含する。
【０３１４】
　さらなる自己免疫疾患、障害または状態は、これに限定されるわけではないが、関節リ
ウマチ（たとえば関節における免疫複合体を特徴とすることが多い）；抗コラーゲン抗体
による強皮症（たとえば核小体抗体および他の核抗体を特徴とすることが多い）；混合結
合組織病（たとえば抽出核抗原に対する抗体、たとえばリボヌクレオタンパク質を特徴と
することが多い）；多発性筋炎／皮膚筋炎（たとえば非ヒストン性抗核抗体を特徴とする
ことが多い）；悪性貧血（たとえば抗壁細胞、抗ミクロゾーム抗体、および抗内因子抗体
を特徴とすることが多い）；特発性アジソン病（たとえば体液性および細胞媒介副腎細胞
毒性を特徴とすることが多い）；不妊（たとえば抗精子（ａｎｔｉｓｐｅｎｎａｔｏｚｏ
ａｌ）抗体を特徴とすることが多い）；糸球体腎炎（たとえば糸球体基膜抗体または免疫
複合体を特徴とすることが多い）；原発性糸球体腎炎、ＩｇＡ腎症；水疱性類天疱瘡（た
とえば基底膜中のＩｇＧおよび補体を特徴とすることが多い）；シェーグレン症候群（た
とえば多組織抗体および／または特異的非ヒストン性抗核抗体（ＳＳ－Ｂ）を特徴とする
ことが多い）；真性糖尿病（たとえば細胞媒介および体液性膵島細胞抗体を特徴とするこ
とが多い）；および喘息または嚢胞性線維症を伴う作動性薬物抵抗性を含む、作動性薬物
抵抗性（たとえばベータ作動性受容体抗体を特徴とすることが多い）を包含する。
【０３１５】
　なおさらなる自己免疫疾患、障害または状態は、これに限定されるわけではないが、慢
性活性肝炎（たとえば平滑筋抗体を特徴とすることが多い）；原発性胆汁性肝硬変（たと
えば抗ミトコンドリア抗体を特徴とすることが多い）；他の内分泌腺障害（たとえばいく
つかの場合において、特異的組織抗体を特徴とする）；白班（たとえば抗メラノサイト抗
体を特徴とすることが多い）；脈管炎（たとえば血管壁の免疫グロブリンおよび補体なら
びに／または低血清補体を特徴とすることが多い）；心筋梗塞後状態（たとえば抗心筋抗
体を特徴とすることが多い）；心臓切開症候群（たとえば抗心筋抗体を特徴とすることが
多い）；蕁麻疹（たとえばＩｇＥに対するＩｇＧおよびＩｇＭ抗体を特徴とすることが多
い）；アトピー性皮膚炎（たとえばＩｇＥに対するＩｇＧおよびＩｇＥに対するＩｇＭ抗
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体を特徴とすることが多い）；喘息（たとえばＩｇＥに対するＩｇＧおよびＩｇＭ抗体を
特徴とすることが多い）；炎症性ミオパシー；ならびに他の炎症性、肉芽腫性、変性およ
びアトピー性障害を包含し得る。
【０３１６】
　異常造血および関連状態を調節する方法も包含されている。本発明のＨＲＳポリペプチ
ドによって調節され得る造血プロセスの例は、制限なく、骨髄性細胞（たとえば赤血球系
細胞、マスト細胞　単球／マクロファージ、骨髄樹状細胞、好塩基球、好中球、および好
酸球などの顆粒球、巨核球、血小板）および、リンパ球様細胞（たとえばナチュラルキラ
ー細胞、リンパ系樹状細胞、Ｂ細胞、およびＴ細胞）の形成を包含する。ある特異的な造
血プロセスは、赤血球生成、顆粒球形成、リンパ球産生、巨核球形成、栓球新生およびそ
の他を包含する。造血幹細胞、前駆細胞、赤血球、顆粒球、リンパ球、巨核球、および栓
球を含む、造血細胞の輸送または動員を調節する方法も包含される。
【０３１７】
　造血を調節する方法は、インビボ、インビトロ、エクスビボ、またはそのいずれかの組
合せで実施され得る。これらの方法は、造血幹細胞、造血前駆細胞、または造血系に沿っ
て分化することが可能である他の幹細胞もしくは前駆細胞（たとえば脂肪組織由来幹細胞
）を含有する、いずれの生物試料、細胞培養物、または組織にも実施することができる。
インビトロおよびエクスビボ方法では、幹細胞および前駆細胞は、造血起源かそうでない
かにかかわらず、本明細書に記載するおよび当分野で公知の技法および特徴に従って単離
および／または同定できる。
【０３１８】
　なお他の実施形態において、本発明のＨＲＳ組成物が使用されて、たとえば内皮細胞増
殖および／または伝達の調節を介して血管新生が調節され得る。内皮細胞増殖および／ま
たは細胞シグナル伝達は、その多くが当分野で公知および利用可能である、適切な株化細
胞（たとえばヒト微小血管内皮肺細胞（ＨＭＶＥＣ－Ｌ）およびヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ））を使用して、および適切なアッセイ（たとえば内皮細胞移動アッセイ、内皮
細胞増殖アッセイ、チューブ形成アッセイ、マトリゲル・プラグ・アッセイなど）を使用
して監視され得る。
【０３１９】
　その結果、関連する実施形態において、本発明の組成物は、血管新生の調節から恩恵を
得るであろう本質的にいずれの細胞または組織または被験体の処置にも用いられ得る。た
とえばいくつかの実施形態において、血管新生（たとえば血管新生状態）を経験している
または血管新生に感受性である細胞または組織または被験体は、血管新生状態を阻害する
本発明の好適な組成物に接触させられ得る。他の実施形態において、不十分な血管新生（
たとえば血管新生抑制状態）を経験しているまたは不十分な血管新生に感受性である細胞
または組織は、血管新生抑制活性を妨害するためにおよび／または血管新生を促進するた
めに、本発明の適切な組成物と接触させられ得る。
【０３２０】
　血管新生状態の例証的な例は、これに限定されるわけではないが、加齢性黄斑変性（Ａ
ＭＤ）、癌（固形および血液の両方）、発生異常（器官形成）、糖尿病性失明、子宮内膜
症、眼新血管新生、乾癬、関節リウマチ（ＲＡ）、および皮膚変色（ｄｉｓｃｌｏｌｏｒ
ａｔｉｏｎｓ）（たとえば血管腫、火炎状母斑または単純母斑）を包含する。抗血管新生
状態の例は、これに限定されるわけではないが、心血管疾患、再狭窄、虚血組織または心
不全の再灌流後の組織損傷、慢性炎症および創傷治癒を包含する。
【０３２１】
　他の実施形態において、本発明のＨＲＳ組成物が使用されて、細胞増殖および／または
生存が調節され、したがって細胞増殖および／または生存の異常を特徴とする疾患、障害
または状態を処置または防止され得る。たとえば、ある実施形態において、ＨＲＳ組成物
が使用されて、アポトーシスが調節され得る、および／または異常なアポトーシスに関係
する疾患または状態が処置され得る。アポトーシスは、プログラムされた細胞死として公



(73) JP 5730280 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

知の細胞シグナル伝達カスケードを説明するために使用される用語である。アポトーシス
を誘発する分子の（たとえば癌）、ならびにアポトーシスを阻害する分子の（すなわち脳
卒中、心筋梗塞、敗血症など）、各種の治療適応症が存在する。アポトーシスは、たとえ
ばＤＮＡのフラグメント化、膜非対称性の改変、アポトーシスカスパーゼの活性化ならび
に／またはシトクロムＣおよびＡＩＦの放出を測定するアッセイを含む、当分野で公知お
よび利用可能である、いくつかの利用可能な技法のいずれかによって監視することができ
る。
【０３２２】
　細胞生存の上昇、またはアポトーシスの阻害に関係する例証的な疾患は、これに限定さ
れるわけではないが、癌（これに限定されるわけではないが、結腸癌、心臓腫瘍、膵臓癌
、黒色腫、網膜芽腫、神経膠芽腫、肺癌、腸癌、精巣癌、胃癌、神経芽細胞腫、粘液腫、
筋腫、リンパ腫、内皮腫、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、骨肉腫、軟骨肉腫、腺腫、乳癌、前
立腺癌、カポジ肉腫および卵巣癌などを含む、濾胞性リンパ腫、癌腫、およびホルモン依
存性腫瘍）；自己免疫障害（多発性硬化症、シェーグレン症候群、グレーブス病、橋本甲
状腺炎、自己免疫性糖尿病、胆汁性肝硬変、ベーチェット病、クローン病、多発性筋炎、
全身性エリテマトーデスおよび免疫関連糸球体腎炎、自己免疫性胃炎、自己免疫性血小板
減少性紫斑、および関節リウマチなど）およびウイルス感染（疱疹ウイルス、ポックスウ
イルスおよびアデノウイルスなど），炎症、移植片対宿主病（急性および／または慢性）
、急性移植片拒絶、および慢性移植片拒絶を包含する。
【０３２３】
　細胞生存の上昇に関係するさらなる例証的な疾患または状態は、これに限定されるわけ
ではないが、悪性腫瘍の進行および／または転移、ならびに関連障害、たとえば白血病（
急性白血病（たとえば急性リンパ性白血病、骨髄芽球性白血病、前骨髄球性白血病、骨髄
単球性白血病、単球性白血病、および赤白血病を含む急性骨髄性白血病））および慢性白
血病（たとえば慢性骨髄性（顆粒球性）白血病および慢性リンパ球性白血病）、骨髄異形
成症候群　真性赤血球増加症、リンパ腫（たとえばホジキン病および非ホジキン病）、多
発性骨髄腫、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症、重鎖病などの関連する疾患、
ならびにこれに限定されるわけではないが、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、骨肉腫、骨
原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、滑膜腫、中
皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前
立腺癌、扁平上皮癌腫、基底細胞癌腫、腺癌腫、汗腺癌腫、脂腺癌腫、乳頭癌腫、乳頭腺
癌腫、嚢胞腺癌腫、髄様癌腫、気管支癌腫、腎細胞癌腫、肝細胞腫、胆管癌腫、絨毛癌腫
、精上皮腫、胎生期癌腫、ウィルムス腫瘍、子宮頸部癌、精巣腫瘍、肺癌腫、小型細胞肺
癌腫、膀胱癌腫、上皮癌腫、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽細胞、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫
、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、希突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫
および網膜芽細胞腫などの肉腫および癌腫を含む固形腫瘍を包含する。
【０３２４】
　アポトーシスの上昇に関係する例証的な疾患は、これに限定されるわけではないが、Ａ
ＩＤＳ（ＨＩＶ誘発性腎症およびＨＩＶ脳炎など）、神経変性障害（アルツハイマー病、
パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎、小脳変性症および脳腫瘍または前
の関係する疾患など）、多発性硬化症、シェーグエン症候群、グレーブス病、橋本甲状腺
炎、自己免疫糖尿病、胆汁性肝硬変、ベーチェット病、クローン病、多発性筋炎、全身性
エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎、自己免疫性胃炎、血小板減少性紫斑、および関
節リウマチなどの自己免疫障害、骨髄増殖性症候群（再生不良性貧血など）、移植片対宿
主病（急性および／または慢性）、虚血性傷害（心筋梗塞、脳卒中および再灌流傷害によ
って引き起こされたものなど）、肝傷害または疾患（たとえば肝炎関連肝傷害、肝硬変，
虚血／再灌流傷害、胆汁欝滞（胆管傷害）および肝癌）、毒素誘発性肝疾患（アルコール
によって引き起こされたものなど）、敗血症性ショック、潰瘍性大腸炎、悪液質、および
拒食症を包含する。
【０３２５】
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　なおさらなる実施形態において、本発明の組成物はニューロン／神経疾患または障害の
処置に使用され得て、その例証的な例は、パーキンソン病、アルツハイマー病、ピック病
、クロイツフェルト－ヤコブ病、ハンチントン舞踏病、交代性片麻痺、筋萎縮性側索硬化
症、運動失調、脳性麻痺、慢性疲労症候群、慢性疼痛症候群、先天性神経異常、脳神経疾
患、せん妄、認知症、脱髄疾患、自律神経障害、てんかん、頭痛、ハンチントン病、水頭
症、髄膜炎、運動障害、筋肉疾患、神経系新生物、神経皮膚症候群、神経変性疾患、神経
毒性症候群、眼球運動障害、末梢神経系障害、下垂体障害、孔脳、レット症候群、睡眠障
害、脊髄障害、脳卒中、シデナム舞踏病、トゥレット症候群、神経系外傷および傷害など
を包含する。ある実施形態において、神経状態は、パーキンソン病などのある神経状態の
病因、または関連機構に関わると考えられる神経毒の６－ヒドロキシドーパミン（６－Ｏ
ＨＤＡ）誘発ニューロン死に関係している。
【０３２６】
　さらに、追加の実施形態は、副腎脳白質ジストロフィ、クラッベ病（球様細胞白質萎縮
症）、異染性白質萎縮症、アレキサンダー病、キャナバン病（海綿状変性型白質萎縮症）
、ペリツェーウス－メルツバッヒャー病、コケーン症候群、ハーラー病、ロウ症候群、リ
ー病、ウィルソン病、ハレルフォルデン－シュパッツ症候群、テイ－サックス病などの代
謝性障害の処置における本発明の組成物の使用に関する。代謝プロセスの調節における本
発明の組成物の有用性は、たとえば脂肪細胞脂質生成または脂肪細胞脂肪分解を測定する
アッセイを含む、当分野で公知および利用可能な多種多様の技法のいずれかを使用して監
視され得る。
【０３２７】
　本発明のさらに特異的な実施形態において、本発明のＨＲＳ組成物が使用されて、たと
えば細胞シグナル伝達タンパク質を介して細胞シグナル伝達が調節され得る。細胞シグナ
ル伝達は、いくつかの周知のアッセイのいずれを使用しても監視され得る。たとえば一般
の細胞シグナル伝達イベントの誘導は、多種多様の標的タンパク質の改変されたホスホリ
ル化パターンを通じて監視することができる。ＨＲＳポリペプチドによる細胞の処置に応
答した細胞シグナル伝達活性の検出は、その結果、別個の生物効果のインジケータとして
作用する。本アッセイに使用される標的タンパク質は、主な細胞シグナル伝達カスケード
の主要構成要素を網羅して、これにより細胞シグナル伝達の展望およびその治療関連性の
おおまかな状況が提供されるように選択され得る。概して、このようなアッセイは、ＨＲ
Ｓポリペプチドによる細胞処置、それに続く、標的タンパク質のホスホリル化（活性化）
型を特異的に検出する抗体による免疫検出を包含する。
【０３２８】
　治療関連性の細胞シグナル伝達イベントの監視に有用な例証的な標的タンパク質は、こ
れに限定されるわけではないが：ｐ３８ＭＡＰＫ（マイトジェン活性化タンパク質キナー
ゼ；細胞ストレスおよび炎症サイトカインによって活性化された；細胞分化およびアポト
ーシスに関わる）；ＳＡＰＫ／ＪＮＫ（ストレス活性化タンパク質キナーゼ／Ｊｕｎ－ア
ミノ末端キナーゼ；細胞ストレスおよび炎症サイトカインによって活性化された）；Ｅｒ
ｋ１／２、ｐ４４／４２ＭＡＰＫ（マイトジェン活性化タンパク質キナーゼＥｒｋ１およ
びＥｒｋ２；多岐にわたる細胞外シグナルによって活性化された；細胞成長および分化の
制御に関わる）；およびＡｋｔ（インスリンおよび各種の成長または生存因子によって活
性化される；アポトーシスの阻害、グリコーゲン合成の制御、細胞周期制御および細胞成
長に関わる）を包含し得る。チロシン残基の一般的なホスホリル化も、ホスホリル化によ
って媒介された細胞シグナル伝達の変化の一般的なインジケータとして監視され得る。
【０３２９】
　もちろん、細胞接着分子（たとえばカドヘリン、インテグリン、クローディン、カテニ
ン、セレクチンなど）および／またはイオンチャネルタンパク質などの他のクラスのタン
パク質も、本発明の組成物によって調節された細胞イベントまたは活性を監視するために
アッセイされ得ることが認識されるであろう。
【０３３０】
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　本発明の他の特異的実施形態において、本発明のＨＲＳ組成物が使用されて、細胞によ
って、たとえば白血球によってサイトカイン産生が調節され得る。サイトカイン産生は、
当分野で公知のいくつかのアッセイ（すなわちＲＴ－ＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳｐｏ
ｔ、フローサイトメトリーなど）のいずれを使用しても監視され得る。概して、このよう
なアッセイは、ＨＲＳポリペプチドによる細胞処置、それに続く、サイトカイン産生にお
ける変化を測定するためのサイトカインｍＲＮＡまたはポリペプチドの検出を包含する。
ＨＲＳポリペプチドによる細胞の処置に応答したサイトカイン産生の上昇および／または
低下の検出は、その結果、別個の生物効果のインジケータとして作用する。本発明のＨＲ
Ｓポリペプチドは、サイトカイン産生を調節することによって免疫または炎症応答を誘発
、増強および／または阻害し得る。たとえば、本発明のＨＲＳポリペプチドおよび組成物
が使用されて、被験体におけるサイトカインプロフィール（すなわち１型対２型）が改変
され得る。ＨＲＳ組成物の生物効果を監視するために測定され得る例証的なサイトカイン
は、これに限定されるわけではないが、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－３、
ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ
－１８、ＩＬ－２３、ＴＧＦ－β、ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ、
ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、ＭＣＰ－１、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦな
どを包含する。
【０３３１】
　本明細書で引用されたすべての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願
がそれぞれ、参照により組み入れられることが特異的および個別に指摘されているかのよ
うに、参照により本明細書に組み入れられている。
【０３３２】
　上述の発明は、理解を明瞭にする目的で例証および例示として、いくらか詳細に記載さ
れてきたが、本発明の教示に照らして、添付請求項の精神または範囲から逸脱することな
く、本発明にある変化および修飾が行われ得ることが当業者にただちに明らかになるであ
ろう。以下の実施例は、限定するためではなく、例証のためのみに提供される。当業者は
、本質的に類似の結果を産するために変化および修飾できる多種多様の重要でないパラメ
ータをただちに認識するであろう。
【実施例】
【０３３３】
　（実施例１）
　ヒトヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）遺伝子の選択的スプライスバリアン
ト、ＨＲＳ－ＳＶ９の同定
　ＨＲＳ－ＳＶ９と呼ばれる、ＨＲＳ遺伝子の選択的スプライスバリアントを次のように
ＰＣＲによって同定した。一方が５’－非翻訳領域およびエクソン１の境界領域を範囲と
して含み（ＨＲＳ－ＢＰＦ：ＡＧＴＧＧＡＣＡＧＣＣＧＧＧＡＴＧＧＣＡＧＡＧＣ（配列
番号１））、他方がエクソン４の３’端付近である（ＨＲＳ－Ｐ１Ｒ：ＣＡＧＧＡＡＧＴ
ＣＧＣＣＴＡＴＣＴＧＡＡＧ（配列番号２））プライマーの対を使用して、Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　ＥＳＴデータベース（
ＥＳＴ＃ＢＰ２６７３６８）によって以前に報告されたイントロン２保持スプライシング
イベントを探索した。ｃＤＮＡをテンプレートとして使用するＰＣＲ反応生成物は、参照
バンド（図１Ｂ、下矢印）よりも大きい別個のバンド（図１Ｂ、上矢印）を生み、このバ
ンドは全長ＨＲＳ遺伝子から増幅されたフラグメントである（ＮＭ＿００２１０９．３；
配列番号３）。より大きい本バンドはヒト骨格筋ｃＤＮＡライブラリで検出されたが、Ｈ
ＥＫ２９３ＴまたはＩＭＲ３２細胞からのｃＤＮＡライブラリでは検出されず、本スプラ
イスバリアントの組織特異性を指摘している。本バンドを切除して、ＤＮＡフラグメント
を配列決定のためのゲル精製キットによって抽出した。
【０３３４】
　ＤＮＡ配列決定により、以前に報告されたようにイントロン２からの挿入を確認したが
、エクソン２における報告されたＴ＞Ｃ突然変異の証拠がなく、これをＨＲＳ遺伝子の別
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個の選択的スプライスバリアントとした（図３Ａ）。イントロン２から挿入された配列は
、エンコードされたタンパク質配列が全長ＨＲＳタンパク質の最初の６０アミノ酸のみを
有するように、エクソン２の直後に停止コドンを導入する（図３Ｂ）。図３Ｃは、ＨＲＳ
－ＳＶ９スプライスバリアントの核酸コード配列（配列番号５）およびエンコードされた
タンパク質配列（配列番号６）を示す。
【０３３５】
　（実施例２）
　ヒトヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）遺伝子の選択的スプライスバリアン
ト、ＨＲＳ－ＳＶ１１の同定
　本実施例において、ＨＲＳ－ＳＶ１１と呼ばれる、ＨＲＳ遺伝子の別の選択的スプライ
スバリアントも同定された。一方が５’－ＵＴＲの３’端およびエクソン１の５’端の境
界を範囲として含み（ＨＲＳ－ＢＰＦ：ＡＧＴＧＧＡＣＡＧＣＣＧＧＧＡＴＧＧＣＡＧＡ
ＧＣ（配列番号１））、他方が３’－ＵＴＲの５’端における残基を範囲として含む（Ｈ
ＲＳ－３’－ＵＴＲ：ＡＴＡＧＴＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＣＴＴＣＣ（配列番号７））プラ
イマーの対を使用した。ｃＤＮＡのＰＣＲ増幅の後に、参照バンド（図２Ｂ、上矢印）よ
り小さい別個のバンド（図２Ｂ、下矢印）が観察された。バンドを切除して、ゲル精製し
、配列決定した。ＤＮＡ配列決定によって、これがエクソン３～エクソン１０の欠失を含
有するＨＲＳ遺伝子のスプライスバリアントであることが確認された（図３Ａ）。本欠失
によって、フレームシフトは引き起こされなかった。それゆえタンパク質レベルでは、Ｈ
ＲＳ－ＳＶ１１は参照ＨＲＳタンパク質のＮ末端ＷＨＥＰドメインおよびＣ末端アンチコ
ドンドメインを含むが、アミノアシル化ドメインは消失している（図３Ｂ）。
【０３３６】
　図３Ｄは、ＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントの核酸コード配列（配列番号８）お
よびエンコードされたタンパク質配列（配列番号９）を示す。図２Ｃに示すように、本転
写物は、ヒト成人脳、肺、骨格筋およびＴＨＰ－１、ジャーカット細胞の全ｃＤＮＡ中に
見出された。
【０３３７】
　（実施例３）
　スプライスバリアントＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１は天然型であり得る
　これらのスプライスバリアントのタンパク質レベルにおける天然での存在を試験するた
めに、全細胞抽出物を抗ＨＲＳ抗体によって免疫ブロットした。２つの市販抗体である、
アミノ酸１－９７からのエピトープを有するモノクローナル抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌｓ）およびＣ末端付近の５０－２００アミノ酸中のエピトープを有するポリ
クローナル抗体（Ａｂｃａｍ）を、ＨＥＫ２９３Ｔ、Ｃ２Ｃ１２、ならびに脛骨筋（速筋
を表現する）およびヒラメ筋（遅筋を表現する）を含む成ラットからの筋組織を含む、い
くつかの株化細胞によって試験した。Ｎ末端抗体およびＣ末端抗体の両方がＨＥＫ２９３
Ｔ、成ラット脛骨筋およびヒラメ筋において、ＨＲＳ－ＳＶ１１スプライスバリアントポ
リペプチドの予測されたサイズと一致するサイズを有するバンドを検出した（図４Ａおよ
び４Ｂの下矢印）。
【０３３８】
　Ｎ末端抗体による免疫沈降によって、分化Ｃ２Ｃ１２筋管において、ＨＲＳ－ＳＶ９ス
プライスバリアントポリペプチドの予測されたサイズと一致するサイズを有するバンドを
検出した（図５Ａの下矢印）。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞またはＣ２Ｃ１２分化筋芽細胞ではバ
ンドは検出されなかった。
【０３３９】
　ｍｙｃタグＨＲＳ－ＳＶ１１を過剰発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞の全細胞溶解物も、ｍ
ｙｃタグＨＲＳ－ＳＶ１１よりわずかに小さいはずである内因性ＨＲＳ－ＳＶ１１タンパ
ク質の参照として使用した。図５Ｂおよび５Ｃに示すように、２０ｋＤａの辺りを通るが
、ｍｙｃタグＨＲＳ－ＳＶ１１よりもわずかに小さいバンドがＩＭＲ３２細胞にて両方の
抗体によって検出され（ＢおよびＣの下矢印）、内因性ＨＲＳ－ＳＶ１１の存在を示唆し
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た。
【０３４０】
　（実施例４）
　過剰発現されたときの、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞からのスプライスバリアントＨＲＳ－ＳＶ
９およびＨＲＳ－ＳＶ１１の分泌
　本実施例において、ＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１をＨＥＫ２９３Ｔ細胞中で
強制的に発現させて、これらが細胞から分泌されるか否かを決定した。
【０３４１】
　プラスミド構築のために、野生型ＨＲＳ、ＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１コー
ド配列を、ｐＣＩ－ｎｅｏ－ｍｙｃ－ｍｙｃ－Ｃベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓ
ｏｎ，ＷＩ）中にそれぞれＥｃｏＲＩ／ＸｈｏＩを通じてクローニングした。分泌アッセ
イでは、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞は、６０～７０％コンフルエンシーに達したときに形質移入
された。１μｇのＤＮＡを１２５μｌのＯｐｔｉ－ＭＥＭと混合した。４μｌのリポフェ
クタミン２０００を１２５μｌのＯｐｔｉ－ＭＥＭと混合した。５分後、ＤＮＡ－Ｏｐｔ
ｉ－ＭＥＭ複合体をリポフェクタミン２０００－Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ複合体に、複数回静か
に叩きながら添加した。混合物を室温にて２０分間インキュベートして、細胞の上に滴加
した。静かにかき混ぜた後、細胞をインキュベータに戻した。細胞培地を６～７時間後に
補充した。形質移入の２４時間後、培地を、血清を含まないダルベッコ変法イーグル培地
（ＤＭＥＭ）に変えた。さらに６時間インキュベーションした後に、培地および全細胞抽
出物の両方を収集した。培地中のタンパク質を２０％ＴＣＡ（トリクロロ酢酸）によって
沈殿させた。培地および全細胞抽出物の両方をＮｕＰＡＧＥ　Ｎｏｖｅｘ　４～１２％　
Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　Ｇｅｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で分離して、Ｎ末端ＨＲＳ抗体およ
びチューブリン抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）によって免疫ブロットした。
【０３４２】
　本手法を使用して、ＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１、ならびに全長ＨＲＳが培
地画分中で検出され、これらがＨＥＫ２９３Ｔ細胞から分泌されたことが証明された（図
６）。対照的に、増強された緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）は分泌されなかった（図６
Ｃを参照）。図６Ａ～Ｂに示すように、チューブリンを漏出性対照として使用した；チュ
ーブリンは、全細胞溶解物画分中に存在するが、培地画分中に存在せず、本実験では漏出
性は証明されない。
【０３４３】
　（実施例５）
　スプライスバリアントＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１は、活性化Ｔ細胞におい
てＩＬ－２分泌を上昇させる。
【０３４４】
　抗原が抗原提示細胞（ＡＰＣ）によって提示されているとき、Ｔ細胞活性化の最も早期
に検出可能な応答は、ＩＬ－２などのサイトカインの分泌である。自己分泌を通じて、Ｉ
Ｌ－２はＴ細胞増殖を開始させて、これにより抗原を消失させるのに必要な細胞を生成す
る。それゆえＩＬ－２分泌の制御因子は、Ｔリンパ球媒介免疫応答の免疫調節薬として作
用する。
【０３４５】
　白血病ジャーカットＴ細胞（ＡＴＣＣ　Ｎｏ：ＴＩＢ－１５２）は、活性化の指標とし
てのＩＬ－２発現および放出を使用する、Ｔ細胞活性化研究に幅広く使用されている。Ｔ
細胞活性化では、ジャーカットＴ細胞は、ホルボールエステル（ＰＭＡ）およびイオノマ
イシン（ＩＯＭ）によって刺激された。培地中へのＩＬ－２分泌をＥＬＩＳＡによって評
価した。予想したように、ＰＭＡおよびイオノマイシンはジャーカットＴ細胞を刺激して
、用量依存性方式でＩＬ－２を放出させた。図７に示すように、ＨＲＳ－ＳＶ９およびＨ
ＲＳ－ＳＶ１１は、ＰＭＡおよびＩＯＭと同時適用されたときに、ＩＬ－２分泌を著しく
上昇させた。それゆえＨＲＳ－ＳＶ９およびＨＲＳ－ＳＶ１１の両方が、予想外の免疫調
節活性を呈した。
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【０３４６】
　（実施例６）
　スプライスバリアントＨＲＳ－ＳＶ９がＰＢＭＣにおけるＴＮＦ－α分泌を刺激する
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）をヒト血液から単離した。細胞を、１０％ＦＢＳを有するＲ
ＰＭＩ培地に１×１０６細胞／ｍＬまで再懸濁させた。細胞１００万個を６．２５、１２
．５、２５、５０、１００、および２５０ｎＭのＨＲＳ－ＳＶ９によって２４時間処置し
た。ＰＢＭＣを、１ＥＵ／ｍＬリポポリサッカライド（ＬＰＳ）、ＰＢＳ、または１００
ｎＭ負の対照タンパク質１もしくは２によっても処置した。２４時間後、細胞上清を２０
００×ｇ、１０分間の遠心分離によって採取して、ＴＮＦ－α　ＥＬＩＳＡアッセイ（Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ；Ｃａｔ．ＤＴＡ００Ｃ）によって評価した。
【０３４７】
　図８に示すように、ＨＲＳ－ＳＶ９はＰＢＭＣを刺激して、用量依存性方式でＴＮＦ－
αを分泌させた。対照的に、ＰＢＳまたは負の対照タンパク質によって処置された細胞は
、最小限のＴＮＦ－αを分泌するか、または分泌しなかった（（ＰＢＳ、負の対照１およ
び負の対照２）。ＴＮＦ－α分泌の公知の誘発物質であるＬＰＳは１ＥＵ／ｍｌにて正の
シグナルを生んだ。ＬＰＳの最小量がＨＲＳ－ＳＶ９タンパク質（２５０ｎＭにて約０．
１１ＥＵ／ｍＬ）中に存在していたが、ＨＲＳ－ＳＶ９で観察されたＴＮＦ－αシグナル
は、ＬＰＳに起因し得るものより上である。本実施例の結果によって、ＨＲＳ－ＳＶ９は
、ＴＮＦ－α分泌のモジュレータとして作用することが証明される。
【０３４８】
　（実施例７）
　ＨＲＳ－ＳＶ１１は、ラット皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞を６－ＯＨＤＡ誘発ニ
ューロン細胞死から保護する
　ＨＲＳ－ＳＶ１１転写物はニューロン株化細胞から同定されたため、培養された初代ラ
ット皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞を使用することによって、このタンパク質を神経
保護アッセイで試験した。使用したアッセイは：（１）パーキンソン病（ＰＤ）の病因に
関わると考えられている神経毒の６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）誘発ニュー
ロン死；（２）アルツハイマー病を再現する、ベータ－アミロイド（Ａβ）誘発ニューロ
ン死（Ａβ１－４２型を使用）；（３）脳卒中などの多くの神経疾患で観察される、Ｌ－
グルタミン酸誘発ニューロン死；および（４）ＭＰＰ＋誘発ＰＣ１２細胞死であった。こ
れらの実験モデルは、徹底的に試験され、ヒト神経疾患に生理学的に関連性であると見な
されている。
【０３４９】
　組換えタンパク質の調製。ＨＲＳ－ＳＶ１１を停止コドンなしでｐＥＴ２０ｂベクター
（Ｎｏｖａｇｅｎ）のＥｃｏＲＶ／ＮｏｔＩ部位にクローニングした。ｐＥＴ２ｏｂベク
ターからのポリヒスチジンタグ（６ＸＨｉｓ）をＨＲＳ－ＳＶ１１タンパク質のＣ末端に
付加して、ニッケル－ＮＴＡビーズによる精製を可能にした。大腸菌Ｒｏｓｅｔｔａ株（
Ｎｏｖａｇｅｎ）をｐＥＴ２０ｂ－ＨＲＳ－ＳＶ１１プラスミドによって形質転換させて
、激しく振とうしながらＯＤ６００が０．６～０．８に達するまで３７℃にて成長させた
。２００μＭ　ＩＰＴＧを添加して、タンパク質発現を誘発させた。細菌を１６℃にて一
晩成長させた。
【０３５０】
　次に細菌をペレット化して、１錠の完全ＥＤＴＡ遊離プロテアーゼ阻害薬（Ｒｏｃｈｅ
）および３００ｍｇのリゾチーム（Ｓｉｇｍａ）を有する５０ｍｌの１×Ｎｉ－ＮＴＡ緩
衝液（５０ｍＭトリス、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、および２５ｍＭイミダゾール、ｐＨ８．
０）に再懸濁させて、回転ホイール上に４℃にて３０分間配置した。溶解物は、５”ブレ
ーキを用いた６×１０”パルスによって超音波処理した（３サイクルにわたって、振幅を
２５％から５０％から７５％へ上昇させる）。次に溶解物を１４，０００ｒｐｍ、４℃に
て４５分間遠心沈殿させた。上清を採取して、５０ｍｌカラム内で１ｍｌ　Ｎｉ－ＮＴＡ
樹脂スラリと共に１０～１５分間インキュベートした。インキュベーション後、タンパク
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質ビーズ混合物を、０．１％トリトンＸ－１１４を補った１×Ｎｉ－ＮＴＡ緩衝液（５０
ｍＭトリス、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、２５ｍＭイミダゾール、ｐＨ８．０）で徹底的に洗
浄して、細菌から内毒素を除去した。仕上げ洗浄時に、タンパク質を１０ｍｌ（１×）の
ＮＩ－ＮＴＡ溶離緩衝液（５０ｍＭトリス、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、３００ｍＭイミダゾ
ール、ｐＨ８．０）中で溶離させた。１０ｋＤａカットオフｓｌｉｄｅ－ａ－ｌｙｚｅｒ
（Ｐｉｅｒｃｅ）中のタンパク質を２×ＰＢＳで３回透析して、次に１０ｋＤａカットオ
フＡｍｉｃｏｎ　ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ（Ｆｉｓｈｅｒ）を用いて濃縮した。濃縮したタン
パク質を５０％グリセロールおよび２ｍＭ　ＤＴＴ中で－２０℃にて貯蔵した。ＨＲＳ－
ＳＶ１４および野生型ＨＲＳをｐＥＴ２１ａベクター中にクローニングして、ＨＲＳ－Ｓ
Ｖ１１と同じやり方で精製した。
【０３５１】
　細胞培養および処置。ＰＣ１２細胞を８％ウマ血清、８％ウシ胎仔血清、３０ＩＵ／ｍ
ｌペニシリンおよび３０μｇ／ｍｌストレプトマイシンを補ったダルベッコ変法イーグル
培地（ＤＭＥＭ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中に、３７℃、５％ＣＯ２にて維持した。神
経保護アッセイでは、ＰＣ１２細胞を２４ウェルプレート中に１．２５＊１０５細胞／ウ
ェルで播種して、播種の１日後に使用した。
【０３５２】
　初代ラット皮質ニューロンをラット胎仔から胎生期第１８日（Ｅ１８）に単離して、い
くつか修正を加えて、先に記載されたように（Ｂｒｅｗｅｒら、１９９５）培養した。簡
潔には、皮質を、１ｍＭピルビン酸ナトリウムならびにＣａ２＋およびＭｇ２＋を含まな
い１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）（Ｇｉｂｃｏ）を補ったハンクス平衡塩類溶液（
ＨＢＳＳ）中で切開した。３７℃にて１５分間トリプシン処理した後に、処置された皮質
を平板培地（０．５ｍＭ　ＧｌｕｔａＭＡＸ、１００Ｕ／ｍｌペニシリンおよび１００μ
ｇ／ｍｌストレプトマイシンを補った、１０％ウマ血清を含むＤＭＥＭ）で洗浄して、複
数回粉砕した。細胞を３分間沈降させて、次に１，２００ｒｐｍ、５分間の遠心分離によ
ってペレット化した。細胞ペレットを１ｍｌの平板培地に懸濁させて、カウントした。１
．５×１０５細胞をポリ－Ｌ－リジン（０．１ｍｇ／ｍｌ）コートした２４ウェル培養プ
レートに播種して、３７℃、５％ＣＯ２で維持した。４時間後、平板培地を培養培地（Ｎ
ｅｕｒｏｂａｓａｌ培地、０．５ｍＭ　ＧｌｕｔａＭＡＸおよび（１Ｘ）Ｂ２７サプリメ
ントを補った）と交換した。半分の培地を週１回補充した。別途言及しない限り、実験を
第９日にインビトロ（ＤＩＶ９）で行った。実験の前日に、半分の培地を補充した。
【０３５３】
　薬物処置研究において、薬物を培養培地で希釈して（しかし６－ＯＨＤＡはＨ２Ｏで希
釈した）、次に細胞に適用した。グルタミン酸モノナトリウム（ＭＳＧ）誘発神経毒性で
は、ニューロンをＭＳＧに２０分間曝露して、培養培地で１回洗浄し、新しい培養培地中
で保った。ＭＳＧと同時にメマンチンを添加した。ベータ－アミロイド誘発毒性では、Ａ
β１－４２を３７℃にて１日インキュベートして、凝集体を形成して、次に細胞に添加し
た。過酸化水素誘発毒性では、１錠のＨ２Ｏ２を１２．５ｍｌのＨ２Ｏに溶解させて、ス
トックを作製して、次に細胞に添加した。
【０３５４】
　各神経毒のＥＣ５０を決定して、以下の実験で使用した。ニューロンの生存度をＭＴＴ
およびＬＤＨアッセイによって測定した。ＭＴＴアッセイは、ＭＴＴのテトラゾリウム環
を切断して、紫色のＭＴＴホルマザン結晶を産する、生存細胞のミトコンドリアデヒドロ
ゲナーゼの利用に基づいているのに対して、ＬＤＨアッセイは、膜完全性の破壊による培
地中の放出ＬＤＨを測定する。ＭＴＴアッセイでは、ＭＴＴを培地中に０．５ｍｇ／ｍｌ
の最終濃度で添加して、細胞と共に３７℃、５％ＣＯ２にて２時間インキュベートした。
ミトコンドリアデヒドロゲナーゼは、ＭＴＴテトラゾリウム環を切断して、紫色のホルマ
ザン結晶を産する。インキュベーション後、培地を吸引して、５００μｌのジメチルスル
ホキシド（ＤＭＳＯ）を添加してホルマザン結晶を可溶化させた。マイクロプレートを静
かに振とうして、３７℃にて５分間インキュベートした。次に１００μｌの溶液を取り、
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９６ウェルマイクロプレートを満たして、吸光度を５７０ｎｍ（参照として６３０ｎｍ）
にて分光光度計（ＢＭＧ　Ｌａｂｔｅｃｈ，Ｏｆｆｅｎｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）にて
読み取った。相対吸光度（ＯＤ５７０－ＯＤ６３０）を細胞生存度のインジケータとして
使用した。
【０３５５】
　ＬＤＨアッセイでは、培地中の放出ＬＤＨをＬＤＨアッセイキット（Ｒｏｃｈｅ）によ
って、製品説明に従って測定した。培地を採取して、遠心沈殿させた。上清を残し、９６
ウェルマイクロプレート（ＭＰ）の１つのウェルに１００μｌを満たした。１００μｌの
新たに調製した反応混合物を各ウェルに添加して、培地と共に室温にて１５分間インキュ
ベートした。反応混合物の添加後、マイクロプレートに光が当たらないようにした。１５
分後に、４９２ｎｍにおける試料の吸光度を分光光度計（ＢＭＧ　Ｌａｂｔｅｃｈ，Ｏｆ
ｆｅｎｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）によって測定した。２００μｌのアッセイ培地をバッ
クグラウンド対照として使用した。２％トリトンＸ－１００を正の対照として使用したの
は、これがすべての細胞膜を透過して、最大量のＬＤＨを放出するためである。
【０３５６】
　３つの神経保護アッセイの中で、ＨＲＳ－ＳＶ１１は、皮質ニューロンをこれらのニュ
ーロンがＨＲＳ－ＳＶ１１によって２４時間にわたって前処理されたときに、６－ＯＨＤ
Ａ誘発ニューロン死から用量依存性方式で保護したが（図９Ａ）、Ａβ－、Ｌ－グルタミ
ン酸－、およびＭＰＰ＋誘発ニューロン死に対してはほとんど～まったく効果を有さない
ことが見出された（図１０）。
【０３５７】
　ＨＲＳ－ＳＶ１１は６－ＯＨＤＡ誘発ＰＣ１２細胞死モデルでも試験したのは、本モデ
ルもＰＤに関連性があり、十分に特徴づけされているためである。ＨＲＳ－ＳＶ１１によ
るＰＣ１２細胞の２４時間の前処置の後に、６－ＯＨＤＡに対して同様の保護が観察され
た（図９Ｂ～Ｃ）。２４時間の前処置に加えて、ＨＲＳ－ＳＶ１１はまた、３０分間の前
処置でも神経保護を及ぼし（図５Ｄ）、ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護には新たなタンパク
質合成は必要でないかもしれないことが示唆された。
【０３５８】
　（実施例８）
　ＨＲＳ－ＳＶ１１は、非細胞外機構を通じてニューロンを保護する
　６－ＯＨＤＡの神経毒性の正確な機構は明らかに理解されていないが、細胞内機構より
もむしろ細胞外機構に有利であるさらなる証拠がある（Ｂｌｕｍら、２０００；Ｉｚｕｍ
ｉら、２００５；Ｈａｎｒｏｔｔら、２００６を参照）。６－ＯＨＤＡは細胞外空間にお
いて、ｐ－キノンおよび過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）などの反応性酸素種に自動酸化される。
ＨＲＳ－ＳＶ１１が他の抗酸化剤のように、細胞外空間のＨ２Ｏ２およびｐ－キノンを減
少させることによってＰＣ１２細胞を保護するか否かを検査するために、細胞遊離系を使
用して、ｐ－キノンが４９０ｎｍにて固有の吸光度を有するという、ｐ－キノンの特性を
利用することによって、ＨＲＳ－ＳＶ１１の存在下または非存在下でのｐ－キノンの蓄積
を測定した。
【０３５９】
　図１１Ａに示すように、６－ＯＨＤＡは試験管中で時間と共に自動酸化され、ｐ－キノ
ンの蓄積を与えた。ＨＲＳ－ＳＶ１１の添加によって発生したｐ－キノンの量は低減され
なかったが、公知の酸化防止剤であるビタミンＣは、ｐ－キノンの産生を有効に遮断した
。本結果は、ＨＲＳ－ＳＶ１１が、細胞外空間でｐ－キノンの発生を直接遮断することに
よって、６－ＯＨＤＡの神経毒性を防止するのではなく、代わりに別の機構を利用するこ
とを指摘している。
【０３６０】
　ＨＲＳ－ＳＶ１１がＨ２Ｏ２誘発ニューロン死を遮断するか否かも試験された。Ｈ２Ｏ

２は６－ＯＨＤＡの別の主な酸化生成物であり、６－ＯＨＤＡ誘発ＰＣ１２細胞死がカタ
ラーゼによって、たいていはＨ２Ｏ２を加水分解することによって、遮断されることが示
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されている（Ｈａｎｒｏｔｔら、２００６を参照）。図１１Ｂに示すように、Ｈ２Ｏ２は
、皮質ニューロン死を用量依存的に１２０ｍＭ辺りのＥＣ５０で誘発した。しかし、ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１（１ｎＭ～１μＭ）によって前処理した皮質ニューロンはＨ２Ｏ２（１２０
ｍＭ）単独と比較して、ニューロン生存を促進しなかった（図１１Ｃ）。本結果は、ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１１が、細胞外空間でのＨ２Ｏ２の発生を防止も低減もせず、またはＨ２Ｏ２に
よって開始された細胞内死経路を妨害しないことを示唆している。
【０３６１】
　大半の酸化防止剤は、酸化剤と同時適用されるときに有効である。たとえば、グルタチ
オンはｐ－キノンの毒性を無効にして、カタラーゼはＨ２Ｏ２の毒性を遮断する。本現象
に照らして前の結果を確認するために、ＨＲＳ－ＳＶ１１を６－ＯＨＤＡと同時に適用し
た。図１１Ｄに示すように、ＨＲＳ－ＳＶ１１の６－ＯＨＤＡとの同時適用は、皮質ニュ
ーロンおよびＰＣ１２細胞の両方において救出効果を示さなかった。
【０３６２】
　ウォッシュアウト実験も行った；６－ＯＨＤＡの適用の前に、ニューロンをＰＢＳで洗
浄し、培養培地を補充して、ＨＲＳ－ＳＶ１１によるプレインキュベーションの後に残っ
たいずれのＨＲＳ－ＳＶ１１も除去した。この体制によって、６－ＯＨＤＡのいずれの直
接干渉の確率も低下した。図１１Ｅに示すように、ウォッシュアウトはＨＲＳ－ＳＶ１１
の保護機能に影響しなかった。まとめると、これらのデータによって、ＨＲＳ－ＳＶ１１
が、６－ＯＨＤＡまたはその酸化生成物を細胞外で減少させることよりむしろ、代替のシ
グナル伝達機構を通じて、ニューロン保護を及ぼすことを強く論証する。
【０３６３】
　（実施例９）
　ＨＲＳ－ＳＶ１１はＰＣ１２細胞の６－ＯＨＤＡ誘発アポトーシスを抑制する
　アポトーシスは、６－ＯＨＤＡの毒性の主因であると示唆されてきた（Ｃｈｏｉら、１
９９９；Ｂｌｕｍら、２００１を参照）。核フラグメント化および凝縮は、後期アポトー
シスの顕著な特徴である。ＨＲＳ－ＳＶ１１の存在下または非存在下の６－ＯＨＤＡへの
曝露後に、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２を使用してアポトーシス細胞を染色および同定し
た。図１２に示すように、およそ２０％のＰＣ１２細胞は、２００μＭ　６－ＯＨＤＡへ
の８時間の曝露の後に、Ｈｏｅｃｈｓｔ染色によって判別されたように、アポトーシスを
被った。ＨＲＳ－ＳＶ１１（１０００ｎＭにて）の前処置により、アポトーシス細胞の部
分が大きく低減された（アポトーシス細胞カウントについては図１２Ｄを参照）。本結果
により、ＨＲＳ－ＳＶ１１が、６－ＯＨＤＡによって誘発されたアポトーシスの抑制を通
じてＰＣ１２細胞を保護したことが示唆される。
【０３６４】
　（実施例１０）
　システイン残基がＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護効果に寄与する
　ＨＲＳ－ＳＶ１１は、３つのシステイン（Ｃｙｓ）：Ｃｙｓ１１７、１６９および１７
１を含有する。Ｃｙｓ１６９は最後から３つめのアミノ酸であり、Ｃｙｓ１７１は最後の
アミノ酸である（図１３Ａを参照）。Ｃｙｓ１６９およびＣｙｓ１７１は修飾されて、構
造研究のためのＨＲＳ－ＳＶ１１の同種モノマー集団を達成した。２つの突然変異体、（
１）ＨＲＳ－ＳＶ１１＿ｄｅｌＣおよび（２）ＨＲＳ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓが作製された。
【０３６５】
　ＨＲＳ－ＳＶ１１＿ｄｅｌＣ変異体（ｄｅｌＣと呼ばれる）は、欠失したＨＲＳ－ＳＶ
１１中に最後の３つのアミノ酸（Ｃｙｓ１６９およびＣｙｓ１７１を含む）を有する。Ｈ
ＲＳ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓ　変異体（Ｃ２Ｓと呼ばれる）は、Ｃｙｓ１６９およびＣｙｓ１
７１がセリン残基（Ｓｅｒ）に突然変異した。
【０３６６】
　ＡＫＴＡ　ＦＰＬＣシステム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用して、タンパク質
に分析用ゲル濾過クロマトグラフィーを行った。５０ｍＭ　トリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５
、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、および１ｍＭ　ＤＴＴを含有する緩衝液によって平衡にされた
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Ｓｕｐｅｒｏｓｅ　１２　１０／３００　ＧＬカラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に
、タンパク質試料を装入した。分析用ゲル濾過によって分析されたように（図１３Ｂを参
照）、ＨＲＳ－ＳＶ１１＿Ｃ２Ｓはモノマー型に対応する１つのピークを有し、ＨＲＳ－
ＳＶ１１＿ｄｅｌＣは２つのピークを有し、大きいピークはモノマーに対応して、小さい
ピークはダイマーに対応していた。Ｃｙｓ１７７もＳｅｒに修飾され（Ｃ１１７Ｓ変異体
）、図１３は、本突然変異がＨＲＳ－ＳＶ１１をダイマー型に固定したことを示している
。野生型ＨＲＳ－ＳＶ１１は、ダイマーとモノマーとの間の型であり、ＨＲＳ－ＳＶ１１
タンパク質がダイマーとモノマーとの間で動的に切り換わることが示唆された。
【０３６７】
　ＨＲＳ－ＳＶ１１突然変異体を６－ＯＨＤＡ誘発ＰＣ１２細胞死モデルでも試験した。
図１３Ｃに示すように、Ｃ２ＳおよびｄｅｌＣ突然変異体は、野生型ＨＲＳ－ＳＶ１１タ
ンパク質で観察された保護機能を消失しており、ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護でのこれら
の２つのシステインの重要性が指摘された。
【０３６８】
　（実施例１１）
　ＨＲＳ－ＳＶ１１はＪＡＫ２、ＪＮＫおよびＰ３８を通じて神経保護を及ぼす
　ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護シグナル伝達経路を探査するために、いくつかの特異的化
学阻害薬を使用して特異的シグナル伝達分子を妨害した。結果を図１４に示す。阻害薬の
パネルから、ＪＡＫ２（４０μＭ　ＡＧ４９０により）、合せたＪＮＫおよびｐ３８（１
０μＭ　ＳＢ２０２１９０および１０μＭ　ＳＰ６００１２５による）の阻害は、ＨＲＳ
－ＳＶ１１の保護効果を抑制したが、Ｕ７３１２２によるホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）、
またはアルクチゲニンによるＭＫＫ、またはＪＮＫもしくはｐ３８単独の阻害は、ＰＣ１
２細胞で効果を有さないことが見出された。これらの結果によって、ＪＡＫ２、ＪＮＫお
よびｐ３８のＨＲＳ－ＳＶ１１のシグナル伝達への関与が示唆される。
【０３６９】
　（実施例１２）
　ＨＲＳ－ＳＶ１１はＣＣＲ５に結合する
　ＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護をさらに理解するために、細胞表面上の潜在的な同族受容
体を同定した。ＨＲＳのアミノ酸１－４８（１－４８ａ．ａ．）を含有する人工フラグメ
ント、ならびに野生型ＨＲＳタンパク質は、ＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞移動を誘発
したが、ａ．ａ．１－４８を含まない欠失突然変異体は誘発しなかった（Ｈｏｗａｒｄら
、２００２）。ＨＲＳ－ＳＶ１１は野生型ＨＲＳのａ．ａ．１－４８を含有しているため
、ＣＣＲ５はＨＲＳ－ＳＶ１１の候補受容体として試験した。
【０３７０】
　ヒトＣＣＲ５を増幅して、ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ベクター中にクローニングした。またＣＣ
ケモカイン受容体である、ヒトＣＣＲ１受容体が対照として包含されていた。ＨＥＫ２９
３Ｔ細胞をＣＣＲ５－ＥＧＦＰまたはＣＣＲ１－ＥＧＦＰプラスミドによって形質移入し
て、形質移入の１日後に細胞をＰＢＳで洗浄し、トリプシンによって培養皿から引き離し
た。１×１０＾６細胞をＦＡＣＳチューブ中の１００μｌ完全培地に入れ、氷上で保った
（アッセイの残りの時間、細胞を冷やして保った）。細胞を組換えＨＲＳ－ＳＶ１１タン
パク質によって４５分間処置した。次に細胞を１ｍｌの染色緩衝液（１×ＰＢＳ＋３％Ｆ
ＢＳ）で１回洗浄して、４℃、４００×ｇにて１０分間遠心沈殿した。洗浄後、細胞を１
００μｌの染色緩衝液中の０．３μｌの１次抗Ｖ５－ＦＩＴＣ抗体（３μｇ／ｍｌ）によ
って暗所にて３０分間インキュベートした（アッセイの残りの時間、暗所で保った）。次
に細胞を１ｍｌの染色緩衝液で４℃、４００×ｇにて１０分間、２回洗浄して、遠心沈殿
した。最終洗浄の後、細胞ペレットを８００μｌの染色緩衝液中に再懸濁させて、ＦＡＣ
Ｓによってただちに分析した。
【０３７１】
　ＣＣＲ５－ＥＧＦＰおよびＣＣＲ１－ＥＧＦＰタンパク質はどちらも、ＨＥＫ２９３Ｔ
細胞中に形質移入されたときに、予想した通り、細胞膜に適正に局在化された（データは
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示さず）。蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）によって、組換えＨＲＳ－ＳＶ１１タンパク
質のＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞への適用は、曲線の右へのシフトにより反映されて
いるように、Ｈｉｓタグ抗体の表面結合を上昇させたが（図１５Ｂ）、ＣＣＲ１発現細胞
ではシフトはないことが見出され（図１５Ｄ）、ＣＣＲ５がＨＲＳ－ＳＶ１１の潜在的な
受容体であることが示唆された。図１５Ｃに示すように、このシフトは、ＣＣＲ５アゴニ
ストであるＭｅｔ－ＲＡＮＴＥＳによるＣＣＲ５発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞の前処置によっ
て影響されなかった。Ｍｅｔ－ＲＡＮＴＥＳはＣＣＲ５受容体のＮ末端に結合するので、
本データは、ＣＣＲ５のＮ末端が関わるＣＣＲ５へのＨＲＳ－ＳＶ１１結合に関わらない
ことを示唆している。
【０３７２】
　（実施例１３）
　ヒトヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＨＲＳ）遺伝子の神経保護選択的スプライス
バリアント、ＨＲＳ－ＳＶ１４の同定
　本実験において、ＨＲＳ－ＳＶ１４という名称の、ＨＲＳ遺伝子の別のスプライシング
変異体をヒト胎児脳からネステッドＰＣＲによって同定した（図１６Ａを参照、矢印）。
第１のＰＣＲ反応を設定するために、１μｌの第１のストランドｃＤＮＡ、１×のＡｄｖ
ａｎｔａｇｅ　２　ＰＣＲ緩衝液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、それぞれ２００μＭのｄＮＴＰ
（Ａｍｂｉｏｎ）、それぞれ２５０ｐＭのフォワードプライマーおよびリバースプライマ
ー（ＩＤＴ　ｏｌｉｇｏ）、ならびに１．２５×のＡｄｖａｎｔａｇｅ２ポリメラーゼミ
ックス（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を含有する１０ｕｌの反応混合物を発生させた。第１のＰＣ
Ｒ用のプライマーは、ｈｓＨ１－Ｅ２Ｆ１（５’－ＴＧＡ　ＡＡＣ　ＴＧＡ　ＡＧＧ　Ｃ
ＡＣ　ＡＧＣ　ＴＧ－３’）（配列番号１２）およびｈｓＨ１－Ｅ１３Ｒ１（５’－ＴＣ
Ｔ　ＴＣＴ　ＣＴＴ　ＣＧＧ　ＡＣＡ　ＴＣＣ　ＡＣ－３’）（配列番号１３）であった
。第１のＰＣＲの熱サイクリンング条件は、９５℃にて１分間、続いて９５℃にて２０秒
間を２０サイクル、５８℃にて３０秒間および７２℃にて１分間、７２℃にて５分間の最
終伸長であった。ネステッドＰＣＲのＰＣＲ設定および熱サイクリング条件は、ネステッ
ドＰＣＲにおいて、テンプレートが１０００倍希釈した第１のＰＣＲ生成物であり、プラ
イマーがｒｎＨ１－Ｅ０２Ｆ１（５’－ＡＡＣ　ＡＧＡ　ＡＧＴ　ＴＣＧ　ＴＣＣ　ＴＣ
Ａ　ＡＡＡ　Ｃ－３’）（配列番号１４）およびｒｎＨ１－Ｅ１２Ｊ１３Ｒ２（５’－Ｔ
ＣＣ　ＡＣＣ　ＴＣＴ　ＴＣＴ　ＣＴＧ　ＣＴＣ　ＧＴＣ　Ａ－３’）（配列番号１５）
であることを除いて、第１のＰＣＲと同じであった。ネステッドＰＣＲ生成物を電気泳動
によって分離した。別個のＰＣＲ生成物をＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　Ｅｘｔｒａｃｔ　ＩＩ
キット（Ｍａｃｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ）によって単離および精製した。単離ＰＣＲ生成
物は、ＴＯＰＯ　ＴＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用してクローニングした。ＰＣＲ生成物が正しく挿入されたプラ
スミドが得られ、配列決定された。選択的スプライシングイベントを同定するために、Ｐ
ＣＲ生成物の配列をＮＣＢＩデータベース中のヒトＨＡＲＳ　ｍＲＮＡ配列（アクセショ
ン番号ＮＭ＿００２１０９）に対して整列させた。
【０３７３】
　配列整列は、ＨＲＳ－ＳＶ１４転写物がヒトＨＲＳ遺伝子のエクソン４からエクソン１
０まで８９４ｂｐの欠失を有し（図１６Ｂ）、これにより、図１６Ｃに示すように、ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１４タンパク質が野生型ＨＲＳタンパク質のアミノ酸１０１－３９８ａ．ａ．を
欠失することを示した。ＨＲＳ－ＳＶ１４は、アミノアシル化ドメインの４０ａ．ａ．に
翻訳されるエクソン３を保持することを除いて、ＨＲＳ－ＳＶ１１に類似している。
【０３７４】
　組換えＨＲＳ－ＳＶ１４タンパク質が次に産生され、６－ＯＨＤＡ－誘発ＰＣ１２細胞
死モデルでの神経保護効果について試験した。図１６Ｄに示すように、５００ｎＭ　ＨＲ
Ｓ－ＳＶ１４によるＰＣ１２細胞の２４時間の前処置は、６－ＯＨＤＡへの曝露時のＰＣ
１２細胞死を著しく低減し、神経保護のレベルはＨＲＳ－ＳＶ１１の神経保護のレベルと
同程度であった。
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【０３７５】
　（実施例１４）
　ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＶ９がＴＨＰ－１移動を阻
害する
　ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼのスプライスバリアント（アミノ酸１－６０）であ
るＳＶ９の特性を特徴づけするために、全長ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼおよびそ
のフラグメント（アミノ酸１－４８）の両方について化学誘引特性を示唆する従来の刊行
物［Ｈｏｗａｒｄら（２００２），Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１９６：７８１－７９１］に
基づいて、移動アッセイを設定した。
【０３７６】
　ＴＨＰ－１細胞（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＴＩＢ－２０２）を、１０％熱不活性化ＦＢ
Ｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号１００８２１４７）および０．０５ｍＭ　２－
β－メルカプトエタノールを補ったＲＰＭＩ－１６４０培地（ＡＴＣＣ、カタログ番号３
０－２００１）中で培養した。細胞密度を２～４×１０５細胞／ｍｌに保った。移動アッ
セイの前に、ＴＨＰ－１細胞を遠心分離によって採取して、６×１０６細胞／ｍｌの密度
に調整し、６μｇ／ｍｌ　Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号
Ｃ３０９９）を含有する移動緩衝液（０．１％ＢＳＡを有するＲＰＭＩ－１６４０培地）
中で４５分間飢餓状態とした。同時に、ＳＶ９（または対照としてのＰＢＳ）を異なる最
終濃度で細胞に添加した。ＳＶ９で前処置した１００μｌ細胞（６×１０５細胞を含有）
を移動装置の上部チャンバに添加した。６００μｌのＣＣＬ－５を含有する移動緩衝液ま
たはＰＢＳ緩衝液を下部チャンバに添加して、細胞を２時間移動させた。下部チャンバに
移動した細胞を採取して、１００μｌのＰＢＳに再懸濁させ、３８４ウェルの不透明Ｇｒ
ｅｉｎｅｒプレートに移し、プレートリーダーで蛍光を読み取った。
【０３７７】
　図１９に示すように、ＳＶ９はＴＨＰ－１細胞の、ＣＣＬ－５などの他のリガンドへの
移動を予想外に阻害した。
【０３７８】
　（実施例１５）
　ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＶ９がＣＣＲ－１媒介ＴＨ
Ｐ－１移動を阻害する
　ＳＶ９の特性をさらに特徴づけするために、ＣＣＬ－５が３つの受容体ＣＣＲ１、ＣＣ
Ｒ３およびＣＣＲ５に関わっている可能性があるので、移動アッセイを使用して、ＴＨＰ
－１細胞の移動の阻害に関わっている受容体ＳＶ９を決定した。
【０３７９】
　ＴＨＰ－１細胞（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＴＩＢ－２０２）を、１０％熱不活性化ＦＢ
Ｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号１００８２１４７）および０．０５ｍＭ　２－
β－メルカプトエタノールを補ったＲＰＭＩ－１６４０培地（ＡＴＣＣ、カタログ番号３
０－２００１）中で培養した。細胞密度を２～４×１０５細胞／ｍｌに保った。移動アッ
セイの前に、ＴＨＰ－１細胞を遠心分離によって採取して、６×１０６細胞／ｍｌの密度
に調整し、６μｇ／ｍｌ　Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号
Ｃ３０９９）を含有する移動緩衝液（０．１％ＢＳＡを有するＲＰＭＩ－１６４０培地）
中で４５分間飢餓状態とした。同時に、ＳＶ９（または対照としてのＰＢＳ）を異なる最
終濃度で細胞に添加した。ＳＶ９で前処置した１００μｌ細胞（６×１０５細胞を含有）
を移動装置の上部チャンバに添加した。６００μｌの、ＣＣＲ－１に対する反応性のみが
公知であるリガンドであるＣＣＬ－２３を含有する移動緩衝液、またはＰＢＳ緩衝液を下
部チャンバに添加して、細胞を２時間移動させた。下部チャンバに移動した細胞を採取し
て、１００μｌのＰＢＳに再懸濁させ、３８４ウェルの不透明Ｇｒｅｉｎｅｒプレートに
移し、プレートリーダーで蛍光を読み取った。
【０３８０】
　図２０は、ＳＶ９がＴＨＰ－１細胞のＣＣＬ－２３への移動を阻害し、その結果、ＣＣ
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Ｒ１受容体経路を不活性化する可能性があることを示している。
【０３８１】
　（実施例１６）
ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＶ９がトル様受容体を活性化
する
　以前の発見［Ｐａｒｋｅｒら、（２００４），Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１７２：４９７
７－４９８６］は、トル様受容体活性化がＣＣＲ１を下方制御できることを示唆した。我
々は細胞ベースリポーターアッセイを使用して、ＳＶ９もトル様受容体を活性化するか否
かを決定した。
【０３８２】
　各種のトル様受容体を発現するＲＡＷ－Ｂｌｕｅ（商標）細胞（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ，
ｒａｗ－ｓｐ）を、１×ＨＥＫ－Ｂｌｕｅ（商標）Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ（ＩｎｖｉｖｏＧ
ｅｎ，ｈｂ－ｓｅｌ）を有する１０％　ＦＢＳを補ったＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）中に維持した。アッセイの日に、培地を除去して、細胞をＰＢＳで２回すすいだ。
細胞をトリプシン処理するか、またはこすり落として（ｓｃｒａｐｅ）、新しい成長培地
中に再懸濁させて、おおよそ５５０，０００細胞／ｍｌの細胞懸濁物を調製した。各種の
濃度の２０μｌのＳＶ９、または対照を、内毒素を含まない水などの負の対照を含む平底
の９６ウェルプレートのウェルに添加した。ウェル当り１８０μｌの細胞懸濁物（おおよ
そ１００，０００細胞）を添加して、プレートを３７℃にて５％ＣＯ２インキュベータ内
で１８～２４時間インキュベートした。翌日、ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅ（商標）溶液を、
メーカーの説明書に従って調製した。１６０μｌの再懸濁ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅ（商標
）を９６ウェルプレートのウェルに移し、続いて４０μｌの誘発されたＲＡＷ－Ｂｌｕｅ
（商標）細胞上清を添加した。次にプレートを３７℃にて３０分間～６時間インキュベー
トした。分泌アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）のレベルを、分光光度計を使用して６
２０～６５５ｎｍにて決定した。
【０３８３】
　図２１は、ＳＶ９タンパク質がＲＡＷ－Ｂｌｕｅ（商標）細胞の表面に存在するトル様
受容体を活性化して、ＳＥＡＰリポーターの産生を刺激することを示す。
【０３８４】
　（実施例１７）
ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＶ９がトル様受容体４を優先
的に活性化する
　関わっているトル様受容体ＳＶ９をさらに特徴づけするために、ＴＬＲ－２またはＴＬ
Ｒ－４のみを発現する細胞を類似のリポーターアッセイで使用した。
【０３８５】
　ＴＬＲ－２またはＴＬＲ－４発現２９３細胞（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ、カタログ番号ｈｂ
２－ｃｅｌｌｓ）を、１０％ＦＢＳおよび１×ＨＥＫ－Ｂｌｕｅ（商標）Ｓｅｌｅｃｔｉ
ｏｎ（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ、カタログ番号ｈｂ－ｓｅｌ）を補ったＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）中に維持した。アッセイの日に、異なる濃度の２０μｌのＳＶ９、また
は対照を平底９６ウェルプレートのウェルに添加した。ＨＥＫ－Ｂｌｕｅ（商標）－ｈＴ
ＬＲ２またはＴＬＲ４細胞の細胞懸濁物を試験培地（ＤＭＥＭ、１０％熱不活性化ＦＢＳ
）中５×１０５細胞／ｍｌで調製した。ウェル当り９０μｌの細胞懸濁物（おおよそ５０
，０００細胞）を添加して、プレートを３７℃にてＣＯ２インキュベータ内で２０～２４
時間インキュベートした。翌日、ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅ（商標）溶液を、メーカーの説
明書に従って調製した。１８０μｌの再懸濁ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅ（商標）（Ｉｎｖｉ
ｖｏＧｅｎ：カタログ番号ｒｅｐ－ｑｂ１）を９６ウェルプレートのウェルに移し、続い
て２０μｌの誘発されたＨＥＫ－Ｂｌｕｅ（商標）ｈＴＬＲ２またはＴＬＲ４細胞上清を
添加した。次にプレートを３７℃にて１～３時間インキュベートした。分泌アルカリホス
ファターゼ（ＳＥＡＰ）のレベルを、分光光度計を使用して６５０ｎｍにて決定した。
【０３８６】
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　図２２は、ＳＶ９タンパク質がＴＬＲ２（２２Ａ）およびＴＬＲ４（２２Ｂ）の両方を
活性化するが、ＴＬＲ４に対して著しくより強力であることを示している。
【０３８７】
　（実施例１８）
　ヒスチジル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＶ９がＭＩＰ－１－アルフ
ァ分泌を刺激する
　トル様受容体の活性化がＭＩＰ－１α分泌を生じて、これが今度は、ＣＣＲ１の下方制
御を開始できることが示されている［Ｐａｒｋｅｒら（２００４），Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．，１７２：４９７７－４９８６］。我々はＥＬＩＳＡアッセイを使用して、ＴＬＲ－２
および／またはＴＬＲ－４へのＳＶ９の関わりがＭＩＰ－１α分泌を生じるか否かを決定
した。
【０３８８】
　ＴＨＰ－１細胞（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＴＩＢ－２０２）を、１０％熱不活性化ＦＢ
Ｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号１００８２１４７）および０．０５ｍＭ　２－
β－メルカプトエタノールを補ったＲＰＭＩ－１６４０培地（ＡＴＣＣ、カタログ番号３
０－２００１）中で培養した。
【０３８９】
　細胞を１×１０６／ｍｌの密度で２４ウェルプレートに播種して、異なる濃度のＳＶ９
またはＬＰＳを各ウェルに添加した。２４時間のインキュベーションの後、２５０ｇでの
遠心分離および上清の除去により、上清を各ウェルから採取した。各試料からのＭＩＰ－
１αの発現レベルは、メーカーの説明書に従ってヒトＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α　Ｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ　Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅキット（Ｒ＆Ｄ、カタログ番号ＤＭＡ００）を使
用することによって決定した。
【０３９０】
　図２３は、ＳＶ９がＬＰＳとは異なる動態を有するＭＩＰ－１αの分泌を刺激すること
を示す。
【０３９１】
　上の開示は説明的、例証的、および例示的であり、続いての添付請求項によって定義さ
れた範囲を制限するものとして解釈されるべきではない。
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