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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体における血小板減少症を処置するかまたはその発症リスクを低減するための、また
は被験体における血小板数を増加または維持させるための、組成物であって、血小板新生
有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含み、該チロシル－ｔＲＮＡ
シンテターゼポリペプチドは、
（ｉ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列であ
って、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、アミノ酸配列、または、
（ｉｉ）配列番号３に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列、
を含み、ただし、該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、配列番号１に記載
のアミノ酸配列を含むポリペプチドを除き、
該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、血小板新生を刺激する、組成物。
【請求項２】
被験体における血小板数を増加させるための、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
被験体における血小板減少症を処置するか、またはその発症リスクを低減するための、請
求項１に記載の組成物。
【請求項４】
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む、被験体にお
ける血小板新生を刺激するための組成物であって、
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ここで、該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、
（ｉ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列であ
って、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、アミノ酸配列、または、
（ｉｉ）配列番号３に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列、
を含み、ただし、該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、配列番号１に記載
のアミノ酸配列を含むポリペプチドを除き、
該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、血小板新生を刺激する、組成物。
【請求項５】
被験体における血小板数を維持するための、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む、被験体にお
ける巨核球の増殖、遊走、および／または分化を刺激するための組成物であって、該チロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、配列番号３に記載のアミノ酸配列と少なく
とも９５％同一であるアミノ酸配列を含み、該チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプ
チドは、血小板新生を刺激する、組成物。
【請求項７】
前記被験体が、血小板数の低減を有する、請求項１から６のいずれか１項に記載の組成物
。
【請求項８】
前記被験体の血小板数が１５０，０００／ｍｍ３以下である、請求項１から６のいずれか
１項に記載の組成物。
【請求項９】
前記被験体が、出血、鼻出血、脾機能亢進、低温症、エプスタイン・バーウイルス感染、
伝染性単核球症、ヴィスコット・オールドリッチ症候群、チアジドの母体摂取、先天性無
巨核球性血小板減少症、血小板減少橈骨欠損症候群、ファンコニー貧血、ベルナール・ス
ーリエ症候群、メイ・ヘグリン異常、グレイ血小板症候群、アルポート症候群、新生児風
疹、再生不良性貧血、骨髄異形成症候群（ｍｙｅｏｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ　ｓｙｎｄ
ｒｏｍｅ）、白血病、リンパ腫、腫瘍、骨髄癌、栄養欠乏、放射線被曝、肝不全、細菌性
敗血症、麻疹、デング熱、ＨＩＶ感染またはＡＩＤＳ、早熟、胎児赤芽球症、特発性血小
板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、母性ＩＴＰ、溶血性尿毒症症候群、播種性血管内凝固症候群
、血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）、輸血後紫斑、全身性エリテマトーデス、関節リ
ウマチ、新生児自己免疫性血小板減少症、および発作性夜間血色素尿症、Ｃ型肝炎ウイル
ス感染（ＨＣＶ）、および、薬剤誘発性血小板減少症から選択される状態を有する、請求
項７に記載の組成物。
【請求項１０】
前記血小板数の低減が薬物適用または薬物によって誘導される、請求項７に記載の組成物
。
【請求項１１】
前記薬物適用または薬物が、化学療法薬、非ステロイド性抗炎症薬、スルホンアミド、バ
ンコマイシン、クロピドグレル、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａインヒビター、インター
フェロン、バルプロ酸、アブシキシマブ、リネゾリド、ファモチジン、メベベリン、ヒス
タミン遮断薬、アルキル化剤、ヘパリン、アルコール、および抗菌性化学療法薬から選択
される、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
前記化学療法薬が、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、カルボプラチン、プロカルバジン、メク
ロレタミン、シクロホスファミド、カンプトセシン、イフォスファミド、メルファラン、
クロラムブシル、ブスルファン、ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ）、ダクチノマイ
シン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プリコマイシン、マイトマイ
シン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシフェン、ラロキシフェン、エストロゲン受容体
結合剤、タキソール、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｅｎ）、ナベルビン、ファルネ
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シル－タンパク質トランスフェラーゼインヒビター、トランス白金、５－フルオロウラシ
ル、ビンクリスチン、ビンブラスチンおよびメトトレキサート、テモゾロミド（ｔｅｍａ
ｚｏｌｏｍｉｄｅ）から選択される、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、そのＣ末端が短縮された哺乳動物
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む、請求項１から６のいずれか１項に記載の組成物
。
【請求項１４】
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、および
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド
から選択される、請求項１から６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１５】
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、配列番号３に記載のアミノ酸配列
と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、または配列番号３に記
載のアミノ酸配列を含むポリペプチドから選択される、請求項１から６のいずれか１項に
記載の組成物。
【請求項１６】
生理学的に許容可能な賦形剤および／またはキャリアを含む、請求項１から１５のいずれ
か１項に記載の組成物。
【請求項１７】
第２のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドをさらに含み、２つのチロシル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼポリペプチドが二量体を形成する、請求項１から１６のいずれか１項
に記載の組成物。
【請求項１８】
前記二量体がホモ二量体である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
前記二量体がヘテロ二量体である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２０】
前記ヘテロ二量体が、全長チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドおよび短縮チロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２１】
異種ポリペプチドをさらに含み、前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドおよ
び該異種ポリペプチドがヘテロ二量体または融合タンパク質を形成する、請求項１６に記
載の組成物。
【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）の下で、２００８年６月１１日に出願された米
国仮特許出願第６１／０６０，７４７号（この仮出願は、そ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】
　配列表に関する記述
　本出願に関連する配列表を、ハードコピーの代わりにテキスト形式で提供し、これは、
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本明細書中で参考として援用される。配列表を含むテキストファイル名は、１２０１６１
＿４０９ＰＣ＿ＳＥＱＵＥＮＣＥ＿ＬＩＳＴＩＮＧ．ｔｘｔである。テキストファイルは
３７ＫＢであり、２００９年６月１０日に作成され、ＥＦＳ－Ｗｅｂから電子的に提出さ
れている。
【０００３】
　技術分野
　本発明は、一般に、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（その短縮物および
／またはバリアントが含まれる）を含む血小板新生性組成物、血小板新生の増加から恩恵
を受ける疾患または（ｏｆ）状態（血小板減少症に関連する疾患または状態など）の処置
におけるかかる組成物の使用方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　血小板減少症は、一般に、被験体における末梢血の単位体積あたりの血小板数が通常よ
りも低い状態に関する。例えば、正常血小板数は、一般に、約１５０，０００ｍｍ３～約
４５０，０００ｍｍ３の範囲であり、血小板減少症は、典型的には、約１００，０００／
ｍｍ３以下への血小板数の減少によって特徴づけられる。
【０００５】
　血小板（すなわち、栓球）は、相互にクランピングして血管の穴に栓を形成することに
よる血液凝固で重要な役割を果たす無色の血球である。血小板新生は、血小板が前駆造血
細胞（巨核球など）から形成される過程をいう。血小板新生は、主に、トロンボポエチン
によって調節され、次いで種々の機構（いくつかの要因の間での血小板レベルの増加に応
答した受容体媒介性の取り込みおよび破壊など）によって調節される。
【０００６】
　血小板減少症は、薬物適用誘導性血小板減少症に加えて、多数の根本にある原因（血小
板破壊の増加、血小板産生の減少、血小板の消費、血小板の捕捉など）に関連する。血液
凝固における血小板の中心的役割を考慮すると、血小板減少症の初期症状は、通常、種々
の形態の出血および紫斑を含む。被験体の出血リスクが増加するので、特により重篤な症
状（脳出血など）への進行を防止するための早期の診断および処置が重要である。
【０００７】
　血小板数減少状態の処置は、しばしば、病因および疾患の重症度によって導かれる。現
在利用可能な血小板減少症および関連状態の処置には、例えば、コルチコステロイド、Ｉ
ＶＩＧ、脾臓摘出、および血小板輸血が含まれるが、これらの方法は対症療法であって特
異的でないか、激烈且つ高価である。さらに、トロンボポエチン（血小板新生の主な生物
学的メディエーター）を利用する以前の試みは、この薬剤（結果的に患者自身の内因性ト
ロンボポエチン）に対して免疫応答を生じた患者において認められた深刻な影響によって
臨床的に失敗している。トロンボポエチン模倣物およびトロンボポエチン受容体の小分子
アクチベーターが開発段階にあるが、食品医薬品局（ＦＤＡ）によって承認されていない
。
【０００８】
　ｔＲＮＡ分子のアミノアシル化を触媒するアミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼは、翻
訳過程における遺伝情報の解読に不可欠である。高等真核生物では、アミノアシル－ｔＲ
ＮＡシンテターゼは、他のポリペプチドと会合して超分子多酵素複合体を形成する。各真
核生物ｔＲＮＡシンテターゼは、コア酵素（ｔＲＮＡシンテターゼの原核生物対応物と密
接に関連する）およびコア酵素のアミノ末端またはカルボキシル末端に付属するさらなる
ドメインからなる。ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＹＲＳ）は、例えば、原核生
物および下等真核生物のＹＲＳ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。
【０００９】
　アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼなど）は、現在
、哺乳動物細胞における広範な機能（特に、シグナル伝達経路における活動が含まれる）
に関連する。
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　発明の簡潔な概要
　本発明は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＹＲＳ）ポリペプチド（その短縮および
／またはバリアントポリペプチドが含まれる）を含む組成物が、ｉｎ　ｖｉｖｏで血小板
新生を刺激する（すなわち、血小板形成を増加させる）という予想外の所見に由来する。
したがって、本発明の実施形態を、一般に、血小板減少症に関連する疾患または状態また
は血小板レベルの低減を処置し、そして／または発症リスクを低減するために使用するこ
とができる。
【００１１】
　一定の実施形態は、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドを含む組成物を被験体に投与し、それにより、被験体における血小板数が増加する工程
を含む、被験体における血小板数の増加方法を含む。一定の実施形態は、血小板新生有効
濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を被験体に投与し、そ
れにより、被験体における血小板減少症を処置するか、またはその発症リスクを低減する
工程を含む、被験体における血小板減少症を処置するか、またはその発症リスクを低減す
る方法を含む。一定の実施形態は、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼポリペプチドを含む組成物を被験体に投与し、それにより、被験体における血小板新生
を刺激する工程を含む、被験体における血小板新生を刺激する方法を意図する。一定の実
施形態は、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを被験体
に投与し、それにより、被験体における血小板数を維持する工程を含む、被験体（例えば
、血小板数の減少に関連する治療を受けている被験体）における血小板数を維持する方法
を含む。
【００１２】
　一定の実施形態は、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドを被験体に投与し、それにより、被験体における巨核球の増殖および／または分化を刺
激する工程を含む、被験体における巨核球の遊走、増殖、および／または分化を刺激する
方法を含む。一定の実施形態は、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ
ポリペプチドを被験体に投与し、それにより、被験体における好中球増殖を刺激する工程
を含む、被験体における好中球の遊走または増殖を刺激する方法を含む。
【００１３】
　一定の態様では、被験体は、血小板数の減少または低減に関連する疾患または状態を有
するか、有するリスクがある。一定の態様では、被験体の血小板数は、約１００，０００
／ｍｍ３以下、約１１０，０００／ｍｍ３以下、約１２０，０００／ｍｍ３以下、約１３
０，０００／ｍｍ３以下、約１４０，０００／ｍｍ３以下、または約１５０，０００／ｍ
ｍ３以下である。一定の実施形態では、血小板数の減少または低減に関連する疾患または
状態には、とりわけ、当該分野で公知の出血、打撲傷、鼻出血（鼻血）、脾機能亢進、低
温症、エプスタイン・バーウイルス感染、伝染性単核球症、ヴィスコット・オールドリッ
チ症候群、チアジドの母体摂取、先天性無巨核球性血小板減少症、血小板減少橈骨欠損症
候群、ファンコニー貧血、ベルナール・スーリエ症候群、メイ・ヘグリン異常、グレイ血
小板症候群、アルポート症候群、新生児風疹、再生不良性貧血、骨髄異形成症候群（ｍｙ
ｅｏｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白血病、リンパ腫、腫瘍、骨髄癌
、栄養欠乏、放射線被曝、肝不全、細菌性敗血症、麻疹、デング熱、ＨＩＶ感染またはＡ
ＩＤＳ、早熟、胎児赤芽球症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、母性ＩＴＰ、溶血
性尿毒症症候群、播種性血管内凝固症候群、血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）、輸血
後紫斑、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ、新生児自己免疫性血小板減少症、およ
び発作性夜間血色素尿症、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染、薬剤誘発性血小板減少症、
および化学療法誘導性血小板増加症（ＣＩＴ）が含まれるが、これらに限定されない。一
定の態様では、被験体は血小板ドナーである。
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【００１４】
　一定の実施形態では、血小板数の減少または低減に関連する状態は、薬物適用または薬
物によって誘導される（例えば、薬剤誘発性血小板減少症、化学療法誘導性血小板増加症
）。血小板数を低減する薬物適用または薬物の例を、化学療法薬、非ステロイド性抗炎症
薬、スルホンアミド、バンコマイシン、クロピドグレル、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ
インヒビター、インターフェロン、バルプロ酸、アブシキシマブ、リネゾリド、ファモチ
ジン、メベベリン、ヒスタミン遮断薬、アルキル化剤、ヘパリン、アルコール、および抗
生物質から選択することができる。一定の実施形態では、化学療法薬を、シスプラチン（
ＣＤＤＰ）、カルボプラチン、プロカルバジン、メクロレタミン、シクロホスファミド、
カンプトセシン、イフォスファミド、メルファラン、クロラムブシル、ブスルファン、ニ
トロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ）、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビ
シン、ブレオマイシン、プリコマイシン（plicomycin）、マイトマイシン、エトポシド（
ＶＰ１６）、タモキシフェン、ラロキシフェン、エストロゲン受容体結合剤、タキソール
、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｅｎ）、ナベルビン、ファルネシル－タンパク質ト
ランスフェラーゼインヒビター、トランス白金（transplatinum）、５－フルオロウラシ
ル、ビンクリスチン、ビンブラスチンおよびメトトレキサート、テモゾロミド（ｔｅｍａ
ｚｏｌｏｍｉｄｅ）（ＤＴＩＣの水性形態）、または上記の任意のアナログまたは誘導バ
リアントから選択することができる。
【００１５】
　特許請求の範囲に記載の方法の一定の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ
ポリペプチドは、哺乳動物チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（そのＣ末端が短縮された哺
乳動物チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼが含まれる）を含む。本明細書中に提供した一定
の方法では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、
８、１０、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、約１～５０個のアミノ酸残基がその
Ｃ末端から短縮されている。本明細書中に提供した一定の方法では、チロシル－ｔＲＮＡ
シンテターゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のア
ミノ酸配列を含み、約５０～１００個のアミノ酸残基がそのＣ末端から短縮されている。
一定の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは配列番号１、２、
３、６、８、１０、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、約１００～１５０個のアミ
ノ酸残基がそのＣ末端から短縮されている。他の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシン
テターゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、８、または１０のアミノ酸配列を含み
、約１５０～２００個の残基がそのＣ末端から短縮されている。他の実施形態では、本明
細書中に提供した方法は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは配列番号１、
２、３、６、８、または１０のアミノ酸配列を含み、約２００～２５０個のアミノ酸残基
がそのＣ末端から短縮されていることを含む。Ｃ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼポリペプチドの特定の例には、配列番号１、２、または３に記載のアミノ酸配列のアミ
ノ酸１～３４３、アミノ酸１～３４４、アミノ酸１～３５０、アミノ酸１～３５３、また
はアミノ酸１～３６４を含むか、これらからなるポリペプチドが含まれる。Ｃ末端短縮チ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドのさらなる例には、配列番号３および８のポ
リペプチドが含まれる。
【００１６】
　特許請求の範囲に記載の方法の一定の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ
ポリペプチドは、そのＮ末端が短縮された哺乳動物チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含
む。本明細書中に提供した一定の方法では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドは配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、約１
～５０個のアミノ酸残基がそのＮ末端から短縮されている。本明細書中に提供した一定の
方法では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、８
、１０、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、約５０～１００個のアミノ酸残基がそ
のＮ末端から短縮されている。一定の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポ
リペプチドは配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のアミノ酸配列を含
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み、約１００～１５０個のアミノ酸残基がそのＮ末端から短縮されている。他の実施形態
では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、８、ま
たは１０のアミノ酸配列を含み、約１５０～２００個の残基がそのＮ末端から短縮されて
いる。他の実施形態では、本明細書中に提供した方法は、チロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼポリペプチドは配列番号１、２、３、６、８、または１０のアミノ酸配列を含み、約２
００～２５０個のアミノ酸残基がそのＮ末端から短縮されていることを含む。Ｎ末端短縮
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの特定の例には、配列番号６、１０、１２
、および１４のポリペプチドが含まれる。
【００１７】
　本明細書中に記載の一定の方法では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは
、（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を
含むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペ
プチド、（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸
配列を含むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、
ポリペプチド、（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるア
ミノ酸配列を含むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されてい
ない、ポリペプチド、（ｄ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一で
あるアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換さ
れていない、ポリペプチド、および（ｅ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドから選択される。
【００１８】
　本明細書中に提供した方法の一定の実施形態では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポ
リペプチドは、（ａ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のア
ミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、（ｂ）配列
番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少なくとも９
０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、（ｃ）配列番号１、２、３、６、８、
１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配
列を含むポリペプチド、（ｄ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に
記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、お
よび（ｅ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列
を含むポリペプチドから選択される。
【００１９】
　本明細書中に記載の方法に加えて、本発明の一定の実施形態は、本明細書中に記載の生
理学的に許容可能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のチロシ
ル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む投与に適した組成物であって、組成物が被
験体において血小板新生を刺激し（すなわち、被験体における血小板数の増加または維持
）、巨核球の増殖および／または分化を刺激し、そして／または好中球の増殖を刺激する
ことができる、組成物を含む。一定の組成物では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリ
ペプチドは、上記および本明細書中の他の場所に記載のそのＣ末端が短縮された哺乳動物
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む。一定の組成物では、チロシル－ｔＲＮＡシンテ
ターゼポリペプチドは、上記および本明細書中の他の場所に記載のそのＮ末端が短縮され
た哺乳動物チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む。
【００２０】
　一定の実施形態では、本明細書中に記載の血小板新生性組成物は、（ａ）配列番号２に
記載のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチドであ
って、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプチド、（ｂ）配列番
号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプチド、（ｃ）
配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプチド、
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（ｄ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、および（ｅ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチドから選択される
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む。
【００２１】
　一定の実施形態では、本明細書中に記載の血小板新生性組成物は、（ａ）配列番号１、
２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一
であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、（ｂ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１
２、または１４に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む
ポリペプチド、（ｃ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のア
ミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、（ｄ）配列
番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少なくとも９
８％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および（ｅ）配列番号１、２、３、６
、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチドから選択される
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む。
【００２２】
　一定の実施形態では、本発明の組成物は、第２のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリ
ペプチドをさらに含み、２つのチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが二量体を
形成する。一定の態様では、二量体はホモ二量体である。他の態様では、二量体はヘテロ
二量体（全長チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドと短縮チロシル－ｔＲＮＡシ
ンテターゼポリペプチドとの間のヘテロ二量体など）である。一定の実施形態では、本発
明の組成物は、異種ポリペプチドをさらに含み、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペ
プチドおよび異種ポリペプチドがヘテロ二量体（二官能性ヘテロ二量体など）を形成する
。
【００２３】
　一定の実施形態では、本明細書中に提供した血小板新生性組成物は、生理学的に許容可
能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のキメラチロシル－ｔＲ
ＮＡシンテターゼポリペプチドを含み、キメラポリペプチドがチロシル－ｔＲＮＡシンテ
ターゼポリペプチドの２個以上の生物学的に活性なフラグメントを含み、２個以上のフラ
グメントがＹＲＳポリペプチドの少なくとも１０個の連続するアミノ酸を含み、２個以上
のフラグメントが連結してキメラポリペプチドを形成し、キメラチロシル－ｔＲＮＡシン
テターゼポリペプチドが被験体における血小板新生を刺激し、そして／または血小板数を
増加させることができる。
【００２４】
　一定の実施形態では、本明細書中に提供した血小板新生性組成物は、生理学的に許容可
能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のキメラチロシル－ｔＲ
ＮＡシンテターゼポリペプチドを含み、キメラポリペプチドが、（ａ）チロシル－ｔＲＮ
Ａシンテターゼポリペプチドの１つまたは複数の生物学的に活性なフラグメントであって
、１つまたは複数のフラグメントがＹＲＳポリペプチドの少なくとも１０個の連続するア
ミノ酸を含む、フラグメント、および（ｂ）１つまたは複数の異種ポリペプチドを含み、
前記（ａ）の１つまたは複数のフラグメントおよび前記（ｂ）の１つまたは複数の異種ポ
リペプチドが連結してキメラポリペプチドを形成し、キメラポリペプチドが被験体におけ
る血小板新生を刺激し（すなわち、被験体における血小板数の増加または維持）、巨核球
の増殖および／または分化を刺激し、そして／または好中球の増殖を刺激することができ
る。
【００２５】
　一定の実施形態は、造血幹細胞の培養物をチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドと初期巨核球前駆細胞の増殖に十分な時間インキュベートし、それにより、初期巨核球
前駆細胞の増殖および／または分化を刺激する、初期巨核球前駆細胞の増殖および／また
は分化を刺激する方法に関する。一定の実施形態では、本方法をｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉ



(9) JP 5771142 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

ｎ　ｖｉｔｒｏで行う。一定の実施形態では、培養物を骨髄から得る。一定の実施形態で
は、培養物を臍帯血から得る。一定の実施形態では、かかる方法は、必要とする被験体に
細胞を投与する工程をさらに含む。
【００２６】
　一定の実施形態は、細胞をチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドと接触させ、
それにより、ＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を刺激する工程を含む、ＣＸＣＲ－２発現細胞
の遊走を刺激する方法に関する。一定の実施形態では、細胞を接触させる工程をｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏで行う。一定の実施形態では、接触する工程は、有効濃度
のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を必要とする被験体に投与
することを含む。
【００２７】
　一定の実施形態は、有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを被験体
に投与し、それにより、被験体における肺の炎症および／またはその症状を低減する工程
を含む、被験体における肺の炎症および／またはその症状を低減する方法に関する。一定
の実施形態では、被験体は慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）を有する。一定の実施形態では
、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの投与は、アレルゲンに対する循環好中
球の脱感作を得るのに有効である。
　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）
被験体における血小板減少症の処置またはその発症リスクの低減に使用するための、また
は被験体における血小板数（ｐｌａｔｅｌｅｎｔ　ｃｏｕｎｔ）の増加または維持させる
ための、血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む、医
薬品。
（項目２）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を被験
体に投与し、それにより、該被験体における血小板数を増加させる工程を含む、該被験体
における血小板数を増加させる方法。
（項目３）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を被験
体に投与し、それにより、該被験体における血小板減少症を処置するか、またはその発症
リスクを低減する工程を含む、該被験体における血小板減少症を処置するか、またはその
発症リスクを低減する方法。
（項目４）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を被験
体に投与し、それにより、該被験体における血小板新生を刺激する工程を含む、該被験体
における血小板新生を刺激する方法。
（項目５）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを被験体に投与し、
それにより、該被験体における血小板数を維持する工程を含む、該被験体における血小板
数を維持する方法。
（項目６）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを被験体に投与し、
それにより、該被験体における巨核球の増殖および／または分化を刺激する工程を含む、
該被験体における巨核球の増殖、遊走、および／または分化を刺激する方法。
（項目７）
血小板新生有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを被験体に投与し、
それにより、該被験体における好中球増殖を刺激する工程を含む、該被験体における好中
球増殖を刺激する方法。
（項目８）
前記被験体が、血小板数の減少または低減に関連する疾患または状態を有するか、有する
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リスクがある、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目９）
前記被験体の血小板数が約１５０，０００／ｍｍ３以下である、項目１から７のいずれか
１項に記載の医薬品または方法。
（項目１０）
前記血小板数の減少または低減に関連する疾患または状態が、出血、鼻出血、脾機能亢進
、低温症、エプスタイン・バーウイルス感染、伝染性単核球症、ヴィスコット・オールド
リッチ症候群、チアジドの母体摂取、先天性無巨核球性血小板減少症、血小板減少橈骨欠
損症候群、ファンコニー貧血、ベルナール・スーリエ症候群、メイ・ヘグリン異常、グレ
イ血小板症候群、アルポート症候群、新生児風疹、再生不良性貧血、骨髄異形成症候群（
ｍｙｅｏｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白血病、リンパ腫、腫瘍、骨
髄癌、栄養欠乏、放射線被曝、肝不全、細菌性敗血症、麻疹、デング熱、ＨＩＶ感染また
はＡＩＤＳ、早熟、胎児赤芽球症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、母性ＩＴＰ、
溶血性尿毒症症候群、播種性血管内凝固症候群、血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）、
輸血後紫斑、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ、新生児自己免疫性血小板減少症、
および発作性夜間血色素尿症、Ｃ型肝炎ウイルス感染（ＨＣＶ）、薬剤誘発性血小板減少
症、および化学療法誘導性血小板増加症（ＣＩＴ）から選択される、項目８に記載の医薬
品または方法。
（項目１１）
前記血小板数の減少または低減に関連する疾患または状態が薬物適用または薬物によって
誘導される、項目８に記載の医薬品または方法。
（項目１２）
前記薬物適用または薬物が、化学療法薬、非ステロイド性抗炎症薬、スルホンアミド、バ
ンコマイシン、クロピドグレル、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａインヒビター、インター
フェロン、バルプロ酸、アブシキシマブ、リネゾリド、ファモチジン、メベベリン、ヒス
タミン遮断薬、アルキル化剤、ヘパリン、アルコール、および抗菌性化学療法薬から選択
される、項目１１に記載の医薬品または方法。
（項目１３）
前記化学療法薬が、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、カルボプラチン、プロカルバジン、メク
ロレタミン、シクロホスファミド、カンプトセシン、イフォスファミド、メルファラン、
クロラムブシル、ブスルファン、ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ）、ダクチノマイ
シン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プリコマイシン、マイトマイ
シン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシフェン、ラロキシフェン、エストロゲン受容体
結合剤、タキソール、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｅｎ）、ナベルビン、ファルネ
シル－タンパク質トランスフェラーゼインヒビター、トランス白金、５－フルオロウラシ
ル、ビンクリスチン、ビンブラスチンおよびメトトレキサート、テモゾロミド（ｔｅｍａ
ｚｏｌｏｍｉｄｅ）、およびその誘導体から選択される、項目１２に記載の医薬品または
方法。
（項目１４）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、そのＣ末端が短縮された哺乳動物
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品ま
たは方法。
（項目１５）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１～５０個のアミノ酸残基がそ
のＣ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目１６）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約５０～１００個のアミノ酸残基
がそのＣ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方
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法。
（項目１７）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１００～１５０個のアミノ酸残
基がそのＣ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または
方法。
（項目１８）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１５０～２００個の残基がそのＣ末端から短
縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目１９）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約２００～２５０個のアミノ酸残基がそのＣ末
端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２０）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがそのＮ末端が短縮された哺乳動物チ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品また
は方法。
（項目２１）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１～５０個のアミノ酸残基がそ
のＮ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２２）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約５０～１００個のアミノ酸残基
がそのＮ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方
法。
（項目２３）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１００～１５０個のアミノ酸残
基がそのＮ末端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または
方法。
（項目２４）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１５０～２００個の残基がそのＮ末端から短
縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２５）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約２００～２５０個のアミノ酸残基がそのＮ末
端から短縮されている、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２６）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
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チド、
（ｄ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、および
（ｅ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド
から選択される、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２７）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、
（ａ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｂ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｃ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｄ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
（ｅ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列を含
むポリペプチド、
から選択される、項目１から７のいずれか１項に記載の医薬品または方法。
（項目２８）
生理学的に許容可能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のチロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む投与に適した組成物であって、該組成物
が被験体において血小板新生を刺激し、そして／または血小板数を増加させることができ
る、組成物。
（項目２９）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがそのＣ末端が短縮された哺乳動物チ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む、項目２８に記載の組成物。
（項目３０）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１～５０個のアミノ酸残基がそ
のＣ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３１）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約５０～１００個のアミノ酸残基
がそのＣ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３２）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１００～１５０個のアミノ酸残
基がそのＣ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３３）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１５０～２００個の残基がそのＣ末端から短
縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３４）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約２００～２５０個のアミノ酸残基がそのＣ末
端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３５）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがそのＮ末端が短縮された哺乳動物チ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼを含む、項目２８に記載の組成物。
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（項目３６）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１～５０個のアミノ酸残基がそ
のＮ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３７）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約５０～１００個のアミノ酸残基
がそのＮ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３８）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、または１４のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１００～１５０個のアミノ酸残
基がそのＮ末端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３９）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約１５０～２００個の残基がそのＮ末端から短
縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目４０）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが配列番号１、２、３、６、８、また
は１０のアミノ酸配列を含み、少なくとも約２００～２５０個のアミノ酸残基がそのＮ末
端から短縮されている、項目２８に記載の組成物。
（項目４１）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、
（ｄ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含
むポリペプチドであって、３４１位のアラニンがチロシンに置換されていない、ポリペプ
チド、および
（ｅ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド
から選択される、項目２８に記載の組成物。
（項目４２）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが、
（ａ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｂ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｃ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、
（ｄ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９８％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
（ｅ）配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載のアミノ酸配列を含
むポリペプチド
から選択される、項目２８に記載の組成物。
（項目４３）
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第２のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドをさらに含み、２つのチロシル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼポリペプチドが二量体を形成する、項目２８に記載の組成物。
（項目４４）
前記二量体がホモ二量体である、項目４３に記載の組成物。
（項目４５）
前記二量体がヘテロ二量体である、項目４４に記載の組成物。
（項目４６）
前記ヘテロ二量体が、全長チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドおよび短縮チロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む、項目４５に記載の組成物。
（項目４７）
異種ポリペプチドをさらに含み、前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドおよ
び該異種ポリペプチドがヘテロ二量体を形成する、項目２８に記載の組成物。
（項目４８）
生理学的に許容可能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のキメ
ラチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物であって、該キメラポリペ
プチドがチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの２個以上の生物学的に活性なフ
ラグメントを含み、該２個以上のフラグメントが項目２８から４２のいずれか１項に記載
のポリペプチドの少なくとも１０個の連続するアミノ酸を含み、該２個以上のフラグメン
トが連結してキメラポリペプチドを形成し、該キメラチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポ
リペプチドが被験体における血小板新生を刺激し、そして／または血小板数を増加させる
ことができる、組成物。
（項目４９）
生理学的に許容可能な賦形剤および／またはキャリアならびに血小板新生有効濃度のキメ
ラチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物であって、該キメラポリペ
プチドは、（ａ）チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの１つまたは複数の生物
学的に活性なフラグメントであって、１つまたは複数の該フラグメントが項目２８から４
２のいずれか１項に記載のポリペプチドの少なくとも１０個の連続するアミノ酸を含む、
フラグメント、ならびに（ｂ）１つまたは複数の異種ポリペプチドであって、該（ａ）の
１つまたは複数のフラグメントおよび該（ｂ）の１つまたは複数の異種ポリペプチドが連
結してキメラポリペプチドを形成し、該キメラポリペプチドが被験体における血小板新生
を刺激し、そして／または血小板数を増加させることができる、１つまたは複数の異種ポ
リペプチド、を含む、組成物。
（項目５０）
項目２８から４９のいずれか１項に記載のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド
に特異的に結合する抗体または抗原結合フラグメント。
（項目５１）
サンプル中のＹＲＳポリペプチドを同定または特徴づける方法であって、
（ａ）生物サンプルを得る工程、
（ｂ）該生物サンプルを項目５０に記載の抗体または抗原結合フラグメントと接触させる
工程、および
（ｃ）該抗体または抗原結合フラグメントによる該生物サンプルへの特異的結合の存在も
しくは不在を検出する工程
を含み、
　それにより、該サンプル中の該ＹＲＳポリペプチドが同定または特徴づけられる、方法
。
（項目５２）
前記生物サンプルを被験体から得る、項目５１に記載の方法。
（項目５３）
単離ポリヌクレオチドを含む組成物であって、該ポリヌクレオチドが、
（ａ）配列番号４、７、９、１１、１３、または１５に記載のヌクレオチド配列と少なく
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とも８０％同一であるヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、
（ｂ）配列番号４、７、９、１１、１３、または１５に記載のヌクレオチド配列と少なく
とも９０％同一であるヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、
（ｃ）配列番号４、７、９、１１、１３、または１５に記載のヌクレオチド配列と少なく
とも９５％同一であるヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、
（ｄ）配列番号４、７、９、１１、１３、または１５に記載のヌクレオチド配列と少なく
とも９８％同一であるヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、
（ｅ）配列番号４、７、９、１１、１３、または１５に記載のヌクレオチド配列を含むポ
リヌクレオチド
から選択され、
　該ポリヌクレオチドが被験体において血小板新生を刺激し、そして／または血小板数を
増加させることができるチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドをコードする、組
成物。
（項目５４）
項目５３に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
（項目５５）
項目５４に記載のベクターを含む宿主細胞。
（項目５６）
初期巨核球前駆細胞の増殖および／または分化を刺激する方法であって、造血幹細胞の培
養物をチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドと該初期巨核球前駆細胞の増殖に十
分な時間インキュベートし、それにより、初期巨核球前駆細胞の増殖および／または分化
を刺激する、方法。
（項目５７）
前記方法をｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで行う、項目５６に記載の方法。
（項目５８）
前記培養物を骨髄から得る、項目５７に記載の方法。
（項目５９）
前記培養物を臍帯血から得る、項目５７に記載の方法。
（項目６０）
必要とする被験体に前記細胞を投与する工程をさらに含む、項目５７に記載の方法。
（項目６１）
ＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を刺激する方法であって、該細胞をチロシル－ｔＲＮＡシン
テターゼポリペプチドと接触させ、それにより、該ＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を刺激す
る工程を含む、方法。
（項目６２）
前記細胞を接触させる工程をｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏで行う、項目６１に
記載の方法。
（項目６３）
前記接触する工程が、有効濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組
成物を必要とする被験体に投与することを含む、項目６１に記載の方法。
（項目６４）
被験体における肺の炎症および／またはその症状を低減する方法であって、有効濃度のチ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを該被験体に投与し、それにより、該被験体
における肺の炎症および／またはその症状を低減する工程を含む、方法。
（項目６５）
前記被験体が慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）を有する、項目６４に記載の方法。
（項目６６）
前記チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（ｐｏｌｙｅｐｔｉｄｅ）の投与がア
レルゲンに対する循環好中球の脱感作を得るのに有効である、項目６４に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
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【００２８】
【図１】図１は、ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの全長アミノ酸配列（配列番号１
）を示す。
【図２】図２は、全長ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼのＹ３４１Ａバリアントのア
ミノ酸配列（配列番号２）を示す。
【図３】図３は、血小板新生活性を有するＣ末端短縮した（アミノ酸１～３６４）ヒトチ
ロシル－ｔＲＮＡシンテターゼのアミノ酸配列を示す（配列番号３）。
【図４】図４は、ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの全長アミノ酸配列をコードする
ポリヌクレオチド配列（配列番号４）を示す。
【図５Ａ】図５（ａ）および５（ｂ）は、短縮ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの投
与後の血小板数のｉｎ　ｖｉｖｏでの影響を示す。図５（ａ）について、マウスに、１、
３および１０μｇ／ｋｇの８アミノ酸Ｃ末端タグＬ－Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ（配列
番号５）を有するＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（配列番号３
）を１日２回７日間で皮下注射し、研究終了時に血小板数を決定した。図５（ｂ）につい
て、マウスに、３μｇ／ｋｇの図５（ａ）と同一のＣ末端短縮ポリペプチドを１日２回７
日間で皮下注射し、研究終了時に血小板数を決定した。
【図５Ｂ】図５（ａ）および５（ｂ）は、短縮ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの投
与後の血小板数のｉｎ　ｖｉｖｏでの影響を示す。図５（ａ）について、マウスに、１、
３および１０μｇ／ｋｇの８アミノ酸Ｃ末端タグＬ－Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ（配列
番号５）を有するＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（配列番号３
）を１日２回７日間で皮下注射し、研究終了時に血小板数を決定した。図５（ｂ）につい
て、マウスに、３μｇ／ｋｇの図５（ａ）と同一のＣ末端短縮ポリペプチドを１日２回７
日間で皮下注射し、研究終了時に血小板数を決定した。
【図６】図６は、８アミノ酸Ｃ末端タグＬ－Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ（配列番号５）
を有するＣ末端短縮ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（配列番号３）の
投与後の巨核球数のｉｎ　ｖｉｖｏでの影響を示す。動物に、３および３００μｇ／ｋｇ
の８アミノ酸Ｃ末端タグ（配列番号５）を有する配列番号３のチロシル－ｔＲＮＡシンテ
ターゼポリペプチドを１日２回６日間皮下注射し、研究終了時に骨髄および脾臓の組織学
的性質を試験した。
【図７】図７は、ＳＰ１ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアント（配
列番号６）（全長野生型ＹＲＳポリペプチド配列のＮ末端短縮バリアントを示す）のアミ
ノ酸配列を示す。ＳＰ１スプライスバリアントは、野生型配列に類似する配列を示さない
８個または９個のＮ末端アミノ酸を有する。「Ｘ」は任意のアミノ酸を示す。
【図８】図８は、配列番号６のＳＰ１ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド
をコードする核酸配列（配列番号７）を示す。
【図９】図９は、ＳＰ２ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアント（配
列番号８）（全長野生型ＹＲＳポリペプチド配列のＣ末端短縮バリアントを示す）のアミ
ノ酸配列を示す。ＳＰ２バリアントは、野生型配列に類似する配列を示さない約３５個の
Ｃ末端アミノ酸を有する。「Ｘ」は任意のアミノ酸を示す。
【図１０】図１０は、配列番号８のＳＰ２ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプ
チドをコードする核酸配列（配列番号９）を示す。
【図１１】図１１は、ＳＰ３ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアント
（配列番号１０）（全長野生型ＹＲＳポリペプチド配列のＮ末端短縮バリアントを示す）
のアミノ酸配列を示す。
【図１２】図１２は、配列番号１０のＳＰ３ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペ
プチドをコードする核酸配列（配列番号１１）を示す。
【図１３】図１３は、ＳＰ４ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアント
（配列番号１２）（全長野生型ＹＲＳポリペプチド配列のＮ末端短縮バリアントを示す）
のアミノ酸配列を示す。
【図１４】図１４は、配列番号１２のＳＰ４ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペ
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プチドをコードする核酸配列（配列番号１３）を示す。
【図１５】図１５は、ＳＰ５ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアント
（配列番号１４）（全長野生型ＹＲＳポリペプチド配列のＮ末端短縮バリアントを示す）
のアミノ酸配列を示す。ＳＰ５バリアントは、野生型配列に類似しない約８個のＮ末端ア
ミノ酸を有する。「Ｘ」は任意のアミノ酸を示す。
【図１６】図１６は、配列番号１４のＳＰ５ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペ
プチドをコードする核酸配列（配列番号１５）を示す。
【図１７】図１７は、選択的スプライスバリアントＳＰ１～ＳＰ５のｃＤＮＡ配列によっ
て示した野生型（ＷＴ）ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの選択的遺伝子スプライシ
ングを示す。
【図１８】図１８は、ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼスプライスバリアントＳＰ１
～ＳＰ５のｃＤＮＡ配列のＮＣＢＩ注釈付けを示す。
【図１９】図１９は、全長ヒトＹＲＳポリペプチドと比較したＳＰ１～ＳＰ５のＹＲＳポ
リペプチドの予想される読み取り枠および報告された読み取り枠のタンパク質配列アライ
ンメントを示す。
【図２０】図２０は、ラットにおけるＹＲＳポリペプチドの血小板新生活性を示す（実施
例４を参照のこと）。
【図２１】図２１は、ＹＲＳポリペプチドによる刺激に応答したＭＯ７ｅ巨核芽球の遊走
を示す（実施例５を参照のこと）。
【図２２】図２２は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがＨＵＶＥＣ－２細
胞の内因性単層へのＴＨＰ－１細胞の細胞接着を促進することを示す（実施例６を参照の
こと）。
【図２３】図２３は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがＨＵＶＥＣ－２細
胞の内因性単層中の接着分子ＶＣＡＭ－１の発現を増加させることを示す（実施例６を参
照のこと）。
【図２４】図２４は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがＣＸＣＲ－２受容
体でトランスフェクトした２９３細胞株およびＣＨＯ細胞株の遊走を刺激することを示す
（実施例７を参照のこと）。図２４中の左のグラフは２９３／ＣＸＣＲ－２細胞について
の結果を示し、図２４中の右のグラフはＣＨＯ／ＣＸＣＲ－２細胞の結果を示す。
【図２５】図２５は、多形核（ＰＭＮ）細胞遊走に及ぼすＹＲＳポリペプチドの刺激効果
を示す（実施例８を参照のこと）。
【図２６Ａ】図２６は、コロニー数によって測定した場合の骨髄細胞培養物中の巨核球前
駆細胞に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響を示す（実施例１０
を参照のこと）。図２６（Ａ）は原始的系譜制限前駆体（すなわち、初期前駆体）のコロ
ニー形成に及ぼすＹＲＳポリペプチドの刺激効果を示し、図２６（Ｂ）および（Ｃ）はそ
れぞれ比較的成熟した中期前駆体（Ｂ）および後期前駆体（Ｃ）に及ぼすＹＲＳポリペプ
チドの阻害効果を示す。
【図２６Ｂ】図２６は、コロニー数によって測定した場合の骨髄細胞培養物中の巨核球前
駆細胞に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響を示す（実施例１０
を参照のこと）。図２６（Ａ）は原始的系譜制限前駆体（すなわち、初期前駆体）のコロ
ニー形成に及ぼすＹＲＳポリペプチドの刺激効果を示し、図２６（Ｂ）および（Ｃ）はそ
れぞれ比較的成熟した中期前駆体（Ｂ）および後期前駆体（Ｃ）に及ぼすＹＲＳポリペプ
チドの阻害効果を示す。
【図２６Ｃ】図２６は、コロニー数によって測定した場合の骨髄細胞培養物中の巨核球前
駆細胞に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響を示す（実施例１０
を参照のこと）。図２６（Ａ）は原始的系譜制限前駆体（すなわち、初期前駆体）のコロ
ニー形成に及ぼすＹＲＳポリペプチドの刺激効果を示し、図２６（Ｂ）および（Ｃ）はそ
れぞれ比較的成熟した中期前駆体（Ｂ）および後期前駆体（Ｃ）に及ぼすＹＲＳポリペプ
チドの阻害効果を示す。
【発明を実施するための形態】
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【００２９】
　詳細な説明
　本発明は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（ＹＲＳ）ポリペプチド（その短縮物およ
びバリアントが含まれる）が正常な血小板新生過程を模倣および刺激し、したがって、治
療的に有益な血小板新生活性を保有することができるという予想外の発見に関する。した
がって、本発明の一定の実施形態は、天然の血小板新生過程を刺激し、それにより、必要
とする被験体（血小板減少症に関連する状態（すなわち、血小板数の減少）に罹患した被
験体など）における血小板産生を増加させるためのＹＲＳポリペプチドの使用に関する。
他の処置を超えるＹＲＳポリペプチド使用の利点には、例えば、伝統的な処置と異なる作
用機構、トロンボポエチンシグナル伝達との相乗作用、より高い効力、および脱免疫化分
子の使用に関連する利点（例えば、トロンボポエチンに対する潜在的な有害免疫応答の影
響なし）が含まれる。他の利点が当業者に明らかであろう。
【００３０】
　本発明の実施には、他で逆のことを示さない限り、当業者の範囲内の分子生物学および
組換えＤＮＡ技術の従来の方法（その多くを例示を目的として以下に記載している）を使
用するであろう。かかる技術は、文献中に完全に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ（２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８９）；Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８２）；ＤＮＡ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｖｏｌ．Ｉ　＆　ＩＩ（Ｄ．
Ｇｌｏｖｅｒ，ｅｄ．）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｎ．
Ｇａｉｔ，ｅｄ．，１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏ
ｎ（Ｂ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，１９８５）；Ｔｒａｎｓｃｒ
ｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉ
ｎｓ，ｅｄｓ．，１９８４）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．Ｆｒｅｓ
ｈｎｅｙ，ｅｄ．，１９８６）；Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，ｅｄ．，１９８４）を参照のこと。
【００３１】
　本明細書中に引用した全ての刊行物、特許、および特許出願は、その全体が本明細書中
で参考として援用される。
【００３２】
　定義
　他で定義しない限り、本明細書中で使用した全ての技術用語および科学用語は、本発明
に属する当業者によって一般に理解されている意味を有する。本明細書中の方法と材料と
類似するか等価な任意の方法と材料を本発明の実施または試験で使用することができるが
、好ましい方法と材料を記載する。本発明の目的のために以下の用語を以下に定義する。
【００３３】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」を、本明細書中で、冠詞の文法上の対象の１つ以上（すなわ
ち、少なくとも１つ）をいうために使用する。例として、「ａｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ」は、
１つ以上の要素を意味する。
【００３４】
　「約」は、基準とする量、レベル、値、数、頻度、比率、寸法、サイズ、量、重量、ま
たは長さに対して３０、２５、２０、２５、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、ま
たは１％ほど変動する量、レベル、値、数、頻度、比率、寸法、サイズ、量、重量、また
は長さを意味する。
【００３５】
　用語「生物学的に活性なフラグメント」は、基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチ
ド配列のフラグメントに適用する場合、基準配列の少なくとも約０．１、０．５、１、２
、５、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４
０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、９６、９７
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、９８、９９、１００、１１０、１２０、１５０、２００、３００、４００、５００、６
００、７００、８００、９００、１０００％、またはそれを超える活性を有するフラグメ
ントをいう。基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチド（配列番号１、２、３、６、８
、１０、１２、および１４の基準ポリペプチド配列、または配列番号４、７、９、１１、
１３、および１５の基準ヌクレオチド配列など）の血小板新生活性を含むかコードする少
なくとも約１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１４０、１６０、１８
０、２００、２２０、２４０、２６０、２８０、３００、３２０、３４０、３６０、３８
０、４００、またはそれを超える連続するヌクレオチドまたはアミノ酸残基長（その間の
全ての整数が含まれる）の生物学的に活性なフラグメントは本発明の範囲内に含まれる。
生物学的に活性なフラグメントの特定の例には、配列番号３および６のポリペプチドに加
えて、配列番号１に記載のアミノ酸配列のアミノ酸１～３４３、アミノ酸１～３４４、ア
ミノ酸１～３５０、アミノ酸１～３５３、またはアミノ酸１～３６４を含むか、これらか
らなるＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが含まれるが、これらに
限定されない。生物学的に活性なフラグメントのさらなる例には、配列番号６、１０、１
２、および１４に記載のアミノ酸配列を含むか、これらからなるＮ末端短縮チロシル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼポリペプチドが含まれるが、これらに限定されない。代表的な生物学
的に活性なフラグメントは、一般に、相互作用（例えば、分子内または分子間相互作用）
に関与する。分子間相互作用は、特異的な結合相互作用または酵素的相互作用であり得る
。分子間相互作用は、ＹＲＳポリペプチドと標的分子（血小板新生過程の調節に関与する
標的分子など）との間の相互作用であり得る。ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なフ
ラグメントには、任意の配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のアミノ
酸配列（その血小板新生有効部分が含まれる）と十分に類似または同一であるか、これら
に由来するか、配列番号４、７、９、１１、１３、および１５のヌクレオチド配列によっ
てコードされるアミノ酸配列を含むポリペプチドフラグメントが含まれる。
【００３６】
　「コード配列」は、遺伝子のポリペプチド産物のコードに寄与する任意の核酸配列を意
味する。対照的に、用語「非コード配列」は、遺伝子のポリペプチド産物のコードに寄与
しない任意の核酸配列をいう。
【００３７】
　本明細書を通して、文脈から反対の意味が要求されない限り、用語「含む（ｃｏｍｐｒ
ｉｓｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）
」は、記述した工程もしくは要素または工程もしくは要素の群を含むが、いかなる他の工
程もしくは要素または工程もしくは要素の群も排除しないことを意味すると理解されるで
あろう。
【００３８】
　「～からなる」は、句「～からなる」に続くものは何でも含まれるが、これらに限定さ
れることを意味する。したがって、句「～からなる」は、列挙した要素が必要または必須
であり、他の要素が存在することができないことを示す。「本質的に～からなる」は、こ
の句の後に列挙した任意の要素を含み、且つ列挙した要素についての開示中に特定された
活性または作用を妨害も寄与もしない他の要素に制限されることを意味する。したがって
、句「本質的に～からなる」は、列挙した要素は必要または必須であるが、他の要素を選
択可能であり、この他の要素は列挙した要素の活性または作用に影響を及ぼすかどうかに
応じて存在しても存在しなくても良いことを示す。
【００３９】
　用語「相補的」および「相補性」は、塩基対合則に関連するポリヌクレオチド（すなわ
ち、ヌクレオチド配列）をいう。例えば、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」（いくつかの核酸塩基しか塩基対合則にしたがって
適合しない）であり得る。あるいは、核酸の間に「完全な」または「全」相補性が存在し
得る。核酸ストランド間の相補度は、核酸ストランド間のハイブリッド形成の効率および
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強度に有意に影響を及ぼす。
【００４０】
　「～に対応する」または「～への対応」は、（ａ）基準ポリヌクレオチド配列の全部ま
たは一部と実質的に同一であるか相補的なヌクレオチド配列を有するか、ペプチドまたは
タンパク質中のアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド、
または（ｂ）基準ペプチドまたはタンパク質中のアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸
配列を有するペプチドまたはポリペプチドを意味する。
【００４１】
　「誘導体」は、当該分野で理解されている修飾（例えば、他の化学的部分との抱合また
は複合体化（例えば、ペグ化））または翻訳後修飾技術による基本配列から誘導されたポ
リペプチドを意味する。用語「誘導体」には、親配列に合わせて作製された変更（機能的
に等価な分子が得られる付加または欠失が含まれる）もその範囲内に含まれる。
【００４２】
　本明細書中で使用する場合、用語「機能」および「機能的な」などは、生物学的、酵素
的、または治療的な機能をいう。
【００４３】
　「遺伝子」は、染色体上の特定の遺伝子座を占め、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）からなる遺伝単位を意味する。
【００４４】
　「相同性」は、同一であるか保存的置換を構成するアミノ酸の比率をいう。相同性を、
ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒａｕｘら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　１２，３８７－３９５）（本明細書中で参考として援用される）などの配列比較プロ
グラムを使用して決定することができる。この方法では、本明細書中で引用した配列と類
似するか実質的に異なる長さの配列を、アラインメントへのギャップの挿入によって比較
することができ、かかるギャップを、例えば、ＧＡＰによって使用される比較アルゴリズ
ムによって決定することができる。
【００４５】
　用語「宿主細胞」には、本発明の任意の組換えベクターまたは単離ポリヌクレオチドの
レシピエントであり得るか、レシピエントであった各細胞または細胞培養物が含まれる。
宿主細胞には単一の宿主細胞の子孫が含まれ、子孫は、天然の、偶発的な、または故意の
変異および／または変化によって元の親細胞と（形態学または総ＤＮＡ相補性において）
必ずしも完全に同一でなくてよい。宿主細胞には、本発明の組換えベクターまたはポリヌ
クレオチドにてｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏでトランスフェクトまたは感染さ
せた細胞が含まれる。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。
【００４６】
　「単離された」は、その未変性状態で通常は伴う成分を実質的または本質的に含まない
材料を意味する。例えば、「単離ポリヌクレオチド」は、本明細書中で使用する場合、天
然に起こる状態で隣接する配列から精製されたポリヌクレオチド（例えば、通常はフラグ
メントに隣接する配列から除去されたＤＮＡフラグメント）をいう。あるいは、「単離ペ
プチド」または「単離ポリペプチド」などは、本明細書中で使用する場合、その天然の細
胞環境および他の細胞成分との会合（すなわち、ｉｎ　ｖｉｖｏ物質と会合しない）から
のペプチド分子またはポリペプチド分子のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの単離および／または精製
をいう。
【００４７】
　「から得た」は、サンプル（例えば、ポリヌクレオチド抽出物またはポリペプチド抽出
物など）が被験体の特定の供給源から単離されているか、供給源に由来することを意味す
る。例えば、抽出物を、被験体から直接単離した組織または体液から得ることができる。
【００４８】
　本明細書中で使用する場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、ホスホジエステル結合（
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またはその関連する構造バリアントまたは合成アナログ）を介して連結した複数のヌクレ
オチド残基（デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド、またはその関連する構
造バリアントまたは合成アナログ）から構成されるポリマーをいう。したがって、用語「
オリゴヌクレオチド」は典型的にはヌクレオチド残基およびその間の結合が天然に存在す
るヌクレオチドポリマーをいうが、本用語には種々のアナログ（ペプチド核酸（ＰＮＡ）
、ホスホルアミダート、ホスホロチオアート、メチルホスホン酸、および２－Ｏ－メチル
リボ核酸などが含まれるが、これらに限定されない）もその範囲内に含まれると理解され
るであろう。分子の正確なサイズは、特定の適用に応じて変化し得る。オリゴヌクレオチ
ドは典型的には幾分短いが（一般に約１０～３０ヌクレオチド残基）、用語「ポリヌクレ
オチド」または「核酸」が典型的には巨大オリゴヌクレオチドのために使用されるにもか
かわらず、本用語は任意の長さの分子をいうことができる。
【００４９】
　本明細書中で使用する場合、用語「作動可能に連結された」は、プロモーターの調節下
に構造遺伝子をおき、次いで遺伝子の転写および任意選択的に翻訳を調節することを意味
する。異種プロモーター／構造遺伝子組み合わせの構造において、遺伝子配列またはプロ
モーターとその天然の状況で調節される遺伝子（すなわち、遺伝子配列またはプロモータ
ーが由来する遺伝子）との間の距離とほぼ同一である遺伝子転写開始部位からの距離で、
遺伝子配列またはプロモーターを配置することが好ましい。当該分野で公知のように、機
能を喪失することなくこの距離のいくらか変動させることができる。同様に、その調節下
で配置すべき異種遺伝子に関する調節配列エレメントの好ましい位置を、その天然の状況
でのエレメント（すなわち、これが由来する遺伝子）の位置づけによって定義する。
【００５０】
　本明細書中で使用する場合、記述「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、ｍＲＮＡ、
ＲＮＡ、ｃＲＮＡ、ｃＤＮＡ、またはＤＮＡを示す。本用語は、典型的には、少なくとも
１０塩基長のヌクレオチドの高分子形態（リボヌクレオチドもしくはデオキシヌクレオチ
ドまたはいずれかのヌクレオチド型の修飾形態のいずれか）をいう。本用語には、ＤＮＡ
の一本鎖形態および二本鎖形態が含まれる。
【００５１】
　用語「ポリヌクレオチドバリアント」および「バリアント」などは、本明細書中の以下
に定義するストリンジェントな条件下で基準配列とハイブリッド形成する基準ポリヌクレ
オチド配列またはポリヌクレオチドと実質的な配列同一性を示すポリヌクレオチドをいう
。これらの用語はまた、少なくとも１つのヌクレオチドの付加、欠失、または置換によっ
て基準ポリヌクレオチドと区別されるポリヌクレオチドを含む。したがって、用語「ポリ
ヌクレオチドバリアント」および「バリアント」には、１つまたは複数のヌクレオチドが
異なるヌクレオチドを付加されているか、欠失されているか、置換されているポリヌクレ
オチドが含まれる。これに関して、一定の変更（変異、付加、欠失、および置換が含まれ
る）を基準ポリヌクレオチドに合わせて行い、それにより、変更したポリヌクレオチドが
基準ポリヌクレオチドの生物学的機能または活性を保持することができると当該分野で十
分に理解されている。ポリヌクレオチドバリアントには、例えば、配列番号４に記載の配
列または血小板新生性チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの生物学的に活性な
フラグメントをコードするその一部と少なくとも５０％（ならびに少なくとも５１％～少
なくとも９９％およびその間の全ての整数の比率）の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドが含まれる。用語「ポリヌクレオチドバリアント」および「バリアント」には、天然に
存在する対立遺伝子バリアントも含まれる。
【００５２】
　「ポリペプチド」、「ポリペプチドフラグメント」、「ペプチド」、および「タンパク
質」を、アミノ酸残基のポリマーならびにそのバリアントおよび合成アナログをいうため
に本明細書中で交換可能に使用する。したがって、これらの用語は、１つまたは複数のア
ミノ酸残基が天然に存在しない合成アミノ酸（対応する天然に存在するアミノ酸および天
然に存在するアミノ酸ポリマーの化学的アナログなど）であるアミノ酸ポリマーに適用す
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る。
【００５３】
　用語「チロシンＲＮＡシンテターゼ」および「チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ」を本
明細書中で交換可能に使用し、この用語は本発明の「ＹＲＳ」ポリペプチドをいう。
【００５４】
　記述「ＹＲＳポリペプチド」、「ＹＲＳポリペプチドフラグメント」、「短縮ＹＲＳポ
リペプチド」、または「そのバリアント」は、配列番号１、２、３、６、８、１０、１２
、または１４のいずれか１つに記載の基準配列（その生物学的に活性なフラグメント（基
準配列の少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、
１２０、１４０、１６０、１８０、２００、またはこれを超える（その間の全ての整数が
含まれる）連続するアミノ酸を有するフラグメントなど）が含まれる）と少なくとも５０
％（ならびに少なくとも５１％～少なくとも９９％およびその間の全ての整数およびその
間の全ての整数の比率）の配列同一性を共有するアミノ酸配列を有するポリペプチドを含
むが、これらに限定されない。これらの記述は、さらに、存在し、一方の属または種から
他方に生じ得るＹＲＳポリペプチドの天然の対立遺伝子変動を含む。
【００５５】
　ＹＲＳポリペプチド（その短縮物および／またはバリアントが含まれる）は、少なくと
も約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１０
０％、１１０％、１２０％、１３０％、１４０％、１５０％、２００％、３００％、４０
０％、５００％、６００％、７００％、８００％、９００％、１０００％、またはこれを
超える基準ＹＲＳポリペプチドの特異的生物学的活性（すなわち、被験体中またはｉｎ　
ｖｉｔｒｏで血小板新生活性を有することなど）を示すポリペプチドを含む。本出願の目
的のために、ＹＲＳ関連生物学的活性を、例えば、ＹＲＳポリペプチドが被験体中の血小
板数を増加させるか、被験体中の巨核球数を増加させる能力の測定によって定量すること
ができる（例えば、実施例１を参照のこと）。さらに、ヒト血小板産生の測定に適切な動
物モデルは、Ｓｕｚｕｋｉら、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈａｅｍｏｔ
ｏｌｏｇｙ　７８：１２３－１３０，２００７（本明細書中で参考として援用される）に
記載されている。血小板新生活性の測定に適切なｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルは実施例２に記
載されており、Ｄｅｓｓｙｐｒｉｓら、Ｅｘｐ　Ｈｅｍａｔｏｌ．１８：７５４－７，１
９９０に例示の巨核球コロニー形成の評価がさらに含まれる。野生型基準ＹＲＳポリペプ
チドと比較して生物学的活性が実質的に低減したＹＲＳポリペプチド（その短縮物および
／またはバリアントが含まれる）は、野生型ＹＲＳの比活性の約２５％、１０％、５％、
または１％未満を示すＹＲＳポリペプチドである。
【００５６】
　記述、ポリペプチド「バリアント」は、少なくとも１つのアミノ酸残基の付加、欠失、
または置換によって基準ポリペプチドと区別されるポリペプチドをいう。一定の実施形態
では、ポリペプチドバリアントは、保存的または非保存的であり得る１つまたは複数の置
換によって基準ポリペプチドと区別される。一定の実施形態では、ポリペプチドバリアン
トは保存的置換を含み、これに関して、ポリペプチドの活性の性質を変化させることなく
いくつかのアミノ酸を広範な類似の性質を有する他のアミノ酸に変化させることができる
と当該分野で十分に理解されている。ポリペプチドバリアントはまた、１つまたは複数の
アミノ酸が付加または欠失されているか、異なるアミノ酸残基と置換されているポリペプ
チドを含む。
【００５７】
　本発明は、全長ＹＲＳポリペプチド（例えば、Ｙ３４１Ａ置換を有する全長ポリペプチ
ド）のバリアント、全長ＹＲＳポリペプチドの短縮フラグメント、短縮フラグメントのバ
リアント、およびその関連する生物学的に活性なフラグメントの本明細書中に記載の方法
における使用を意図する。典型的には、ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なフラグメ
ントは、相互作用（例えば、分子内相互作用または分子間相互作用）に関与し得る。分子
間相互作用は、特異的な結合相互作用または酵素的相互作用であり得る（例えば、相互作
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用は一過性であり得、共有結合が形成されるか破壊される）。ＹＲＳポリペプチドの生物
学的に活性なフラグメントには、（推定）全長ＹＲＳポリペプチド配列のアミノ酸配列（
配列番号１など）またはその一部（配列番号３、６、８、１０、１２、および１４のポリ
ペプチドなど）と十分に類似するかこれに由来するアミノ酸配列を含むペプチドが含まれ
る。典型的には、生物学的に活性なフラグメントは、ＹＲＳ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、１つまたは複数の（いくつかの場合、
全て）の種々の活性ドメインを含むことができ、血小板新生活性を有するフラグメントを
含むことができる。いくつかの場合、全長ＹＲＳポリペプチドがその活性を持たなくても
良いように、ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なフラグメントは特定の短縮フラグメ
ントに固有の生物学的活性（例えば、血小板新生活性）を有する。一定の場合、生物学的
活性を、他の全長ＹＲＳポリペプチド配列からの生物学的に活性なＹＲＳポリペプチドフ
ラグメントの分離または血小板新生的に活性なドメインをアンマスクするための全長ＹＲ
Ｓ野生型ポリペプチド配列の一定の残基の変更（例えば、Ｙ３４１Ａ）によって明らかに
することができる。短縮ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なフラグメントは、配列番
号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のいずれか１つに記載のアミノ酸配列の
例えば、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９，３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０
、１９０、２００、２２０、２４０、２６０、２８０、３００、３２０、３４０、３６０
、３８０、４００、またはこれを超える連続アミノ酸（その間の全ての整数が含まれる）
であるポリペプチドフラグメントであり得る。一定の実施形態では、生物学的に活性なフ
ラグメントは、血小板新生刺激性の配列、ドメイン、またはモチーフを含む。適切には、
生物学的に活性なフラグメントは、由来する野生型ポリペプチドの約１％、１０％、２５
％、５０％もの活性を有する。
【００５８】
　本明細書中で使用する場合、記述「配列同一性」（例えば、「～と５０％同一の配列」
を含む）は、配列がヌクレオチド毎またはアミノ酸毎に基づいて比較ウィンドウにわたっ
て同一である範囲をいう。したがって、「配列同一率」を、比較ウィンドウにわたって２
つの最適にアラインメントした配列を比較すること、同一核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ
、Ｇ、Ｉ）または同一アミノ酸残基（例えば、Ａｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ
、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｃｙｓ、およびＭｅｔ）が両配列中に存在する位置の数を決
定して適合した位置の数を得ること、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）で割り、結果に１００を掛けて配列同一率を得ることに
よって計算することができる。
【００５９】
　２個以上のポリヌクレオチドまたはポリペプチド間の配列の関係を説明するために使用
される用語には、「基準配列」、「比較ウィンドウ」、「配列同一性」、「配列同一率」
、および「実質的同一性」が含まれる。「基準配列」は、少なくとも１２個であるが、頻
繁には１５～１８個、しばしば少なくとも２５個の単量体単位（ヌクレオチドおよびアミ
ノ酸残基が含まれる）の長さである。２個のポリヌクレオチドが、（１）２ポリヌクレオ
チド間で類似する配列（すなわち、完全なポリヌクレオチド配列の一部のみ）および（２
）２ポリヌクレオチド間で不一致の配列を含み得るので、２個（またはそれを超える）の
ポリヌクレオチド間の配列比較を、典型的には、「比較ウィンドウ」にわたる２個のポリ
ヌクレオチド配列の比較によって行い、配列が類似する局所的領域を同定および比較する
。「比較ウィンドウ」は、少なくとも６個の連続する位置、通常は約５０～約１００個、
より通常には約１００～約１５０個の概念的セグメントをいい、このセグメント中で２個
の配列を最適にアラインメントした後に配列を同数の連続する位置の基準配列と比較する
。比較ウィンドウは、２配列の至適アラインメントのために基準配列（付加または欠失を
含まない）と比較した場合、約２０％以下の付加または欠失（すなわち、ギャップ）を含
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み得る。比較ウィンドウのアラインメントのための配列の至適アラインメントを、アルゴ
リズム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ　
Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ中のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩ
Ｔ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）のコンピュータ化された実行または目視および選
択された種々の方法のいずれかによって作成された最良のアラインメント（すなわち、比
較ウィンドウにわたって最高の相同率が得られる）によって実施することができる。基準
を、例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９７，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３
３８９によって開示されたＢＬＡＳＴプログラムファミリーに合わせて作成することもで
きる。配列分析の詳細な考察を、Ｕｎｉｔ　１９．３　ｏｆ　Ａｕｓｕｂｅｌら、”Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ“，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ，１９９４－１９９８，Ｃｈａｐｔｅｒ　１５
に見出すことができる。
【００６０】
　本明細書中で使用する場合、「被験体」には、本発明の血小板新生性ＹＲＳポリペプチ
ドで処置することができる症状を示すか、症状を示すリスクのある任意の動物が含まれる
。適切な被験体（患者）には、実験動物（マウス、ラット、ウサギ、またはモルモットな
ど）、家畜、および飼育動物またはペット（ネコまたはイヌなど）が含まれる。非ヒト霊
長類、好ましくはヒト患者が含まれる。典型的な被験体には、血小板新生性ポリペプチド
によって調整することができる異常な量の１つまたは複数の生理学的活性（血小板数の減
少または低減（すなわち、血小板減少症）など）を示すか、示すリスクのある動物が含ま
れる。典型的には、本明細書中で使用する場合、血小板減少症を有する（すなわち、血小
板数が「低減した」）被験体は、正常な血小板数と比較して約１００，０００／ｍｍ３以
下、約１１０，０００／ｍｍ３以下、約１２０，０００／ｍｍ３以下、約１３０，０００
／ｍｍ３以下、約１４０，０００／ｍｍ３以下、または約１５０，０００／ｍｍ３以下に
血小板数が減少した被験体をいう。本明細書中で使用する場合、「正常な」血小板数は、
一般に、被験体において約１５０，０００／ｍｍ３～約４５０，０００／ｍｍ３の範囲で
ある。一例として、「被験体」はまた、移植手順（幹細胞または骨髄の移植など）を受け
る準備ができているか、受けているか、受けていた。被験体はまた、肺障害または肺疾患
（慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）など）を有し得、そして／または肺の炎症に罹患し得る
。
【００６１】
　本明細書中で使用する場合、「血小板新生」は、血小板（すなわち、栓球）の形成をい
う。
【００６２】
　本明細書中に記載のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの「血小板新生有効
濃度」は、典型的には血小板レベルの増加、血小板レベルの維持、巨核球数の増加、およ
び／または好中球産生の増加によって測定される血小板新生の刺激または増強に「有効で
ある」ことなどによって被験体を「処置する」ことができる量をいう。
【００６３】
　「巨核球」は、一般に、正常な血液凝固に必要な栓球（すなわち、血小板）産生を担う
骨髄細胞をいう。巨核球は、典型的には、骨髄細胞１０，０００個あたり１個を占める。
巨核球は、骨髄中の多能性造血幹細胞前駆細胞に由来する。トロンボポエチン（ＴＰＯ）
は、巨核球産生の一次シグナルである。すなわち、ＴＰＯは骨髄中の前駆細胞の最終巨核
球表現型への分化の誘導に十分であるが、絶対に必要というわけではない。巨核球分化の
ための他の分子シグナルには、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－６、ＩＬ－１１、ケモカ
イン（ＳＤＦ－１；ＦＧＦ－４）、およびエリスロポエチンが含まれる。
【００６４】
　巨核球は、以下の系譜によって発達すると考えられている：ＣＦＵ－Ｍｅ（多能性造血
幹細胞または血球芽細胞）→巨核芽球→前巨核球→巨核球。巨核芽球段階では、細胞はそ
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の分裂能力を喪失するが、依然としてそのＤＮＡを複製して発達し続け、倍数体になるこ
とができる。成熟の際、巨核球は血小板産生過程を開始する。トロンボポエチンは、小さ
な原血小板過程（すなわち、放出前に血小板を保存するための細胞質内膜）を形成するた
めの巨核球の誘導で役割を果たす。放出の際、これらの各原血小板過程により、２０００
～５０００個の新規の血小板が生じ得る。全体的に見て、新規に放出された血小板の約２
／３が循環血中に残存し、約１／３が脾臓によって隔離されるであろう。血小板の放出後
、残存する細胞核は、典型的には、骨髄障壁を通過して血液に到達し、肺胞マクロファー
ジによって肺内で消費される。
【００６５】
　「好中球」または好中球性顆粒球は、一般に、ヒトにおける豊富な白血球型をいい、好
塩基球および好酸球と共に多形核細胞ファミリー（ＰＭＮ）の一部を形成する。好中球を
、ヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ＆Ｅ）組織学的または細胞学的調製物に対する固有
の染色特性にしたがって容易に同定することができる。好中球は、通常、血流中に見出さ
れるが、主に感染または癌の結果としての炎症の開始期（すなわち、急性）に炎症部位に
遊走するための第１の炎症細胞群のうちの１つである。典型的には、好中球は最初に血管
を介して遊走し、次いで炎症部位を起源とする化学的シグナル（例えば、インターロイキ
ン－８（ＩＬ－８）、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）、およびＣ５ａ）後に間質組
織に遊走する。「好中球減少症」は、先天性（遺伝性）障害（再生不良性貧血またはいく
つかの種類の白血病の場合のような他の状態に起因して発症し得る）に起因し得る好中球
数の低下をいう。一定の薬物適用（化学療法薬など）も好中球減少症を引き起こし得る。
好中球減少症によって感染しやすくなる。好中球減少症はまた、細胞内好中球性寄生虫の
コロニー形成に起因し得る。
【００６６】
　「増強する」もしくは「増強」、「増加する」もしくは「増加」、または「刺激する」
もしくは「刺激」は、一般に、１つまたは複数の薬剤または組成物がＹＲＳポリペプチド
なしまたはコントロール分子／組成物のいずれかに原因する応答と比較して、細胞内のよ
り高い生理学的応答（すなわち、下流エフェクター）を生成するか生じる能力をいう。測
定可能な生理学的応答には、当該分野における理解から明らかであり、且つ本明細書中に
記載のもののうち、特により高い細胞の成長、拡大、または遊走が含まれ得る。当該分野
で公知の他の方法のうち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏコロニー形成アッセイは、本明細書中に提供
した薬剤に対する細胞応答を測定するための１つの方法である。「増加」または「増強」
量は、典型的には、「統計的に有意な」量であり、ＹＲＳポリペプチドなし（薬剤の非存
在）またはコントロール組成物によって得られる量の１．１、１．２、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１５、２０、３０倍、またはこれを超える（例えば、５００、１
０００倍）（その間且つ１を超える全ての整数および小数点以下を含む整数が含まれる）
（例えば、１．５、１．６、１．７．１．８など）増加が含まれ得る。
【００６７】
　用語「低減する」は、一般に、診断分野の日常的技術にしたがって測定した場合に１つ
または複数の本発明のＹＲＳポリペプチドが関連する生理学的または細胞的応答（疾患ま
たは状態（例えば、肺の炎症など）の症状など）を「減少させる」能力に関し得る。関連
応答の１つの特定の例には、一定の組織（肺など）への免疫細胞（例えば、好中球）の遊
走が含まれる。他の関連する生理学的または細胞的応答（ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ）は、当業者に明らかであろう。応答の「減少」は、ＹＲＳポリペプチドなしま
たはコントロール組成物によって得られる応答と比較した場合に統計的に有意であり得る
。
【００６８】
　「遊走」は、細胞遊走（本明細書中に記載され、且つ当該分野で公知の日常的なｉｎ　
ｖｉｔｒｏアッセイにしたがって測定することができる過程）をいう（例えば、実施例８
を参照のこと）。遊走はまた、ｉｎ　ｖｉｖｏ　遊走（一方の組織から他方の組織へ（例
えば、骨髄から末梢血へまたは末梢血から肺組織へ）または一方の組織内の部位から同一
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組織内の他方の部位への細胞の遊走など）をいう。ｉｎ　ｖｉｖｏでの遊走（例えば、走
化性）は、しばしば、感染または損傷／刺激された組織に応答して起こる。
【００６９】
　「分化」は、低特殊化（例えば、多能性、全能性、多分化能性など）細胞がより特殊化
された細胞型になる過程をいう。
【００７０】
　「脱感作」は、一般に、アレルゲンまたは刺激物質（外来抗原および「自己抗原」が含
まれる）などの物質または刺激物に対する生物の負の（病理学的）免疫反応の低減または
排除をいう。例えば、一定の肺の疾患または状態は外来刺激物質（煙など）に対する負の
反応に関連し、その結果、これらの刺激物質に対する好中球の脱感作によってかかる疾患
または状態および／またはその症状を防止（すなわち、発症リスクの低減）または低減す
ることができる。
【００７１】
　本明細書中で使用する場合、「処置」または「処置すること」には、血小板減少症（す
なわち、血小板レベルの低減）に関連する疾患または状態の症状または病理学または血小
板減少症の発症リスクに及ぼす任意の望ましい影響が含まれ、治療される疾患または状態
の１つまたは複数の測定可能なマーカーにおける最小の変化または改善でさえも含まれ得
る。「処置」または「処置すること」は、必ずしも疾患または状態またはその関連する症
状の完全な根絶または治癒を示さない。この処置を受ける被験体は、必要とする任意の動
物（霊長類（特にヒト）および他の哺乳動物（ウマ、ウシ、ブタ、およびヒツジなど）、
ならびに一般的な家禽類およびペットが含まれる）である。臨床的改善を示す例示的マー
カーには、本明細書中に記載の血小板新生性ＹＲＳポリペプチドの投与後の血小板数の増
加、正常な血小板数の維持、および／または巨核球数の増加のいずれかが含まれる。
【００７２】
　「ベクター」は、ポリヌクレオチド分子、好ましくは、例えば、ポリヌクレオチドを挿
入またはクローン化することができるプラスミド、バクテリオファージ、酵母、またはウ
イルス由来のＤＮＡ分子を意味する。ベクターは、好ましくは、１つまたは複数の固有の
制限部位を含み、規定の宿主細胞（標的細胞もしくは標的組織またはその前駆細胞もしく
は前駆組織が含まれる）中で自己複製することができるか、クローン化した配列を再生可
能なように規定の宿主のゲノムに組み込むことができる。したがって、ベクターは、自己
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と無関係で
あるベクター（例えば、線状または閉じた環状プラスミド、染色体外エレメント、ミニ染
色体、または人工染色体）であり得る。ベクターは、自己複製を保証するための任意の手
段を含むことができる。あるいは、ベクターは、宿主細胞に組み込まれた場合、ゲノムに
組み込まれ、組み込まれた染色体と共に複製されるベクターであり得る。ベクター系は、
宿主細胞のゲノムに導入されるべき総ＤＮＡ（すなわち、トランスポゾン）と共に単一の
ベクターまたはプラスミド、２個以上のベクターまたはプラスミドを含むことができる。
ベクターの選択は、典型的には、ベクターのベクターが導入される宿主細胞との適合性に
依存するであろう。この場合、ベクターは、好ましくは、細菌細胞中で作動可能に機能的
なベクターである。ベクターには、適切な形質転換体の選択のために使用することができ
る選択マーカー（抗生物質耐性遺伝子など）も含まれ得る。
【００７３】
　用語「野生型」および「天然に存在する」を、天然に存在する供給源から単離した場合
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いうために交換
可能に使用する。野生型の遺伝子または遺伝子産物（例えば、ポリペプチド）は、集団中
で最も頻繁に認められ、したがって、遺伝子の「通常」または「野生型」の形態が任意に
デザインされるものである。
【００７４】
　血小板新生性チロシル－ｔＲＮＡポリペプチドおよびそのバリアント
　本発明は、その一部が、一定のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（その短
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縮物および／またはバリアントが含まれる）がｉｎ　ｖｉｖｏでの天然の血小板新生過程
を模倣および刺激するという予想外の所見に関する。したがって、本発明の血小板新生性
ポリペプチドには、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの任意のその生物学的
に活性なフラグメント、バリアント、または修飾物に加えて、全長チロシル－ｔＲＮＡシ
ンテターゼポリペプチドが含まれ、ここで、ポリペプチドは、被験体中またはｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏで血小板新生（すなわち、血小板形成）、巨核球の増殖および／または分化、およ
び／または好中球の増殖を刺激することができる。
【００７５】
　アミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼ（チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼなど）は、典
型的には、その同族アミノ酸によってｔＲＮＡのアミノアシル化を触媒する。ｔＲＮＡ中
に含まれるヌクレオチドトリプレットとのアミノ酸の連結におけるその中心的役割のため
に、アミノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼは、進化中に出現する第１のタンパク質中に含
まれると考えられる。チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼは、特に、活性部位に２個の高度
に保存された配列モチーフ（ＨＩＧＨおよびＫＭＳＫＳ）を有するクラスＩｔＲＮＡシン
テターゼファミリーに属する。クラスＩｔＲＮＡシンテターゼはアデノシンヌクレオチド
の２’－ＯＨをアミノアシル化し、これは通常単量体または二量体（それぞれ１個または
２個のサブユニット）である。
【００７６】
　ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼは、以下の３つのドメインから構成される：１）
活性化されたＥ・Ｔｙｒ－ＡＭＰ中間体の形成を担い、細菌、古細菌、および真核生物の
間で保存されているアミノ末端ロスマンフォールドドメイン、２）細菌および真核生物の
間で保存されていないｔＲＮＡアンチコドン認識ドメイン、および３）ヒトチロシル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼに固有であり、その一次構造が、推定ヒトサイトカイン内皮単球活性
化タンパク質ＩＩに対して４９％同一であり、Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇ
ａｎｓ由来のメチオニル－ｔＲＮＡシンテターゼのカルボキシル末端ドメインに対して５
０％同一であり、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来のＡｒｃ１ｐ
のカルボキシル末端ドメインに対して４３％同一である、カルボキシル末端ドメイン。
【００７７】
　ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの最初の２つのドメインは、それぞれＳ．ｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅ、Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ、およびＢａｃｉ
ｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ由来のチロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼに対して５２％、３６％、および１６％同一である。Ｂ．ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ中でのチロシル－アデニレート複合体の形成に関与することが公知の１５個の
アミノ酸のうちの９個が全生物間で保存されているのに対して、ｔＲＮＡＴｙｒの認識に
関与するアミノ酸は保存されていない。Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ中で発現した
組換えヒトおよびＢ．ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓのチロシル－ｔＲＮＡシン
テターゼの動態解析は、ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼがヒトｔＲＮＡＴｙｒをア
ミノアシル化するがＢ．ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓのｔＲＮＡＴｙｒをアミ
ノアシル化せず、逆も真なりであることを示す。ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの
カルボキシル末端ドメインがメチオニル－ｔＲＮＡシンテターゼのカルボキシル末端ドメ
インの遺伝子重複に由来し、酵素の活性部位にｔＲＮＡを誘導することができると考えら
れる。
【００７８】
　真核生物チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの生物学的フラグメントにより、タンパク質
合成が細胞シグナル伝達経路（血小板新生など）に関連づけられる。これらのフラグメン
トを、オルタナティブスプライシングまたはタンパク質分解のいずれかによって天然に産
生することができる。例えば、本明細書中に提供されるように、血小板新生誘発性Ｎ末端
フラグメントであるミニＹＲＳはｉｎ　ｖｉｖｏで血小板新生を刺激することができる。
さらに、全長ＹＲＳポリペプチド配列の一定の変異により、野生型基準配列に血小板新生
活性の増加が付与される（例えば、Ｙ３４１Ａ）。全長ＹＲＳポリペプチド配列の短縮ス
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プライスバリアントの例には、図１７～１９に記載のＳＰ１～ＳＰ５ポリペプチドが含ま
れる。
【００７９】
　ヒトミニＹＲＳ（すなわち、配列番号３またはミニＴｙｒ）の構造（触媒ドメインおよ
びアンチコドン認識ドメインの両方を含む）は、１．１８Åの分解能までが報告されてい
る。ヒトおよび細菌の酵素の触媒ドメインが重ね合わせられているのに対して、触媒ドメ
インと比較したアンチコドン認識ドメインの空間的配置は細菌オルソログと比較してミニ
ＹＲＳで固有である。いずれか１つの理論に拘束されることを望まないが、アンチコドン
認識ドメインの固有の配向は、何故フラグメントであるミニＹＲＳが種々の細胞シグナル
伝達経路でより活性であるかを説明することができる。
【００８０】
　したがって、本発明の実施形態は、被験体における血小板新生の刺激のための血小板新
生性ＹＲＳポリペプチド（その短縮ポリペプチド、バリアントポリペプチド、および／ま
たは修飾ポリペプチドが含まれる）を含む組成物の使用を意図する。本出願に含まれるバ
リアントタンパク質は生物学的に活性である（すなわち、バリアントタンパク質は基準Ｙ
ＲＳポリペプチド配列（例えば、配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、および１４
）の血小板新生活性を保有し続ける）。かかるバリアントは、例えば、遺伝子多型または
人工的操作に起因し得る。基準ＹＲＳポリペプチドフラグメントの生物学的に活性なバリ
アントは、デフォルトパラメーターを使用した本明細書中の他の場所に記載の配列アライ
ンメントプログラムによって決定したところ、基準タンパク質のアミノ酸配列と少なくと
も４０％、５０％、６０％、７０％、一般に、少なくとも７５％、８０％、８５％、通常
、約９０％～９５％またはこれを超え、典型的には、約９８％またはこれを超える配列類
似性または同一性を有するであろう。基準ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なバリア
ントは、一般に、２００、１００、５０、または２０個ほどのアミノ酸残基、または適切
にはわずか１～１５個のアミノ酸残基、わずか１～１０個（６～１０個など）、わずか５
個、わずか４、３、２個、またはさらに１個のアミノ酸残基がそのタンパク質と異なり得
る。いくつかの実施形態では、ＹＲＳポリペプチドは、配列番号１、２、３、６、８、１
０、１２、および１４中の基準配列と少なくとも１個であるが、１５、１０、または５個
未満のアミノ酸残基が異なる。他の実施形態では、配列番号１、２、３、６、８、１０、
１２、および１４中の基準配列と少なくとも１個であるが、２０％、１５％、１０％、ま
たは５％未満の残基が異なる。
【００８１】
　ＹＲＳポリペプチドを、種々の方法（アミノ酸の置換、欠失、短縮、および挿入が含ま
れる）で変更することができる。かかる操作方法は、当該分野で一般に公知である。例え
ば、短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチドのアミノ酸配列バリアントを、Ｄ
ＮＡの変異によって調製するころができる。変異誘発方法およびヌクレオチド配列の変更
方法は、当該分野で周知である。例えば、Ｋｕｎｋｅｌ（１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８２：４８８－４９２），Ｋｕｎｋｅｌら、（１９８７，
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ，１５４：３６７－３８２），Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．
Ｎｏ．４，８７３，１９２，Ｗａｔｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．ら（“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ”，Ｆｏｕｒｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｂｅｎｊａｍｉ
ｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ，Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，Ｃａｌｉｆ．，１９８７）およびその引
用文献を参照のこと。目的のタンパク質の生物学的活性に影響を及ぼさない適切なアミノ
酸置換に関するガイダンスを、Ｄａｙｈｏｆｆら、（１９７８）Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（Ｎａｔｌ．Ｂｉｏｍｅｄ
．Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．）のモデルに見出すことがで
きる。点変異または短縮によって作製された組み合わせライブラリーの遺伝子産物のスク
リーニング方法および所望の性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡライブラリーのスクリー
ニング方法は当該分野で公知である。かかる方法は、ＹＲＳポリペプチドの組み合わせ変
異誘発によって生成された遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに適用可能である
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。反復アンサンブル変異誘発（ＲＥＭ）（ライブラリー中での機能的変異体の頻度を増強
する技術）をスクリーニングアッセイと組み合わせて使用して、ＹＲＳポリペプチドバリ
アントを同定することができる（Ａｒｋｉｎ　ａｎｄ　Ｙｏｕｒｖａｎ（１９９２）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇｒａ
ｖｅら、（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，６：３２７－３３１）
。以下により詳細に考察した保存的置換（一方のアミノ酸の類似の性質を有する他方のア
ミノ酸との交換など）が望ましいかもしれない。
【００８２】
　血小板新生的に活性な短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチドは、基準ＹＲ
Ｓアミノ酸配列（例えば、配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４）と比
較して、その配列に沿った種々の位置に保存的アミノ酸置換を含むことができる。「保存
的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基に置換された置換
である。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当該分野で定義されており、一
般に以下のように亜分類することができる。
【００８３】
　酸性：残基は、生理学的ｐＨでのＨイオンの喪失によって負電荷を有する。この残基は
、ペプチドが生理学的ｐＨの水媒体中に存在する場合に含まれるペプチドの高次構造中の
表面の位置を探求するために水溶液によって誘引される。酸性側鎖を有するアミノ酸には
、グルタミン酸およびアスパラギン酸が含まれる。
【００８４】
　塩基性：残基は、生理学的ｐＨまたは１つまたは２つのそのｐＨ単位内でのＨイオンと
の関連によって正電荷を有する（例えば、ヒスチジン）。この残基は、ペプチドが生理学
的ｐＨの水媒体中に存在する場合に含まれるペプチドの高次構造中の表面の位置を探求す
るために水溶液によって誘引される。塩基性側鎖を有するアミノ酸には、アルギニン、リ
ジン、およびヒスチジンが含まれる。
【００８５】
　荷電：残基は生理学的ｐＨで荷電されている。したがって、酸性または塩基性の側鎖を
有するアミノ酸（すなわち、グルタミン酸、アスパラギン酸、アルギニン、リジン、およ
びヒスチジン）が含まれる。
【００８６】
　疎水性：残基は生理学的ｐＨで荷電していない。この残基は、ペプチドが水媒体中に存
在する場合に含まれるペプチドの高次構造中の内部の位置を探求するために水溶液によっ
て忌避される。疎水性側鎖を有するアミノ酸には、チロシン、バリン、イソロイシン、ロ
イシン、メチオニン、フェニルアラニン、およびトリプトファンが含まれる。
【００８７】
　中性／極性：残基は生理学的ｐＨで荷電していないが、残基は、ペプチドが水媒体中に
存在する場合に含まれるペプチドの高次構造中の内部の位置を探求するように水溶液によ
って十分に忌避されない。中性／極性側鎖を有するアミノ酸には、アスパラギン、グルタ
ミン、システイン、ヒスチジン、セリン、およびトレオニンが含まれる。
【００８８】
　本記載はまた、極性基を欠く場合でさえもその側鎖が疎水性を付与するには十分に大き
くないので、一定のアミノ酸を「小さい」と特徴づける。プロリンを例外として、「小さ
な」アミノ酸は、少なくとも１個の極性基が側鎖上に存在する場合に４個以下の炭素を有
し、存在しない場合に３個以下の炭素を有するアミノ酸である。小さな側鎖を有するアミ
ノ酸には、グリシン、セリン、アラニン、およびトレオニンが含まれる。遺伝子コードさ
れた二次アミノ酸であるプロリンは、ペプチド鎖の二次高次構造に及ぼすその公知の影響
のために特殊である。プロリンの構造は、その側鎖がα－アミノ基の窒素およびα－炭素
に結合するという点で全ての他の天然に存在するアミノ酸と異なる。しかし、いくつかの
アミノ酸類似性行列（例えば、Ｄａｙｈｏｆｆら、（１９７８），Ａ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ
　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｃｈａｎｇｅ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｍａｔｒｉｃｅ
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ｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ
　Ｉｎ　Ｍ．Ｏ．Ｄａｙｈｏｆｆ，（ｅｄ．），Ａｔｌａｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｖｏｌ．５，ｐｐ．３４５－３５８，Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ｗ
ａｓｈｉｎｇｔｏｎ　ＤＣおよびＧｏｎｎｅｔら、（Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５６：１４４３
０－１４４５，１９９２に開示）のＰＡＭ１２０行列およびＰＡＭ２５０行列）は、グリ
シン、セリン、アラニン、およびトレオニンと同一群内にプロリンを含む。したがって、
本発明の目的のために、プロリンを「小さい」アミノ酸に分類する。
【００８９】
　極性または非極性としての分類に必要な誘引または反発の程度は任意である。したがっ
て、本発明で特に意図されるアミノ酸を、いずれか一方として分類している。具体的に命
名していないほとんどのアミノ酸を、公知の挙動に基づいて分類することができる。
【００９０】
　アミノ酸残基を、残基の側鎖置換基に関して環状または非環状および芳香族または非芳
香族の自明の分類ならびに小さいまたは巨大とさらに亜分類することができる。さらなる
極性置換基が存在する場合に全部で４個以下の炭素原子（カルボキシル炭素を含む）を含
み、存在しない場合に３個以下を含む場合、残基を小さいと見なす。小さな残基は、勿論
、常に非芳香族である。その構造特性に応じて、アミノ酸残基を２つ以上のクラスに分類
することができる。天然に存在するタンパク質のアミノ酸について、このスキームにした
がった亜分類を表Ａに示す。
【表Ａ】

【００９１】
　保存的アミノ酸置換には、側鎖に基づいた分類も含まれる。例えば、脂肪族側鎖を有す
るアミノ酸群は、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロイシンである。
脂肪族ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸群はセリンおよびトレオニンである。アミド含
有側鎖を有するアミノ酸群はアスパラギンおよびグルタミンである。芳香族側鎖を有する
アミノ酸群はフェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファンである。塩基性側鎖を
有するアミノ酸群はリジン、アルギニン、およびヒスチジンである。硫黄含有側鎖を有す
るアミノ酸群はシステインおよびメチオニンである。例えば、ロイシンのイソロイシンま
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たはバリンとの置換、アスパラギン酸のグルタミン酸との置換、トレオニンのセリンとの
置換、またはアミノ酸の構造的に関連するアミノ酸との類似の置換が得られたバリアント
ポリペプチドの性質に大きな影響を及ぼさないと予想することが妥当である。アミノ酸の
変化によって機能的な短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチドが得られたかど
うかを、本明細書中に記載のようにその活性の評価によって容易に決定することができる
（例えば、実施例１および２を参照のこと）。保存的置換を、例示的置換という見出しで
表Ｂに示す。本発明の範囲内で分類されるアミノ酸置換を、一般に、（ａ）置換領域中の
ペプチド骨格の構造、（ｂ）標的部位の分子の電荷または疎水性、または（ｃ）側鎖の嵩
の維持に及ぼすその影響において有意に異ならない置換の選択によって行う。置換基の導
入後、バリアントを生物学的活性についてスクリーニングする。
【表Ｂ】

【００９２】
　あるいは、保存的置換を行うための類似のアミノ酸を、側鎖の同一性に基づいて３つの
カテゴリーに分類することができる。Ｚｕｂａｙ，Ｇ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｔ
ｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｗｍ．Ｃ．Ｂｒｏｗｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ（１９９３）
に記載のように、第１の群には、グルタミン酸、アスパラギン酸、アルギニン、リジン、
ヒスチジン（全て荷電側鎖を有する）が含まれる。第２の群には、グリシン、セリン、ト
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レオニン、システイン、チロシン、グルタミン、アスパラギンが含まれる。第３の群には
、ロイシン、イソロイシン、バリン、アラニン、プロリン、フェニルアラニン、トリプト
ファン、メチオニンが含まれる。
【００９３】
　したがって、短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチド中の予想される非必須
アミノ酸残基を、典型的には、同一の側鎖ファミリー由来の別のアミノ酸残基に置換する
。あるいは、飽和変異誘発などによってＹＲＳコード配列の全部または一部にそって無作
為に変異を導入することができ、得られた変異体を親ポリペプチドの活性についてスクリ
ーニングしてその活性が保持される変異体を同定することができる。コード配列の変異誘
発後、コードされたペプチドを組換え的に発現させ、ペプチドの活性を決定することがで
きる。「非必須」アミノ酸残基は、１つまたは複数のその活性の消滅や実質的変化を生じ
ることなく実施形態のポリペプチドの野生型配列から変更することができる残基である。
適切には、変更により、これらの活性の１つを実質的に消失させない。例えば、活性は、
野生型の少なくとも２０％、４０％、６０％、７０％、または８０％、１００％、５００
％、１０００％、またはこれを超える。「必須」アミノ酸残基は、基準短縮ＹＲＳポリペ
プチドの野生型配列から変更した場合に野生型活性の２０％未満しか存在しないように親
分子の活性が消失する残基である。例えば、かかる必須アミノ酸残基には、異なる種にわ
たってＹＲＳポリペプチド中に保存された残基（種々の供給源由来のＹＲＳポリペプチド
の血小板新生刺激結合部位またはモチーフ中に保存された配列が含まれる）が含まれる。
【００９４】
　したがって、本発明は、天然に存在するＹＲＳポリペプチド配列またはその生物学的に
活性なフラグメントのバリアントも意図し、このバリアントは、１つまたは複数のアミノ
酸残基の付加、欠失、または置換によって天然に存在する配列と区別される。一般に、バ
リアントは、基準ＹＲＳポリペプチド配列（例えば、配列番号１、２、３、６、８、１０
、１２、および１４に記載）と少なくとも約３０、４０、５０、５５、６０、６５、７０
、７５、８０、８５、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％
の同一性または類似性または配列同一性を示すであろう。さらに、１、２、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個またはこれを超えるアミノ酸の
付加、欠失、または置換によって未変性配列または親配列と異なるが、親または基準のＹ
ＲＳポリペプチド配列の性質を保持する配列を意図する。一定の実施形態では、短縮ＹＲ
Ｓポリペプチドが被験体中またはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの血小板新生（すなわち、血小板形
成）、巨核球の増殖および／または分化、および／または好中球増殖を刺激することがで
きる限り、配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４のいずれかのＣ末端ま
たはＮ末端領域を、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３
０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５
０個、またはこれを超えるアミノ酸（その間の全ての整数（例えば、１０１、１０２、１
０３、１０４、１０５）が含まれる）によって短縮することができる。
【００９５】
　いくつかの実施形態では、バリアントポリペプチドは、基準ＹＲＳ配列と少なくとも１
個であるが５０、４０、３０、２０、１５、１０、８、６、５、４、３、または２個未満
のアミノ酸残基が異なる。他の実施形態では、バリアントポリペプチドは、配列番号１、
２、３、６、８、１０、１２、または１４の対応する配列と少なくとも１％であるが、２
０％、１５％、１０％、または５％未満の残基が異なる（この比較にアラインメントが必
要な場合、配列を最大に類似するようにアラインメントすべきである。欠失、挿入、また
はミスマッチから「ループ」アウトした配列を異なると見なす）。相違は、適切には、非
必須残基または保存的置換での相違または変化である。
【００９６】
　一定の実施形態では、バリアントポリペプチドには、例えば、配列番号１、２、３、６
、８、１０、１２、または１４に記載のＹＲＳポリペプチドの対応する配列と少なくとも
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約５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％
、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、またはこれを超える配列
の同一性または類似性を有するアミノ酸配列が含まれ、被験体において血小板新生を刺激
し、被験体において巨核球の増殖および／または分化を刺激し、そして／または被験体に
おいて好中球の増殖を刺激する能力を有する。ＹＲＳポリペプチドバリアントの例には、
Ｒ９３Ｑ置換、Ｉ１４Ｌ置換、Ｎ１７Ｇ置換、Ｌ２７１置換、Ａ８５Ｓ置換、Ｖ１５６Ｌ
置換、およびその組み合わせから選択される１つまたは複数のアミノ酸置換を有する全長
ＹＲＳポリペプチドまたはその短縮もしくはスプライスバリアントが含まれるが、これら
に限定されない。ＹＲＳポリペプチドバリアントの特定の例には、Ｒ９３Ｑ置換を有する
配列番号１のアミノ酸１～３６４を有するＹＲＳポリペプチド、Ｉ１４Ｌ置換を有する配
列番号１のアミノ酸１～３５３を有するＹＲＳポリペプチド、Ｎ１７Ｇ置換を有する配列
番号１のアミノ酸１～３５３を有するＹＲＳポリペプチド、Ｌ２７Ｉ置換を有する配列番
号１のアミノ酸１～３５３を有するＹＲＳポリペプチド、Ａ８５Ｓ置換を有する配列番号
１のアミノ酸１～３５３を有するＹＲＳポリペプチド、およびＶ１５６Ｌ置換を有する配
列番号１のアミノ酸１～３５３を有するＹＲＳポリペプチドが含まれるが、これらに限定
されない。
【００９７】
　配列間の配列類似性または配列同一性（本用語を本明細書中で交換可能に使用する）の
計算を以下のように行う。２個のアミノ酸配列または２個の核酸配列の同一率を決定する
ために、最適に比較されるように配列をアラインメントする（例えば、最適なアラインメ
ントのために第１および第２のアミノ酸または核酸配列の一方または両方にギャップを導
入することができ、比較のために非相同配列を無視することができる）。一定の実施形態
では、比較のためにアラインメントされる基準配列の長さは、基準配列の長さの少なくと
も３０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、６０％、さ
らにより好ましくは少なくとも７０％、８０％、９０％、１００％である。次いで、対応
するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置でのアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較す
る。第１の配列中の位置を第２の配列中の対応する位置と同一のアミノ酸残基またはヌク
レオチドが占める場合、分子はその位置で同一である。
【００９８】
　２配列間の同一率は、２配列の最適なアラインメントのために導入する必要があるギャ
ップの数および各ギャップの長さを考慮して、配列が共有する同一の位置の数の関数であ
る。
【００９９】
　２配列間の配列の比較および同一率の決定を、数学アルゴリズムを使用して行うことが
できる。好ましい実施形態では、２アミノ酸配列間の同一率を、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２行列
またはＰＡＭ２５０行列のいずれか、ギャップウェイト１６、１４、１２、１０、８、６
、または４、およびレングスウェイト１、２、３、４、５、または６を用いたＧＣＧソフ
トウェアパッケージ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍから利用可能）中のＧＡＰ
プログラムに組み込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，（１９７０，Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４５３）アルゴリズムを使用して決定する。さらに
別の好ましい実施形態では、２ヌクレオチド配列間の同一率を、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．Ｃ
ＭＰ行列、ギャップウェイト４０、５０、６０、７０、または８０、およびレングスウェ
イト１、２、３、４、５、または６を用いたＧＣＧソフトウェアパッケージ（ｈｔｔｐ：
／／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍから利用可能）中のＧＡＰプログラムを使用して決定する。
特に好ましいパラメーター組（および他で特定しない限り使用すべきパラメーター）は、
ギャップペナルティ１２、ギャップ伸長ペナルティ４、およびフレームシフトギャップペ
ナルティ５を使用したＢｌｏｓｓｕｍ６２スコアリング行列である。
【０１００】
　２つのアミノ酸またはヌクレオチド配列の間の同一率を、ＰＡＭ１２０重み残基表、ギ
ャップレングスペナルティ１２、およびギャップペナルティ４を用いたＡＬＩＧＮプログ
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ラム（バージョン２．０）に組み込まれたＥ．Ｍｅｙｅｒｓ　ａｎｄ　Ｗ．Ｍｉｌｌｅｒ
のアルゴリズム（１９８９，Ｃａｂｉｏｓ，４：１１－１７）を使用して決定することが
できる。
【０１０１】
　本明細書中に記載の核酸配列およびタンパク質配列を、公開データベースを検索するた
めの「問い合わせ配列」として使用して、例えば、他のファミリーメンバーまたは関連配
列を同定することができる。かかる検索を、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９０，Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ，２１５：４０３－１０）のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（
バージョン２．０）を使用して行うことができる。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索を、ＮＢ
ＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、ワードレングス＝１２を使用して行い、本発明の
核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得ることができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検索を、
ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワードレングス＝３を使用して行い、本発明の
タンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得ることができる。比較のためのギャップ挿入ア
ラインメントを得るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９７，Ｎｅｃｒｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ，２５：３３８９－３４０２）に記載のようにＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを
使用することができる。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを使用す
る場合、各プログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメ
ーターを使用することができる。
【０１０２】
　ＹＲＳポリペプチドのバリアントを、ＹＲＳポリペプチドの変異体の組み合わせライブ
ラリーのスクリーニングによって同定することができる。ＹＲＳタンパク質コード配列の
ライブラリーまたはフラグメント（例えば、Ｎ末端、Ｃ末端、または内部フラグメント）
を使用して、ＹＲＳポリペプチドのバリアントのスクリーニングおよびその後の選択のた
めの異型フラグメント集団を生成することができる。
【０１０３】
　点変異および短縮によって作製した組み合わせライブラリーの遺伝子産物のスクリーニ
ング方法および選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡライブラリーのスクリーニ
ング方法は当該分野で公知である。かかる方法を、ＹＲＳポリペプチドの組み合わせ変異
誘発によって生成された遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに適用可能である。
【０１０４】
　本発明はまた、血小板新生の刺激のためのＹＲＳキメラタンパク質または融合タンパク
質の使用を意図する。本明細書中で使用する場合、ＹＲＳ「キメラタンパク質」または「
融合タンパク質」には、別のＹＲＳ－ポリペプチド（例えば、複数のフラグメントを作製
するため）、非ＹＲＳポリペプチドのいずれか、またはその両方に連結したＹＲＳポリペ
プチドまたはポリペプチドフラグメントが含まれる。「非ＹＲＳポリペプチド」は、ＹＲ
Ｓタンパク質と異なり、且つ同一または異なる生物に由来するタンパク質に対応するアミ
ノ酸配列を有する「異種ポリペプチド」をいう。融合タンパク質のＹＲＳポリペプチドは
、生物学的に活性なＹＲＳアミノ酸配列の全部または一部に対応し得る。一定の実施形態
では、ＹＲＳ融合タンパク質には、少なくとも１つ（または２つ）のＹＲＳタンパク質の
生物学的に活性な部分が含まれる。融合タンパク質を形成するポリペプチドは、Ｃ末端を
Ｃ末端に、Ｎ末端をＮ末端に、またはＮ末端をＣ末端に連結することもできるが、典型的
には、Ｃ末端をＮ末端に連結させる。融合タンパク質のポリペプチドは任意の順序であっ
て良い。
【０１０５】
　ポリペプチドの血小板新生活性に悪影響を及ぼさない場合、融合パートナーを本質的に
任意の所望の目的のためにデザインし、含めることができる。例えば、１つの実施形態で
は、融合パートナーは、未変性の組換えタンパク質よりも高い収量でのタンパク質発現を
補助する配列（発現エンハンサー）を含むことができる。他の融合パートナーを、タンパ
ク質の溶解性を増加させるためか、タンパク質を所望の細胞内区画にターゲティングする
ことができるように選択することができる。
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【０１０６】
　融合タンパク質は、リガンドに対して高親和性を有する部分を含むことができる。例え
ば、融合タンパク質は、ＹＲＳ配列がＧＳＴ配列のＣ末端に融合されるＧＳＴ－ＹＲＳ融
合タンパク質であり得る。別の例として、ＹＲＳポリペプチドのＣ末端に８アミノ酸タグ
（Ｌ－Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ（配列番号５）タグなど）を融合することができる。
一定の実施形態では、ＹＲＳポリペプチドのアミノ酸１～３６４のＣ末端に３６５－Ｌ－
Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－３７２（配列番号５）タグを融合する。かかる融合タンパ
ク質は、ＹＲＳポリペプチドの精製および／または同定を容易にすることができる。ある
いは、融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列を含むＹＲＳタンパク質であり
得る。一定の宿主細胞では、ＹＲＳタンパク質の発現および／または分泌を、異種シグナ
ル配列を使用して増加させることができる。
【０１０７】
　より一般的には、異種配列（Ｆｃフラグメントなど）への融合を使用して、血小板新生
性ＹＲＳポリペプチドの望ましくない特徴を除去し、または所望の特徴（例えば、薬物動
態学的性質）を改善することができる。例えば、異種配列への融合により、血小板新生性
ＹＲＳポリペプチドの化学的安定性を増加させ、免疫原性を減少させ、ｉｎ　ｖｉｖｏタ
ーゲティングを改善し、そして／または循環血液中の半減期を増加させることができる。
【０１０８】
　異種配列への融合を使用して、二官能性融合タンパク質（ＹＲＳポリペプチドによって
血小板新生、巨核球の増殖および／または分化、および／または好中球増殖を刺激するこ
とができるだけでなく、異種ポリペプチドによって他の経路を改変（すなわち、刺激また
は阻害）することもできる二官能性タンパク質など）を作製することもできる。かかる経
路の例には、種々の免疫系関連経路（自然免疫または適応免疫活性化経路など）または細
胞成長調節経路（造血および血管形成など）が含まれるが、これらに限定されない。一定
の態様では、異種ポリペプチドはＹＲＳポリペプチドと相乗的に作用して、被験体におけ
る血小板新生および／または造血関連経路を刺激することができる。二官能性融合タンパ
ク質を作製するために使用することができる異種ポリペプチドの例には、その生物学的に
活性なフラグメントおよび／またはバリアントに加えて、トロンボポエチン、サイトカイ
ン（例えば、ＩＬ－１１）、ケモカイン、および種々の造血成長因子が含まれるが、これ
らに限定されない。
【０１０９】
　融合タンパク質を、一般に、標準的な技術を使用して調製することができる。例えば、
所望の融合物のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列を個別にアセンブリし、適切な
発現ベクターにライゲーションすることができる。ペプチドリンカーを使用するか使用し
ないで、一方のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の３’末端を、配列の読み取り
枠が一致するように第２のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の５’末端にライゲ
ーションする。これにより、両方の成分ポリペプチドの生物活性を保持した単一の融合タ
ンパク質に翻訳される。
【０１１０】
　ペプチドリンカー配列を使用して、各ポリペプチドが必要に応じてその二次構造および
三次構造に確実に折り畳まれるのに十分な距離で第１および第２のポリペプチド成分を分
離することができる。かかるペプチドリンカー配列を、当該分野で周知の標準的な技術を
使用して融合タンパク質に組み込む。一定のペプチドリンカー配列を、以下の要因に基づ
いて選択することができる：（１）可動性の伸長高次構造を採用する能力、（２）第１お
よび第２のポリペプチド上の機能的エピトープと相互に作用し得る二次構造を採用するこ
とができないこと、および（３）ポリペプチド機能エピトープと反応し得る疎水性または
荷電残基を欠くこと。好ましいペプチドリンカー配列は、Ｇｌｙ残基、Ａｓｎ残基、およ
びＳｅｒ残基を含む。他の中性に近いアミノ酸（ＴｈｒおよびＡｌａなど）を、リンカー
配列中で使用することもできる。リンカーとして有用に使用することができるアミノ酸配
列には、Ｍａｒａｔｅａら、Ｇｅｎｅ　４０：３９　４６（１９８５）；Ｍｕｒｐｈｙら
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、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：８２５８　８２６２（１９８
６）；米国特許第４，９３５，２３３号および米国特許第４，７５１，１８０号に開示の
アミノ酸配列が含まれる。リンカー配列は、一般に、１～約５０アミノ酸長であり得る。
第１および第２のポリペプチドが機能的ドメインを分離し、立体干渉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場合、リンカー配列は必要ない。
【０１１１】
　ライゲーションしたＤＮＡ配列を、適切な転写または翻訳調節エレメントに作動可能に
連結することができる。ＤＮＡ発現を担う調節エレメントは、第１のポリペプチドをコー
ドするＤＮＡ配列の５’側に存在する。同様に、翻訳および転写終結シグナルを終結する
ために必要な終止コドンは、第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の３’側に存在
する。
【０１１２】
　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するポリヌクレオ
チド）を単離する。「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
取り出されたものである。例えば、天然の系で共存する物質のいくつかまたは全てから分
離されている場合、天然に存在するタンパク質は単離されている。好ましくは、かかるポ
リペプチドの純度は、少なくとも約９０％、より好ましくは少なくとも約９５％、最も好
ましくは少なくとも約９９％である。例えば、自然環境の一部ではないベクターにクロー
ン化された場合、ポリヌクレオチドは単離されたと見なされる。
【０１１３】
　一定の実施形態はまた、ＹＲＳポリペプチドの二量体を含む。二量体には、例えば、２
つの同一のＹＲＳポリペプチド間のホモ二量体、２つの異なるＹＲＳポリペプチド間（例
えば、全長ＹＲＳポリペプチドと短縮ＹＲＳポリペプチドとの間）のヘテロ二量体、およ
び／またはＹＲＳポリペプチドと異種ポリペプチドとの間のヘテロ二量体が含まれ得る。
本明細書中に記載のように、一定のヘテロ二量体（ＹＲＳポリペプチドと異種ポリペプチ
ドとの間のヘテロ二量体など）は、二官能性であり得る。
【０１１４】
　本発明の一定の実施形態はまた、本明細書中に記載のように、修飾ＹＲＳポリペプチド
（ＹＲＳポリペプチドの所望の特徴に改善した修飾が含まれる）の使用を意図する。本発
明のＹＲＳポリペプチドの修飾には、１つまたは複数の成分アミノ酸での化学的および／
または酵素的誘導体化（側鎖修飾、骨格修飾、Ｎ末端およびＣ末端修飾（アセチル化、ヒ
ドロキシル化、メチル化、アミド化が含まれる）、ならびに炭水化物または脂質部分およ
び捕因子の付着などが含まれる）が含まれる。例示的修飾には、ＹＲＳ－ポリペプチドの
ペグ化も含まれる（例えば、Ｖｅｒｏｎｅｓｅ　ａｎｄ　Ｈａｒｒｉｓ，Ａｄｖａｎｃｅ
ｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　５４：４５３－４５６，２００２（
本明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。
【０１１５】
　一定の態様では、化学選択的ライゲーションテクノロジーを使用して、部位特異的様式
および制御様式でのポリマーの付着などによって本発明の短縮ＹＲＳポリペプチドを修飾
することができる。かかるテクノロジーは、典型的には、化学的手段または組換え手段の
いずれかによるタンパク質骨格への化学選択的アンカーの組み込みおよび相補的リンカー
を保有するポリマーでのその後の修飾に依存する。結果として、アセンブリ過程および得
られたタンパク質－ポリマー抱合体の共有結合性構造を調節することができ、それにより
、薬物の性質（有効性および薬物動態性など）を合理的に至適化することが可能である（
例えば、Ｋｏｃｈｅｎｄｏｅｒｆｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　９：５５５－５６０，２００５を参照のこと）。
【０１１６】
　本発明の短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチドを、当業者に公知の任意の
適切な手順（組換え技術など）によって調製することができる。例えば、ＹＲＳポリペプ
チドを、（ａ）短縮ＹＲＳポリペプチドをコードし、調節エレメントに作動可能に連結さ
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れたポリヌクレオチド配列を含む構築物を調節する工程、（ｂ）宿主細胞に構築物を導入
する工程、（ｃ）宿主細胞を培養して短縮ＹＲＳポリペプチドを発現させる工程、および
（ｄ）宿主細胞から短縮および／またはバリアントＹＲＳポリペプチドを単離する工程を
含む手順によって調製することができる。説明に役立つ例では、ヌクレオチド配列は、配
列番号１、２、３、６、８、１０、１２、または１４に記載されているかこれに由来する
ポリペプチド配列の少なくとも１つの生物学的に活性な部分またはその生物学的に活性な
バリアントもしくはフラグメントをコードする。組換えＹＲＳポリペプチドを、例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９、前出）（特に１６項および１７項）；Ａｕｓｕｂｅｌ
ら、（１９９４、前出）（特に１０章および１６章）；およびＣｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．１９９５－１９９７）（特に１章、５章、および６章
）に記載の標準的プロトコールを使用して都合良く調製することができる。
【０１１７】
　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を、固相技術
を使用した直接ペプチド合成（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８
５：２１４９－２１５４（１９６３））によって産生することができる。タンパク質合成
を、手動法または自動化を使用して行うことができる。自動化合成を、例えば、Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａペプチド合成機（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）
を使用して行うことができる。あるいは、種々のフラグメントを個別に化学合成し、化学
的方法を使用して組み合わせて所望の分子を産生することができる。
【０１１８】
　ポリヌクレオチド組成物
　本発明はまた、本発明のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（その短縮およ
び／またはバリアントが含まれる）をコードする単離ポリヌクレオチドおよびかかるポリ
ヌクレオチドを含む組成物を提供する。
【０１１９】
　本明細書中で使用する場合、用語「ＤＮＡ」、「ポリヌクレオチド」、および「核酸」
は、特定の種の総ゲノムＤＮＡから単離されたＤＮＡ分子をいう。したがって、ポリペプ
チドをコードするＤＮＡセグメントは、１つまたは複数のコード配列を含むが、ＤＮＡセ
グメントが得られる種の総ゲノムＤＮＡから実質的に単離または精製されているＤＮＡセ
グメントをいう。用語「ＤＮＡセグメント」および「ポリヌクレオチド」は、ＤＮＡセグ
メントおよびかかるセグメントのより小さなフラグメントであり、組換えベクター（例え
ば、プラスミド、コスミド、ファージミド、ファージ、およびウイルスなどが含まれる）
でもあることが本発明の範囲内に含まれる。
【０１２０】
　当業者に理解されるように、本発明のポリヌクレオチド配列には、タンパク質、ポリペ
プチド、およびペプチドなどを発現するか発現するように適合することができるゲノム配
列、ゲノム外配列、プラスミドコード配列、およびより小さな操作された遺伝子セグメン
トが含まれ得る。かかるセグメントを、天然に単離するか、人の手によって合成的に修飾
することができる。
【０１２１】
　当業者によって認識されるように、ポリヌクレオチドは、一本鎖（コード配列またはア
ンチセンス）または二本鎖であり得、ＤＮＡ（ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、または合成ＤＮ
Ａ）分子またはＲＮＡ分子であり得る。さらなるコード配列または非コード配列は、本発
明のポリヌクレオチド内に存在することができ（必要でない場合あり）、ポリヌクレオチ
ドを他の分子および／または支持材料に連結することができる（必要でない場合あり）。
【０１２２】
　ポリヌクレオチドは、未変性配列（すなわち、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼまたは
その一部をコードする内因性配列）を含むことができるか、かかる配列のバリアントまた
は生物学的に機能的な等価物を含むことができる。ポリヌクレオチドバリアントは、以下
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にさらに記載するように、好ましくはコードされたポリペプチドの血小板新生活性が未修
飾ポリペプチドと比較して実質的に低下するように、１つまたは複数の置換、付加、欠失
、および／または挿入を含むことができる。コードされたポリペプチドの血小板新生活性
に及ぼす影響を、一般に、本明細書中に記載のように評価することができる。
【０１２３】
　さらなる実施形態では、本発明は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼと同一であるか相
補的である配列の種々の長さの連続ストレッチを含む単離ポリヌクレオチドであって、単
離ポリヌクレオチドが本明細書中に記載の短縮チロシルｔＲＮＡシンテターゼをコードす
る、単離ポリヌクレオチドを提供する。
【０１２４】
　本出願のＹＲＳポリペプチドをコードする例示的ヌクレオチド配列は、全長ＹＲＳ遺伝
子（配列番号４、７、９、１１、１３、および１５のポリヌクレオチド配列など）および
ＹＲＳ遺伝子の全長または実質的に全長のヌクレオチド配列の一部、またはその転写物ま
たはこれらの転写物のＤＮＡコピーを含む。ＹＲＳヌクレオチド配列の一部は、基準ポリ
ペプチドの生物学的活性を保持するポリペプチドの一部またはセグメントをコードするこ
とができる。ＹＲＳポリペプチドの生物学的に活性なフラグメントをコードするＹＲＳヌ
クレオチド配列の一部は、少なくとも約２０、２１、２２、２３、２４、２５、３０、４
０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１５０、３００、または４００個
の連続するアミノ酸残基、または全長ＹＲＳポリペプチド中に存在するほぼ総アミノ酸数
までをコードすることができる。本文脈および本明細書中で使用される全ての他の文脈に
おいて、「中程度の長さ」は、引用した値の間の任意の長さ（１０１、１０２、１０３な
ど、１５１、１５２、１５３など、２０１、２０２、２０３など）を意味すると容易に理
解されるであろう。
【０１２５】
　本発明のポリヌクレオチドは、それ自体のコード配列の長さと無関係に、その長さ全体
を非常に変動させることができるように、他のＤＮＡ配列（プロモーター、ポリアデニル
化シグナル、さらなる制限酵素部位、多重クローニング部位、および他のコードセグメン
トなど）と組み合わせることができる。したがって、ほとんどの任意の長さのポリヌクレ
オチドフラグメントを使用することができることが意図され、意図する組換えＤＮＡプロ
コールでの調製および使用が容易なように全長が制限されることが好ましい。
【０１２６】
　本発明はまた、ＹＲＳヌクレオチド配列のバリアントを意図する。核酸バリアントは天
然に存在しても（対立遺伝子バリアント（同一遺伝子座）、ホモログ（異なる遺伝子座）
、およびオルソログ（異なる生物））、天然に存在しなくても良い。天然に存在するバリ
アント（これらなど）を、周知の分子生物学技術（例えば、当該分野で公知のポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびハイブリッド形成技術）を使用して同定することができる。
天然に存在しないバリアントを、変異誘発技術（ポリヌクレオチド、細胞、または生物に
適用される変異誘発技術が含まれる）によって作製することができる。バリアントは、ヌ
クレオチドの置換、欠失、逆位、および挿入を含むことができる。コード領域および非コ
ード領域のいずれかまたは両方で変動が起こり得る。変動により、保存的および非保存的
アミノ酸置換物を産生することができる（コードされた産物と比較した場合）。ヌクレオ
チド配列について、保存的バリアントには、遺伝暗号の縮重のために、基準ＹＲＳポリペ
プチドのアミノ酸配列（配列番号１、２、３、６、８、１０、１２、および１４に記載の
配列など）をコードする配列が含まれる。バリアントヌクレオチド配列には、合成的に誘
導されたヌクレオチド配列（例えば、部位特異的変異誘発の使用によって生成されたが、
依然としてＹＲＳポリペプチドをコードする配列など）も含まれる。一般に、特定のＹＲ
Ｓヌクレオチド配列のバリアントは、デフォルトパラメーターを使用した本明細書の他の
場所に記載の配列アラインメントプログラムによって決定したところ、特定のヌクレオチ
ド配列と少なくとも約３０％、４０％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、一般
に少なくとも約７５％、８０％、８５％、望ましくは約９０％～９５％またはこれを超え
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る、より適切には約９８％以上の配列同一性を有するであろう。
【０１２７】
　ＹＲＳヌクレオチド配列を使用して、他の生物、特に他の生物または微生物から対応す
る配列および対立遺伝子を単離することができる。核酸配列のハイブリッド形成方法を当
該分野で容易に利用可能である。他の生物由来のコード配列を、本明細書中に記載のコー
ド配列とのその配列同一性に基づいた周知の技術にしたがって単離することができる。こ
れらの技術では、既知のコード配列の全部または一部を、選択された生物由来のクローン
化されたゲノムＤＮＡフラグメントまたはｃＤＮＡフラグメントの集団（すなわち、ゲノ
ムライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリー）中に存在する他のＹＲＳ－コード配列と選
択的にハイブリッド形成するプローブとして使用する。
【０１２８】
　したがって、本発明はまた、下記のストリンジェンシー条件下で基準ＹＲＳヌクレオチ
ド配列またはその相補物とハイブリッド形成するポリヌクレオチドを意図する。本明細書
中で使用する場合、用語「低ストリンジェンシー、中ストリンジェンシー、高ストリンジ
ェンシー、または超高ストリンジェンシーな条件下でハイブリッド形成する」は、ハイブ
リッド形成および洗浄のための条件を説明している。ハイブリッド形成反応の実施のため
のガイダンスを、Ａｕｓｕｂｅｌら、（１９９８，ｓｕｐｒａ），Ｓｅｃｔｉｏｎｓ　６
．３．１－６．３．６に見出すことができる。水性および非水性の方法はこのリファレン
スに記載されており、いずれかを使用することができる。低ストリンジェンシー条件に関
する本明細書中の基準には、４２℃でのハイブリッド形成のための少なくとも約１％ｖ／
ｖ～少なくとも約１５％ｖ／ｖホルムアミドおよび少なくとも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍ
の塩ならびに４２℃での洗浄のための少なくとも約１Ｍ～少なくとも約２Ｍの塩が含まれ
る。低ストリンジェンシー条件には、６５℃でのハイブリッド形成のための１％ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７
％ＳＤＳ、および室温での洗浄のための（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳまたは（ｉｉ
）０．５％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、５％Ｓ
ＤＳも含まれ得る。低ストリンジェンシー条件の１つの実施形態には、約４５℃での６×
塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのハイブリッド形成およびその後の
少なくとも５０℃（低ストリンジェンシー条件のために洗浄温度を５５℃に増加させるこ
とができる）での０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳでの２回の洗浄が含まれる。中ストリ
ンジェンシー条件には、４２℃でのハイブリッド形成のための少なくとも約１６％ｖ／ｖ
～少なくとも約３０％ｖ／ｖホルムアミドおよび少なくとも約０．５Ｍ～少なくとも約０
．９Ｍ塩ならびに５５℃での洗浄のための少なくとも約０．１Ｍ～少なくとも約０．２Ｍ
塩が含まれる。中ストリンジェンシー条件には、６５℃でのハイブリッド形成のための１
％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７
．２）、７％ＳＤＳ、および６０～６５℃での洗浄のための（ｉ）２×ＳＳＣ、０．１％
ＳＤＳ；または（ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ　ＮａＨＰＯ４（
ｐＨ７．２）、５％ＳＤＳも含まれ得る。中ストリンジェンシー条件の１つの実施形態に
は、約４５℃での６×ＳＳＣ中でのハイブリッド形成およびその後の６０℃での０．２×
ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での１回または複数回の洗浄が含まれる。高ストリンジェンシ
ー条件には、４２℃でのハイブリッド形成のための少なくとも約３１％ｖ／ｖ～少なくと
も約５０％ｖ／ｖホルムアミドおよび約０．０１Ｍ～約０．１５Ｍ塩、および５５℃での
洗浄のための約０．０１Ｍ～約０．０２Ｍ塩が含まれる。高ストリンジェンシー条件には
、６５℃でのハイブリッド形成のための１％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５　Ｍ　Ｎ
ａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７％ＳＤＳ、および６５℃超での洗浄のための（ｉ）０．２
×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳまたは（ｉｉ）０．５％ＢＳＡ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、４０ｍＭ
　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、１％ＳＤＳも含まれ得る。高ストリンジェンシー条件の
１つの実施形態には、約４５℃での６×ＳＳＣ中でのハイブリッド形成およびその後の６
５℃での０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中の１回または複数回の洗浄が含まれる。
【０１２９】
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　一定の実施形態では、ＹＲＳポリペプチドは、超高ストリンジェンシー条件で開示のヌ
クレオチド配列とハイブリッド形成するポリヌクレオチドによってコードされる。超高ス
トリンジェンシー条件の１つの実施形態には、６５℃での０．５Ｍリン酸ナトリウム、７
％ＳＤＳ中でのハイブリッド形成およびその後の６５℃での０．２×ＳＳＣ、１％ＳＤＳ
中での１回または複数回の洗浄が含まれる。
【０１３０】
　他のストリンジェンシー条件が当該分野で周知である。当業者は種々の要因を操作して
ハイブリッド形成の特異性を最適にすることができると認識するであろう。最終洗浄のス
トリンジェンシーの至適化は、高ハイブリッド形成度を確実にするのに役立ち得る。詳細
な例については、Ａｕｓｕｂｅｌら、前出の２．１０．１～２．１０．１６頁およびＳａ
ｍｂｒｏｏｋら、（１９８９、前出）の第１．１０１項～第１．１０４項を参照のこと。
【０１３１】
　ストリンジェントな洗浄を典型的には約４２℃～６８℃で行うが、当業者は他の温度が
ストリンジェントな条件に適切であり得ると認識するであろう。ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリ
ッドの形成についてはＴｍより約２０℃～２５℃低い温度で最大ハイブリッド形成率が得
られる。Ｔｍは融点（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
あることが当該分野で周知である。Ｔｍを評価する方法は当該分野で周知である（Ａｕｓ
ｕｂｅｌら、前出の２．１０．８頁を参照のこと）。
【０１３２】
　一般に、ＤＮＡの好ましく適合した二重鎖のＴｍを、以下の式によって近似値として予
想することができる：Ｔｍ＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ１０Ｍ）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ
）－０．６３（％ホルムアミド）－（６００／長さ）（式中、ＭはＮａ＋濃度（好ましく
は０．０１モル～０．４モルの範囲）であり、％Ｇ＋Ｃは総塩基数の比率としてのグアノ
シン塩基とシトシン塩基との和（３０％Ｇ＋Ｃと７５％Ｇ＋Ｃとの間の範囲内）であり、
％ホルムアミドはホルムアミドの体積％濃度であり、長さはＤＮＡ二重鎖中の塩基対の数
である）。二重鎖ＤＮＡのＴｍは、無作為にミスマッチした塩基対数の１％増加毎に約１
℃低下する。一般に、高ストリンジェンシーのためのＴｍ－１５℃または中程度のストリ
ンジェンシーのためのＴｍ－３０℃で洗浄を行う。
【０１３３】
　ハイブリッド形成手順の一例では、固定化ＤＮＡを含む膜（例えば、ニトロセルロース
膜またはナイロン膜）を、標識したプローブを含むハイブリッド形成緩衝液（５０％脱イ
オンホルムアミド、５×ＳＳＣ、５×デンハート液（０．１％ｆｉｃｏｌｌ、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２
００ｍｇ／ｍＬ変性サケ精子ＤＮＡ）中にて４２℃で一晩ハイブリッド形成させる。次い
で、膜を、２回の連続する中ストリンジェンシー洗浄（すなわち、２×ＳＳＣ、０．１％
ＳＤＳ中にて４５℃で１５分間、その後に２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中にて５０℃で１
５分間）、およびその後の２回の連続するより高いストリンジェンシーでの洗浄（すなわ
ち、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中にて５５℃で１２分間およびその後の０．２×Ｓ
ＳＣおよび０．１％ＳＤＳ溶液中にて６５～６８℃で１２分間）に供する。
【０１３４】
　ポリヌクレオチドおよびその融合物を、当該分野で公知であり、且つ利用可能な種々の
十分に確立された技術のいずれかを使用して調製、操作、および／または発現することが
できる。例えば、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的等価物
をコードするポリヌクレオチド配列を組換えＤＮＡ分子中で使用して、適切な宿主細胞中
での短縮および／またはバリアントチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの発現
を指示することができる。遺伝暗号の固有の縮重により、実質的に同一であるか機能的に
等価なアミノ酸配列をコードする他のＤＮＡ配列を産生することができ、これらの配列を
使用して所与のポリペプチドをクローン化および発現することができる。
【０１３５】
　当業者によって理解されるように、天然に存在しないコドンを保有するポリペプチドコ
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ードヌクレオチド配列を産生することがいくつかの例で有利であり得る。例えば、特定の
原核生物宿主または真核生物宿主による好ましいコドンを、タンパク質発現率を増加させ
るか、所望の性質（天然に存在する配列から生成した転写物よりも長い半減期など）を有
する組換えＲＮＡ転写物が産生されるように選択することができる。
【０１３６】
　さらに、種々の理由（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
は活性を改変する変更が含まれるが、これらに限定されない）のためにポリペプチドコー
ド配列を変更するために、本発明のポリヌクレオチド配列を当該分野で一般に公知の方法
を使用して操作することができる。
【０１３７】
　所望のポリペプチドを発現するために、ポリペプチドまたは機能的等価物をコードする
ヌクレオチド配列を、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
び翻訳に必要なエレメントを含むベクター）に挿入することができる。当業者に周知の方
法を使用して、目的のポリペプチドをコードする配列ならびに適切な転写および翻訳調節
エレメントを含む発現ベクターを構築することができる。これらの方法には、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ組換えＤＮＡ技術、合成技術、およびｉｎ　ｖｉｖｏ遺伝子組換えが含まれる。か
かる技術は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８９）およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８９）に記載され
ている。
【０１３８】
　種々の発現ベクター／宿主系が公知であり、ポリヌクレオチド配列を含め、且つ発現さ
せるために使用することができる。これらには、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発現ベクターで形質転換した細菌などの微生物、酵母発現ベクタ
ーで形質転換した酵母、ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染させ
た昆虫細胞系、ウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス（ＣａＭ
Ｖ）、タバコモザイクウイルス（ＴＭＶ））または細菌発現ベクター（例えば、Ｔｉまた
はｐＢＲ３２２プラスミド）で形質転換した植物細胞系、または動物細胞系が含まれるが
、これらに限定されない。
【０１３９】
　発現ベクター中に存在する「調節エレメント」または「調節配列」は、転写および翻訳
するために宿主細胞タンパク質と相互作用するベクターの非翻訳領域（エンハンサー、プ
ロモーター、５’および３’非翻訳領域）である。かかるエレメントは、その強度および
特異性が変動し得る。使用されるベクター系および宿主に応じて、任意の数の適切な転写
および翻訳エレメント（構成的および誘導性のプロモーターが含まれる）を使用すること
ができる。例えば、細菌系でクローン化する場合、誘導性プロモーター（ＰＢＬＵＥＳＣ
ＲＩＰＴファージミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）また
はＰＳＰＯＲＴ１プラスミド（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，Ｍｄ．
）のハイブリッドｌａｃＺプロモーターなど）を使用することができる。哺乳動物細胞系
では、哺乳動物遺伝子または哺乳動物ウイルス由来のプロモーターが一般に好ましい。ポ
リペプチドをコードする配列の複数のコピーを含む細胞株を生成する必要がある場合、Ｓ
Ｖ４０またはＥＢＶベースのベクターを適切な選択マーカーと共に使用することが有利で
あり得る。
【０１４０】
　細菌系では、多数の発現ベクターを、発現したポリペプチドの意図する用途に応じて選
択することができる。例えば、大量に必要である場合、容易に精製される融合タンパク質
の高レベル発現を指示するベクターを使用することができる。かかるベクターには、多機
能性Ｅ．ｃｏｌｉクローニングベクターおよび発現ベクター（ＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴ（Ｓ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ）（ハイブリッドタンパク質が産生されるように目的のポリペプチド
をコードする配列をアミノ末端Ｍｅｔ配列および続くβ－ガラクトシダーゼの７残基とイ
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ンフレームでベクターにライゲーションすることができる）など）、ｐＩＮベクター（Ｖ
ａｎ　Ｈｅｅｋｅ＆Ｓｃｈｕｓｔｅｒ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：５５０３　５
５０９（１９８９））などが含まれるが、これらに限定されない。ｐＧＥＸベクター（Ｐ
ｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）を使用して、グルタチオンＳ－トランスフェ
ラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質として外来ポリペプチドを発現することもできる。
一般に、かかる融合タンパク質は可溶性であり、グルタチオン－アガロースビーズへの吸
着およびその後の遊離グルタチオンの存在下での溶離によって溶解細胞から容易に精製す
ることができる。かかる系で作製したタンパク質を、クローン化した目的のポリペプチド
を任意にＧＳＴ部分から放出することができるようにヘパリン、トロンビン、または第Ｘ
Ａ因子プロテアーゼ切断部位を含むようにデザインすることができる。
【０１４１】
　酵母Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅでは、構成的または誘導性プ
ロモーター（α因子、アルコールオキシダーゼ、およびＰＧＨなど）を含む多数のベクタ
ーを使用することができる。総説については、Ａｕｓｕｂｅｌら、（前出）およびＧｒａ
ｎｔら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５３：５１６－５４４（１９８７）を参照
のこと。
【０１４２】
　植物発現ベクターを使用する場合、ポリペプチドをコードする配列の発現を、多数のプ
ロモーターのいずれかによって駆動することができる。例えば、ウイルスプロモーター（
ＣａＭＶの３５Ｓおよび１９Ｓプロモーターなど）を単独で使用するか、ＴＭＶ由来のΩ
リーダー配列と組み合わせて使用することができる（Ｔａｋａｍａｔｓｕ，ＥＭＢＯ　Ｊ
．６：３０７－３１１（１９８７））。あるいは、植物プロモーター（ＲＵＢＩＳＣＯの
小サブユニットまたは熱ショックプロモーターなど）を使用することができる（Ｃｏｒｕ
ｚｚｉら、ＥＭＢＯ　Ｊ．３：１６７１－１６８０（１９８４）；Ｂｒｏｇｌｉｅら、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２２４：８３８－８４３（１９８４）；およびＷｉｎｔｅｒら、Ｒｅｓｕ
ｌｔｓ　Ｐｒｏｂｌ．Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．１７：８５－１０５（１９９１））。こ
れらの構築物を、直接ＤＮＡ形質転換または病原体媒介トランスフェクションによって植
物細胞に導入することができる。かかる技術は、多数の一般的に利用可能な総説に記載さ
れている（例えば、Ｈｏｂｂｓ　ｉｎ　ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ，Ｙｅａｒｂｏｏｋ　ｏ
ｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｐｐ．１９１－１９６（１９９２
）を参照のこと）。
【０１４３】
　昆虫系を使用して、目的のポリペプチドを発現することもできる。例えば、１つのかか
る系では、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ多角体病ウイルス（ＡｃＮＰ
Ｖ）を、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞またはＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓ
ｉａ　ｌａｒｖａｅ中での外来遺伝子の発現のためのベクターとして使用する。ポリペプ
チドをコードする配列を、ウイルスの非必須領域（ポリヘドリン遺伝子など）にクローン
化し、ポリヘドリンプロモーターの調節下におくことができる。ポリペプチドコード配列
の首尾の良い挿入によってポリヘドリン遺伝子を不活性にし、コートタンパク質を欠く組
換えウイルスを産生する。次いで、組換えウイルスを使用して、例えば、目的のポリペプ
チドを発現することができるＳ．ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞またはＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓ
ｉａ　ｌａｒｖａｅに感染させることができる（Ｅｎｇｅｌｈａｒｄら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：３２２４－３２２７（１９９４））。
【０１４４】
　哺乳動物宿主細胞では、一般に、多数のウイルスベースの発現系を利用可能である。例
えば、アデノウイルスを発現ベクターとして使用する場合、目的のポリペプチドをコード
する配列を後期プロモーターおよび三連リーダー配列からなるアデノウイルス転写／翻訳
複合体にライゲーションすることができる。ウイルスゲノムの非必須のＥ１またはＥ３領
域中の挿入を使用して、感染した宿主細胞中でポリペプチドを発現することができる生存
ウイルスを得ることができる（Ｌｏｇａｎ＆Ｓｈｅｎｋ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
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．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８１：３６５５－３６５９（１９８４））。さらに、転写エンハ
ンサー（ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）エンハンサーまたは最初期／初期サイトメガロウ
イルス（ＣＭＶ）エンハンサー／プロモーター領域など）を使用して、哺乳動物宿主細胞
中での発現を増加させることができる。
【０１４５】
　特異的開始シグナルを使用して、目的のポリペプチドをコードする配列をより効率的に
翻訳することもできる。かかるシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび隣接配列を含む。ポ
リペプチドをコードする配列、その開始コドン、および上流配列を適切な発現ベクターに
挿入する場合、さらなる転写または翻訳調節シグナルは必要ないかもしれない。しかし、
コード配列またはその一部のみを挿入する場合、外因性翻訳調節シグナル（ＡＴＧ開始コ
ドンが含まれる）を準備すべきである。さらに、開始コドンは、全インサートの翻訳を保
証するために正確な読み取り枠中に存在すべきである。外因性翻訳エレメントおよび開始
コドンは、種々の起源（天然および合成の両方）のものであり得る。発現効率を、使用さ
れる特定の細胞系に適切なエンハンサー（文献（Ｓｃｈａｒｆ．ら、Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐ
ｒｏｂｌ．Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．２０：１２５－１６２（１９９４））に記載のもの
など）を含めることによって向上させることができる。
【０１４６】
　さらに、宿主細胞菌株を、挿入された配列の発現を調整するか発現タンパク質を所望の
様式でプロセシングする能力について選択することができる。かかるポリペプチドの修飾
には、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化、およびアシル化
が含まれるが、これらに限定されない。タンパク質の「プレプロ」形態を切断する翻訳後
プロセシングを使用して、正確な挿入、折り畳み、および／または機能を容易にすること
もできる。かかる翻訳後活性に特異的な細胞機構および特徴的な機構を有する異なる宿主
細胞（ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３、およびＷ１３８など）を、外来タン
パク質の正確な修飾およびプロセシングを確実にするように選択することができる。
【０１４７】
　組換えタンパク質の長期間の高収率産生のために、一般に安定な発現が好ましい。例え
ば、目的のポリヌクレオチドを安定に発現する細胞株を、同一または個別のベクター上に
ウイルス複製起点および／または内因性発現エレメントおよび選択マーカー遺伝子を含む
ことができる発現ベクターを使用して形質転換することができる。ベクターの導入後、細
胞を富化培地中で１～２日間成長させ、その後に選択培地と交換することができる。選択
マーカーの目的は、選択のための耐性を付与することであり、その存在により、導入され
た配列を首尾よく発現する細胞を成長および回収することが可能である。安定に形質転換
された細胞の耐性クローンを、細胞型に適切な組織培養技術を使用して増殖させることが
できる。
【０１４８】
　任意の数の選択系を使用して、形質転換された細胞株を回収することができる。これら
には、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｃｅｌｌ　１１：２２
３－２３２（１９７７））およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙ
ら、Ｃｅｌｌ　２２：８１７－８２３（１９９０））遺伝子（ｔｋ細胞またはａｐｒｔ細
胞中でそれぞれ使用することができる）が含まれるが、これらに限定されない。また、代
謝拮抗物質、抗生物質耐性、または除草剤耐性を、選択の根拠として使用することができ
る（例えば、それぞれ、ｄｈｆｒ（メトトレキサート耐性を付与する）（Ｗｉｇｌｅｒら
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７７：３５６７－７０（１９８
０））、ｎｐｔ（アミノグリコシド、ネオマイシン、およびＧ－４１８耐性を付与する）
（Ｃｏｌｂｅｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５０：１－１４（１９
８１））、およびａｌｓまたはｐａｔ（クロルスルフロンおよびホスフィノトリシンアセ
チルトランスフェラーゼ耐性を付与する）（Ｍｕｒｒｙ，前出））。さらなる選択遺伝子
が記載されている（例えば、ｔｒｐＢ（細胞にトリプトファンの代わりにインドールを使
用させる）またはｈｉｓＤ（細胞にヒスチジンの代わりのヒスチノールを使用させる）（
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Ｈａｒｔｍａｎ　＆　Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．
Ｓ．Ａ．８５：８０４７－５１（１９８８）））。アントシアニン、β－グルクロニダー
ゼおよびその基質ＧＵＳ、ならびにルシフェラーゼおよびその基質ルシフェリンなどのマ
ーカーと共に視覚可能なマーカーの使用が注目されている（形質転換体を同定するだけで
なく、特異的ベクター系に起因する一過性または安定なタンパク質発現を定量するために
も広範に使用されている）（Ｒｈｏｄｅｓら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．５５
：１２１－１３１（１９９５））。
【０１４９】
　産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いずれかを使用したポ
リヌクレオチドによりコード化された産物の発現の検出および測定のための種々のプロト
コールは、当該分野で公知である。例には、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、
放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）が含まれる。これ
らおよび他のアッセイは、特に、Ｈａｍｐｔｏｎら、Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ，ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０）およびＭａｄｄｏｘら、
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１５８：１２１１－１２１６（１９８３）などに記載されている。
【０１５０】
　広範な種々の標識および抱合技術が当業者に公知であり、種々の核酸アッセイおよびア
ミノ酸アッセイで使用することができる。ポリヌクレオチドに関連する配列の検出のため
の標識されたハイブリッド形成またはＰＣＲプローブの産生手段には、オリゴ標識、ニッ
ク翻訳、末端標識、または標識されたヌクレオチドを使用したＰＣＲ増幅が含まれる。あ
るいは、配列または任意のその一部を、ｍＲＮＡプローブ産生のためにベクターにクロー
ン化することができる。かかるベクターは当該分野で公知であり、市販されており、これ
を使用して適切なＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７、Ｔ３、またはＳＰ６など）および標識した
ヌクレオチドの付加によってｉｎ　ｖｉｔｒｏでＲＮＡプローブを合成することができる
。これらの手順を、種々の市販のキットを使用して行うことができる。使用することがで
きる適切なレポーター分子または標識には、放射性核種、酵素、蛍光剤、化学発光剤、ま
たは発色剤、ならびに基質、補因子、インヒビター、および磁性粒子などが含まれ得る。
【０１５１】
　目的のポリヌクレオチド配列で形質転換された宿主細胞を、発現および細胞培養物から
のタンパク質の回収に適切な条件下で培養することができる。組換え細胞によって産生さ
れたタンパク質を、使用される配列および／またはベクターに応じて細胞内に分泌するか
含めることができる。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
む発現ベクターを、原核細胞膜または真核細胞膜を介したコードされたポリペプチドの分
泌を指示するシグナル配列を含むようにデザインすることができる。他の組換え構築を使
用して、目的のポリペプチドをコードする配列を、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コードするヌクレオチド配列に連結することができる。
【０１５２】
　抗体組成物、そのフラグメント、および他の結合剤
　別の態様によれば、本発明は、さらに、本明細書中に開示のポリペプチド、またはその
一部、バリアント、もしくは誘導体に免疫学的結合を示す結合剤（抗体およびその抗原結
合フラグメントなど）、およびこれらの使用方法を提供する。好ましくは、かかる結合剤
は、本発明のＹＲＳポリペプチドによって媒介される１つまたは複数の非基準活性の調整
またはサンプル（被験体から得た生物サンプルなど）中の選択されたＹＲＳポリペプチド
（例えば、短縮物、選択的スプライスバリアント、変異体）の有無の検出に有効である。
【０１５３】
　例えば、一定の実施形態は、被験体から生物サンプルを得る工程、生物サンプルを抗体
またはその抗原結合フラグメントと接触させる工程であって、抗体または抗原－フラグメ
ントが本発明のＹＲＳポリペプチドに特異的に結合する、接触させる工程、および結合し
た抗体またはその抗原結合フラグメントの有無を検出し、それにより、被験体中のＹＲＳ
ポリペプチドを同定または特徴づける工程を含む、被験体中のＹＲＳポリペプチドを同定
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または特徴づける方法を意図する。一定の態様では、抗体またはその抗原結合フラグメン
トは、一定のバリアントまたは短縮ＹＲＳポリペプチド（選択されたＹＲＳ変異体または
選択的スプライスバリアントなど）に特異的に結合するが、他のＹＲＳポリペプチド（全
長の野生型ＹＲＳポリペプチドなど）に特異的に結合しない。
【０１５４】
　抗体またはその抗原結合フラグメントは、（例えば、ＥＬＩＳＡアッセイ内で）ポリペ
プチドと検出可能なレベルで反応するが、類似の条件下で無関係のポリペプチドと検出可
能に反応しない場合、本発明のポリペプチドに「特異的に結合する」、「免疫学的に結合
する」、および／または「免疫学的に反応性を示す」という。
【０１５５】
　免疫学的結合は、この文脈内で使用する場合、一般に、免疫グロブリン分子と免疫グロ
ブリンに特異的な抗原との間に生じる非共有結合型の相互作用をいう。免疫学的結合相互
作用の強度（すなわち、親和性）を、相互作用の解離定数（Ｋｄ）（式中、Ｋｄが小さい
ほど親和性がより大きいことを示す）の面から表現することができる。選択されたポリペ
プチドの免疫学的結合特性を、当該分野で周知の方法を使用して定量することができる。
１つのかかる方法は、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必要
があり、この速度は、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
に等しく影響を及ぼす幾何学的パラメーターに依存する。したがって、「オン速度定数」
（Ｋｏｎ）および「オフ速度定数」（Ｋｏｆｆ）の両方を、会合および解離の濃度および
実際の速度の計算によって決定することができる。Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎ比により、親和性と
無関係の全パラメーターを削除することができ、したがって、解離定数Ｋｄに等しい。一
般に、Ｄａｖｉｅｓら、（１９９０）Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５９：４
３９－４７３を参照のこと。
【０１５６】
　抗体の「抗原結合部位」または「結合部分」は、抗原結合に関与する免疫グロブリン分
子の一部をいう。抗原結合部位は、重（「Ｈ」）鎖および軽（「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を「超可変領域」といい、これは、「フレームワーク領域」また
は「ＦＲ」として公知のより保存された隣接ストレッチ間に挟まれている。したがって、
用語「ＦＲ」は、免疫グロブリン中の超可変領域の間に隣接して天然に見出されるアミノ
酸配列をいう。抗体分子では、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
、三次元空間に相互に関連して配置されて抗原結合表面を形成する。抗原結合表面は結合
した抗原の三次元表面と相補的であり、重鎖および軽鎖それぞれの３つの超可変領域を「
相補性決定領域」または「ＣＤＲ」という。
【０１５７】
　結合剤は、例えば、リボゾーム（ペプチド成分を含むか含まない）、ＲＮＡ分子、また
はポリペプチドであり得る。好ましい実施形態では、結合剤は、抗体またはその抗原結合
フラグメントである。抗体を、当業者に公知の種々の技術のいずれかによって調製するこ
とができる。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこと。一般に、組換え抗体を産生させるための細胞培
養技術（本明細書中に記載のモノクローナル抗体の生成が含まれる）によるか、適切な細
菌または哺乳動物の宿主細胞への抗体遺伝子のトランスフェクションによって抗体を産生
することができる。１つの技術では、ポリペプチドを含む免疫原を、広範な種々の哺乳動
物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、またはヤギ）のいずれかに最初に注射す
る。この工程では、本発明のポリペプチドは、修飾することなく免疫原としての機能を果
たし得る。あるいは、特に比較的短いポリペプチドについて、キャリアタンパク質（ウシ
血清アルブミンまたはキーホールリンペットヘモシアニンなど）にポリペプチドを連結し
た場合に優れた免疫応答を誘発することができる。好ましくは１つまたは複数の追加免疫
を組み込む所定の計画にしたがって免疫原を動物宿主に注射し、動物から周期的に採血す
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る。次いで、ポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体を、例えば、適切な固体支持体
にカップリングしたポリペプチドを使用したアフィニティクロマトグラフィによってかか
る高血清から精製することができる。
【０１５８】
　目的のポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体を、例えば、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ
　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－５１９，１９７６の技
術およびその改良型を使用して調製することができる。簡潔に述べれば、これらの方法は
、所望の特異性（すなわち、目的のポリペプチドとの反応性）を有する抗体を産生するこ
とができる不死化細胞株の調製を含む。かかる細胞株を、例えば、上記のように免疫化し
た動物から得た脾臓細胞から産生することができる。次いで、脾臓細胞を、例えば、骨髄
腫細胞融合パートナー（好ましくは、免疫化動物と同系のもの）との融合によって不死化
する。種々の融合技術を使用することができる。例えば、脾臓細胞および骨髄腫細胞を、
非イオン性界面活性剤と数分間組み合わせ、次いで、ハイブリッド細胞の成長を補助する
が、骨髄腫細胞の成長は補助しない選択培地上に低密度でプレートすることができる。好
ましい選択技術は、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択を使用す
る。十分な時間（通常、約１～２週間）をおいた後、ハイブリッドのコロニーが認められ
る。単一コロニーを選択し、その培養物上清をポリペプチドに対する結合活性について試
験する。高い反応性および特異性を有するハイブリドーマが好ましい。
【０１５９】
　モノクローナル抗体を、成長中のハイブリドーマコロニーの上清から単離することがで
きる。さらに、種々の技術を使用して収率を向上させることができる（適切な脊椎動物宿
主（マウスなど）の腹膜腔へのハイブリドーマ細胞株の注射など）。次いで、モノクロー
ナル抗体を、腹水または血液から採取することができる。従来技術（クロマトグラフィ、
ゲル濾過、沈殿、および抽出など）によって、夾雑物を抗体から除去することができる。
本発明のポリペプチドを、例えば、アフィニティクロマトグラフィ工程中の精製過程で使
用することができる。
【０１６０】
　多数の治療的に有用な分子が当該分野で公知であり、この分子は、抗体分子の免疫学的
結合特性を示し得る抗原結合部位を含む。タンパク質分解酵素パパインは、ＩｇＧ分子を
優先的に切断していくつかのフラグメントを生じ、そのうちの２つ（「Ｆ（ａｂ）」フラ
グメント）はそれぞれインタクトな抗原結合部位を含む共有結合性のヘテロ二量体を含む
。酵素ペプシンは、ＩｇＧ分子を切断していくつかのフラグメント（共に抗原結合部位を
含む「Ｆ（ａｂ’）２」フラグメントが含まれる）を生じることができる。「Ｆｖ」フラ
グメントを、ＩｇＭ、稀にＩｇＧまたはＩｇＡ免疫グロブリン分子の優先的タンパク質分
解性切断によって産生することができる。しかし、Ｆｖフラグメントを、より一般的には
、当該分野で公知の組換え技術を使用して誘導する。Ｆｖフラグメントには、非共有結合
性のＶＨ：：ＶＬヘテロ二量体（未変性抗体分子の多くの抗原認識および結合能力を保持
する抗原結合部位を含む）が含まれる。Ｉｎｂａｒら、（１９７２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　６９：２６５９－２６６２；Ｈｏｃｈｍａｎら、（１９７６
）Ｂｉｏｃｈｅｍ　１５：２７０６－２７１０、およびＥｈｒｌｉｃｈら、（１９８０）
Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９：４０９１－４０９６。
【０１６１】
　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コード遺伝子を含む遺伝子融合物から発現された共有結合したＶＨ：：Ｖ

Ｌヘテロ二量体である。Ｈｕｓｔｏｎら、（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８５（１６）：５８７９－５８８３。天然に凝集しているが化学的に分離
した抗体Ｖ領域由来のポリペプチド軽鎖および重鎖の抗原結合部位の構造と実質的に類似
する三次元構造に折り畳むｓＦｖ分子への変換のために化学構造を識別するための多数の
方法が記載されている。例えば、Ｈｕｓｔｏｎら、の米国特許第５，０９１，５１３号お
よび同第５，１３２，４０５号ならびにＬａｄｎｅｒら、の米国特許第４，９４６，７７
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８号を参照のこと。
【０１６２】
　上記の各分子は、重鎖および軽鎖のＣＤＲ組を含み、これらがそれぞれ重鎖および軽鎖
のＦＲ組の間に挟まれてＣＤＲを支持し、相互に対するＣＤＲの空間的関係を定義してい
る。本明細書中で使用する場合、用語「ＣＤＲ組」は、重鎖または軽鎖のＶ領域の３つの
超可変領域をいう。重鎖または軽鎖のＮ末端から進んで、これらの領域を、それぞれ「Ｃ
ＤＲ１」、「ＣＤＲ２」、および「ＣＤＲ３」と示す。したがって、抗原結合部位は、６
個のＣＤＲ（重鎖および軽鎖の各Ｖ領域由来のＣＤＲ組を含む）を含む。単一のＣＤＲ（
例えば、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、またはＣＤＲ３）を含むポリペプチドを、本明細書中で「
分子認識単位」という。多数の抗原－抗体複合体の結晶学的分析により、ＣＤＲのアミノ
酸残基が結合した抗体と広範に接触し、ほとんどの広範な抗原接触が重鎖ＣＤＲ３との接
触であることが証明された。したがって、分子認識部位は、主に、抗原結合部位の特異性
を担う。
【０１６３】
　本明細書中で使用する場合、用語「ＦＲ組」は、重鎖または軽鎖のＶ領域のＣＤＲ組の
ＣＤＲを組み立てる４つの隣接アミノ酸配列をいう。いくつかのＦＲ残基は、結合した抗
原と接触することができる。しかし、ＦＲは、主に、Ｖ領域の抗原結合部位（特に、ＣＤ
Ｒに直接隣接するＦＲ残基）への折り畳みを担う。ＦＲ内で、一定のアミノ残基および一
定の構造の特徴が非常に保存される。これに関して、全てのＶ領域の配列は、およそ９０
アミノ酸残基の内部ジスルフィドループを含む。Ｖ領域が結合部位に折り畳まれる場合、
ＣＤＲは、抗原結合表面を形成する突出したループモチーフとして示される。一般に、正
確なＣＤＲアミノ酸配列と無関係に一定の「標準的」構造へのＣＤＲループの折り畳み形
状に影響を及ぼすＦＲの保存された構造領域が存在すると認識されている。さらに、一定
のＦＲ残基は、抗体の重鎖および軽鎖の相互作用を安定化させる非共有結合性ドメイン間
接触に関与することが公知である。
【０１６４】
　非ヒト免疫グロブリン由来の抗原結合部位を含む多数の「ヒト化」抗体分子が記載され
ている（げっ歯類Ｖ領域およびヒト定常ドメインに融合したその関連するＣＤＲを有する
キメラ抗体（Ｗｉｎｔｅｒら、（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９；Ｌ
ｏｂｕｇｌｉｏら、（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：
４２２０－４２２４；Ｓｈａｗら、（１９８７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８：４５３４
－４５３８；およびＢｒｏｗｎ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ＦＲを支持するヒトにグラフテ
ィングされたげっ歯類ＣＤＲ（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３
２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１
５３４－１５３６；およびＪｏｎｅｓら、（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－
５２５）、および組換え的にベニア化されたげっ歯類ＦＲによって支持されたげっ歯類Ｃ
ＤＲ（１９９２年１２月２３日に公開された欧州特許公開番号５１９，５９６号）が含ま
れる）。これらの「ヒト化」分子を、ヒトレシピエント中の部分の治療上の適用の継続時
間および有効性を制限するげっ歯類抗ヒト抗体分子に対する望ましくない免疫学的応答を
最小にするようにデザインする。
【０１６５】
　本明細書中で使用する場合、用語「ベニア化ＦＲ」および「組換え的にベニア化された
ＦＲ」は、実質的に全ての未変性ＦＲポリペプチド折り畳み構造を保持する抗原結合部位
を含む異種分子を得るための、例えば、げっ歯類の重鎖および軽鎖のＶ領域由来のＦＲ残
基のヒトＦＲ残基との選択的置換をいう。ベニア化技術は、抗原結合部位のリガンド結合
特性が主に抗原結合表面内の重鎖および軽鎖のＣＤＲ組の構造および相対的配置によって
決定されるという理解に基づく。Ｄａｖｉｅｓら、（１９９０）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．５９：４３９－４７３。したがって、抗原結合特異性をヒト化抗体中のみに保
存することができ、この抗体中でＣＤＲ構造、ＣＤＲ構造間のその相互作用、およびＶ領
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域ドメインの残りとのその相互作用が慎重に維持される。ベニア化技術の使用により、免
疫系が容易に遭遇する外部（例えば、溶媒接近可能な）ＦＲ残基をヒト残基と選択的に置
換して、免疫原性が弱いか、実質的に非免疫原性のベニア化表面を含むハイブリッド分子
を得る。
【０１６６】
　本発明の別の実施形態では、本発明のモノクローナル抗体を、１つまたは複数の目的の
薬剤とカップリングすることができる。例えば、治療薬を、適切なモノクローナル抗体と
直接または間接的に（例えば、リンカー基を介して）カップリング（例えば、共有結合）
することができる。薬剤と抗体との間の直接的反応は、それぞれが他方と反応することが
できる置換基を保有する場合に可能である。例えば、一方の求核性基（アミノ基またはス
ルフヒドリル基など）は、他方のカルボニル含有基（無水物または酸ハライドなど）また
は良好な脱離基（例えば、ハライド）を含むアルキル基と反応することができるかもしれ
ない。
【０１６７】
　あるいは、リンカー基を介して治療薬と抗体とをカップリングすることが望ましいかも
しれない。リンカー基は、結合能の干渉を回避するために抗体を薬剤から遠ざけるための
スペーサーとして機能することができる。リンカー基はまた、薬剤または抗体上の置換基
の化学反応性を増加させ、それにより、カップリング効率が増加するのに役立ち得る。化
学反応性の増加によって薬剤または薬剤上の官能基の使用を容易にすることもでき、この
ことは、さもなければ不可能であろう。
【０１６８】
　種々の二官能試薬または多官能試薬（ホモ官能性およびヘテロ官能性の両方）（Ｐｉｅ
ｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬのカタログに記載の試薬な
ど）をリンカー基として使用することができることが当業者に明らかであろう。例えば、
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介してカップ
リングすることができる。かかる方法を説明するリファレンスが多数存在する（例えば、
Ｒｏｄｗｅｌｌら、の米国特許第４，６７１，９５８号）。
【０１６９】
　本発明の免疫抱合体の抗体部分から遊離している場合に治療薬がより強力である場合、
細胞への内在化中または内在化の際に切断可能なリンカー基を使用することが望ましいか
もしれない。多数の異なる切断可能なリンカー基が記載されている。これらのリンカー基
からの薬剤の細胞内放出機構には、ジスルフィド結合の還元（例えば、Ｓｐｉｔｌｅｒの
米国特許第４，４８９，７１０号）、光解離性結合の照射（例えば、Ｓｅｎｔｅｒら、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（例えば、Ｋｏｈ
ｎら、の米国特許第４，６３８，０４５号）、血清補体媒介加水分解（例えば、Ｒｏｄｗ
ｅｌｌら、の米国特許第４，６７１，９５８号）、および酸触媒加水分解（例えば、Ｂｌ
ａｔｔｌｅｒら、の米国特許第４，５６９，７８９号）による切断が含まれる。
【０１７０】
　１つを超える薬剤の抗体とのカップリングが望ましいかもしれない。１つの実施形態で
は、複数の薬剤分子を１つの抗体分子にカップリングする。別の実施形態では、１つを超
える薬剤型を、１つの抗体にカップリングすることができる。特定の実施形態と無関係に
、１つを超える薬剤を有する免疫抱合体を、種々の方法で調製することができる。例えば
、１つを超える薬剤を、抗体分子に直接カップリングすることができるか、複数の付着部
位を提供するリンカーを使用することができる。
【０１７１】
　血小板減少症および使用方法
　上述のように、本発明は、一般に、血小板減少症または血小板数の減少に関連する他の
状態の処置および／またはその発症リスクの低減方法に関する。血小板減少症は、一般に
、典型的な被験体についての正常な血小板数範囲と比較した場合の血小板数の低減によっ
て特徴づけられる。例えば、血小板減少症は、一般に、正常な血小板数と比較して約１０
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０，０００／ｍｍ３以下の血小板数の減少をいう。正常な血小板数は、一般に、被験体中
において約１５０，０００ｍｍ３～約４５０，０００ｍｍ３の範囲である。
【０１７２】
　血小板減少症はしばしば徴候や症状がないが、通常の血液検査によって同定することが
できる。存在する場合、血小板減少症の可能性のある徴候および症状には、容易な打撲傷
および／または過剰な出血が含まれる。例えば、皮膚内の出血は低血小板数の最初の徴候
であり得る。多数の小さな紅斑（点状出血）はしばしば下肢上の皮膚内に出現し、軽傷に
よって小さな散在性の打撲傷が生じ得る。さらに、歯茎が出血し、血便または血尿を生じ
得る。月経が非常に重くなり得る。止血が困難になり得る。
【０１７３】
　出血は、典型的には、血小板数が減少するにつれて悪化する。血小板が非常に少ない者
は、消化管に大量の血液を喪失し得るか、損傷していない場合でさえも脳内に重篤な出血
を発症し得る。症状を発症する速度は、血小板減少症の原因に応じて変動し得る。
【０１７４】
　血小板減少症は先天性、後天性、および／または医原性であり得、種々の根底にある生
理学的な原因または状態から起こり得る。例えば、血小板減少症は、一般に、血小板産生
の減少、血小板破壊の増加、血小板の消費、脾機能亢進（すなわち、肥大脾）または低温
症に起因する血小板の捕捉／隔離、および／または一定の薬物適用の副作用（すなわち、
薬剤誘発性血小板減少症）に起因し得る。さらに、特発性の血小板減少症は特に小児で起
こり、一過性のものはウイルス感染後に起こり得（例えば、エプスタイン・バーウイルス
または伝染性単核球症）、妊婦はしばしば分娩間近に軽度の血小板減少症を発症し得る。
【０１７５】
　血小板産生の減少（すなわち、産生の縮小または欠損）に関連する先天性の状態の例に
は、ヴィスコット・オールドリッチ症候群、チアジドの母体摂取、先天性無巨核球性血小
板減少症、血小板減少橈骨欠損症候群、ファンコニー貧血、ベルナール・スーリエ症候群
、メイ・ヘグリン異常、グレイ血小板症候群、アルポート症候群、および新生児風疹が含
まれる。血小板産生の減少に関連する後天性状態の例には、再生不良性貧血、骨髄異形成
症候群（ｍｙｅｏｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、骨髄浸潤（例えば、
急性および慢性白血病、腫瘍、骨髄癌）、リンパ腫、栄養欠乏（例えば、Ｂ１２、葉酸）
、骨髄抑制薬の使用、血小板産生に直接影響を及ぼす薬剤の使用（例えば、チアジド、ア
ルコール、ホルモン）、放射線被曝（例えば、放射線療法）、有毒化学物質への曝露（例
えば、殺虫剤、ヒ素、ベンゼン）、肝不全、細菌性敗血症、および一定のウイルス感染に
おける肝臓によるトロンボポエチン産生の減少（例えば、水疱、ムンプス、パルボウイル
ス、麻疹、デング熱、ＨＩＶ、ＨＣＶ）が含まれる。
【０１７６】
　末梢性血小板破壊の増加に関連する先天性状態の例には、非免疫状態（早熟、胎児赤芽
球症、感染など）および免疫状態（薬物過敏症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、
および母性ＩＴＰなど）が含まれる。末梢性血小板破壊の増加に関連する後天性状態の例
には、浸潤性のラインおよびデバイス（例えば、動脈カテーテルまたは中心静脈カテーテ
ル）、大動脈内バルーンポンプ、人工心臓弁、およびヘパリン関連治療の使用に加えて、
非免疫状態（溶血性尿毒症症候群、播種性血管内凝固症候群、血栓性血小板減少性紫斑病
（ＴＴＰ）など）、免疫状態（薬物誘導性血小板減少症（ｔｈｒｏｍｐｏｃｙｔｏｐｅｎ
ｉａ）（例えば、特にキニーネおよびキニジンによる）、輸血後紫斑、全身性エリテマト
ーデス、関節リウマチ、新生児自己免疫性血小板減少症、発作性夜間血色素尿症、急性お
よび慢性ＩＴＰ、敗血症、およびアルコールなど）が含まれる。
【０１７７】
　薬物適用誘導性血小板減少症は、特に、当該分野で公知の一定の薬物（化学療法薬、非
ステロイド性抗炎症薬、スルホンアミド、バンコマイシン、クロピドグレル、糖タンパク
質ＩＩｂ／ＩＩＩａインヒビター、インターフェロン、バルプロ酸、アブシキシマブ、リ
ネゾリド、ファモチジン、メベベリン、ヒスタミン遮断薬、アルキル化剤、ヘパリン、ア
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ルコール、抗菌性化学療法薬、カルバペネム、ウレイド－ペニシリン、セファゾリンなど
）に起因し得る。化学療法薬の特定の例には、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、カルボプラチ
ン、プロカルバジン、メクロレタミン、シクロホスファミド、カンプトセシン、イフォス
ファミド、メルファラン、クロラムブシル、ブスルファン、ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓ
ｕｒｅａ）、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プ
リコマイシン、マイトマイシン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシフェン、ラロキシフ
ェン、エストロゲン受容体結合剤、タキソール、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｅｎ
）、ナベルビン、ファルネシル－タンパク質トランスフェラーゼインヒビター、トランス
白金、５－フルオロウラシル、ビンクリスチン、ビンブラスチン、およびメトトレキサー
ト、テモゾロミド（Ｔｅｍａｚｏｌｏｍｉｄｅ）（ＤＴＩＣの水性形態）、または上記の
任意のアナログまたは誘導バリアントが含まれるが、これらに限定されない。
【０１７８】
　本発明は、一般に、血小板新生有効濃度の短縮および／またはバリアントチロシル－ｔ
ＲＮＡシンテターゼポリペプチドまたはその修飾ポリペプチドを含む組成物の被験体への
投与による、被験体（とりわけ当該分野で公知の本明細書中に提供した１つまたは複数の
例示的疾患または状態を有する被験体など）における血小板減少症（すなわち、血小板数
の減少）の処置またはその発症リスクの低減方法に関する。本発明の実施形態は、血小板
数が低減、減少、異常、または低い被験体において血小板数を増加または改善するだけで
なく、低血小板数の発症リスクのある被験体において正常な血小板数を維持することも意
図する処置方法を含む。一定の実施形態はまた、血小板ドナー（別の健康なドナー（すな
わち、血小板数が正常なドナー）が含まれる）において血小板数を増加させるためのＹＲ
Ｓポリペプチドの使用（血小板の供与またはアフェレーシス過程の前、間、および／また
は後のドナーへのＹＲＳポリペプチドの投与など）を意図する。
【０１７９】
　したがって、一定の実施形態は、血小板新生有効濃度の短縮および／またはチロシル－
ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドまたはその修飾ポリペプチドを含む組成物を被験体に
投与し、それにより、被験体における血小板数が増加する工程を含む、被験体において血
小板数を増加させる方法を含む。他の実施形態は、血小板新生有効濃度の短縮および／ま
たはバリアントチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物を被験体に投
与する工程を含む、被験体における正常な血小板数を維持する方法を含む（被験体が低血
小板数を発症するリスクがある場合など）。一定の実施形態は、血小板新生有効濃度の短
縮および／またはバリアントチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを含む組成物
の被験体への投与などによる、被験体における血小板新生を刺激する方法を含むことがで
きる。一定の態様では、被験体は、血小板数が減少しているか、低下しているか、異常で
ある（血小板数約１００，０００／ｍｍ３以下など）。一定の態様では、本明細書中に提
供したＹＲＳポリペプチドを使用して、被験体における巨核球および／または好中球の増
殖および／または分化を刺激することができる。
【０１８０】
　血小板数が減少した被験体は、血小板減少症に関連する他の問題（出血または打撲傷、
出血、胃腸管出血、鼻出血（ｅｐｔｉｓｔａｘｉｓ）（すなわち、鼻血）、または頭蓋内
出血（すなわち、脳内出血）など）を発症するリスクもあり得る。１つの特定の例として
、血小板減少症を伴う敗血症患者は出血が増加する。したがって、本発明の一定の態様は
、本明細書中に提供した血小板新生性組成物を使用して、特に、これらの血小板減少症に
関連する問題の型の発症リスクを低減することができる。他の態様では、被験体は、血小
板レベルの低下に関連する後天性状態（例えば、特に、一定の医学療法、白血病）などに
由来する血小板数の低減、低下、そうでなければ異常の発症リスクがあり得る。
【０１８１】
　一定の態様では、本明細書中に記載の処置方法を他の治療様式とは無関係に使用するこ
とができ、この処置方法は、血小板減少性状態を管理し、そして／または血小板減少症を
発症するだけでなく、これに関連する他の医学的問題（出血など）を発症するリスクを低
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減することに応じた唯一または基本的な治療様式であり得る。例えば、根本にある原因が
知られていない血小板減少症（例えば、特発性血小板減少性紫斑病）を有する被験体は、
血小板レベルを増加および／または管理するための本明細書中に提供した処置方法から恩
恵を受け得る。
【０１８２】
　一定の態様では、本発明の方法および組成物を、併用療法の一部（被験体における血小
板新生経路および／または造血経路を刺激することができる他の薬剤の投与などによる）
として使用することができる。併用療法の一部として使用することができる他の薬剤の例
には、トロンボポエチン（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｅｔｉｎ）、サイトカイン（例えば、ＩＬ
－１１）、ケモカイン、および／または血小板新生または造血に関与する成長因子（生物
学的に活性なフラグメントまたはそのバリアントが含まれる）が含まれる。
【０１８３】
　一定の態様では、本発明の方法を、他の治療方法（血小板減少症に関連する状態に原因
する基礎状態の処置に関与する治療方法など）と併せて使用することができる。例えば、
先天性無巨核球性血小板減少症（ＣＡＭＴ）を有する被験体は、最終的に骨髄移植手順を
受けることができるが、正常範囲内に血小板レベルを増強し、そして／または血小板レベ
ルを維持するための本明細書中に提供した個別の処置からも恩恵を受け得る。本発明の血
小板新生性ポリペプチドを、この観点および類似の観点で使用することができる。
【０１８４】
　一定の態様では、本明細書中に提供した方法を、受けている他の内科処置（血小板減少
症を生じるか、血小板減少症の発症リスクが増加する処置など）と併せて被験体に使用す
ることができる。例えば、本明細書中に提供した方法を、放射線療法、化学療法、または
他の処置型（本明細書中に記載され、且つ当該分野で公知の種々の薬学的処置型が含まれ
る）を受けている被験体、受けようとしている被験体、および／または受けた被験体に使
用することができる。これは、かかる処置が被験体における血小板数を低減することが公
知であるからである。したがって、本明細書中に提供した方法を、他の内科処置の前、間
、および／または後に使用して、かかる処置に起因する血小板減少症の発症リスクを低減
し、そして／またはかかる処置に起因する血小板減少症を管理または改善することができ
る。
【０１８５】
　一定の実施形態では、本明細書中に提供した方法を使用して、本明細書中に記載され、
且つ当該分野で公知のかかる特定の状態に関連する血小板減少性の（ｔｈｒｏｍｐｏｃｙ
ｔｏｐｅｎｉｃ）症状を予防的に処置するか管理することができる。
【０１８６】
　巨核球前駆細胞の刺激および使用方法
　本発明のＹＲＳポリペプチドを使用して、巨核球前駆細胞（初期前駆細胞（すなわち、
巨核球系譜の最も原始的な系譜制限前駆体）が含まれる）の成長を刺激することもできる
。造血幹細胞の培養物をチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドと初期巨核球前駆
細胞を増殖させるのに十分な期間インキュベートし、それにより、初期巨核球前駆細胞の
増殖を刺激する工程を含む、初期巨核球前駆細胞の増殖を刺激する方法が含まれる。これ
らおよび関連する実施形態では、本発明のＹＲＳポリペプチドを、精製ＨＳＣ（特に、精
製ＨＳＣ、全骨髄培養物（例えば、骨髄移植用）、臍帯血、または造血移植治療で使用さ
れる他の培養物型）とインキュベートすることができる。かかる方法により、初期巨核球
前駆細胞が富化された培養物を得ることができる。本発明のＹＲＳポリペプチドを被験体
に直接投与して（ｉｎ　ｖｉｖｏ）、被験体中での初期巨核球前駆体の増殖を刺激するこ
ともできる。
【０１８７】
　「造血幹細胞（ＨＳＣ）」は、一般に、血球型（骨髄細胞系譜（例えば、単球およびマ
クロファージ、好中球、好塩基球、好酸球、赤血球、巨核球／血小板、樹状細胞）、リン
パ系細胞系譜（例えば、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞）、および当該分野で公知の他の系譜
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が含まれる）を生じる多能性または多分化能性「幹細胞」のいずれかに関する。「幹細胞
」を、典型的には、複数の細胞型を形成する能力（すなわち、多分化能）および自己再生
する能力によって定義する。しかし、一定の実施形態では、少能性および単能性前駆体を
含めることができる。「造血」は、一般に、ＨＳＣからの特定の専門化された血球の細胞
分化または形成の過程に関する。
【０１８８】
　ＨＳＣを、当該分野で公知の技術にしたがって得ることができる。例えば、ＨＳＣを、
成体の骨髄（大腿骨、臀部、肋骨、胸骨、および他の骨が含まれる）中に見出すことがで
きる。ＨＳＣを、針およびシリンジを使用した臀部からの取り出しまたはしばしば細胞の
骨髄区画からの放出を誘導するサイトカイン（Ｇ－ＣＳＦ（顆粒球コロニー刺激因子）な
ど）での前処置後の血液からの取り出しによって直接得ることができる。臨床的使用およ
び科学的使用のための他の供給源には、臍帯血、胎盤、および動員末梢血が含まれる。実
験のために、動物の胎児肝臓、胎児脾臓、およびＡＧＭ（大動脈・性腺・中腎）も有用な
ＨＳＣ供給源である。
【０１８９】
　ＨＳＣを、一定の表現型マーカーまたは遺伝子型マーカーにしたがって同定することが
できる。例えば、ＨＳＣを、その小さなサイズ、系譜（ｌｉｎ）マーカーの欠如、ローダ
ミン１２３（ローダミンＤＵＬＬ、ｒｈｏｌｏとも呼ばれる）またはＨｏｅｃｈｓｔ３３
３４２などの生体染色色素での染色の低さ（側面の集団）、およびその表面上の種々の抗
原性マーカーの存在（その多くが一連の表面抗原分類に属する（例えば、ＣＤ３４、ＣＤ
３８、ＣＤ９０、ＣＤ１３３、ＣＤ１０５、ＣＤ４５、およびｃ－ｋｉｔ（幹細胞因子の
受容体）））によって同定することができる。ＨＳＣは、主に、系譜分化を検出するため
に典型的に使用されるマーカーに対して陰性である。したがって、しばしばｌｉｎ（－）
細胞という。ほとんどのヒトＨＳＣを、ＣＤ３４＋、ＣＤ５９＋、Ｔｈｙ１／ＣＤ９０＋

、ＣＤ３８ｌｏ／－、Ｃ－ｋｉｔ／ＣＤ１１７＋、およびｌｉｎ（－）と特徴づけること
ができる。しかし、一定のＨＳＣがＣＤ３４－／ＣＤ３８－であるので、全ての幹細胞が
これらの組み合わせの対象とされるわけではない。また、いくつかの研究により、最初期
の幹細胞が表面上にｃ－ｋｉｔを欠き得ることが示唆されている。ヒトＨＳＣについて、
ＣＤ３４＋およびＣＤ３４－ＨＳＣの両方がＣＤ１３３＋であることが示されているので
、ＣＤ１３３は初期マーカーを意味し得る。
【０１９０】
　フローサイトメトリー（すなわち、ＦＡＣＳ）によるｌｉｎ（－）ＨＳＣの精製のため
に、一連の成熟血液－系譜マーカー抗体を使用してｌｉｎ（＋）細胞または後期多分化能
性前駆体（ＭＰＰ）を枯渇させることができる（例えば、特に当該分野で公知のヒト骨髄
性細胞についてのＣＤ１３およびＣＤ３３に対する抗体、ヒト赤血球系細胞についてのＣ
Ｄ７１に対する抗体、ヒトＢ細胞についてのＣＤ１９に対する抗体、ヒト巨核球細胞につ
いてのＣＤ６１に対する抗体、単球についてのＭａｃ－１（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８）に対
する抗体、顆粒球についてのＧｒ－１に対する抗体、Ｔ細胞についてのＩｌ７Ｒａ、ＣＤ
３、ＣＤ４、ＣＤ５、およびＣＤ８に対する抗体が含まれる）。他の精製方法が当該分野
で公知である（細胞表面分子の「リンパ球活性化シグナル伝達分子」（ＳＬＡＭ）ファミ
リーの特定のサインを使用する方法など）。
【０１９１】
　臍帯血、骨髄、末梢血、または他の供給源から得たかこれらに存在するＨＳＣを、必要
に応じて血清を含むか含まない任意の適切な市販または自作の培地中で成長させるか拡大
することができる（例えば、Ｈａｒｔｓｈｏｒｎら、Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
ｆｏｒ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｐａｇｅｓ　２２１－２２４，Ｒ．Ｓｍｉｔｈ，
Ｅｄｉｔｏｒ；Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ，２００７（その全体が本明
細書中で参考として援用される）を参照のこと）。例えば、一定の実施形態では、無血清
培地はアルブミンおよび／またはトランスフェリンを使用することができ、これらは、無
血清培地中でのＣＤ３４＋細胞の成長および拡大に有用であることが示されている。また
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、サイトカイン（特に、Ｆｌｔ－３リガンド、幹細胞因子（ＳＣＦ）、およびトロンボポ
エチン（ＴＰＯ）など）を含めることができる。ＨＳＣを、バイオリアクターなどの容器
中で成長させることもできる（例えば、Ｌｉｕら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１２４：５９２－６０１，２００６（その全体が本明細書中で参考とし
て援用される）を参照のこと）。ＨＳＣのｅｘ　ｖｉｖｏ拡大に適切な培地はまた、例え
ば、リンパ組織の脱凝集に由来し得、ＨＳＣおよびその子孫のｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｅｘ　
ｖｉｖｏ、およびｉｎ　ｖｉｖｏでの維持、成長、および分化を支持することが示されて
いるＨＳＣ支持細胞（間質細胞（例えば、リンパ細網間質細胞）など）を含むことができ
る。
【０１９２】
　ＨＳＣの成長または拡大を、当該分野で公知の日常的技術にしたがってｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで測定することができる。例えば、ＷＯ２００８／０７３７４８
号（これらの方法について本明細書中で参考として援用される）は、ＨＳＣのｉｎ　ｖｉ
ｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏ拡大を測定し、ＨＳＣの成長／拡大と潜在的に異種の集団（
例えば、骨髄）中の他の細胞（中期前駆細胞など）の成長／拡大とを区別する方法を記載
している。成長または拡大させる投与またはインキュベーション工程をｉｎ　ｖｉｖｏ、
ｅｘ　ｖｉｖｏ、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏで行い得るが、一定の実施形態では、ＨＳＣの
ｅｘ　ｖｉｖｏ処置中に投与またはインキュベーションを行う。
【０１９３】
　巨核球前駆細胞（例えば、初期、中期、後期など）の成長または増殖を、当該分野で公
知であり、且つ本明細書中に記載の日常的技術にしたがって測定することもできる（例え
ば、実施例１０を参照のこと）。例えば、他の特徴のうちで特に、初期巨核球前駆体を免
疫染色によってＬｉｎ－ｃ－Ｋｉｔ＋ＣＤ４１＋と同定し、後期巨核球前駆体をＬｉｎ－

ｃ－Ｋｉｔ－ＣＤ４１＋と同定することができる（例えば、Ｐｅｒｅｚら、ＰＬｏＳ　Ｏ
ＮＥ．３：ｅ３５６５，２００８；およびＬｅｆｅｂｖｒｅら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｈｅｍａｔｏｔｈｅｒａｐｙ　＆　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．９：９１３
－９２１，２０００（それぞれその全体が参考として援用される）を参照のこと）。
【０１９４】
　「臍帯血」または「臍帯の血液」は、一般に、新生児に由来し、臍帯が早熟にクランプ
されていない場合に新生児循環血に戻る相対的に少量の血液（約１８０ｍＬまで）に関す
る。臍帯血はＨＳＣが豊富であり、当該分野で公知の技術にしたがってその後の使用のた
めに採取および保存することができる（例えば、米国特許第７，１４７，６２６号および
同第７，１３１，９５８号（かかる方法について本明細書中で参考として援用される）を
参照のこと）。また、臍帯を最終的にクランプしない場合、冷気との相互作用の際に生理
学的クランピングが起こり、ここで、ワルトンの膠様質と呼ばれる内部ゼラチン状物質が
臍帯動脈および臍帯静脈の周囲で膨潤する。にもかかわらず、ワルトンの膠様質は依然と
してＨＳＣの供給源としての機能を果たすことができる。
【０１９５】
　上述のように、「ｅｘ　ｖｉｖｏ」は、一般に、生物の外部で起こる活動（生物の外部
の人工的環境下で生体組織中または生体組織上で行われる実験または測定（天然の条件の
変更を最小にするのが好ましい）など）に関する。最も一般には、「ｅｘ　ｖｉｖｏ」手
順は、生きている細胞または組織を生物から採取し、実験装置中にて通常は滅菌条件下で
環境に応じて典型的には数時間から約２４時間まで（しかし、４８時間または７２時間ま
でが含まれる）培養することを含む。一定の実施形態では、かかる組織または細胞を回収
および凍結し、後にｅｘ　ｖｉｖｏ処置のために解凍することができる。生きている細胞
または組織を使用した数日間より長く続く組織培養実験または手順を典型的には「ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ」と見なすが、一定の実施形態では、この用語をｅｘ　ｖｉｖｏと交換可能に
使用することができる。
【０１９６】
　用語「ｅｘ　ｖｉｖｏ投与」、「ｅｘ　ｖｉｖｏ処置」、または「ｅｘ　ｖｉｖｏ治療
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用途」は、一般に、１つまたは複数の生物、細胞、または組織を生きているか最近死亡し
た被験体から得、任意選択的に精製／富化し、幹細胞を拡大するための処置または手順（
例えば、細胞を本発明の組成物とインキュベートして所望の細胞（ＨＳＣまたは巨核球前
駆体など）の拡大を増強させる工程を含むｅｘ　ｖｉｖｏ投与工程）に曝露し、次いで、
最適な処置または手順後に同一または異なる生きている被験体に投与する医学的手順に関
する。一例として、血小板減少症を、巨核球前駆細胞の注入によって緩和することができ
る（例えば、Ｄｅ　Ｂｒｕｙｎら、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　Ｄｅｖ．１４：４１５－２４
，２００５（本明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。
【０１９７】
　かかるｅｘ　ｖｉｖｏでの治療的適応はまた、本発明のＹＲＳポリペプチドを器官、細
胞、または組織の投与前、投与中、または投与後に生きている被験体に１回または複数回
投与することなどによる任意選択的なｉｎ　ｖｉｖｏ処置または手順を含むことができる
。当該分野で周知の技術にしたがって、これらの実施形態には局所投与および全身投与の
両方が意図される。被験体へのＹＲＳポリペプチドの投与量は、被験体の特徴（全体的な
健康、年齢、性別、体重、および薬物耐性など）ならびにポリペプチドおよび／または細
胞移植に対する程度、重症度、および反応型に依存するであろう。
【０１９８】
　ＣＸＣＲ－２発現細胞の刺激
　一定の実施形態は、ＹＲＳポリペプチドがＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を刺激すること
ができるという発見に関する。ＣＸＣＲ－２は、広範な種々の細胞型（好中球および他の
免疫細胞が含まれる）上で発現するＣＸＣケモカイン受容体ファミリーのメンバーである
。ＣＸＣケモカイン受容体は、ＣＸＣケモカインファミリーのサイトカインに特異的に結
合して応答する膜内在性タンパク質である。これらのＣＸＣベースの受容体は、ケモカイ
ン受容体の１つのサブファミリー（Ｇタンパク質結合型受容体の巨大なファミリー）を示
し、７回膜貫通受容体とも呼ばれる。現在、哺乳動物において７つの公知のＣＸＣケモカ
イン受容体が存在する（ＣＸＣＲ１～ＣＸＣＲ７と命名されている）。ＣＸＣＲ－２（お
よび高度に関連するＣＸＣＲ－１）は、そのＣ－Ｘ－Ｃモチーフのすぐ隣に存在するＥ－
Ｌ－Ｒアミノ酸モチーフを保有するＣ－Ｘ－Ｃケモカインを認識する周知の受容体である
。ＣＸＣＬ８（すなわち、インターロイキン－８）およびＣＸＣＬ６はヒトでは共にＣＸ
ＣＲ１に結合することができる一方で、全ての他のＥＬＲモチーフ陽性ケモカイン（ＣＸ
ＣＬ１～ＣＸＣＬ７など）は、ＣＸＣＲ２のみに結合する（例えば、Ｔｓａｉら、Ｃｅｌ
ｌ　１１０：３７３－３８３，２００２；およびＰｅｌｕｓら、Ｅｘｐ　Ｈｅｍａｔｏｌ
．３４：１０１０－２０，２００６（それぞれその全体が参考として援用される）を参照
のこと）。上述のように、ＣＸＣＲ－２は好中球表面上に発現し、好中球遊走で役割を果
たし得る（例えば、Ｒｉｏｓ－Ｓａｎｔｏｓら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ａｎｄ　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
　１７５：４９０－４９７，２００７（その全体が参考として援用される）を参照のこと
）。
【０１９９】
　したがって、他の生物学的に関連する経路の間の細胞のシグナル伝達および細胞遊走（
例えば、好中球のシグナル伝達／遊走）におけるＣＸＣＲ－２の役割を考慮すると、一定
の実施形態は、細胞をチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドと接触させ、それに
よりＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を刺激する工程を含む、ＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走を
刺激する方法を含む。
【０２００】
　肺疾患および使用方法
　本発明の実施形態はまた、ＹＲＳポリペプチドによって肺疾患（慢性閉塞性肺疾患（Ｃ
ＯＰＤ）など）の処置において利点を得ることができるという予想外の発見に関する。こ
れに関して、循環系から肺への好中球遊走は、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）に関与する
（例えば、Ｒ．Ａ．Ｓｔｏｃｋｌｅｙ，Ｃｈｅｓｔ　１２１：１５１Ｓ－１５５Ｓ，２０
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０２（その全体が参考として援用される）を参照のこと）。上述のように、ＣＸＣＲ－２
は、好中球表面上に発現し、好中球遊走で役割を果たし得る（例えば、Ｒｉｏｓ－Ｓａｎ
ｔｏｓら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ａｎｄ
　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１７５：４９０－４９７，２００７
（その全体が参考として援用される）を参照のこと）。好中球におけるＣＸＣＲ－２シグ
ナル伝達は特に異物（刺激物質、細菌、リポ多糖（ＬＰＳ）など）に応答した一定の組織
（肺など）へのその遊走に関与するので、このシグナル伝達は種々の病的状態（ＣＯＰＤ
など）に関与し得る。
【０２０１】
　本発明のＹＲＳポリペプチドがＣＸＣＲ－２シグナル伝達および多形核（ＰＭＮ）細胞
遊走に影響を及ぼすという所見を考慮して（例えば、実施例７および８を参照のこと）、
これらのポリペプチドは肺疾患（ＣＯＰＤなど）の処置または管理で有用であり得ると考
えられる。例えば、いかなる理論に拘束されることも望まないが、ＹＲＳポリペプチドを
使用して、循環好中球を種々の刺激物質またはアレルゲンに対して脱感作し、それにより
、これらの免疫細胞の肺への遊走を低減することができる（例えば、実施例９を参照のこ
と）。それ故、一定の実施形態は、肺の炎症またはＣＯＰＤを有する被験体に有効濃度の
チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを投与し、それにより、被験体におけるＣ
ＯＰＤおよび／またはその症状を低減する工程を含む、肺の炎症および／または肺疾患（
ＣＯＰＤなど）を処置または管理（例えば、その合併症の低減）する方法に関する。しば
しば、免疫細胞の脱感作では、複数の投与（１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
回など）、典型的には所定の頻度（１日、１週間、１ヶ月あたりの投与数など）が必要で
ある。
【０２０２】
　ＣＯＰＤは、一般に、気流を遮断し、罹患個体が正常に呼吸するのを段階的に困難にす
る肺疾患群をいう。気腫および慢性気管支炎は、ＣＯＰＤ疾患群内の２つの主要な状態で
あるが、ＣＯＰＤはまた、当該分野で公知の他の状態のうちで、慢性喘息性気管支炎に原
因する障害をいうことができる。全ての場合において、気道の障害は、最終的に肺内の酸
素と二酸化炭素との交換を妨害する。処置は主に症状の抑制およびさらなる障害の最小化
に焦点を合わせる。
【０２０３】
　気腫はＣＯＰＤの１つの態様を示す。気腫によって脆弱な肺胞壁内に炎症を起こし、い
くつかの肺胞壁および弾性線維が破壊され、呼息の際に末梢気道が崩壊し、肺からの気流
が損われ得る。気腫の徴候および症状には、例えば、息切れ（特に身体活動中）、喘鳴、
および胸部絞扼感が含まれる。
【０２０４】
　慢性気管支炎は、ＣＯＰＤの別の態様を示す。慢性気管支炎は継続的な咳によって特徴
づけられ、気管支の炎症および狭窄を引き起こす。この状態は粘液産生の増加も引き起こ
し、狭窄した気管をさらに遮断し得る。慢性気管支炎は主に喫煙者で起こり、典型的には
、２年間にわたって１年間に少なくとも３ヶ月間継続する咳と定義される。慢性気管支炎
の徴候および症状には、例えば、特に喫煙者についての起き抜けの咳払い、黄色味がかっ
た痰を生じる慢性の咳、後期の息切れ、および頻繁な呼吸器感染が含まれる。
【０２０５】
　上述のように、ＣＯＰＤは、主に、２つの上記の慢性肺状態に起因する肺の閉塞をいう
。しかし、ＣＯＰＤに罹患した多数の個体はこれらの状態の両方を有する。
【０２０６】
　慢性喘息性気管支炎は、ＣＯＰＤの別の態様を示す。慢性喘息性気管支炎は、通常、喘
息と組み合わせた慢性気管支炎（気管支痙攣）として特徴づけられる。炎症性および感染
性分泌物が気道内の平滑筋を刺激する場合に喘息が起こり得る。症状は慢性気管支炎の症
状に類似しているが、断続的な（すなわち、日常的な）喘鳴も伴う。
【０２０７】
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　主に、ＣＯＰＤは最終的にタバコの煙および他の刺激物質に原因する。ほとんどの場合
、ＣＯＰＤを引き起こす肺障害は長期喫煙に原因する。しかし、他の刺激物質がＣＯＰＤ
を引き起こし得る（タバコの煙、副流煙、パイプの煙、大気汚染、および一定の職業上の
煙霧が含まれる）。胃酸が食道に逆流する場合に起こる胃食道逆流疾患（ＧＥＲＤ）は、
個体によってはＣＯＰＤを悪化させるだけでなく、その原因ともなり得る。稀に、ＣＯＰ
Ｄは、α－１－抗トリプシンと呼ばれるタンパク質を低レベルにする遺伝的障害に起因す
る。それ故、ＣＯＰＤのリスク因子には、タバコの煙への曝露、粉塵および化学物質への
職業被曝（化学的煙霧、蒸気、および粉塵への長期曝露によって肺が刺激され、炎症を起
こす）、胃食道逆流疾患（重篤な酸逆流形態－酸および他の胃内容物の食道への逆流）、
年齢（ＣＯＰＤは長期間にわたってゆっくり発症するので、ほとんどの患者は症状が出始
めた時に少なくとも４０歳である）、および遺伝学（α－１－抗トリプシン欠損症として
公知の稀な遺伝的障害は、ＣＯＰＤの少数の症例の原因である）が含まれる。
【０２０８】
　ＣＯＰＤの合併症には、特に、当該分野で公知の呼吸器感染、高血圧、心臓障害（例え
ば、心臓発作）、肺癌（慢性気管支炎に罹患した喫煙者は、慢性気管支炎に罹患していな
い喫煙者よりも肺癌発症リスクが高い）、および鬱病が含まれ得る。
【０２０９】
　ＣＯＰＤに罹患している被験体を、当該分野で公知の日常的な診断技術にしたがって同
定することができる。例えば、肺機能試験（肺活量測定など）は、肺内に空気を保持でき
る量および個体が肺から空気を吐き出すことができる速度を測定する。肺活量測定により
、症状が現れる前にＣＯＰＤを検出することができ、これを使用して疾患の進行を追跡し
、処置をモニタリングすることもできる。さらに、胸部Ｘ線は気腫（ＣＯＰＤの主要な原
因の１つ）を示し、他の肺障害または心不全を除外することもできる。さらに、動脈血ガ
ス分析は、肺が酸素を血液中に運搬し、二酸化炭素を除去する効率（ＣＯＰＤの兆候が得
られる）を測定する。喀痰検査（すなわち、痰中の細胞の分析）は、一定の肺障害の原因
を同定し、一定の肺癌を除外するのに役立ち得る。また、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）
スキャンにより、内部器官の非常に詳細な画像が得られ、気腫、したがってＣＯＰＤの検
出に役立ち得る。
【０２１０】
　本明細書中の他の場所に記載のように、ＣＯＰＤ（またはＣＯＰＤのリスクのある）被
験体へのＹＲＳポリペプチドの投与量は、被験体の特徴（全体的な健康、年齢、性別、体
重、および薬物耐性など）ならびにポリペプチドに対する程度、重症度、および反応型に
依存するであろう。
【０２１１】
　処方物および薬学的組成物
　本発明の組成物は、単独または１つまたは複数の他の治療方法と組み合わせた細胞また
は動物への投与のための薬学的に許容可能なまたは生理学的に許容可能な溶液中に処方さ
れたチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（その短縮物および／またはバリアン
トが含まれる）を含む。必要に応じて、本発明の組成物を他の薬剤（例えば、他のタンパ
ク質またはポリペプチドまたは種々の薬学的に活性な薬剤など）とも組み合わせて投与す
ることができることも理解されるであろう。さらなる薬剤が血小板新生効果または達成す
ることが望まれる他の効果に悪影響を及ぼさない場合、実質上は組成物中に含めることも
できる他の成分に制限はない。
【０２１２】
　本発明の薬学的組成物では、薬学的に許容可能な賦形剤およびキャリア溶液の処方は当
業者に周知であり、種々の処置レジメン（例えば、経口、非経口、静脈内、鼻腔内、およ
び筋肉内の投与および処方が含まれる）で本明細書中に記載の特定の組成物の使用に適切
な投与および処置レジメンの開発も同様である。
【０２１３】
　一定の適用では、本明細書中に開示の薬学的組成物を、経口投与を介して被験体に送達
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させることができる。そのようなものとして、これらの組成物を不活性希釈剤または吸収
性可食キャリアを使用して処方することができるか、硬ゼラチンカプセルまたは軟ゼラチ
ンカプセルに封入することができるか、打錠することができるか、食品と共に直接組み込
むことができる。
【０２１４】
　一定の環境では、例えば、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本明細書中で参
考として具体的に援用される）に記載のように、本明細書中に開示の薬学的組成物を、非
経口、静脈内、筋肉内、またはさらに腹腔内に送達することが望ましいであろう。遊離塩
基または薬学的に許容可能な塩としての活性化合物の溶液を、界面活性剤（ヒドロキシプ
ロピルセルロースなど）と適切に混合した水中に調製することができる。グリセロール、
液体ポリエチレングリコール、およびその混合物中および油中に分散液を調製することも
できる。通常の保存および使用条件下で、これらの調製物は、微生物成長を防止するため
の防腐剤を含む。
【０２１５】
　注射に適切な薬学的形態には、滅菌水溶液または分散液、および滅菌注射液または分散
液の即時調製のための滅菌粉末が含まれる（米国特許第５，４６６，４６８号（その全体
が本明細書中で参考として具体的に援用される））。全ての場合、形態は無菌であるべき
であり、シリンジでの取り扱いが容易な範囲の流動性を示すべきである。製造および保存
条件下で安定であるべきであり、微生物（細菌および真菌など）の夾雑作用から保護され
るべきである。キャリアは、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、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）、その適切な混合
物、および／または植物油を含む溶媒または分散媒であり得る。例えば、コーティング（
レシチンなど）の使用、分散液の場合の必要な粒径の維持、および界面活性剤の使用によ
って適切な流動性を保持することができる。微生物作用からの保護を、種々の抗菌薬およ
び抗真菌薬（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、およびチ
ロメサールなど）によって容易にすることができる。多くの場合、等張剤（例えば、糖ま
たは塩化ナトリウム）を含めることが好ましいであろう。組成物中の吸収遅延剤（例えば
、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）の使用によって注射用組成物を長期吸
収させることができる。
【０２１６】
　水溶液での非経口投与のために、例えば、必要に応じて溶液を適切に緩衝化し、希釈液
を最初に十分な生理食塩水またはグルコースを使用して等張にすべきである。これらの特
定の水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下、および腹腔内への投与に特に適切である。これに
関連して、使用することができる滅菌水媒体は、本開示を考慮すると当業者に公知であろ
う。例えば、１投薬量を１ｍｌの等張ＮａＣｌ液に溶解し、１０００ｍｌの皮下注入液に
添加するか、提案された注入部位に注射することができる（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，
ｐｐ．１０３５－１０３８　ａｎｄ　１５７０－１５８０を参照のこと）。処置を受ける
被験体の状態に応じて、投薬量をいくらか変動させる必要があるであろう。投与を担当す
る者は、いずれにしても、各被験体に適切な用量を決定するであろう。さらに、ヒトへの
投与のために、調製物は、ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　ｓｔａｎ
ｄａｒｄｓが要求する無菌性、発熱性、一般的な安全性、および純度の基準をみたすべき
である。
【０２１７】
　滅菌注射液を、必要量の活性化合物を上記列挙の種々の他の成分と共に適切な溶媒中に
組み込み、必要に応じてその後に濾過滅菌することによって調製することができる。一般
に、基剤の分散媒および上記列挙の成分由来の必要な他の成分を含む滅菌ビヒクルに種々
の滅菌有効成分を組み込むことによって分散液を調製する。滅菌注射液の調製のための滅
菌粉末の場合、好ましい調製方法は、予め濾過滅菌したその溶液から有効成分および任意
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のさらなる所望の成分の粉末が得られる真空乾燥技術および凍結乾燥技術である。
【０２１８】
　本明細書中に開示の組成物を、天然の形態または塩形態で処方することができる。薬学
的に許容可能な塩には、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基を使用して形成させた）お
よび無機酸（例えば、塩酸またはリン酸など）または有機酸（酢酸、シュウ酸、酒石酸、
マンデル酸など）を使用して形成させた酸付加塩が含まれる。遊離カルボキシル基を使用
して形成させた塩はまた、無機塩基（例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カ
ルシウム、または水酸化第二鉄など）および有機塩基（イソプロピルアミン、トリメチル
アミン、ヒスチジン、およびプロカインなど）から誘導することができる。処方の際、溶
液を、投薬処方物と適合する様式および治療に有効な量などで投与するであろう。処方物
を、種々の投薬形態（注射液および薬物放出性カプセルなど）で容易に投与する。
【０２１９】
　本明細書中で使用する場合、「キャリア」には、任意および全ての溶媒、分散媒、ビヒ
クル、コーティング、希釈剤、抗菌薬および抗真菌薬、等張剤および吸収遅延剤、緩衝液
、キャリア液、懸濁液、およびコロイドなどが含まれる。薬学的に活性な物質のためのか
かる媒質および薬剤の使用は当該分野で周知である。任意の従来の媒質または薬剤が有効
成分と不適合な場合を除き、治療組成物中でのその使用が意図される。補足的有効成分を
、組成物に組み込むこともできる。
【０２２０】
　句「薬学的に許容可能な」は、ヒトに投与した場合にアレルギー性反応または類似の有
害な反応を引き起こさない分子的実体および組成物をいう。有効成分としてタンパク質を
含む水性組成物の調製は当該分野で十分に理解されている。典型的には、かかる組成物を
、注射液（溶液または懸濁液のいずれか）として調製し、注射前に液体によって溶液また
は懸濁液にするのに適切な固体形態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。
【０２２１】
　一定の実施形態では、薬学的組成物を、鼻腔内噴霧、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せることができる。遺伝子、ポリヌクレオチド、および
ペプチド組成物を鼻エアゾールスプレーによって肺に直接送達させる方法は、例えば、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
体が本明細書中で参考として具体的に援用される）に記載されている。同様に、鼻腔内微
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（米国特許第５，７２５，８７１号（その全体が本明細書中で参考として具体的に援
用される））を使用した薬物送達はまた、薬学分野で周知である。同様に、ポリテトラフ
ルオロエチレン支持マトリックスの形態での経粘膜薬物送達は、米国特許第５，７８０，
０４５号（その全体が本明細書中で参考として具体的に援用される）に記載されている。
【０２２２】
　一定の実施形態では、適切な宿主細胞への本発明の組成物の導入のためにリポソーム、
ナノカプセル、微粒子、ミクロスフィア、脂質粒子、および小胞などを使用して送達させ
ることができる。特に、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフェア、またはナノ粒子な
どにカプセル化した本発明の組成物を送達のために処方することができる。公知且つ従来
の技術を使用して、かかる送達ビヒクルを処方および使用することができる。
【０２２３】
　本明細書中に引用した全ての刊行物、特許出願、および交付済み特許を、各刊行物、特
許出願、または交付済み特許が具体的且つ個別に参考として援用されることを示すかのよ
うに本明細書中で参考として援用される。
【０２２４】
　上記発明は本発明を明確に理解することを目的とした例示および例としていくらか詳細
に記載しているが、本発明の教示に照らして、添付の特許請求の範囲の精神または範囲を
逸脱することなく一定の変更形態および修正形態を得ることができることが当業者に容易
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に自明であろう。以下の実施例は、例示のみを目的として提供し、本発明を制限すること
を目的としない。当業者は、変更または修正して本質的に類似の結果を得ることができる
種々の重要でないパラメーターを容易に認識するであろう。
【実施例】
【０２２５】
　実施例１
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの血小板新生の刺激
　血小板新生に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響をｉｎ　ｖｉ
ｖｏで測定した。下記の実験で使用したチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは
、全長ヒトチロシル－ｔＲＮＡのアミノ酸１～３６４を含むＣ末端短縮物である。このＣ
末端短縮ポリペプチドを、８アミノ酸Ｃ末端タグ（３６５－Ｌ－Ｅ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ－Ｈ
－Ｈ－３７２）（配列番号５）に融合した。全長ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの
アミノ酸配列を配列番号１に記載する。
【０２２６】
　血小板新生に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響を測定するた
めに、第１の実験組では、マウスに、３μｇ／ｋｇのＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシン
テターゼポリペプチドを１日２回にて７日間皮下注射した。第２の実験組では、マウスに
、１、３、および１０μｇ／ｋｇのＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプ
チドを１日２回にて７日間注射した。第３の実験組では、マウスに、（ｉ）３および３０
０μｇ／ｋｇのＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを１日２回にて
６日間皮下注射し、（ｉｉ）９０μｇ／ｋｇトロンボポエチン（ＴＰＯ）および（ｉｉｉ
）２５０μｇ／ｋｇ　Ｇ－ＣＳＦを１日１回注射した。
【０２２７】
　上記の第１および第２の実験組について、投与プロトコールの完了の際に各動物の血小
板数を決定した。第３の実験組について、投与プロトコールの終了時に骨髄および脾臓の
組織学を試験した。
【０２２８】
　約１週間の短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの投与により、血小板数の増加または
巨核球数の増加のいずれかによって測定したところ、血小板新生活性の再現性のあるｉｎ
　ｖｉｖｏ増加が認められた。図５（ａ）は、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）コント
ロールと比較した場合のマウスに１、３、および１０μｇ／ｋｇの短縮チロシル－ｔＲＮ
Ａシンテターゼポリペプチドを注射した実験の血小板数を示す。図５（ｂ）は、ＰＢＳコ
ントロールと比較した場合のマウスに３μｇ／ｋｇの短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼポリペプチドを注射した実験の血小板数を示す。両実験では、マウスは、本発明のチロ
シル－ｔＲＮＡポリペプチドでの処置に応答してコントロールを超える血小板数の増加を
示した。図６は、無処置動物と比較した場合の短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリ
ペプチドの投与に応答した巨核球数の増加を示す。これは、ＴＰＯの投与後に認められた
数の増加に匹敵する。これらの結果は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドフ
ラグメント、特にＣ末端短縮フラグメントがｉｎ　ｖｉｖｏで血小板新生を刺激すること
ができることを示す。
【０２２９】
　実施例２
　血小板新生のｉｎ　ｖｉｔｒｏ測定
　血小板新生に及ぼす影響をｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定することもできる。幹細胞を、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏにて本発明のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドで処置して、コ
ロニー形成細胞（ＣＦＣ）アッセイを使用して赤血球系譜、骨髄細胞系譜、および巨核球
（ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｔｅ）系譜の造血前駆体に及ぼすその影響（例えば、阻害、刺激
、毒性、他のサイトカインとの相乗作用、造血疾患）を決定する。さらに、ＣＤ３４＋巨
核球前駆細胞を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにて本発明のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペ
プチドで処置して、巨核球の拡大および分化（例えば、前駆細胞数の増加、分化の刺激、
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倍数性の増加）をモニタリングする。チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドで処
置したマウス由来の骨髄細胞および脾臓細胞を使用して類似の実験を行う。
【０２３０】
　実施例３
　併用療法は血小板新生を刺激する
　本発明のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがｉｎ　ｖｉｔｒｏで巨核球の
増殖および分化に相乗的および／または付加的影響を及ぼすかどうかを評価するために、
ＣＤ３４＋臍帯血細胞を、最適または最適以下のサイトカイン処方物（ＳｔｅｍＣｅｌｌ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ）（ＩＬ－１１など）の存在下にて液
体培養培地中で成長させ、漸増濃度のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドで処
置する。相加性または相乗作用を、２つの処方物条件下で前駆細胞の成長および分化をモ
ニタリングすることによって決定することができる。
【０２３１】
　同様に、実施例１に記載のプロトコールに匹敵するプロトコールでは、マウスに限定量
のトロンボポエチンおよび漸増量のチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドを注射
し、ｉｎ　ｖｉｖｏでの血小板新生に及ぼす併用療法の影響を血小板数および巨核球数に
よって決定することができる。さらに、限定量の造血に関与する他のサイトカイン、ケモ
カイン、および／または成長因子を使用した併用療法を、同型のレジメンを使用して評価
することができる。
【０２３２】
　実施例４
　ラットにおけるチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの血小板新生活性
　血小板新生に及ぼす２つのチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響をラッ
トにおいて測定した。下記の実験で使用したチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドを以下に示す：ｉ）８アミノ酸Ｃ末端ヒスチジンタグ（配列番号５）に融合した全長ヒ
トチロシル－ｔＲＮＡのアミノ酸１～３６４を含むＣ末端短縮物（配列番号３）および；
ｉｉ）「Ｙ３４１Ａ」と呼ばれる３４１位での単一のチロシンからアラニンへのアミノ酸
置換を有する全長ヒトチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼの変異体（配列番号２）。
【０２３３】
　血小板新生に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影響を測定するた
めに、各ラットの血小板数を最初に計画した注射の１日前に決定し、その最初の血小板数
にしたがって動物を７つのコホートに分類した。３つのラット群に、それぞれ０．１、１
０、および１０００μｇ／ｋｇのＣ末端短縮チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドを１日１回にて７日間静脈内注射した。さらなる３群に、同一投薬量のＹ３４１Ａを投
与した。１つのコントロール群に、緩衝液のみ（０．５×ＰＢＳ、２ｍＭ　ＤＴＴ）を毎
日注射し、さらなるコントロール群に９０μｇ／ｋｇのトロンボポエチン（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）を毎日注射した。
【０２３４】
　２つのチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの投与により、トロンボポエチン
群で認められた血小板数に匹敵するかそれ以上の血小板数の顕著な増加が認められた（図
２０を参照のこと）。これらの結果は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドが
ｉｎ　ｖｉｖｏで血小板新生を刺激することができることを示す。
【０２３５】
　実施例５
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは巨核球の化学誘引物質である
　ＭＯ７ｅ細胞（ＤＳＭＺ，Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を、２０％熱
不活化ＦＢＳおよび１０ｎｇ／ｍｌ　ＩＬ－３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａ
ｐｏｌｉｓ，ＭＮ）を補足したＲＰＭＩ－１６４０培地中で培養した。細胞を２×１０５

～１×１０６／ｍｌの密度に維持し、０．１％ＢＳＡを含むＲＰＭＩ－１６４０培地を遊
走緩衝液として使用した。遊走アッセイ前に、遊走緩衝液中で３０分間細胞の血清を枯渇
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化させ、８μｇ／ｍｌカルセインＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ
）を負荷した。細胞を制動せずに２００ｇで５分間スピンダウンし、遊走緩衝液で１回洗
浄して遊離カルセインＡＭを除去した。細胞密度を１×１０７／ｍｌに調製し、１００μ
ｌを６．５ｍｍトランスウェル　８．０μｍ細孔フィルターインサート（Ｃｏｓｔａｒ、
Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）に添加した。ＰＢＳ、コントロールケモカイン、またはチロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドのいずれかを含む６００μｌ遊走緩衝液を下の
チャンバーに添加し、細胞を４～１６時間遊走させた（遊走時間は１６時間、遊走後に細
胞を染色した）。下のチャンバーに遊走した細胞を回収し、１００μｌ　ＰＢＳに再懸濁
し、３８４ウェル不透明Ｇｒｅｉｎｅｒプレートに移し、プレートリーダー中の蛍光によ
って計数した。図２１は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがＭＯ７ｅ巨核
芽球の遊走を刺激することを示す。
【０２３６】
　実施例６
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドはＶＣＡＭ－１発現の刺激によって内皮
単層への細胞接着を促進する
　ＹＲＳポリペプチドがＴＨＰ－１細胞のＨＵＶＥＣ－２細胞の内皮単層への接着を刺激
する能力を試験した。ＨＵＶＥＣ－２細胞（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓａｎ　Ｊ
ｏｓｅ，ＣＡ）を、ＥＧＭ－２培地（Ｌｏｎｚａ，Ａｌｌｅｎｄａｌｅ，ＮＪ）中で培養
し、１０継代目に到達する前に使用した。ＴＨＰ－１細胞（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ
，ＶＡ）を１０％熱不活化ＦＢＳを補足したＲＰＭＩ－１６４０培地中で培養し、密度２
～４×１０５／ｍｌで維持した。細胞を、約１×１０４細胞／ウェルでフィブロネクチン
コーティングした（１０μｇ／ｍｌ、３７℃で２時間）不透明９６ウェルプレートに播種
した。
【０２３７】
　単層が形成されるまでＨＵＶＥＣ－２細胞を成長させ、次いで、ＰＢＳ、ＩＬ－１β、
またはチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドのいずれかを含むＥＧＭ－２培地中
で一晩刺激した。ＴＨＰ－１細胞を回収し、０．１％ＢＳＡおよびカルセインＡＭ（６μ
ｌ／ｍｌ）を含むＲＰＭＩ－１６４０無血清培地中で３０分間インキュベートした。次い
で、細胞を、０．１％ＢＳＡを含むＲＰＭＩ－１６４０無血清培地で洗浄し、１０％ＦＢ
Ｓを含むＲＰＭＩ培地中で密度１．５×１０５細胞／ｍｌに再懸濁した。１００μｌ　Ｔ
ＨＰ細胞をＨＵＶＥＣ単層に添加し、１５分間インキュベートした。非結合ＴＨＰ－１細
胞をＰＢＳで２回洗浄し、残りの細胞を２％ホルムアルデヒドで固定し、プレートリーダ
ー中の蛍光によって計数した。
【０２３８】
　図２２は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドで処置した内皮単層へのＴＨ
Ｐ－１蛍光細胞の接着を示す。
【０２３９】
　内皮単層中の接着分子発現を、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドへの曝露
後に測定した。１×１０４　ＨＵＶＥＣ－２細胞を９６ウェルプレートに播種し、前段落
に記載のように４８時間成長させた。成長培地で希釈したチロシル－ｔＲＮＡシンテター
ゼポリペプチドをウェルに添加し、１６時間インキュベートした。培養培地を除去し、細
胞を５０μｌのＺ　ｆｉｘ（Ａｎａｔｅｃｈ　Ｌｔｄ，Ｂａｔｔｌｅ　Ｃｒｅｅｋ，ＭＩ
）にて室温で１５分間固定した。次いでウェルを５０μｌのカゼインで１時間ブロッキン
グし、その後に２００μｌＰＢＳで複数回洗浄した。全てのその後の試薬をカゼインで希
釈し、全工程を室温で行った。ＶＣＡＭ－１およびＥ－セレクチン（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕ
ｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）に指向する抗体を１時間添加した。
次いで、ウェルを上記のように洗浄し、ＨＲＰ標識した二次抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）を１時間添加した。ウェルを
洗浄し、ＨＲＰの基質を添加した。１５分後、同体積の２Ｍ硫酸を添加し、４５０ｎｍで
の吸光度を決定した。
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【０２４０】
　図２３は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドでの内皮細胞の刺激後のＶＣ
ＡＭ－１発現の増加を示す。
【０２４１】
　実施例７
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドはＣＸＣＲ－２受容体でトランスフェク
トした２９３細胞株およびＣＨＯ細胞株の遊走を刺激する
　ＣＸＣＲ－２シグナル伝達に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの影
響を、前記ポリペプチドに応答したＣＸＣＲ－２発現細胞の遊走の測定によって試験した
。２９３／ＣＸＣＲ－２細胞を、１０％熱不活化ＦＢＳ、１％ペニシリン－ストレプトマ
イシン、および８００μｇ／ｍｌジェネテシン（全てＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡから購入）を補足したＤＭＥＭ培地中で維持した。０．１％ＢＳＡを含むＤ
ＭＥＭ培地を遊走緩衝液として使用した。遊走アッセイ前に、遊走緩衝液中で３０分間細
胞の血清を枯渇化させ、２００ｇで５分間遠心分離し、遊走緩衝液で最終密度１×１０６

細胞／ｍｌに再懸濁した。１００μｌを６．５ｍｍトランスウェルフィルターインサート
（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）に添加し、コントロールケモカイン、チロ
シル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド、または緩衝液のみを含む６００μｌ遊走緩衝
液を下のチャンバーのプレートに添加した。細胞を４時間遊走させ、上のチャンバー（ト
ランスウェルフィルターインサート）中の残存細胞を綿棒（ｃｏｔｔｏｎ　ｓｗａｐ）で
除去した。次いで、フィルターインサートを、５００μｌ細胞解離緩衝液（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）および１２μｇ／ｍｌカルセインＡＭ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を含む新規の２４ウェルプレートに移した。３７
℃で１時間のインキュベーション後、細胞を回収し、１００μｌ　ＰＢＳに再懸濁し、３
８４ウェル不透明Ｇｒｅｉｎｅｒプレートに移し、プレートリーダー中の蛍光によって計
数した。
【０２４２】
　ＣＨＯ－Ｋ１／ＣＸＣＲ－２細胞を、１０％熱不活化ＦＢＳ、１％ペニシリン－ストレ
プトマイシン－グルタミン、および８００μｇ／ｍｌジェネテシンを補足したＦ１２培地
中で維持した。０．５％ＢＳＡを含むＦ１２培地を遊走緩衝液として使用した。遊走前に
、遊走緩衝液中で３０分間細胞の血清を枯渇化させ、細胞解離緩衝液の使用によって回収
し、２００ｇで５分間スピンダウンし、遊走緩衝液で最終密度１×１０６細胞／ｍｌに懸
濁した。１００μｌを６．５ｍｍトランスウェルフィルターインサートに添加し、コント
ロールケモカイン、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド、または緩衝液のみを
含む６００μｌ遊走緩衝液を、下のチャンバーのプレートに添加した。細胞を３時間移動
させ、上のチャンバー（トランスウェルフィルターインサート）中の残存細胞を綿棒（ｃ
ｏｔｔｏｎ　ｓｗａｐ）で除去した。次いで、フィルターインサートを５００μｌ　ＰＢ
Ｓおよび１２μｇ／ｍｌカルセインＡＭを含む新規の２４ウェルプレートに移した。３７
℃で３０分間のインキュベーション後、フィルターを５００μｌ無フェノール／レッド－
トリプシンを含む新規の２４ウェルプレートに再度移した。２～５分間のインキュベーシ
ョン後、剥離細胞を回収し、１００μｌ　ＰＢＳに再懸濁し、３８４ウェル不透明Ｇｒｅ
ｉｎｅｒプレートに移し、プレートリーダー中の蛍光によって計数した。
【０２４３】
　図２４は、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドがＣＸＣＲ－２トランスフェ
クトした細胞の遊走を誘導する能力を証明する。
【０２４４】
　実施例８
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは多形核（ＰＭＮ）細胞遊走を刺激する
　ＰＭＮ細胞遊走に及ぼすＹＲＳポリペプチドの影響を試験するために、製造者の説明書
にしたがってＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐ（登録商標）ヒト顆粒球富化キット（ＳｔｅｍＣｅｌ
ｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，ＢＣ）を使用して、ヒト顆粒球細
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胞を新鮮なヒト末梢血から精製した。０．５％ＦＢＳを補足した無血清ＲＰＭＩ培地を遊
走緩衝液として使用した。４×１０７細胞を１ｍｌ遊走緩衝液に再懸濁し、８μｌの１ｍ
ｇ／ｍｌカルセインＡＭ溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）と３０
分間インキュベートした。細胞を回収し、制動せずに２００ｇで５分間スピンダウンし、
遊走緩衝液で１回洗浄し、同一緩衝液で最終密度１×１０７／ｍｌに再懸濁した。
【０２４５】
　１００μｌを６．５ｍｍトランスウェルフィルターインサート（Ｃｏｓｔａｒ、Ｃａｍ
ｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）に添加し、コントロールケモカイン、チロシル－ｔＲＮＡシンテタ
ーゼポリペプチド、または緩衝液のみを含む６００μｌ遊走緩衝液を、下のチャンバーの
プレートに添加した。細胞をインキュベーター中で４５分間遊走させ、下のチャンバーに
遊走した細胞を回収し、１００μｌ　ＰＢＳに再懸濁し、３８４ウェルの不透明Ｇｒｅｉ
ｎｅｒプレートに移し、プレートリーダー中の蛍光によって計数した。
【０２４６】
　図２５は、ケモカインを使用して典型的に認められたベル型の遊走曲線を示す。チロシ
ル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、低いｐＭ濃度および高いμＭ濃度の両方でＰ
ＭＮの二相遊走を誘導した。
【０２４７】
　実施例９
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドはリポ多糖（ＬＰＳ）誘発後の肺への好
中球浸潤を防止する（データ裏付けのない実験例）
　循環系から肺への好中球遊走は、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）に関与する（例えば、
Ｒ．Ａ．Ｓｔｏｃｋｌｅｙ，Ｃｈｅｓｔ　１２１：１５１Ｓ－１５５Ｓ，２００２を参照
のこと）。ＣＸＣＲ－２発現は好中球遊走で役割を果たし得る（例えば、Ｒｉｏｓ－Ｓａ
ｎｔｏｓら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ａｎ
ｄ　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１７５：４９０－４９７，２００
７を参照のこと）。ＣＯＰＤにおけるチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドの役
割を試験するための動物モデルを作製した。チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチ
ドを、アレルゲン誘発前および誘発中に循環好中球が脱感作するのに必要な濃度および頻
度で動物に静脈内投与する（例えば、１００ｎｇ／ｋｇと５ｍｇ／ｋｇとの間で、例えば
、ＬＰＳ投与の１２時間前、１時間前、およびＬＰＳ投与の４時間後）。次いで、動物を
アレルゲン誘発に供する（例えば、鼻腔内投与経路による肺へのＬＰＳ滴下）。４～８時
間後、動物を安楽死させ、気管カテーテルを挿入し、等張生理食塩水での肺のフラッシン
グによって気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）サンプルを回収する。ＢＡＬ液を、総細胞数およ
び差分的細胞計数について分析する。
【０２４８】
　本実施例では、チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは、ＬＰＳ誘発に応答し
て肺への好中球遊走を防止することができる。
【０２４９】
　実施例１０
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチドは骨髄細胞培養物中の巨核球前駆細胞に
影響を及ぼす
　骨髄細胞培養物中の巨核球前駆細胞に及ぼすＹＲＳポリペプチドの影響を試験するため
に、巨核球（ＣＦＵ－Ｍｋ；コロニー形成単位－巨核球）系譜のクローン原性前駆体を、
専用濃度のサイトカイン（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｖａｎｃｏｕ
ｖｅｒ，ＢＣ）を補足した無血清のコラーゲンベースの培地ＭｅｇａＣｕｌｔ－Ｃ（登録
商標）４９５０中で評価した。正常なヒト骨髄低密度細胞（Ｌｏｎｚａ，Ａｌｌｅｎｄａ
ｌｅ，ＮＪ）を、アッセイで必要になるまで－１５２℃で保存した。試験日に、細胞を３
７℃で急速解凍し、バイアルの内容物を２％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）を含む１０ｍＬのＩ
ｓｃｏｖｅ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ）で希釈し、遠心分離（１２００ｒｐｍにて室
温で１０分間）によって洗浄した。上清を破棄し、細胞ペレットを２％ＦＢＳを含む既知
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ー排除試験）を行った。
【０２５０】
　チロシル－ｔＲＮＡシンテターゼポリペプチド（５０％グリセロール／０．５×ＰＢＳ
／２ｍＭ　ＤＴＴ中に保存）を、０．５×ＰＢＳ／２ｍＭ　ＤＴＴ中で合計５時間透析し
、グリセロールを除去するために３時間後に緩衝液を１回交換した。透析後、タンパク質
および緩衝液サンプルを濾過滅菌し、体積増加を相殺するように濃度を調整した。
【０２５１】
　試験タンパク質（ＹＲＳポリペプチド）を、サイトカイン（ｒｈＴｐｏ、ｒｈＩＬ－３
、およびｒｈＩＬ－６）を補足した無血清のコラーゲンベースの培地ＭｅｇａＣｕｌｔ－
Ｃ（登録商標）４９５０のチューブに添加した。標準コントロール培養物（試験タンパク
質を含まない）および溶媒コントロール培養物（試験タンパク質を含まないが、当量濃度
の緩衝液を含む）も開始した。次いで、骨髄細胞を培地を含む各チューブに添加して、最
終濃度１×１０５細胞／スライドを得た。次いで、ウシコラーゲンを添加し、チューブを
ボルテックスし、内容物を三連のダブルチャンバースライドに分注した。全培養物を、３
７℃、５％ＣＯ２下で１０～１２日間インキュベートした。
【０２５２】
　インキュベーション後、培養物をコロニー形成について微視的に評価し、その後にスラ
イドを脱水および固定した。ＧＰＩＩａ／ＩＩＩｂ（ＣＤ４１）発現を検出するための抗
体染色プロトコールを使用して、スライド上のコロニーを、ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌ，「Ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　ａｎｄ　Ｍｕｒｉｎｅ　Ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｙｔｉｃ　Ｐｒｏ
ｇｅｎｉｔｏｒｓ」，Ｓｅｃｔｉｏｎ　７（その全体が本明細書中で参考として援用され
る）に記載のように、アルカリホスファターゼ検出システムを使用して染色した。コロニ
ー数を記録し、ＳｔｅｍＣｅｌｌの熟練した専門家が評価した。コロニーを、サイズおよ
び形態学的性質に基づいて以下のカテゴリーに分類した：ｉ）ＣＦＵ－Ｍｋ（２～２０）
－このより成熟した前駆細胞由来の小さな巨核球コロニーは２～２０個の細胞を含む、ｉ
ｉ）ＣＦＵ－Ｍｋ－このより原始的な前駆細胞由来の中程度の巨核球コロニーは２１～４
９個の細胞を含む、およびｉｉｉ）ＣＦＵ－Ｍｋ（＞５０）－この最も原始的な系譜に制
限された前駆細胞由来の巨大巨核球コロニーは５０個超の細胞を含む。
【０２５３】
　図２６は、最も原始的な系譜制限前駆体（刺激）（図２６（Ａ））およびより成熟した
前駆体（阻害）（図２６（Ａ）および（Ｂ））に及ぼすチロシル－ｔＲＮＡシンテターゼ
ポリペプチドの影響を示す。
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