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(57)【要約】
　TREM-1リガンドが同定される。これは、TREM-1受容体に結合することが可能である様々
な誘導体が、提供/同定されることを可能にする。TREM-1リガンド又は誘導体は、薬剤/候
補薬剤のスクリーニングに使用されることができる。TREM-1リガンド/誘導体のTREM-1受
容体への結合を遮断又は低下する物質は、敗血症、特に細菌又は真菌起源の敗血症の治療
に有用であり得る。このリガンドに対する抗体は、敗血症、特に細菌又は真菌起源の敗血
症の診断に有用であり得る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　TREM-1リガンド又はその誘導体を提供する工程、並びに被験化合物が：
　a)TREM-1受容体に対する若しくはその誘導体に対するリガンド若しくはその誘導体の結
合；並びに/又は
　b)TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合により調節された活性；に、影響を及ぼすか
どうかを決定する工程を含む、方法。
【請求項２】
　前記TREM-1受容体又はその誘導体を発現する1種以上の細胞を使用する、請求項1記載の
方法。
【請求項３】
　前記細胞が、好中球又は単球である、請求項2記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が、TREM-1受容体又はその誘導体を通常発現しないが、発現するように修飾さ
れている細胞である、請求項2記載の方法。
【請求項５】
　前記化合物が、該結合又は活性を遮断又は減少させるかどうかを決定する工程を含む、
請求項1～4のいずれか1項記載の方法。
【請求項６】
　前記被験化合物の存在に起因する結合又は活性の差異を定量する工程を含む、請求項1
～5のいずれか1項記載の方法。
【請求項７】
　検出可能な標識を使用する、請求項1～6のいずれか1項記載の方法。
【請求項８】
　前記リガンド又はその誘導体が、抗体R33により結合されることが可能である、請求項1
～7のいずれか1項記載の方法。
【請求項９】
　前記リガンドが、CD177(例えば、アミノ酸1-437、若しくはアミノ酸22-437などのそれ
らの断片、特に図18のアミノ酸22-408により定義されている)であるか、又はTREM-1受容
体に結合することが可能であるその誘導体である、請求項1～8のいずれか1項記載の方法
。
【請求項１０】
　前記リガンドの誘導体及び/又は前記受容体の誘導体が、可溶性である、請求項1～9の
いずれか1項記載の方法。
【請求項１１】
　前記リガンドの誘導体及び/又は前記受容体の誘導体が、多価である、請求項10記載の
方法。
【請求項１２】
　前記リガンドの誘導体が、足場に付着された複数のTREM-1受容体結合領域を含む、請求
項1～11のいずれか1項記載の方法。
【請求項１３】
　前記受容体の誘導体が、足場に付着された複数のTREM-1リガンド結合領域を含む、請求
項1～12のいずれか1項記載の方法。
【請求項１４】
　請求項1の工程b)を含む、請求項1～13のいずれか1項記載の方法。
【請求項１５】
　請求項1の工程b)に記された活性が、前炎症性サイトカイン若しくはケモカインの放出
、サイトゾルCa2+動態化、又はタンパク質チロシン-リン酸化である、請求項14記載の方
法。
【請求項１６】
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　前記活性が、レポーターシステムを用いてアッセイされる、請求項14又は15記載の方法
。
【請求項１７】
　前記レポーターシステムが、融合タンパク質を利用する、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　前記レポーターシステムが、細胞内カルシウムの変化を測定する、請求項17記載の方法
。
【請求項１９】
　更なる分析のために関心対象の化合物を同定又は選択するための薬剤スクリーニングプ
ログラムの一部として使用される、請求項1～18のいずれか1項記載の方法。
【請求項２０】
　被験化合物が、TREM-1リガンド/誘導体のTREM-1受容体/誘導体への結合を低下させるか
どうか、及び/又は該結合により調節される活性を低下させるかどうかの更なる分析のた
めの関心対象であると結論づけられる、請求項1～19のいずれか1項記載の方法。
【請求項２１】
　前記薬剤スクリーニングプログラムが、敗血症などの炎症障害の治療において有用であ
る化合物のスクリーニングのためのものである、請求項19又は20記載の方法。
【請求項２２】
　前記薬剤スクリーニングプログラムが、微生物性敗血症の治療において有用である化合
物のスクリーニングのためのものである、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　前記敗血症が、細菌性又は真菌性の敗血症である、請求項21記載の方法。
【請求項２４】
　1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインの放出により特徴付けられる障害を治
療するための医薬品の製造における、TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合を遮断又は
減少させることが可能である化合物の使用。
【請求項２５】
　敗血症などの炎症障害を治療するための医薬品の製造における、TREM-1リガンドのTREM
-1受容体への結合を遮断又は減少させることが可能である化合物の使用。
【請求項２６】
　前記障害が、微生物性敗血症である、請求項25記載の使用。
【請求項２７】
　前記障害が、細菌性又は真菌性の敗血症である、請求項25記載の使用。
【請求項２８】
　前記化合物が、CD177に結合する、請求項24～27のいずれか1項記載の使用。
【請求項２９】
　前記化合物が、抗体である、請求項24～28のいずれか1項記載の使用。
【請求項３０】
　前記化合物が、CD177の可溶性型であるか、又はその可溶性誘導体である、請求項24～2
7のいずれか1項記載の使用。
【請求項３１】
　前記化合物が、TREM-1受容体への結合に関して多価である、請求項30記載の使用。
【請求項３２】
　前記化合物が、融合タンパク質である、請求項24～31のいずれか1項記載の使用。
【請求項３３】
　前記融合タンパク質が、免疫グロブリンの少なくとも一部を含む、請求項32記載の使用
。
【請求項３４】
　前記融合タンパク質が、Fc受容体に結合しない、請求項33記載の使用。
【請求項３５】
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　1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインの放出により特徴付けられる障害を治
療するための医薬品の製造における、TREM-1リガンドの発現を遮断又は減少させる化合物
の使用。
【請求項３６】
　敗血症などの炎症障害を治療するための医薬品の製造における、TREM-1リガンドの発現
を遮断又は低下させる化合物の使用。
【請求項３７】
　前記障害が、微生物性敗血症である、請求項36記載の使用。
【請求項３８】
　前記障害が、細菌性又は真菌性の敗血症である、請求項36記載の使用。
【請求項３９】
　前記化合物が、CD177の発現を遮断又は低下させる、請求項35～38のいずれか1項記載の
使用。
【請求項４０】
　前記化合物が、アンチセンス分子、RNAi分子又はリボザイムである、請求項35～39のい
ずれか1項記載の使用。
【請求項４１】
　前記化合物が、TREM-1リガンド転写のダウンレギュレーター又はTREM-1リガンド遺伝子
の破壊因子である、請求項35～39のいずれか1項記載の使用。
【請求項４２】
　請求項24～41のいずれか1項記載の化合物及び医薬として許容し得る担体を含有する、
医薬組成物。
【請求項４３】
　TREM-1受容体への結合又はTREM-1リガンドへの結合に関して多価である、化合物。
【請求項４４】
　足場に付着された、TREM-1リガンドの可溶性型、又はその可溶性誘導体を複数含む、請
求項43記載の化合物。
【請求項４５】
　前記足場が、免疫グロブリンに由来する、請求項44記載の化合物。
【請求項４６】
　足場に付着された、複数のTREM-1受容体の可溶性型、又はそれらの可溶性誘導体を含む
、請求項43記載の化合物。
【請求項４７】
　前記足場が、ストレプトアビジンに由来する、請求項46記載の化合物。
【請求項４８】
　前記動物が、野生型動物と比べ、TREM-1又はTREM-1リガンドの発現を低下するように遺
伝子修飾されている、非ヒト動物。
【請求項４９】
　TREM-1リガンド又はTREM-1受容体についてノックアウトされている、請求項48記載の非
ヒト動物。
【請求項５０】
　前記動物が、TREM-3の発現を低下するように遺伝子操作されている、請求項48又は49記
載の非ヒト動物。
【請求項５１】
　TREM-1/TREM-3二重ノックアウト齧歯類である、請求項50記載の非ヒト動物。
【請求項５２】
　生物試料を得る工程、及びTREM-1リガンド又はTREM-1リガンドRNAに関して該試料を分
析する工程を含む、方法。
【請求項５３】
　TREM-1リガンドを定量する工程、又はTREM-1リガンドのmRNA若しくはcDNAを定量する工
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程を含む、請求項52記載の方法。
【請求項５４】
　前記レベルを、健常な個体から予想され得るものに相当する対照レベル又は範囲と比較
する工程を含む、請求項53記載の方法。
【請求項５５】
　前記レベルを、1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインの放出により特徴付け
られる障害を持つ個体から予想され得るものに相当する対照レベル又は範囲と比較する工
程を含む、請求項53又は54記載の方法。
【請求項５６】
　前記レベルを、敗血症などの炎症障害を持つ個体から予想され得るものに相当する対照
レベル又は範囲と比較する工程を含む、請求項53又は54記載の方法。
【請求項５７】
　前記障害が、微生物性敗血症である、請求項56記載の方法。
【請求項５８】
　前記微生物性敗血症が、細菌性又は真菌性の敗血症である、請求項57記載の方法。
【請求項５９】
　TREM-1リガンドに対する抗体を使用する、請求項52～58のいずれか1項記載の方法。
【請求項６０】
　TREM-1リガンドのRNA又はcDNAにハイブリダイズする核酸分子を使用する、請求項52～5
8のいずれか1項記載の方法。
【請求項６１】
　前記方法が、TREM-1リガンドの可溶性型を分析するために使用され、該方法が、細胞外
液を含む試料に対して実行される、請求項52～59のいずれか1項記載の方法。
【請求項６２】
　前記方法が、膜結合型TREM-1リガンドを分析するために使用され、該方法が、好中球及
び/又は単球を含む試料に対して実行される、請求項52～60のいずれか1項記載の方法。
【請求項６３】
　生物試料を得る工程、及び該試料をTREM-1受容体の存在に関して分析する工程を含む方
法であり、ここでTREM-1リガンドの可溶性型又はその可溶性変種が提供され、かつ該試料
が、該可溶性型又は可溶性変種のTREM-1受容体への結合について分析される、前記方法。
【請求項６４】
　前記可溶性型又は可溶性変種が、CD177の可溶性型又は可溶性変種である、請求項63記
載の方法。
【請求項６５】
　前記可溶性型又は可溶性変種が、請求項43～47のいずれか1項に記載された化合物であ
る、請求項63又は64記載の方法。
【請求項６６】
　前記リガンドのTREM-1受容体への結合を妨害するか又はそのような結合の効率を低下さ
せるためにTREM-1リガンドに結合する抗体。
【請求項６７】
　TREM-1リガンドには結合するが、敗血症性の好中球又は単球上の他のいずれの細胞表面
タンパク質にも結合しない抗体。
【請求項６８】
　TREM-1リガンドに特異的である抗体。
【請求項６９】
　TREM-1受容体に結合するTREM-1リガンドの一部に特異的である抗体。
【請求項７０】
　野生型TREM-1リガンドと比べ、TREM-1リガンドの変異型に優先的に結合する抗体。
【請求項７１】
　TREM-1リガンドの変異型に特異的である抗体。
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【請求項７２】
　細胞の表面上にTREM-1リガンド又はその誘導体を提示する細胞に特異的である抗体。
【請求項７３】
　前記TREM-1リガンドが、CD177である、請求項66～72のいずれか1項記載の抗体。
【請求項７４】
　1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインのインビボ放出により特徴付けられる
障害を診断するためのキットであり、ここで該キットが、TREM-1リガンドへ若しくは該リ
ガンドをコードしている核酸へ結合する化合物を備えているか、又はここで該キットが、
TREM-1受容体に結合するTREM-1リガンド若しくはその誘導体を備えている、前記キット。
【請求項７５】
　敗血症などの炎症障害を診断するためのキットであり、ここで該キットが、TREM-1リガ
ンドへ若しくは該リガンドをコードしている核酸へ結合する化合物を備えているか、又は
ここで該キットが、TREM-1受容体に結合するTREM-1リガンド又はその誘導体を備えている
、前記キット。
【請求項７６】
　前記障害が、微生物性敗血症である、請求項75記載のキット。
【請求項７７】
　前記敗血症が、細菌性又は真菌性の敗血症である、請求項76記載のキット。
【請求項７８】
　結合を検出する手段を更に備えている、請求項74～77のいずれか1項記載のキット。
【請求項７９】
　結合を定量する手段を更に備えている、請求項74～77のいずれか1項記載のキット。
【請求項８０】
　前記障害が存在する場合に、可視できる変化を提供する指標を1種以上備えている、請
求項74～79のいずれか1項記載のキット。
【請求項８１】
　前記1種以上の指標が、色の変化又はマーキングの変化を提供する、請求項80記載のキ
ット。
【請求項８２】
　1種以上の対照を更に備えている、請求項74～81のいずれか1項記載のキット。
【請求項８３】
　前記TREM-1リガンドに対する抗体を備えている、請求項74～82のいずれか1項記載のキ
ット。
【請求項８４】
　TREM-1 mRNA又はTREM-1 cDNAにハイブリダイズする核酸を備える、請求項74～82のいず
れか1項記載のキット。
【請求項８５】
　TREM-1リガンドの変異型の存在を同定するためのキットであり、ここで該キットが、該
リガンドの野生型よりも該変異型により強力に結合する抗体を備えているか、又はここで
該キットが、該野生型をコードしている核酸よりも該変異型をコードしている核酸へより
強力にハイブリダイズする核酸を備えている、前記キット。
【請求項８６】
　前記抗体が、前記TREM-1リガンドの変異型に特異的であるか、又はここで該化合物が、
該TREM-1リガンドの変異型をコードしている核酸に特異的である、請求項85記載のキット
。
【請求項８７】
　前記TREM-1リガンドの野生型への結合又は該リガンドをコードしている核酸への結合と
の比較を可能にする対照を更に備えている、請求項85又は86記載のキット。
【請求項８８】
　TREM-1リガンド又はその誘導体を提供する工程、及び非ヒト宿主において抗体を産生す
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るためにこれを使用する工程を含む、抗-TREM-1リガンド抗体を得るための方法。
【請求項８９】
　細胞の表面上にTREM-1リガンド又はその誘導体を提示する細胞を提供する工程、及び非
ヒト宿主において抗体を産生するためにこれらを使用する工程を含む、抗-TREM-1リガン
ド抗体を得るための方法。
【請求項９０】
　前記抗体を精製する工程を更に含む、請求項88又は89記載の方法。
【請求項９１】
　a)TREM-1リガンド又はその誘導体を提供する工程；
　b)非ヒト宿主において抗-TREM-1リガンド抗体を産生するB細胞を作出するために該リガ
ンド又は誘導体を使用する工程；
　c)ハイブリドーマを作製するために、該B細胞を腫瘍細胞と融合する工程：を含む、抗-
TREM-1リガンド抗体を産生するハイブリドーマを得る方法。
【請求項９２】
　前記TREM-1リガンド又は誘導体が、実質的に純粋型である、請求項88、90又は91のいず
れか1項記載の方法。
【請求項９３】
　前記TREM-1リガンドが、CD177である、請求項88～92のいずれか1項記載の方法。
【請求項９４】
　抗-TREM-1リガンド抗体を作製するハイブリドーマであり、ここで該抗体が、請求項66
～73のいずれか1項に記載されているものである、前記ハイブリドーマ。
【請求項９５】
　キメラ抗体の鎖をコードしている核酸分子を1種以上提供する工程、及び好適な発現系
において該キメラ抗体を発現する該核酸分子を1種以上使用する工程を含む、TREM-1リガ
ンドに対するキメラ抗体を作製する方法。
【請求項９６】
　前記発現系が、哺乳類の細胞培養物である、請求項95記載の方法。
【請求項９７】
　添付されている実施例及び図面を参照し、実質的に本明細書において先に記載されてい
る発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、炎症障害の診断及び治療に関する。これは、炎症障害、特に敗血症及び炎症
性腸疾患(IBD)の治療において使用の可能性のある薬剤又は候補薬剤を同定するためのス
クリーニング方法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　TREM-1は、ヒト及びマウスの多形核好中球及び成熟単球の両方において同定された細胞
表面分子である[Bouchonらの論文、J. Immunol., 164: 4991-4995 (2000)]。これは、免
疫グロブリンスーパーファミリーに属し、かつDAP12と称されるアダプタータンパク質の
助けにより、下流のシグナル伝達経路を活性化する[Bouchonらの論文、前掲；Colonnaら
の論文、J. Infect. Dis., 187 (補遺): S297-301 (2003)、Colonnaの論文、Nat. Rev. I
mmunol., 6: 445-453 (2003)；Nathanらの論文、Nat. Med., 7: 530-2 (2001)]。
【０００３】
　TREM-1による誘発は、前炎症性サイトカイン、ケモカイン、活性酸素種の生成を生じ、
このことは好中球顆粒の急速な脱顆粒、及びファゴサイトーシスにつながる。TREM-1シグ
ナル伝達の遮断は、コラーゲンが誘導した関節炎の発症を抑制することが示されている(Y
. Murakamiにより下記で示された要約「自然免疫：シグナル伝達機序(Innate Immunity: 
Signaling Mechanisms)」、2008年2月、キーストーン、コロラド州)。更にLPSにより誘導
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されたIL-12ファミリーサイトカインの抑制(dampening)によるTREM-1活性化は、インビボ
におけるT細胞反応に影響を及ぼすことができ、それゆえ自然免疫応答においてのみでは
なく獲得免疫応答においても、TREM-1活性化のインビボでの役割を示唆している(Dower K
の論文、J. Immunol., 180: 3520-3534 (2008))。TREM-1結合(engagement)の妨げは、様
々な前炎症性メディエーターの生成及び分泌の同時低下につながるので、TREM-1は、慢性
炎症障害の治療に関する興味深い標的を表している。実際、急性内毒素血症、ヘリコバク
ターピロリ感染症、肝肉芽腫、サルモネラ・エンテリカ(Salmonela enterica)感染症、感
染性肺疾患、マールブルグウイルス及びエボラウイルス感染症、急性呼吸窮迫症候群(ARD
S)、炎症性腸疾患並びに関節リウマチ、敗血症を含む、様々な炎症障害におけるTREM-1の
役割が明らかにされている。
【０００４】
　敗血症は、集中治療の方策を著しく消耗し、かつ依然集中治療室において絶えず存在す
る問題である。米国及び欧州の両方において、毎年患者400,000から500,000名が罹患して
いると推定されている。支持療法及び抗菌療法の両方の改善にも関わらず、罹患率及び死
亡率は高いままである。死亡率は、合併症を伴わない敗血症の40％から、敗血症性ショッ
ク及び多臓器不全に罹患した患者における80％まで変動する。これらの状態の病理は、現
在より良く理解され始めている。免疫、炎症及び血液のメディエーターの複雑なネットワ
ークの理解が増すにつれて、合理的かつ新規の療法の開発が可能になるであろう。
【０００５】
　感染後、自然免疫応答及び認識性(cognitive)は、特異性及び複雑性を作り上げる連続
相を発達させ、最終的には感染物質のクリアランス及びホメオスタシスの回復を生じる。
自然免疫応答は、防御の第一線として働き、かつToll-様受容体(TLR)などのパターン認識
受容体の活性化時に開始される[Aderemらの論文、Nature, 406: 782-786 (2000)、及びTh
oma-Uszynskiらの論文、Science, 291: 1544-1549 (2001)]。活性化は、様々な病原体関
連分子(microbial)パターン(PAMP)により引き起こされる[Medzhitovらの論文、N. Engl. 
J. Med., 343: 338-344 (2000)]。TLRの活性化は、TNF-α及びIL-1βなどのようなサイト
カインの大量の放出を誘発し、このことは、敗血症のような重度感染症の場合、組織損傷
及び致命的ショックが起こるのを早め得る[Cohenらの論文、Nature, 420: 885-91 (2002)
；Hotchkissらの論文、N. Engl. J. Med., 348: 138-50 (2003)]。
【０００６】
　別の受容体、とりわけ感染症に対する反応に関与したものは、「骨髄細胞に発現する誘
発性受容体-1(TREM-1)」として公知である。これは、好中球及び単球サブセットの表面上
に発現される最近発見された受容体ファミリーであるTREMファミリーの一員である。TREM
受容体は、アダプター分子DAP12との会合を介して、骨髄細胞を活性化する。TREM-1の結
合は、微生物生成物の存在下で前炎症性サイトカインの合成を誘発することが報告されて
いる。
【０００７】
　TREM-1は、ヒト及びマウスの多形核好中球及び成熟単球の両方において同定されている
細胞表面分子である[Bouchonらの論文、J. Immunol., 164: 4991-4995 (2000)]。これは
、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、かつDAP12と称されるアダプタータンパク
質の助けにより、下流のシグナル伝達経路を活性化する[Bouchonらの論文、前掲；Colonn
aらの論文、J. Infect. Dis., 187 (補遺): S297-301 (2003)、Colonnaの論文、Nat. Rev
. Immunol., 6:445-453 (2003)；Nathanらの論文、Nat. Med., 7:530-2 (2001)]。
【０００８】
　Bouchonとその同僚らは、TREM-1の発現は、細胞培養物中及び感染した患者由来の組織
試料中の両方において、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)又は黄色ブドウ球菌(Staphuloc
occus aureus)などの細菌の存在下で、好中球及び単球上で大きくアップレギュレートさ
れたことを示した[Bouchonらの論文、Nature, 410: 1103-1107 (2001)]。それとは大きく
異なり、免疫複合体により引き起こされた乾癬、潰瘍性大腸炎又は血管炎などの非感染性
炎症疾患の患者に由来した試料においては、TREM-1はアップレギュレーションされなかっ
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た[Bouchonらの論文、Nature, 410: 1103-1107 (2001)]。更にTREM-1がそのリガンドに結
合される場合、LPSの相乗作用並びに前炎症性サイトカインTNF-α及びGM-CSFの増幅され
た合成が、IL-10生成の阻害と一緒に存在する[Bleharskiらの論文、J. Immunol., 170: 3
812-3818 (2003)]。LPS-誘導された敗血症性ショックのマウスモデルにおいて、TREM-1シ
グナル伝達を遮断するとその動物は死から保護され、このことはこの分子の重要な役割を
更に強調している[Colonnaらの論文、J. Infect. Dis., 187 (補遺): S297-301 (2003)、
Bouchonらの論文、Nature, 410: 1103-1107 (2001)]。
【０００９】
　研究は、TREM-1が、感染症に対する炎症反応において重要な役割を果たすことを明らか
にしている[Bouchonらの論文、J. Immunol., 164: 4991-4995 (2000)]。TREM-1の発現は
、ヒトにおける細菌及び真菌の両方の感染症に反応し、骨髄細胞上で増大される。同様に
マウスにおいて、リポ多糖(LPS)によるショックの誘導は、TREM-1の発現の増大に関連し
ている。更に「デコイ」受容体としての可溶性TREM-1/Ig融合タンパク質によるマウスの
処置は、LPS又は大腸菌に起因した死亡からマウスを保護する。
【００１０】
　1991年に、米国胸部疾患学会議(ACCP)及び米国救命医療学会(ASCCM)は、全身性炎症反
応症候群(SIRS)及び敗血症の状態の診断及び治療を明確化すること、並びにこの分野の研
究の理解を助けることを目的として、これらに関する定義を公開した(表1を参照されたい
)。
【００１１】
【表１】

【００１２】
　生理学的変動のパターンは、外傷、熱傷、膵炎及び感染症を含む一連の傷害に反応した
重体患者において示されている。これらは、炎症反応、白血球増加症又は重篤な白血球減
少症、異常高熱又は低体温、頻拍及び頻呼吸を含み、かつ集合的に全身性炎症反応症候群
(SIRS)と称されている。この定義は、感染症の存在に関わらずこれらの状態での炎症プロ
セスの重要性を強調している。用語「敗血症」は、感染症が疑われるか又は立証された場
合には、SIRSが留保されている。
【００１３】
　敗血症は、低酸素血症、乏尿症、乳酸アシドーシス又は脳機能の変化などの臓器の機能
障害の徴候により証拠付けられる臓器低循環の根拠が存在する場合に、重症敗血症に更に
階層化される。敗血症性ショックは、適切な輸液蘇生にもかかわらず収縮期血圧90mmHg未
満として定義された低血圧が合併した重症敗血症である。敗血症及びSIRSは、損なわれた
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臓器循環及び酸素添加に起因した、多臓器不全(MOF)と称される2つ以上の臓器の不全が合
併されることがある。感染症の全身性作用に加え、膵炎及び熱傷などの重症炎症状態にお
いて、全身性炎症反応が生じることがある。
【００１４】
　集中治療室において、グラム陰性菌は、敗血症の50～60％に関与し、グラム陽性菌は該
症例の更に35～40％を占めている。残りの症例は、余り一般的でない真菌、ウイルス及び
原虫の原因によるものである。
【００１５】
　TREM-1受容体と、炎症及び敗血症におけるその役割については、かなり関心がもたれて
いるが、TREM-1受容体に関するいかなる生物学的リガンドもこれまで同定されていない。
　本発明者らは、今回大きな突破口をもたらした。
　本発明者らは、TREM-1受容体のリガンドを同定し、かつこれが、敗血症患者由来の好中
球及び単球上に発現されることを確認した。
【発明の概要】
【００１６】
　本発明の一実施態様に従い、TREM-1リガンド又はその誘導体を提供する工程、並びに被
験化合物が：
　a)TREM-1受容体に対する若しくはTREM-1結合領域を含むその誘導体に対するリガンド若
しくはその誘導体の結合；並びに/又は
　b)TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合により調節された活性：に影響を及ぼすかど
うかを決定する工程を含む、スクリーニング方法が提供される。
【００１７】
　本方法は好ましくは、TREM-1関連した炎症障害、特に敗血症及び炎症性腸疾患(IBD)の
治療において有用である化合物のスクリーニングのために使用される。
　従って本方法は、薬剤/候補薬剤のスクリーニングに使用することができる。
　ここで本方法は、被験化合物が、TREM-1リガンド/その誘導体のTREM-1受容体/誘導体へ
の結合を遮断若しくは減少させるかどうか、又は該結合により媒介される活性を遮断又は
減少させるかどうかを決定する工程を含むことが望ましい。
　そうであるならば、この化合物は、TREM-1関連した炎症障害、特に敗血症及び炎症性腸
疾患(IBD)の治療において潜在的に有用であると結論付けられる。
【００１８】
　好ましくは本方法は、病原体により媒介された敗血症の治療に有用な化合物のスクリー
ニングのために使用される。用語「病原体」は、本明細書において、ヒト又は非ヒト動物
宿主の健康に有害であり得る感染性生物のいずれかを記載するために使用される。
　以下に考察するように、本発明者らは、TREM-1リガンドは、病原体-媒介型敗血症の有
用なマーカーであること、及び該リガンドは、病原体-媒介型敗血症の病原体が関与して
いないSIRS状態からの識別に使用することができることを示している。
【００１９】
　例えば敗血症は、微生物性感染症に起因することができる。
　この感染症は、例えば細菌性、真菌性、原虫性又はウイルス性であってよい。
　しかしより好ましくは、これは細菌性又は真菌性である。
　好適なことに本方法は、TREM-1受容体又は少なくともTREM-1受容体のリガンド-結合部
分を発現する細胞を使用する。
【００２０】
　(望ましいならば、TREM-1受容体の細胞内部分は、通常はTREM-1受容体と関係がない異
種部分と交換されてよい。これは、ある種のレポーターベースのスクリーニングシステム
において有用である。実施例11において後に考察されたように、例えばCD3ζの細胞質領
域が使用されてよい。)
【００２１】
　これらの細胞は、天然にこの受容体を発現するものであり得る。従ってこれらは、好中
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球又は単球であり得る。そのような細胞は、敗血症患者から得ることができる。あるいは
、これらの細胞は、好中球又は単球である必要はないが、しかしTREM-1受容体を通常は発
現しないが、TREM-1受容体又はそれらのTREM-1リガンド結合部分を発現するように修飾さ
れている他の細胞であり得る。修飾は、当該技術分野において公知の技術により実行され
てよい。例えば、これらの細胞は、TREM-1受容体又は少なくともこの受容体のリガンド結
合部分及び好適なプロモーター(例えば誘導性又は構成性プロモーター)をコードしている
ベクターによりトランスフェクトされることができる。
【００２２】
　従って本細胞は、前述の受容体が通常発現される細胞に対して、異種細胞であり得る。
　しかしこれは、細胞と会合されるべきTREM-1受容体/それらのリガンド結合部分にとっ
てなお本質的ではない。
　可溶性型が使用されてよい。多量体型も使用されてよい。
【００２３】
　例えば、ストレプトアビジン足場に連結された4つの可溶性型を含む四量体が、本明細
書において以下により詳細に記載されたように使用されることができる。あるいは、IgG
定常領域に融合されたTREM-1受容体細胞外ドメインを含む可溶性型が使用されることがで
きる。そのような構築体は、WO/2004/081233の実施例1において開示されている(WO/2004/
081233の完全な内容は引用により本明細書中に組み込まれている)。
【００２４】
　例えばアフィニティカラムにより、固定された形状の本受容体を提供することも可能で
ある。
　前述の型が、TREM-1リガンドに結合する能力を依然保持している限りは、これらは全て
本受容体の誘導体と考えることができる。
　結合は、定量的又は定性的に評価されてよい。
　従って、例えば本方法は、被験化合物の非存在下でのTREM-1リガンド又は誘導体の、TR
EM-1受容体又は誘導体への結合の、被験化合物の存在下で生じる結合との差異を決定する
ことを含むことができる。
　あるいは定性的アッセイは、結合が生じたかどうかを簡単に決定することができる。
【００２５】
　結合を分析する技術は、当該技術分野において周知である。例えば、本結合は、ウェス
タンブロット、放射性免疫測定、ELISA(酵素結合免疫吸着アッセイ)、「サンドイッチ」
免疫測定、免疫沈降アッセイ、沈降素反応、ゲル拡散沈降素反応、免疫拡散アッセイ、凝
集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射線検定法、免疫蛍光測定、プロテインA免疫検
定、免疫沈降アッセイ、免疫組織化学アッセイ、競合的又はサンドイッチELISA、放射免
疫測定、ウェスタンブロットアッセイ、免疫組織学的アッセイ、免疫細胞化学アッセイ、
ドットブロットアッセイ、蛍光偏光アッセイ、シンチレーション近接アッセイ、均質時間
分解蛍光アッセイ、IAsys分析、又はBIAcore分析などの技術を使用する、競合的免疫測定
、非競合的アッセイシステムの使用により検出することができる。
【００２６】
　好適な技術は、検出可能な標識を使用し、かつ検出された標識の量の変化を測定する。
　本発明者らは、CD177(時にはNB1又はPRV-1として公知)を、TREM-1リガンドとして同定
した。
　本発明者らは、CD177に対するモノクローナル抗体は、TREM-1リガンドを含む構築体の
、TREM-1受容体を発現している敗血症性の好中球への結合を遮断することも示している。
　CD177は、本発明に先行して周知であったが、これがTREM-1リガンドであることを示す
ものは存在しなかった。実際、TREM-1リガンドとの関連におけるCD177の考察は全くなか
った。
【００２７】
　CD177は、自己免疫疾患に関連して考察されている。例えばStroneckらの論文(Transl M
ed., 2: 8 (2004))において、CD177は、新生児の同種免疫好中球減少症の症例を調べる間
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に、最初にLalezariらにより記載された好中球膜糖タンパク質であることが記載されてい
る[Lalezari P、Murphy GB、Allen FH Jr.の論文、「NB1、新生児好中球減少症の病理に
関連した新規好中球特異抗原(NB1, a new neutrophil -specific antigen involved in t
he pathogenesis of neonatal neutropenia)」、J Clin. Invest., 50:1108-1115 (1971)
]。場合によっては妊娠時に、母体は、胎盤を通過するよりも、胎児において好中球と反
応するような好中球抗原に対する同種抗体を産生し、これは新生児に好中球減少症を引き
起こす。そのような抗体により認識された1つの抗原は、Lalezariらにより「NB1」として
記載されている。後にこの抗原は、ヒト好中球抗原-2a(HNA-2a)として再度命名され、か
つこの抗原を保持する糖タンパク質(gp)は、NB1糖タンパク質と称された[Bux J、Bierlin
g P、von dem Borne AEG Krらの文献、ISBT顆粒球抗原作業部会、「顆粒球同種抗原の命
名法(Nomenclature of Granulocyte Alloantigens)」、Vox Sang., 77:251 (1999)]。
【００２８】
　2001年に、Kisselとその同僚らは、NB1糖タンパク質をコードしている遺伝子を配列決
定し、遺伝子NB1と称した[Kissel K、Santoso S、Hofmann C、Stroncek D、Bux J.の論文
、「免疫好中球減少症の病理及び輸血反応に関連した好中球糖タンパク質NB1(CD177)の分
子基礎(Molecular basis of the neutrophil glycoprotein NB1 (CD177) involved in th
e pathogenesis of immune neutropenias and transfusion reactions)」、European Jou
rnal of Immunology, 31: 1301-1309 (2001)]。しかしこの遺伝子は、前年配列決定され
たPRV-1と称される遺伝子と高度に相同であった。Temerinacとその同僚らは、2000年に、
真正赤血球増加症患者由来の好中球において過剰発現された遺伝子を研究中に、PRV-1を
同定しかつ配列決定した[Temerinac S、Klippel S、Strunck E、Roder S、Lubbert M、La
nge W、Azemar M、Meinhardt G、Schaefer HE、Pahl HLの論文、「真正赤血球増加症にお
いて過剰発現されるuPAR受容体スーパーファミリーの新規メンバーPRV-1のクローニング(
Cloning of PRV-1, a novel member of the uPAR receptor superfamily, which is over
expressed in polycythemia rubra vera)」、Blood. 95: 2569-2576 (2000)]。NB1とPRV-
1のコード領域は、アミノ酸変化を生じる4個のヌクレオチドのみにおいて異なり、Carucc
io、Bettinottiとその同僚らは、PRV-1及びNB1は、単独の遺伝子の対立遺伝子であること
を示した[Bettinotti MP、Olsen A、Stroncek Dの論文、「好中球抗原NB1、CD177をコー
ドしている遺伝子のゲノム構造の同定のためのバイオインフォマティクスの使用(The Use
 of Bioinformatics to Identify the Genomic Structure of the Gene that Encodes Ne
utrophil Antigen NB1, CD177)」、Clinical Immunology. 102: 138-144 (2002)；Carucc
io L、Walkovich K、Bettinotti M、Schuller R、Stroncek D.の論文「CD177多型：高頻
度の一塩基多型と好中球表面タンパク質発現の間の相関関係(CD177 polymorphisms: corr
elation between high frequency single nucleotide polymorphisms and neutrophil su
rface protein expression)」、Transfusion, 44: 77-82 (2004)]。PRV-1及びNB1は、現
在同じ遺伝子の対立遺伝子であり、PRV-1は、健常な集団においてより一般的な対立遺伝
子であると考えられている[Caruccio L、Bettinotti M、Fraser E、Director-Myska A、A
rthur DC、Stroncek DFの論文、Blood, 102:661a (2003)]。
【００２９】
　先に記したように、CD177の誘導体を本発明において使用できる。
　用語「誘導体」は、変種、断片及び融合タンパク質を含む。
　好適な誘導体は、生理的条件下で、TREM-1受容体に結合する。より好適には、これらは
、インビボにおいて好中球又は単球上、特に敗血症性患者由来の好中球又は単球上に存在
する他のどの細胞表面タンパク質にも結合しない。このことは、これらが、高度に特異性
がある細胞-ベースの結合アッセイにおいて使用されることを可能にする。
【００３０】
　最も好適には、誘導体は、それらの受容体が得られる種(例えばヒト(Homo sapienc))に
おいて通常認められる他のいずれのタンパク質にも結合しないという意味で、誘導体はTR
EM-1受容体に特異的である。
　CD177の変種は、対立遺伝子変種を含む。対立遺伝子変種は、種内又は種間の対立遺伝
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子変種であってよい。好適な変種は、哺乳類において生じる。より好適には、これらは、
齧歯類(例えば、マウス、ラット)若しくはウサギ又はヒトにおいて生じる。
【００３１】
　非対立遺伝子変種も含まれる。そのような分子は、組み換えDNA技術、自動合成、位置
指定変異誘発などを用いて調製されることができる。そのような技術は、現在良く開発さ
れている。
　好適な変種は、図18に示されたアミノ酸配列と、又はCD177についてTREM-1受容体に結
合するために必要とされる図18の配列の少なくとも一部と、少なくとも約60％、70％、75
％、80％、85％、90％、95％、又は98％同一であるアミノ酸配列(又は少なくともそれら
の一部)を有する。
【００３２】
　この部分は、図18に示されたアミノ酸22～437に、特に22～408に対応する断片内である
と予想される。従ってこのアミノ酸の一連なり又は(CD177受容体に依然結合するそれらの
更により小さい部分)は、本発明において使用されることができ、かつ配列比較のために
も使用されることができる。図18に示されたアミノ酸配列1～22は、通常成熟タンパク質
には存在しないであろう。アミノ酸408は、GPIアンカーへの結合に使用されるアミノ酸で
ある。GPIアンカーを切断する酵素(例えばホスホリパーゼC)を使用し、22～408断片を可
溶性型として放出することができる。他の可溶性型も可能であり、かつ以下により詳細に
記載されるように、遺伝子操作により作製されることができる。
【００３３】
　ふたつのペプチド/アミノ酸の配列の又はふたつの核酸配列の配列一致性の割合を決定
するために、これらの配列は、最適な比較を目的として並置される(例えば、最適なアラ
インメントのために、ギャップが、第一及び第二のアミノ酸又は核酸の配列の一方又は両
方に任意に導入されてよく、並びに非相同配列は、比較目的のためには無視されることが
できる。)。
【００３４】
　例えば、比較目的で並置される参照配列の長さは、該参照配列の長さの、例えば該参照
配列の長さ全体の、少なくとも30％、好適には少なくとも40％、より好適には少なくとも
50％、更により好適には少なくとも60％、及び更により好適には少なくとも70％、80％、
又は90％である(例えば、第二の配列を、例えば100個のアミノ酸残基を有する第一のアミ
ノ酸配列と並置する場合、少なくとも30個、好適には少なくとも40個、より好適には少な
くとも50個、更により好適には少なくとも60個、及び更により好適には少なくとも70、80
又は90個のアミノ酸残基が、例えば100個のアミノ酸残基などが並置される。)。その後対
応するアミノ酸位置又はヌクレオチド位置でアミノ酸残基又はヌクレオチドが比較される
。第一の配列における位置が、第二配列における対応する位置と同じアミノ酸残基又はヌ
クレオチドにより占拠される場合、これらの分子は、その位置で同一である(本明細書に
おいて使用されるアミノ酸又は核酸の「同一性」は、アミノ酸又は核酸の「相同性」と同
等である)。
【００３５】
　ふたつの配列間の同一性の割合は、それらふたつの配列の最適なアラインメントのため
に導入される必要があるギャップ数、及び各ギャップの長さを考慮し、これらの配列によ
り共有される同一な位置の数の関数である。ふたつの配列間の配列の比較及び同一性の割
合の決定は、数学アルゴリズムを使用し達成することができる。
【００３６】
　一実施態様において、ふたつのアミノ酸配列間の同一性の割合は、GCGソフトウェアパ
ッケージ(http://www.gcg.comから入手可能)中のGAPプログラムに組み込まれているNeedl
eman－Wunschアルゴリズム(J. Mol. Biol., (48): 444-453 (1970))を使用し、Blossom 6
2行列又はPAM250行列のいずれか、及びギャップ重み16、14、12、10、8、6又は4、及びレ
ングス重み1、2、3、4、5又は6を用いて決定される。
【００３７】
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　別の実施態様において、ふたつのヌクレオチド配列間の同一性の割合は、GCGソフトウ
ェアパッケージ(http://www.gcg.comから入手可能)中のGAPプログラムを使用し、NWSgapd
na.CMP行列、及びギャップ重み40、50、60、70又は80、及びレングス重み1、2、3、4、5
又は6を用い、決定される。別の実施態様において、ふたつのアミノ酸配列又はヌクレオ
チド配列間の同一性の割合は、ALIGNプログラム(2.0版)に組み込まれているE. Meyers－W
. Millerアルゴリズム(CABIOS, 4:11-17 (1989))を使用し、PAM120重み残基テーブル、ギ
ャップレングスペナルティ12、及びギャップペナルティ4を用い、決定される。本発明の
核酸配列及びタンパク質配列は、例えば他のファミリーメンバー又は関連配列を同定する
ために公開されたデーターベースに対する探索を実行するための「クエリー配列」として
更に使用することができる。このような探索は、AltschulらのNBLASTプログラム及びXBLA
STプログラム(2.0版)を使用し、実行することができる(J. Mol. Biol., 215: 403-10 (19
90))。BLASTヌクレオチド探索は、本発明のNIP2b、NIP2cL、及びNIP2cS核酸分子と相同な
ヌクレオチド配列を得るために、NBLASTプログラムにより、スコア＝100、ワードレング
ス＝12で実行することができる。BLASTタンパク質探索は、本発明のNIP2b、NIP2cL、及び
NIP2cSタンパク質分子と相同なアミノ酸配列を得るために、XBLASTプログラム、スコア＝
50、ワードレングス＝3で実行することができる。比較を目的としてギャップ付きアライ
ンメントを得るために、Gapped BLASTを、Altschulらの論文(Nucleic Acids Res., 25(17
): 3389-3402 (1997))に記載されたように利用することができる。BLASTプログラム及びG
apped BLASTプログラムを利用する場合には、各プログラム(例えば、XBLAST及びNBLAST)
のデフォルトのパラメータを使用することができる(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.を参
照されたい)。
【００３８】
　当業者は、様々な変化は、依然そのポリペプチドの特性を保ちつつ、望ましい特性(受
容体への結合など)を持つポリペプチドのアミノ酸配列を作製し得ることが多いことを十
分に理解しているので、本発明における使用に関して広範な変種を対象とすることは当然
妥当である。
【００３９】
　そのような変化は、以下の(i)～(iv)項にまとめられている：
(i)置換
　当業者は、様々なアミノ酸は、同様の特性を有することが多く、そのためこれらはその
ポリペプチドの望ましい特性を排除することなく(例えば望ましい活性の少なくとも20％
、好適には少なくとも50％、より好適には少なくとも75％を維持するなど)、交換され得
ることが多いことを知っている。
　例えば、アミノ酸グリシン、アラニン、バリン、ロイシン及びイソロイシンはしばしば
、互いに置換されることができる(脂肪族側鎖を有するアミノ酸)。これらの可能性のある
置換の最も典型は、グリシン及びアラニンを互いに置換するために使用すること(これら
は比較的短い側鎖を有する)、並びにバリン、ロイシン及びイソロイシンを互いに置換す
るために使用すること(これらは疎水性である比較的長い脂肪族側鎖を有する)である。
【００４０】
　互いに置換されることが多い他のアミノ酸は、典型的には以下を含む：
　フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファン(芳香族側鎖を有するアミノ酸)；
　リジン、アルギニン及びヒスチジン(塩基性側鎖を有するアミノ酸)；
　アスパラギン酸及びグルタミン酸(酸性側鎖を有するアミノ酸)；
　アスパラギン及びグルタミン(アミド側鎖を有するアミノ酸)；並びに
　システイン及びメチオニン(含硫側鎖を有するアミノ酸)。
　この性質の置換は、「保存的」又は「半保存的」アミノ酸置換と称されることが多い。
　好適にはこの変種は、10以下の置換(例えば、5以下、より好適には1又は2)を含むこと
ができる。
【００４１】
(ii)欠失
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　ポリペプチドの不必要部分又は望ましくない部分の欠失を作製することができる。これ
は、ポリペプチドのサイズを減少させるために有用であり得る。以下に考察するように、
欠失は、ポリペプチドが通常は膜結合されている場合に、可溶性ポリペプチドを作製する
ためにも有用であり得る。
　好適にはこの変種は、1又は2の欠失を含むことができ、その各々は、参照配列の長さの
20％以下(10％以下など)である。
【００４２】
(iii)挿入
　アミノ酸挿入も作製することができる。これは、該ポリペプチドの特性を変更するため
(例えば、同定、精製又は発現を補助するため)に行ってもよい。
　好適にはこの変種は、1又は2の挿入を含むことができ、その各々は、参照配列の長さの
20％以下(10％以下など)である。
　所与の配列に対しアミノ酸変化(置換、欠失及び/又は挿入のいずれか)を組み込んでい
るポリペプチドは、任意の好適な技術を用い提供することができる。例えば、配列変化を
組み込んでいる核酸配列は、位置指定変異誘発により提供することができる。これを使用
し、そのアミノ酸配列における対応する変化を有するポリペプチドの発現が可能である。
(iv)前記の組合せ
　当然1つ以上の欠失、挿入及び/又は置換を組合せることができる。
【００４３】
　他の変種も含まれる。例えば、1種以上のアミノ酸アナログ(非天然のアミノ酸を含む)
を含むポリペプチドが使用されてよい。従って本発明は、ミメトープ及びペプチド模倣物
質を含む。用語「ミメトープ」及び「ペプチド模倣物質」は、本明細書において互換的に
使用される。化合物Xの「ミメトープ」は、Xの機能活性に必要なXの化学構造が、Xの立体
配座を模倣している他の化学構造と交換されている化合物をいう。ペプチド模倣物質の例
は、ペプチド骨格が1個以上のベンゾジアゼピン分子により置換されたペプチド性化合物(
例えばJames, G. L.らの論文、Science, 260: 1937-1942(1993)参照)、及び「レトロ-イ
ンベルソ型」ペプチド(Sistoの米国特許第4,522,752号参照)を含む。用語「ミメトープ」
及び「ペプチド模倣物質」は、天然のアミノ酸以外であって、ペプチド-含有化合物にお
いて、該ペプチドの機能と著しい程度に有害に干渉することなく、特定のアミノ酸の代替
として高次構造的及び機能的に役立つ部分もいう。アミノ酸模倣物質の例は、D-アミノ酸
を含む。1個以上のD-アミノ酸により置換されたペプチドは、周知のペプチド合成手法を
用い作製することができる。追加の置換は、例えば、b-シアノアラニン、カナバニン、ジ
エンコール酸、ノルロイシン、3-ホスホセリン、ホモセリン、ジヒドロキシフェニルアラ
ニン、5-ヒドロキシトリプトファン、1-メチルヒスチジン、又は3-メチルヒスチジンなど
の官能基による変種側鎖を有するアミノ酸アナログを含む。ミメトープ及びペプチド模倣
物質を調製する方法は、当該技術分野において公知である。
【００４４】
　ここで断片に目を移すと、先に示したように、断片は、本スクリーニング方法において
利用することができる。これらは、例えば抗体産生のため、結合試験のため；治療目的の
ため(以下に考察)などの、他の目的のためにも利用することができる。
　断片は好適には、図18に示されたアミノ酸配列又はそれらの変種の少なくとも10、20、
30、40、50、60、70、80、90又は100個のアミノ酸を含む。
【００４５】
　好適な断片は、可溶性型である。本明細書において用語「可溶性」は、膜結合されてい
るポリペプチドから区別するために使用される。
　一般にシグナル配列(図18においてイタリックで記されたアミノ酸1-22)は、存在しない
であろう。
　可溶性型は、先に考察されたように、GPIアンカーされたタンパク質の、好適な酵素に
よる切断により作製することができる。あるいは、遺伝子操作技術を使用し、分泌されか
つGPIアンカーを有さないタンパク質を提供することができる。
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　様々な長さの可溶性型を提供することができ、かつTREM-1リガンド又は変種の細胞外部
分に由来することができる。
　しかし好適には、TREM-1受容体結合部分は、結合試験により容易に決定することができ
るので、少なくともこれは存在する。
【００４６】
　先に記載された変種又は断片は、望ましい場合は、異種部分(すなわち、それらが通常
現実には連結されない部分)と連結されてよい。好適にはこの連結は、共有結合を介して
いるが、しかし非共有的連結も、本発明の範囲内である。
　従って例えば、融合タンパク質が提供されてよい。
【００４７】
　本発明は、融合タンパク質を包含し、TREM-1リガンド又はその誘導体(特に断片)を、異
種ポリペプチド(すなわち、無関係のポリペプチド又はそれらの一部、好適にはそのポリ
ペプチドの少なくとも10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少なくとも50、
少なくとも60、少なくとも70、少なくとも80、少なくとも90又は少なくとも100個のアミ
ノ酸)に、組み換え的に融合するか又は化学的に結合して(共有的及び非共有的結合の両方
を含む)融合タンパク質が作出される。この融合は、必ずしも直接であることは必要ない
が、しかしリンカー配列を介して生じることができる。
【００４８】
　一例において、融合は、様々な型の免疫グロブリンに由来する配列に対してである。例
えば、インビボにおいてより可溶性かつ安定した融合ポリペプチド又はそれらの断片を作
製するために、融合は、ヒトIgG1又はIgM分子の定常領域(例えば、ヒンジ、CH2ドメイン
、及びCH3ドメイン)に対してであり得る(例えば、Hudson及びSouriausoの論文、Nature M
edicine, 9(1):129-134 (2003)により記載されたように)。抗体断片の短い半減期も、「
ペグ化」、すなわちポリエチレングリコールへの融合により、延長することができる(Leo
ng, S. R.らの論文、Cytokine, 16:106-119(2001)を参照されたい)。WO 01/83525に開示
されたようなそのような融合の一例において、Fcドメインは、生物学的活性のあるペプチ
ドと融合されている。Fcドメインの選択されたペプチドの少なくとも1個のアミノ酸への
共有的連結により、薬理活性のある化合物が生成される。ビヒクルへの連結は、そのペプ
チドの半減期を増大し、これは他方でインビボにおいて迅速に分解されることができる。
【００４９】
　あるいは、非古典的代替タンパク質足場を含む融合タンパク質を作製することができる
(例えばNygren及びSkerraの論文、J Immunol Methods, 290 (1-2):3-28 (2004)又はWO030
49684を参照されたい)。
　そのような融合タンパク質は、本発明のポリペプチド又はそれらの断片を認識する特異
的抗体の産生のための免疫原として使用することができる。
　ひとつの特定の実施態様において、融合タンパク質は、インビボにおけるTREM-1リガン
ドとその受容体の間の相互作用を阻害するために、被験者へ投与することができる。
【００５０】
　シグナル配列へのN-末端シグナル配列融合は、望ましい場合に提供することができる。
様々なシグナル配列が市販されている。例えば、メリチン及びヒト胎盤アルカリホスファ
ターゼの分泌配列(Stratagene社；ラホヤ, CA)は、真核細胞異種シグナル配列として利用
可能である。原核細胞異種シグナル配列の例として、phoA分泌シグナル(Sambrookらの論
文、前掲；及び、「最新分子生物学プロトコール(Current Protocols in Molecular Biol
ogy)、1992年、Ausubelら編集、John Wiley & Sons社)及びプロテインA分泌シグナル(Pha
rmacia Biotech社；ピスカタウェイ, NJ)を挙げることができる。別の例は、バキュロウ
イルス外被タンパク質のgp67分泌配列である(最新分子生物学プロトコール、1992年、Aus
ubelら編集、John Wiley & Sons社)。
【００５１】
　別の実施態様において、融合は、タグ配列、例えばヘキサ-ヒスチジンペプチドに対し
てであり、とりわけpQEベクター(QIAGEN社, 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311)
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において提供されるタグなどであり、その多くは市販されている。例えばGentzらの論文(
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:821-824 (1989))に記載されたように、ヘキサ-ヒスチ
ジンは、融合タンパク質の簡便な精製を提供する。他のペプチドタグの例は、インフルエ
ンザ赤血球凝集素タンパク質由来のエピトープに相当している赤血球凝集素「HA」タグ(W
ilsonらの論文、Cell, 37:767 (1984))、及び「flag」タグ(Knappikらの論文、Biotechni
ques, 17(4)754-761 (1994))である。これらのタグは、組み換えにより産生されたポリペ
プチドの精製に特に有用である。
【００５２】
　融合タンパク質は、標準の組み換えDNA技術によるか、又は例えばペプチド合成装置の
使用などによるタンパク質合成技術により、作製できる。例えば、融合タンパク質をコー
ドしている核酸分子は、自動DNA合成装置を含む通常の技術により合成できる。あるいは
、遺伝子断片のPCR増幅は、2つの連続する遺伝子断片の間に相補的突出を生じるアンカー
プライマーを用いて実行され、これは引き続きアニーリングされ、かつ再増幅され、キメ
ラ遺伝子配列を生じることができる(例えば、最新分子生物学プロトコール、1992年、Aus
ubelら編集、John Wiley & Sons社を参照されたい)。融合タンパク質をコードしているヌ
クレオチド配列は、適切な発現ベクターに挿入できる。
【００５３】
　好適な融合タンパク質は、それらがTREM-1受容体に結合することができる部分(又はリ
ガンド)を複数有するという意味で多価である。
　従って例えば複数の可溶性CD177リガンド(すなわち、CD177に特異的に結合することが
可能なタンパク質)が一緒に結合されてよい。
　これは、例えば可溶性型の多価の足場への連結により実現されることができる。免疫グ
ロブリンなどの分子を使用し、都合の良い多量体の足場を提供することができる。
【００５４】
　TREM-1リガンドコード領域のIgGのFc部分の変異型(Fc部分は、Fc受容体には結合しない
ように修飾されている)をコードしている領域との融合を基にした二量体が、実施例にお
いて考察されている。この二量体は、Fc領域の会合時に作製され、一旦該融合タンパク質
ポリペプチドは、細胞培養培地へ分泌される。
　しかし、免疫グロブリン-由来の足場の使用は必須ではない。この足場は、任意の望ま
しい構造により提供されてよい。
【００５５】
　例えば、ストレプトアビジンを使用することができる。これは先に考察されたように、
TREM-1受容体の四量体を提供するための足場として、本発明者らにより成功している。同
様の技術を使用し、TREM-1リガンド又はその誘導体の四量体を提供することができる。
【００５６】
　様々な多量体(例えば、二量体、三量体、四量体、五量体、六量体など)が、異なる数の
TREM-1リガンド/それらの誘導体を適切な足場への連結することにより提供できる。
　いかなる種類の足場が使用される場合であっても、TREM-1受容体への結合と実質的に干
渉しないことが望ましい。
【００５７】
　好適な構造は、野生型TREM-1リガンドのように、少なくともTREM-1受容体へ結合するこ
とが可能なものである。より好適にはこれらは、TREM-1受容体に結合する可能性がより高
い。
　この構造が療法において使用される場合、この足場は、哺乳類(好適にはヒト)宿主にお
ける炎症を著しく増大しないことが望ましい。所定の種において既に存在するタンパク質
は免疫応答を惹起する可能性がより少ないことを前提として、これらを好適な足場の基礎
として使用することができる。
　前述の記載から、様々な融合タンパク質を本発明において使用することができることは
理解されるであろう。
【００５８】
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　しかしTREM-1リガンド、断片又は変種は、融合タンパク質の場合のように、別のポリペ
プチドには連結される必要はないが、表面に連結されることができる。
　このことは、表面上への固定を可能にする。例えば、プレート、チップ、カラム、ビー
ズ、マトリックス、メンブレン、ウェルなどは、固定のための表面を提供するために使用
されることが多い。固定の技術分野において周知であるように、リンカーを使用し、リガ
ンド、断片又は変種を表面へ結合させることができる。
【００５９】
　固定された型は、精製、診断、スクリーニング(特にハイスループットスクリーニング)
、特徴決定、貯蔵、操作の容易さなどを含む、多くの目的に使用されてよい。
　多くの種類のTREM-1リガンド又は変種、断片、融合タンパク質などを含むその誘導体を
、本発明において使用することができることは、先の記載から理解されるであろう。
【００６０】
　このリガンド又は誘導体は、「単離された」形状で提供されてよい。
　本発明の目的のために「単離された」ポリペプチドは、該タンパク質が誘導される細胞
若しくは組織給源由来の細胞物質若しくは他の夾雑ポリペプチドを実質的に含まないか、
又は化学合成された場合に、化学物質前駆体若しくは他の化学物質を実質的に含まないと
考えられる。
【００６１】
　語句「細胞物質を実質的に含まない」とは、ポリペプチドが、単離される又は組み換え
により作出される細胞の細胞成分から分離されている、ポリペプチドの調製を含む。従っ
て、実質的に細胞物質を含まないポリペプチド/タンパク質は、夾雑タンパク質を約50％
、40％、30％、20％、10％、5％、2.5％、又は1％(乾燥重量％)未満有するポリペプチド/
タンパク質の調製物を含む。
【００６２】
　このポリペプチドが組み換えにより産生される場合、これはまた、好適には、培養培地
を実質的に含まない。すなわち培養培地は、タンパク質調製物の容積の約50％、40％、30
％、20％、10％、又は5％未満を表す。このポリペプチドが化学合成により作製される場
合、これは好適には、化学物質前駆体又は他の化学物質を実質的に含まないことが適して
いる。すなわちこれは、該タンパク質の合成に関与している化学物質前駆体又は他の化学
物質から分離される。従ってそのようなポリペプチド/タンパク質の調製物は、関心対象
のポリペプチド断片以外の化学物質前駆体又は化合物を約50％、40％、30％、20％、10％
、又は5％(乾燥重量)未満有する。
【００６３】
　当然本発明において使用するための他の物質も、単離された形状で提供されてよい。単
離された形状は、構造/機能の分析、結合試験、スクリーニング、抗体の産生又は選択な
どに使用されてよい。これらは他のタンパク質との夾雑が相対的にごくわずかか又は夾雑
していないという事実は、結果は夾雑により有害な影響をおそらく受けないということを
意味する。
【００６４】
　ここで本発明の医学用途に目を移すと、本発明は、1種以上の前炎症性サイトカイン又
はケモカインの放出により特徴付けられる障害を治療するための医薬品の製造における、
TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合を遮断又は減少させる化合物の使用を含む。
【００６５】
　この障害は、TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合により媒介される任意の炎症障害
(又は他の障害)であってよい。炎症障害の例は、急性及び慢性炎症障害、敗血症、急性内
毒素血症、脳炎、炎症性腸疾患(IBD)、慢性閉塞性肺疾患(COPD)、アレルギー性炎症障害
、喘息、肺線維症、肺炎、市中肺炎(CAP)、人工呼吸器関連肺炎(VAP)、急性呼吸器感染、
急性呼吸窮迫症候群(ARDS)、感染性肺疾患、胸水、消化性潰瘍、ヘリコバクターピロリ感
染、肝肉芽腫、関節炎、関節リウマチ、変形性関節症、炎症性骨溶解、潰瘍性大腸炎、乾
癬、血管炎、自己免疫疾患、甲状腺炎、類鼻疽、(腸間膜)虚血性再灌流障害、フィロウイ
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ルス感染症、尿道感染症、細菌性髄膜炎、サルモネラ・エンテリカ感染、マールブルグウ
イルス及びエボラウイルス感染症を含む(しかし、これらに限定されるものではない)。
【００６６】
　更にTREM-1シグナル伝達は、単球-血小板及び好中球-血小板の凝集が重要な役割を果た
す疾患に関わりがある(Haselmayerらの論文、Blood, 110: 1029-1035 (2007))。例えば、
循環白血球-血小板凝集、特に単球-血小板凝集は、アテローム性動脈硬化症病巣の形成を
促進し、急性冠状動脈症候群、卒中、及び末梢血管障害において増加し、並びにこれは急
性心筋梗塞の早期マーカーである。循環単球-血小板及び好中球-血小板凝集の増加は、以
下を含む多くの他の状態においても報告されている：真性糖尿病、嚢胞性線維症、喘息、
子癇前症、胎盤機能不全、片頭痛、ネフローゼ症候群、血液透析、鎌状赤血球症、全身性
炎症反応症候群、敗血症性多臓器不全症候群、抗リン脂質症候群、全身性エリスマトーデ
ス、関節リウマチ、炎症性腸疾患、骨髄増殖症候群、川崎病、及びアルツハイマー病(Mic
helson及びNewburgerの論文、Blood, 110:794-795 (2007))。
【００６７】
　しかし好ましくは該障害は、敗血症であり、かつ病原体により媒介される。
　より好ましくは、これは、微生物に媒介された敗血症である。
　最も好ましくは、これは、真菌又は細菌に媒介された敗血症である。
　微生物により媒介される敗血症の例は、肺炎である。
　あるいは該障害は、炎症性腸疾患であることが好ましい。
【００６８】
　本明細書において定義された用語「肺炎」は、TREM-1発現の増大が検出され得る、細菌
感染症及び非細菌感染症(例えばブラストミセス・デルマチチジス(Blastomyces dermatit
idis)、ヒストプラスマ・カプスラーツム(Histoplasma capsulatum)、コクシジオイデス
属(Coccidioides)、スポロトリックス・シェンキイ(Sporothrix schenckii)、ニューモシ
スティス・カリニ(Pneumocystis carinii)、クリプトコッカス属(Cryptococcus)、アスペ
ルギルス属(Aspergillus)、又はムコール属(Mucor sp.)による感染症)、原虫感染症又は
寄生体感染症(例えば、トキソプラズマ(Tosoplasma gondii)、糞線虫(Strongyloides ste
rcoralis)、回虫属(Ascaris)、鉤虫、イヌ糸状虫属(Dirofilaria)、肺吸虫属(Paragonimu
s)、又は赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica)により引き起こされるもの)などの、細胞
外病原体による感染により引き起こされる肺の炎症を意味する。
【００６９】
　肺炎は、「大葉性肺炎」(これは肺一葉において生じる)及び気管支肺炎(肺において不
規則に位置する傾向がある)を含む。更に肺炎は、しばしば2つの範疇に分類され、これは
最も可能性のある原因である生物の予測を助けることができる。この設定において「市中
肺炎(院外で罹る肺炎)」は、ウイルス性呼吸器感染症に続くことが多い。これは、毎年成
人400万人近くが罹患する。これはおそらく最も一般的な肺炎原因菌である肺炎連鎖球菌(
Streptococcus pneumoniae)により引き起こされるであろう。他の生物、例えば非定型細
菌と称される肺炎クラミジア又は肺炎マイコプラズマも、市中肺炎の一般的な原因である
。病院内で罹る「病院内感染肺炎」は、院内肺炎と称されることが多い。入院患者は、特
にグラム陰性菌及びブドウ球菌の攻撃を受けやすい。
【００７０】
　広範な化合物を、前述の障害の治療において使用することができる。
　そのような化合物の一例は、抗体である。好適にはこの抗体は、TREM-1リガンド(又は
適宜それらの変種、断片若しくは融合タンパク質)に結合する。
　最も好適にはこれは、TREM-1受容体への結合に寄与するTREM-1リガンドの一部に結合す
る。
【００７１】
　この抗体は、モノクローナル性又はポリクローナル性であってよい。
　ポリクローナル抗体は、免疫原としてTREM-1リガンド又は誘導体を動物へ注射する際に
、好適な動物宿主(例えば、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ヤギ又はサ
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ル)におけるそれらの産生を刺激することにより生じることができる。必要ならば、本発
明の物質と一緒に、アジュバントが投与されてよい。その後抗体は、本発明の物質へのそ
れらの結合特性によって、精製することができる。
【００７２】
　例えば前記免疫原は、CD177又はそれらの断片若しくは変種であってよい。あるいはこ
の免疫原は、TREM-1リガンドを発現している細胞、例えばCD177などのTREM-1リガンドを
発現している好中球などであってよい。最も好適には本免疫原は、ヒト型のもの(例えば
、ヒトCD177又はTREM-1リガンドを発現しているヒト細胞)である。
【００７３】
　モノクローナル抗体は、ハイブリドーマから作製することができる。これらは、不死化
細胞株を形成するために、望ましい抗体を産生する動物由来の骨髄腫細胞及び脾細胞を融
合することにより形成することができる。従って周知のKohler及びMilsteinの技術(Natur
e, 256, 52-55 (1975))又はこの技術の変法を使用することができる。
【００７４】
　特定のポリペプチドに結合するモノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を作製する
技術は、現在当該技術分野において十分に開発されている。これらは、標準の免疫学の教
本、例えばRoittらの著書「免疫学(Immunology)(第2版)」(1989)、Churchill Livingston
e社(ロンドン)において考察されている。
【００７５】
　用語「抗体」は、抗体全体に加え、本発明のポリペプチドへ結合することが可能である
その誘導体を含むように、本明細書において使用される。従って本発明は、抗体断片及び
合成構築物を含む。抗体断片及び合成構築物の例は、Dougallらの論文、Tibtech, 12: 37
2-379 (1994年9月)に示されている。
【００７６】
　抗体断片は、例えばFab、F(ab')2及びFv断片を含む。Fv断片は、単鎖Fv(scFv)分子とし
て公知の合成構築物を産生するように、修飾されることができる。これは、Vh領域及びVl
領域に共有的に結合しているペプチドリンカーを含み、これは該分子の安定性に寄与して
いる。使用することができる他の合成構築体は、CDRペプチドを含む。これらは、抗原-結
合決定基を含む合成ペプチドである。ペプチド模倣物質も、使用されてよい。これらの分
子は通常、CDRループの構造を模倣し、かつ抗原-相互作用側鎖を含む高次構造が制約され
た有機環である。
【００７７】
　合成構築体は、キメラ抗体を含む。ここでは抗体の1つ以上の部分は1種の動物(通常齧
歯類)に由来し、かつ1つ以上の部分は別の動物(通常ヒト)に由来する。実践において、そ
のような抗体は、所望の融合タンパク質をコードしているDNAがクローニングされ、かつ
好適な発現系に挿入されるような、組み換え技術法により作出される。好ましい発現系は
、哺乳類細胞培養物(例えばCHO細胞)である。
【００７８】
　好ましいキメラ抗体は、ヒト化抗体であり、時にはCDR移植抗体として公知である。こ
れらは、より古典的なキメラ抗体の代替である。ここでは非ヒト(通常齧歯類)抗体V-領域
由来の相補性決定領域のみ、ヒトV領域のフレームワーク領域と組み合わせられる。これ
らの抗体は、可変領域の全体が非ヒト動物に由来しているより古いスタイルのキメラ抗体
よりも、免疫原性が低いとみなされている。従って、望ましくない副作用は、おそらく少
ない。
【００７９】
　完全ヒト抗体も、作製されることができる。倫理的理由のために、これらを直接ヒトか
ら作製することは、望ましくない。しかしこれらは、ヒト免疫グロブリン配列から誘導さ
れた抗体ライブラリーを使用するファージディスプレイを含む技術において、当該技術分
野において公知の様々な方法により作製することができる(米国特許第4,444,887号及び第
4,716,111号；並びに、PCT公報WO 98/46645；WO 98/50433；WO 98/24893；WO 98/16654；
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WO 96/34096；WO 96/33735；及び、WO 91/10741を参照されたい)。ヒト抗体は、トランス
ジェニックマウスを用いて作製することもできる(Lonberg及びHuszarの論文、Int. Rev. 
Immunol., 13:65-93 (1995)を参照されたい)。ヒト抗体及びヒトモノクローナル抗体を作
製する本技術並びにそのような抗体を作製するためのプロトコールの詳細な考察に関して
は、例えば、PCT公報WO 98/24893；WO 92/01047；WO 96/34096；WO 96/33735；欧州特許
第0 598 877号；米国特許第5,413,923号；第5,625,126号；第5,633,425号；第5,569,825
号；第5,661,016号；第5,545,806号；第5,814,318号；第5,885,793号；第5,916,771号；
及び、第5,939,598号を参照することとし；これらはそれらの全体が引用により本明細書
中に組み込まれている。加えて、Abgenix社(フリーモント, CA)、Medarex社(NJ)及びGenp
harm社(サンノゼ, CA)などの会社は、前述の技術に類似した技術を用い、選択された抗原
に対するヒト抗体を提供することを保証することができる。選択されたエピトープを認識
する完全ヒト抗体は、「ガイド選別(guided selection)」と称される技術を用いて作製す
ることができる。このアプローチにおいて、選択された非ヒトモノクローナル抗体、例え
ばマウス抗体が、同じエピトープを認識する完全ヒト抗体の選択をガイドするために使用
される(Jespersらの論文、Bio/technology, 12:899-903 (1988))。
【００８０】
　当然、抗原結合に加えいくつかの望ましい特性を持つ分子を提供する追加の部分を伴う
前述の抗体/構築体のいずれかを提供することは可能である。例えばこの部分は、検出可
能な標識、インビボでの抗体の安定性/半減期を増大する化合物などであり得る。
【００８１】
　脂質化のような修飾を使用し、抗体を安定化し、かつ取り込み及び組織透過(例えば脳
への)を増強することができる。抗体の脂質化の方法は、Cruikshankらの論文(J. Acquire
d Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology, 14:193 (1997))に記載され
ている。Leong, S. R.らの論文(Cytokine, 16:106-1 (2001))も参照することができる。
ここで抗体断片の半減期は、「ペグ化」、すなわちポリエチレングリコールへの融合によ
っても延長することができることが説明されている。
【００８２】
　前述の考察から明らかであるように、広範な抗体/構築体を使用して、TREM-1リガンド
のTREM-1受容体への結合を遮断又は低下させることができる。
　しかしモノクローナル抗体を使用することが適している(例えば抗体R33)。
【００８３】
　本発明の態様は、抗-TREM-1リガンド抗体を得る方法であって、TREM-1リガンド又はそ
の誘導体を提供する工程、及びこれを使用し、例えば非ヒト宿主(例えばウサギ又は、マ
ウス若しくはラットなどの齧歯類)を、免疫原としてTREM-1リガンド又はその誘導体で免
疫処置することにより、該非ヒト宿主において抗体を産生する工程を含む、前記方法；同
じく、抗-TREM-1リガンド抗体を得る方法であって細胞表面上にTREM-1リガンド又はその
誘導体が存在する好中球などの細胞を提供する工程、及びこれらを使用し、例えば非ヒト
宿主(例えばウサギ又は、マウス若しくはラットなどの齧歯類)を、免疫原としてTREM-1リ
ガンド又はその誘導体がそれらの表面上に存在する好中球などの細胞で免疫処置すること
により、該非ヒト宿主において抗体を産生する工程を含む、前記方法；を含む。
【００８４】
　TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合を遮断又は低下する別の方法は、TREM-1リガン
ドの可溶性型又はそれらの可溶性変種、例えば先に記載されたような多量体を使用するこ
とである。
　これは、TREM-1受容体に結合することができ、そのためこれは最早天然の膜結合型リガ
ンドへの結合に関して物理的に利用可能ではないか、又は少なくともその利用可能性は低
下している。これは、サイトカイン及びケモカインの前炎症性放出を妨害又は低下するこ
とができる。
【００８５】
　これは、TREM-1リガンドのその受容体への結合を遮断することに頼るよりもむしろ、TR
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EM-1リガンドの発現を遮断又は低下することも可能である。これは、転写を遮断若しくは
低下するか、又は翻訳を遮断若しくは低下することにより、実現されることができる。
　従って例えば、TREM-1リガンドの遺伝子の転写ブロッカー又はダウンレギュレーターが
、提供されてよい。
【００８６】
　あるいは、TREM-1リガンドの遺伝子は、失活されてよい(例えば、遺伝子/プロモーター
を破壊するための標的化された相同組換え技術の使用により)。
　更なる代替において、アンチセンス分子が提供されてよい。これらは、TREM-1 RNAにハ
イブリダイズし、その結果それらの翻訳を妨害又は低下できる。好適なハイブリダイゼー
ションは特異的であり、その結果インビボにおいて好中球又は単球により天然に産生され
た異なるRNA分子への著しいハイブリダイゼーションは存在しない。
【００８７】
　望ましいならばハイブリダイゼーションを、インビトロにおいて試験することができる
。従ってストリンジェントな条件が提供されることができ、かつ次にハイブリダイゼーシ
ョンが生じたかどうかを決定することができる。好適なアンチセンス分子は、ストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズする。
【００８８】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の一例は、5×SSC、0.5％SDS、1.0mM 
EDTA(pH8.0)である予備洗浄液の使用、及び5×SSCを使用する55℃で一晩のハイブリダイ
ゼーションの試みに関連している。しかし、多くの他の可能性が存在する。例えば、これ
らの一部は、WO98/45435の表1に列記されている(特にその表のA-Fに記された条件を参照
し、より好適でないものはGからL又はMからRに列記されたものである)。ハイブリダイゼ
ーション条件は、Sambrookらの文献の1.101-1.110頁及び11.45-11.61頁により詳細に考察
されている[「分子クローニング(Molecular Cloning)第2版」, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press社 (1989)]。
【００８９】
　アンチセンス分子は、好適なビヒクル(例えばリポソーム)により導入されることができ
る。これらは、例えば遺伝子銃技術を使用し、直接導入されることさえできる。あるいは
インビボにおいてそのような分子を作製するベクターが提供されてよい。
【００９０】
　アンチセンス分子の代わりとして、RNA干渉(RNAi)に参加する2本鎖RNA分子も使用され
てよい。ここで標的化されたRNAは、生理的に切断され、したがってRNAiの作用機序は、
単純にRNAに結合することにより作用するアンチセンス分子のものとは極めて異なり、そ
れはもはやそのようにしては翻訳について利用できない。2006年に、Andrew Fire及びCra
ig C. Melloは、線虫シーエレガンス(C. elegans)におけるRNA干渉に関する彼等の業績に
対してノーベル医学生理学賞を同時受賞した[Fire A、Xu S、Montgomery M、Kostas S、D
river S、Mello Cの論文、「シーエレガンスにおける2本鎖RNAによる強力かつ特異的遺伝
子干渉(Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenor
habditis elegans)」、Nature, 391 (6669): 806-11 (1998)]。その時以降、様々な著者
が、遺伝子発現の低下/遮断のためのRNAiの実際の適用を考察している。関連論文は以下
を含む：Dorsett, Y及びTuschl, Tの論文、「siRNA：機能性ゲノムにおける適用及び治療
薬としての可能性(siRNAs: Applications in functional genomics and potential as th
erapeutics)」、Nature Reviews, 3, 318-329 (2004)；Hannon, GJ及びRose, JJの論文、
「RNA干渉によるヒトゲノムの可能性のある開錠(Unlocking the potential of the human
 genome with RNA interference)」、Nature, 431, 371-378 (2004)；Soutschek, Jらの
論文、「修飾されたsiRNAの全身投与による内在性遺伝子の治療的サイレンス化(Therapeu
tic silencing of an endogenous gene by systematic administration of modified siR
NAs)」、Nature, 432, 173-178 (2004)；Morrisey, DVらの論文、「化学修飾されたsiRNA
の強力かつ持続性のインビボ抗-HBV活性(Potent and persistent in vivo anti-HBV acti
vity of chemically modified siRNAs)」、Nat. Biotechnol., 23, 1002-1007 (2005)；P
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alliser, Dの論文、「致命的単純ヘルペスウイルス感染症からマウスを保護するsiRNA-ベ
ースの殺微生物剤(An siRNA-based microbicide protects mice from lethal herpes sim
plex virus infection)」、Nature, 439, 89-94 (2006)；並びに、Zimmermann TSらの論
文、「非ヒト霊長類におけるRNAi媒介した遺伝子サイレンス化(RNAi-mediated gene sile
ncing in non-human primates)」、Nature, 441, 111-114 (2006)。
【００９１】
　リボザイムも、使用されてよい。これらは、酵素活性を有する1本鎖RNA分子(通常2本鎖
ヘアピン領域を伴う)である。リボザイムは、標的RNA分子に結合しかつ切断するよう操作
されることができる。これは、例えば、Citti及びRainaldiの論文において考察されてい
る(「疾患遺伝子を制御するための治療道具としての合成ハンマーヘッドリボザイム(Synt
hetic hammerhead ribozymes as therapeutic tools to control disease genes)」、Cur
r Gene Ther., 2005 Feb；5(1):11-24)。
【００９２】
　本発明の医学的使用に関して、多くの様々な化合物を使用することができることは、前
述の記載から理解されるであろう。実際、先に考察された化合物に加え、先に考察された
スクリーニング方法により同定された化合物も使用することができる。(用語「化合物」
は、非限定的に使用され、かつ本明細書に記載された使用に適している任意の生物学的部
分又は合成部分であり得る。)
【００９３】
　本化合物は、医薬として許容し得る希釈剤、担体又は賦形剤と一緒に、医薬組成物とし
て投与されてよい。
　本明細書において使用される語句「医薬として許容し得る希釈剤、担体又は賦形剤」は
、医薬投与と適合性のある、溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤及び抗真菌剤、等張剤
及び吸収遅延剤などのいずれか又は全てを含むことが意図されている。医薬活性物質に関
するそのような媒体及び物質の使用は、当該技術分野において周知である。通常の媒体又
は物質が、該活性化合物と不適合である場合を除いて、本組成物におけるそれらの使用が
意図されている。補助活性化合物も、本組成物に混入することができる。
【００９４】
　本発明は、本発明のペプチド又はポリペプチドを含有する医薬組成物を調製する方法を
含む。そのような組成物は、追加の活性物質を更に含有することができる。従って本発明
は、本発明のペプチド又はポリペプチド及び1種以上の追加の活性化合物と共に、医薬と
して許容し得る担体を製剤することによる、医薬組成物を調製する方法を更に含む。
【００９５】
　本発明の医薬組成物は、その意図された投与経路と適合性があるように製剤される。投
与経路の例は、例えば静脈内、皮内、皮下、経皮(外用)、経粘膜、関節内、腹腔内、及び
胸膜内などの非経口に加え、経口、吸入、及び経直腸の投与を含む。非経口、皮内、又は
皮下適用に使用される液剤又は懸濁剤は、以下の成分を含有することができる：注射用水
、食塩水、不揮発油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール又は
他の合成溶媒などの、無菌の希釈剤；ベンジルアルコール又はメチルパラベンなどの、抗
菌剤；アスコルビン酸又は亜硫酸水素ナトリウムなどの、抗酸化剤；エチレンジアミン四
酢酸などの、キレート剤；酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩などの、緩衝液、及び塩化ナ
トリウム又はデキストロースなどの浸透圧調節剤。pHは、塩酸又は水酸化ナトリウムなど
の、酸又は塩基により調節することができる。この非経口調製品は、アンプル、使い捨て
注射器、又はガラス若しくはプラスチックで製造された反復投与用バイアル内に封入する
ことができる。
【００９６】
　注射用途に適した医薬組成物は、無菌の注射用溶液又は分散液の用時調製のための、無
菌の水性溶液(この場合水溶性)又は分散液及び無菌散剤を含む。静脈内投与に関して好適
な担体は、生理食塩水、静菌水、Cremophor EL(商標)(BASF社；パルシパニー, NJ)又はリ
ン酸緩衝食塩水(PBS)である。全ての場合において、本組成物は、無菌でなければならず
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、かつ存在する注射器で容易に注射できる程度に流体であるべきである。これは、製造及
び貯蔵の条件下で安定していなければならず、かつ細菌及び真菌などの微生物の夾雑作用
に対して保存されなければならない。この担体は、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、及び液体ポリエチレングリコールなど)、
並びにそれらの好適な混合物を含む、溶媒又は分散媒であり得る。例えばレシチンなどの
コーティングの使用により、分散剤の場合必要な粒子サイズの維持により、及び界面活性
剤の使用により、適切な流動性を維持することができる。微生物の作用の防止は、例えば
、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどの様々
な抗菌剤及び抗真菌剤により実現することができる。多くの場合、本組成物中に、例えば
糖質、マンニトール、ソルビトールなどの多価アルコール、塩化ナトリウムなどの等張化
剤を含むことは典型であろう。注射用組成物の延長された吸収は、本組成物中に、吸収を
遅延する物質、例えばアルミニウムモノステアレート及びゼラチンを含有することにより
もたらすことができる。
【００９７】
　無菌注射用液は、活性化合物(例えばポリペプチド又は抗体)の必要量を、適切な溶媒中
に、必要に応じ先に列挙された構成成分の1種又は組合せと共に混入し、引き続き濾過滅
菌することにより調製することができる。一般に分散剤は、該活性化合物の、基本的分散
媒及び先に列記されたものからの必要な他の成分を含む無菌のビヒクルへの混入により調
製される。無菌の注射用液の調製のための無菌散剤の場合、より好適な調製方法は、予め
濾過滅菌されたそれらの溶液から、活性成分に加え追加の望ましい成分の散剤を生じる、
真空乾燥又は凍結乾燥である。
【００９８】
　経口組成物は一般に、不活性希釈剤又は可食性担体を含有する。これらは、ゼラチンカ
プセル内に封入されるか、又は錠剤に圧縮されることができる。経口治療用投与の目的に
関して、本活性化合物は、賦形剤と混入し、錠剤、トローチ剤、又はカプセル剤の形状で
使用することができる。医薬として適合性がある結合剤、及び/又は佐剤を、本組成物の
一部として含むことができる。これらの錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤などは、下
記構成成分のいずれか、又は同様の性質の化合物を含有することができる：微晶質セルロ
ース、トラガカントガム又はゼラチンなどの、結合剤；デンプン又は乳糖などの、賦形剤
；アルギン酸、プリモゲル(Primogel)、又はトウモロコシデンプンなどの、崩壊剤；ステ
アリン酸マグネシウム又はステロート(Sterote)などの、滑沢剤；コロイド状二酸化ケイ
素などの、流動促進剤；ショ糖又はサッカリンなどの、甘味剤；若しくは、ペパーミント
、サリチル酸メチル、又はオレンジ香料などの、矯味矯臭剤。
【００９９】
　吸入による投与に関して、本化合物は、例えば二酸化炭素などの気体のような好適な噴
射剤を含有する加圧された容器又はディスペンサーからのエアゾールスプレーの形、又は
ネブライザーで送達される。
【０１００】
　全身投与は、経粘膜又は経皮手段によることもできる。経粘膜又は経皮投与に関して、
透過されるべき障壁に適した透過剤が、本製剤において使用される。このような透過剤は
、一般に当該技術分野において公知であり、かつ例えば、経粘膜投与のための、界面活性
剤、胆汁塩、及びフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻腔用スプレー又は坐剤の使
用により実現することができる。経皮投与に関して、本活性化合物は、一般に当該技術分
野において公知のように軟膏剤、膏薬、ゲル剤、又はクリーム剤に製剤される。これらの
化合物は、直腸送達のために、坐剤(例えば、カカオバター及び他のグリセリドなどの通
常の坐剤基剤と共に)、又は貯留浣腸の形で調製することもできる。
【０１０１】
　一実施態様において、本活性化合物は、インプラント及びマイクロカプセル化された送
達システムを含む徐放製剤のように、体内からの迅速な排泄に対し該化合物を保護する担
体と共に調製される。エチレン酢酸ビニル、ポリアンヒドリド、ポリグリコール酸、コラ
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ーゲン、ポリオルソエステル、及びポリ乳酸などの、生分解性、生体適合性ポリマーを使
用することができる。そのような製剤の調製方法は、当業者には明らかであろう。これら
の物質は、Alza社及びNova Pharmaceuticals社から購入することもできる。リポソーム懸
濁剤(ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体により感染細胞に標的化されたリポソー
ムを含有する)も、医薬として許容し得る担体として使用されることができる。これらは
、例えば米国特許第4,522,811号に開示されたような、当業者に公知の方法に従い調製さ
れることができる。
【０１０２】
　投与が容易でかつ均一用量の単位剤形で経口又は非経口組成物を製剤することは、特に
有利である。本明細書において使用される単位剤形は、治療される被験者への単一の用量
として適した物理的に個別の単位をいい；各単位は、必要な医薬担体と会合して望ましい
治療作用をもたらすように計算された予め決定された量の活性化合物を含有する。本発明
の単位剤形に関する仕様は、該活性化合物の独自の特性及び実現されるべき特定の治療作
用、並びに個体の治療のためにそのような活性化合物を配合する技術における固有の制限
により、指示されかつ直接左右される。
【０１０３】
　本明細書に定義されたように、ポリペプチドの治療的有効量(すなわち、有効用量)は、
約0.001～30mg/kg体重、好適には約0.01～25mg/kg体重、より好適には約0.1～20mg/kg体
重、及び更により好適には約1～10mg/kg、2～9mg/kg、3～8mg/kg、4～7mg/kg、又は5～6m
g/kg体重の範囲が適している。
【０１０４】
　抗体に関して、好適な用量は、0.1mg/kg～100mg/kg体重(一般に10mg/kg～20mg/kg)であ
る。この抗体が脳内において作用する場合、通常用量50mg/kg～100mg/kgが適している。
一般に部分的ヒト抗体及び完全なヒト抗体は、ヒト体内において、他の抗体よりもより長
い半減期を有する。従ってより低い用量及びより少ない投与頻度が可能であることが多い
。
【０１０５】
　当然実際の用量は、医師により決定されるであろう。望ましいならば、低い初回量を使
用し、かつ有益な作用が得られるまで、次第に増加することができる。副作用が発症する
場合、この用量は、通常の臨床実践に従い減少させることができる。
【０１０６】
　本医薬組成物は、容器、パック、又はディスペンサー内に、投与に関する指示書と共に
、含まれることができる。
　本発明は、様々な診断用途も有する。
　これは、1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインの放出により特徴付けられる
障害の診断において有用な情報を提供することができる方法工程を含む。
【０１０７】
　この障害は、医学使用に関して先に考察された障害のいずれかであってよい。
　従って例えば本発明は、生物試料を得ること、及びTREM-1リガンド又はTREM-1リガンド
mRNAについて該試料を分析することを含む方法を含む。
　この試料は、全血、血清、血漿、尿の試料、血液の細胞画分、組織試料などであり得る
。
【０１０８】
　この試料は、膜結合したTREM-1リガンドの分析が望ましい場合、細胞(好適には好中球
及び/又は単球)を含む試料が適している。同様に細胞は、mRNAを分析することが望ましい
場合に、通常使用されるであろう。
　この試料は、可溶性TREM-1リガンドの分析が望ましい場合、細胞外液(例えば血清、血
漿又は尿)を含む試料が適している。これは、その可溶性型は細胞外液へと流れ出すから
である。
【０１０９】



(26) JP 2010-534828 A 2010.11.11

10

20

30

40

50

　本試料は、通常、先に考察された障害のいずれかを有すると考えられる患者又はそれを
有するリスクがある患者から採取される。
　前記リガンド又は対応するmRNAの存在又は非存在は、単純に同定されてよい。それが健
常な個体においては全く存在しないか、又は検出することが困難であるような非常に低い
レベルでのみ存在する場合に、これは有用であり得る。
【０１１０】
　しかし好適には本方法は、生物試料中のTREM-1リガンド又はTREM-1リガンドmRNAを定量
する工程を含む。
　これは、該リガンド又は対応するRNAのレベルを、健常な個体について予想されるもの
に対応する対照レベル又は範囲と比較する、陰性対照を更に含んでよい。
　TREM-1リガンド又はTREM-1リガンドmRNAのレベルが、該対照のレベルを有意に上回る場
合、これは、個体がおそらく該障害を有することの指標であり得る。
【０１１１】
　これは、リガンド又は対応するmRNAのレベルを、該障害を有する個体から予想されるも
のに対応する対照レベル又は範囲と比較することを含む、陽性対照を含んでよい。
　TREM-1リガンド又はTREM-1リガンドmRNAのレベルが、陽性対照のレベルに有意に近い場
合、これは、個体がおそらく該障害を有することの指標であり得る。
【０１１２】
　本方法は例えば、前記リガンドに対する抗体を使用することができる。
　(ここで、該リガンドが同定されたことは、先に考察されたように、標準技術により抗
体を産生するために使用されることができる)。
　好適な抗体は、該リガンドに対し特異的である。これは、モノクローナル抗体(例えばR
33)であってよい。
【０１１３】
　本方法が、試料中のTREM-1 mRNAを検出する場合、TREM-1 mRNAとハイブリダイズする核
酸分子を使用することができる(例えばプローブ又はプライマー)。
　あるいは、このmRNAを使用してcDNAを作製し、このcDNAにハイブリダイズする核酸分子
を使用することができる。望ましいならば、逆PCRのような増幅技術が使用されるが、こ
れらは必須ではない。
【０１１４】
　好適なことに、本核酸分子は、先に記載したように、ストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズすることが可能である。
　診断において有用である更なる方法は、TREM-1受容体に結合するTREM-1リガンドの可溶
性型又はそれらの可溶性変種を提供することである。これは、TREM-1受容体の検出、及び
/又は試料中に存在する受容体の量の定量に使用されることができる。
【０１１５】
　先に記載された方法に加え、本発明は診断キットも提供する。
　これは、インビボにおける1種以上の前炎症性サイトカイン又はケモカインの放出によ
り特徴付けられる障害を診断するためのキットを提供し、ここでこのキットは、TREM-1リ
ガンド又は該リガンドをコードしているDNA若しくはRNAに結合する化合物を備えている。
　あるいは本キットは、TREM-1受容体に結合するTREM-1リガンド又はそれらの変種(好適
には可溶性型)を備えてよい。
【０１１６】
　本化合物は、例えば、TREM-1リガンドに結合する抗体又はTREM-1 RNA若しくはDNAにハ
イブリダイズする核酸であってよい。
　本キットは、好適には、この結合を検出及び/又は定量する手段を備えることを包含す
る。
　この手段は、例えば、該障害が存在する場合に、可視できる変化を提供する1種以上の
指標であってよい。この指標(類)は、例えば色の変化又はマーキングの変化を提供してよ
い。
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【０１１７】
　本キットはそれ自身、1種以上の対照を含んでよい。例えば、健常患者からの生物試料
を含む対照を備えてよい。これらの試料は、先に考察したように、細胞(例えば好中球及
び/又は単球)を含んでよい。
　あるいはこれらは、無細胞であってよい。例えば血清、血漿又は尿試料は、TREM-1リガ
ンドの可溶性型を調べるためのスクリーニングすることが望ましい場合に、提供される。
【０１１８】
　これらの対照は、生理的試料である必要さえない。これらは単純に、健常な患者にとっ
て予想される指標であってよい。このような指標は、指示書、包装、ラベルなどに提供さ
れることができる。これらは、チャート、図、範囲などの形であってよい。
【０１１９】
　本キットの成分は、密封されることができかつ無菌の形状であり得る様々な容器内に封
入されてよい。これらの容器は、キットの包装内に、先に記載されたように被験体が障害
を発症するリスクがあるかどうかの決定に関する指示書と共に入っていてよい。
【０１２０】
　本発明は、前述のキットに加え、TREM-1リガンドの変異型の存在を同定するためのキッ
トも含む。
　用語「変異型」は、通常「野生型」として知られている、所定の種において実際に公知
の最も一般的型から区別するように、本明細書において使用される。従って変異型をコー
ドしている遺伝子の場合、これは、1個以上のコーディングヌクレオチドにより野生型を
コードしている遺伝子と異なるであろう。ポリペプチドの場合、変異型は、1個以上のア
ミノ酸が異なることができる。従って変異型は、対立遺伝子変種を含む。
【０１２１】
　そのようなキットは、例えば、該リガンドの野生型によりも変異型により強力に結合す
る抗体を備えることができるか、又は野生型をコードしている核酸へよりも、変異型をコ
ードしている核酸により強力に結合する核酸を備えることができる。
　望ましいならば、本キットは、野生型リガンドへの又は野生型リガンドをコードしてい
る核酸への結合と比較される結合を可能にする対照を備えることができる。
【０１２２】
　本抗体は、TREM-1リガンドの変異型に特異的であり得る。本核酸は、TREM-1リガンドの
変異型をコードしている核酸に特異的であり得る(ストリンジェントなハイブリダイゼー
ション条件下で)。
　変異型は、野生型遺伝子を持つ個体よりも、特定の障害(特に本明細書において考察さ
れた障害)の傾向がより多い又はより少ない個体を同定することができるので、これらは
興味深い。これらは、研究、細胞又は組織タイピング、法医学、診断などにおいても有用
であり得る。
【０１２３】
　本発明の更なる態様は、例えば動物モデルとしての使用のための、野生型動物と比べて
TREM-1及び/又はTREM-1リガンドの低下した発現を有する非ヒト動物の態様である。好ま
しくはこれは、TREM-1及び/又はTREM-1リガンドの発現を有さない。本発明の更なる態様
は、野生型動物と比べてTREM-3の低下した発現も有する、好ましくはTREM-3の発現を有さ
ない、非ヒト動物である。
【０１２４】
　このような動物は、野生型動物と比べ対照として有用である。これらは、先に記載され
たスクリーニング方法により同定された物質の有効性を分析するために使用することがで
きる。これらは、副作用を評価するためにも使用されることができる。
【０１２５】
　好適な動物モデルの提供は、副作用、薬効などのスクリーニングに必要な試験動物の合
計数を減らす上で有用であり得る。従ってこれらのモデルは、全体の罹患動物の減少にお
いて恩恵があり得る。
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　好ましくは、この非ヒト動物は、TREM-1リガンド又はTREM-1受容体が完全にノックアウ
トされている。従ってこれは、機能的TREM-1リガンド又は機能的TREM-1受容体を生成しな
い。
【０１２６】
　これは、TREM-1遺伝子の必須領域を欠失又は不活性化する組換え技術を用いて行うこと
ができる。
　その後繁殖技術を使用し、この修飾に関してホモ接合性であるマウス系統を作出するこ
とができる。
【０１２７】
　場合によっては、野生型に対し複数のノックアウトされた遺伝子、特にTREM-3を有する
トランスジェニック動物が提供される。
　以下に記載されるように、例えば、TREM-1 TREM-3二重ノックアウト齧歯類、特にマウ
ス(TREM-1-3 -/-マウス)が提供されることができる。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
(背景及び実施例)
　本発明はここで、添付図面を参照し、単に例証を目的として記載される：
【図１】図1(上側プレート)は、ヒト及びマウスのTREM遺伝子クラスターを示す。TREM遺
伝子クラスターは、ヒト染色体6 p.21.1上、及びマウス染色体17C上に位置している。両
方のクラスターは、Trem1、Trem2、Treml1(TLT-1をコードしている)及びTreml2(TLT-2を
コードしている)をコードしている遺伝子を含む。Trem-1及びTrem-2は、ITAM-含有アダプ
ターDAP12を介してシグナル伝達する。TLT1は、サイトゾル型ホスファターゼの動員のた
めの細胞質ITIMを含む。TLT-2は、可能性のあるSH3結合モチーフ(+xPxxP、ここで+はアル
ギニン、xは任意のアミノ酸、及びPはプロリンである)をコードしている。ヒトTREMクラ
スターは、NK細胞受容体NKp44をコードしているNcr2も含むが、マウスのNKp44ホモログは
同定されていない。ふたつの追加のヒト遺伝子Treml3及びTreml4は、機能タンパク質をコ
ードしているかどうかはまだわかっていない。マウスTREMクラスターは、Trem-3及びTrem
-L4機能タンパク質をコードしている遺伝子を含む。Trem3は、ヒトにおいて偽遺伝子であ
る。
【０１２９】
【図２】図2(下側プレート)は、標準のDAP12シグナル伝達を示している。他の免疫受容体
チロシン活性化モチーフ(ITAM)-含有アダプタータンパク質同様、DAP12に会合されている
受容体の架橋は、Srcキナーゼによる、細胞質ITAMモチーフのチロシンリン酸化につなが
る。これは、SYK(又はZAP70)の動員、それに続く足場となる分子LAT及び/又はNTALのリン
酸化、並びにPI-3Kの活性化につながる。LAT/NTALは、いくつかのエフェクターを動員す
る：PLCγ；TECファミリーメンバー；Vavとの複合体でアダプターSLP76；Sosとの複合体
でアダプターGrb2。PI-3Kは、Ptdlns(3,4,5)P3(PIP3)を生成し、これはPLCγ、TEC、Vav
の細胞膜への動員に貢献する。これらの中間体シグナル伝達分子は全て、Akt、c-CBL、及
びERKの動員/活性化、並びに細胞骨格リモデリング(アクチン)につながる。PLCγは、セ
カンドメッセンジャーDAG及びIP3を生成し、これらは、各々、PKCθの活性化及びカルシ
ウム動員(Ca2+)につながる。
【０１３０】
【図３】図3は、DAP12の活性化シグナル伝達対阻害シグナル伝達を比較している。このモ
デルにおいて、本発明者らは、高LPSを伴う敗血症又は単純(simple)内毒素血症は、TREM-
1リガンドによる好中球上のTREM-1の多価の結合へつながり(右側)、様々なレベルでTLRの
カスケードと相乗作用するシグナル伝達カスケードを生じることを提唱する。これは、増
大したサイトカイン分泌を生じ、そしておそらくは細胞接着及び細胞生存を生じる。対照
的に、D-ガラクトサミン-増強された内毒素血症などの非敗血症性状態は、TREM-2リガン
ドによるマクロファージ上のTREM-2の低い占拠を誘導し、このことはDAP12の部分的リン
酸化、及びホスファターゼSHP-1若しくはTLRに対する細胞反応性を低下する他の阻害分子
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の動員を生じる。
【０１３１】
【図４】図4は、DAP12シグナル伝達は、内毒素血症時に死亡率及び炎症性サイトカインレ
ベルを増強することを示している。(A)内毒素血症後のWT及びDAP12-/-マウスの生存が、3
種の異なる投与量5mg/kg、6.25mg/kg、及び10mg/kgで測定された。5及び6.25mg/kgの両方
で、DAP12-/-マウスは、WTと比べ生存が改善された(ログランク検定によりp≦0.05)。10m
g/kgでは、両系統が死亡した。(B)WT及びDAP12-/-マウスから、5mg/kg LPS注射の2、4又
は24時間後に、血漿を採取した。2時間後に、WTマウスでは、TNF-α及びIL-10のレベルが
上昇した(＊＝マン・ホイットニー検定により、WTに対しp＜0.05)。
【０１３２】
【図５】図5は、DAP12シグナル伝達は、細菌性敗血症時に死亡率及び炎症事象を増強する
ことを示している。WT及びDAP12-/-マウスに、CLPを施し、並びに(A)生存及び(B)サイト
カイン生成を評価した。DAP12-/-マウスは、WTと比べ、CLPに対し抵抗性である(ログラン
ク検定によりp＜0.001)。WT及びDAP12-/-マウスから、CLPの6又は24時間後に、血漿を採
取し、サイトカインレベルを測定した。本発明者らは、6時間後に、WT及びDAP12-/-マウ
スにおいて、同等のレベルのMCP-1、IL-6及びTNF-αを認めた。24時間後までに、WTマウ
スは、MCP-1、IL-6、TNF-α及びIL-10の有意に高いレベルを有した(マン・ホイットニー
検定によりp＜0.05)。
【０１３３】
【図６】図6は、DAP12シグナル伝達は、細胞動員又は殺微生物活性に貢献しないことを示
している。CLPの24時間後、腹腔洗浄により、腹腔滲出液を収集した。総細胞数(A)、細胞
型の分布(B)、及び細菌負荷(C)を測定した。本発明者らは、WTマウスとDAP12-/-マウスの
間に差を認めなかった。
【０１３４】
【図７】図7は、DAP12は、敗血症後のマクロファージによる生成を増強するが、無菌性腹
膜炎では増強しないことを示している。(A)WT及びDAP12-/-マウスに、CLPを施し、24時間
後に腹膜細胞を収集した。細胞を、エクスビボにおいて、LPS刺激(1μg/ml)あり又はなし
で培養し、上清中のサイトカインのレベルを測定した。刺激がない場合、WT細胞(黒色バ
ー)は、DAP12-/-細胞(斜線付きバー)と比べ、より多くのIL-6、MCP-1、TNF-α及びIL-10
を生成した(マン－ホイットニー検定によりp＜0.05)。LPS刺激後、WT細胞は、増大した量
のTNF-α、MCP-1、及びIL-10を生成した。(B)細胞は、チオグリコレートブロスの腹腔内
注射の72時間後にも収集し、エクスビボにおいて、LPSを含む(10、100又は1000ng/ml)か
又は含まずに培養した(B)。WT細胞とDAP12-/-細胞の間に統計学的有意差は存在しなかっ
たが、最大刺激されたDAP12-/-細胞により、IL-10が増加する傾向があった。
【０１３５】
【図８】図8は、インビトロにおけるLPSによる腹腔滲出液細胞(PES)の刺激後のERKリン酸
化を示している。CLPの24時間後、PECを収集し、様々な時点でLPSで刺激し、細胞溶解液
をSDS-PAGEにより分離し、かつホスホ-ERK1/2について免疫ブロッティングした。総ERKを
、負荷対照として決定した。WTマウスは、刺激後30分で、DAP12-/-マウスよりも、有意に
より多くのリン酸化を示した。
【０１３６】
【図９】図9は、TREM-1/TREM-3欠損マウスの作出を図示している。
【図１０】図10は、新たに作出された抗-TREM-3抗体で得られた染色結果を示している。T
REM-3でトランスフェクトされたHEK293細胞(左側)又はトランスフェクトされないHEK293
細胞を、mAb 87.1若しくはmAb 12.7のいずれか(黒色ヒストグラム)又は対照抗体(白色ヒ
ストグラム)で染色した。両方の抗体は、TREM-3受容体を特異的に認識した。
【０１３７】
【図１１】図11は、WT及びTREM-1/-3マウスの骨髄顆粒球のフローサイトメトリーの結果
を示している。全骨髄を、抗-CD11b、抗-Ly6G-C(GR-1)、抗-TREM-1及び抗-TREM-3抗体で
染色した。染色された細胞を、フローサイトメトリーにより分析した。全てのマウスは、
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類似したCD11b+/Ly6G-C+顆粒球集団を示した(左側列)。WT顆粒球は、TREM-1及びTREM-3を
発現したが(中央及び右側の列、上側パネル)、TREM-1/3-/-は発現しなかった。
【０１３８】
【図１２】図12は、TREM-1/3-/-マウスの生存を示している。TREM-1/3+/+及びTREM-1/3-/
-マウス(両方とも均一な70％C57BL/6/30％129Olaバックグラウンドを生じるよう並行繁殖
から得た)に、CLP敗血症チャレンジを施した。マウスに、2×#25 CLP損傷を施し、生存を
モニタリングした。TREM-1/3-/-マウスは、野生型(WT)と比べ、CLPに対し抵抗性があった
。
【０１３９】
【図１３】図13は、肺炎連鎖球菌又は緑膿菌チャレンジを使用する、肺敗血症マウスモデ
ルの生存率(％)を示している。WTマウスに、気管支内注射により注入された肺炎連鎖球菌
(99.55菌株2×107 CFU、左側パネル)又は緑膿菌(ATCC菌株27853の2～4×107 CFU、右側パ
ネル)を供した。偽マウスには、同じ容量の滅菌食塩水を注射した(n＝9～10)。マウスを
、生存に関して観察した。曲線は、90％の生存に関して滴定(titrated)された用量を表す
。
【０１４０】
【図１４】図14は、TREM-1リガンドは、敗血症又はPMA/イオノマイシンによるインビトロ
活性化時に、好中球上に発現されることを示している。　図14(A)は、TREM-1四量体構築
体を示している。TREM-1エクトドメインのカルボキシ末端は、BirAタグ及び6-ヒスチジン
タグに融合されている。BirA配列のビオチン化後、TREM-1モノマーは、PE-標識されたス
トレプトアビジンを用いて蛍光四量体に集成される。　図14(B)は、血液から精製され、
かつTREM-1四量体及び抗-CD16抗体により染色された好中球のFACS分析を提供する。TREM-
1四量体は、敗血症性患者由来のCD16+好中球のサブセットに結合するが、健常ドナー由来
の好中球には結合しない。TREM-1四量体結合の特異性の証明として、対照四量体(CD69)は
、敗血症患者から得たヒト好中球への結合に失敗した。敗血症性患者の好中球は、健常ド
ナーの好中球と比べ、より低いレベルのCD16を発現することに注意。　図14(C)は、PMA/I
により活性化された好中球のFACS分析を示している。TREM-1四量体は、PMA/Iによる処理
後、健常ドナーの好中球に結合するのに対し、これらは、刺激されない好中球には結合し
ない。対照四量体は、PMA/イオノマイシンで刺激された好中球には結合しない。
【０１４１】
【図１５】図15は、敗血症性患者から単離された好中球のhTREM-1リガンド陽性亜集団のF
ACS分析を示している。これらの細胞は、全て循環血中成熟好中球上に発現されることが
わかっているマーカーであるCD11b、CD10、CD66b、CD55及びCD35に関して陽性であった。
健常ドナー由来の好中球は、同じく、これらのマーカーは発現するが、hTREM-1四量体に
は結合しない。
【０１４２】
【図１６】図16は、モノクローナル抗体R33が、敗血症性好中球上のTREM-1四量体の結合
を遮断することを示している。敗血症性患者から単離された好中球を、R33又はアイソタ
イプが合致した対照抗体(T2ctr)のいずれかと共にプレインキュベーションした。R33との
プレインキュベーションは、TREM-1四量体の結合を無効にしたのに対し、該アイソタイプ
合致した対照は、四量体結合に影響を及ぼさなかった。従ってmAb R33は、この細胞表面
上のTREM-1リガンドを認識する。
【０１４３】
【図１７】図17は、R33モノクローナル抗体を使用する、R33抗原発現に関する敗血症患者
からのバフィコートcDNAライブラリーのスクリーニングの結果を示している。パネルA：
ヒトバフィコートcDNAライブラリーから単離されたプラスミドで一過性にトランスフェク
トされ、引き続きR33陽性細胞のFACS探索された、293細胞のFACS分析。これらの細胞は、
R33で染色し、引き続きPEに複合されたヤギ抗ラットIgにより染色した。パネルB：プレー
トFから単離されたプラスミドによる293細胞トランスフェクション後の、R33陽性細胞の
濃縮(149コロニー)。パネルC：プレートFからのR33陽性細胞の更なる濃縮。
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【０１４４】
【図１８】図18は、ヒトCD177アミノ酸配列を示す。シグナルペプチド(アミノ酸1-21)は
、イタリックで示されている。GPI-アンカーでアミド化されたグリシンは、太字で示され
、かつ下線が付けられている(アミノ酸408)。
【図１９】図19は、マウスCD177アミノ酸配列を示す。シグナルペプチド(アミノ酸1-21)
は、イタリックで示されている。このマウス配列は、ヒト配列(リーダー配列を除く)のほ
ぼ2倍の長さである。これはおそらく、図20に最良に図示されているように、この配列の
ふたつの部分が、互いに及びヒトCD177配列と高度の配列同一性を持つので、遺伝子重複
事象に起因しているであろう。
【０１４５】
【図２０】図20は、ヒトCD177アミノ酸配列と、マウス配列のふたつの部分の各々の間の
アラインメントを示す。該ヒト配列は、該マウス配列の各部分と有意な配列同一性を有す
ることを認めることができる。これは、マウスにおける遺伝子重複事象を示すことができ
る。
【０１４６】
【図２１】図21Aは、図18に示されたヒトCD177アミノ酸配列をコードしているcDNAヌクレ
オチド配列を示している。　図21Bは、図19に示されたマウスCD177アミノ酸配列をコード
しているcDNAヌクレオチド配列を示している。
【０１４７】
【図２２】図22は、TREM-1四量体は、敗血症性患者の好中球に結合するが、休止期好中球
には結合しないことを示している。
【図２３】図23は、抗-mCD-177抗体Y176は、マウスの末梢血中の好中球及び単球サブセッ
トに結合することを示している。
【０１４８】
【図２４】図24Aは、TREM-1リガンドが、敗血症患者の末梢好中球上に特異的に発現され
ることを示す。TREM-1/IgMとヒトIgMで染色される幾何平均蛍光の間の比率(GMF比)が報告
される。黒色四角は、ICUへ入院時点の患者を表している。黒色三角は、同じ患者の臨床
的に回復した時点を表している。白色三角は、SIRS患者で感染の徴候のない患者を表して
いる。黒色菱形は、健常個体を表している。各データ点は、独りの患者のGMF比を表して
いる。水平バーは、平均GMF値を表している。統計解析は、クラスカル・ウォリス検定及
びDunn's検定により行った。　図24Bは、TREM-1リガンド発現は、敗血症からの回復後に
ダウンレギュレーションされることを示す。TREM-1リガンドの発現レベルを、ICUへの入
院後間もなく及び臨床的に回復後に、敗血症患者において評価した。データは、hTREM-1/
IgMで染色された細胞に対する対照hIgMで染色された細胞の幾何平均蛍光(GMF)間の比とし
て表した。
【図２５】図25は、R33(抗-ヒトCD177)が、hCD177トランスフェクトされたHEK293細胞へ
のmTREM-1の結合を遮断することを示している。
【図２６】図26は、マウスCD177が、好中球及び単球上で発現されることを示している。
【図２７】図27は、mCD177へのmTREM-1の結合の証拠を提供する(実施例20の考察を参照さ
れたい)。
【発明を実施するための形態】
【０１４９】
　実施例を詳細に考察する前に、TREM-1の機能及びその意義に関する更なる背景を提供す
ることは有益である。これは以下のように行われる：
(実施例の背景)
(1. 敗血症におけるTREM-1の役割)
　組織損傷又は微生物生成物に反応して、自然免疫系は、侵入している微生物を根絶する
ことが課せられた炎症反応を開始する1-4。播種性感染又は広範な組織損傷の状況におい
て、この免疫応答は、調節不能となり始め、全身の炎症反応及び代償性抗炎症反応を助長
し得る5-9。この不適切な免疫活性化の臨床の帰結は、低血圧、臓器不全及び死を特徴と
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する敗血症候群である5,7,9。敗血症時に免疫系を調節する努力は、限定された成功に直
面し、かつ「魔法の弾丸」である敗血症メディエーターは、確定されないままである10,1

1。最近、本発明者らのグループは、好中球及び単球上に発現された分子である「骨髄細
胞上に発現されたトリガー受容体1(TREM-1)」を発見した12。本発明者らは最初に、TREM-
1がアゴニスト抗体と結合される場合に前炎症性サイトカインが放出されることを認めた1

3。引き続きの研究において、本発明者らは、TREM-1の遮断は、炎症を減弱し、かつ敗血
症の臨床的に関連のある実験モデルにおいて死亡率を劇的に減少させることを発見した14

。追加の研究は、TREM-1は、微生物生成物に対する反応を開始するためには、不要である
ことを認めたが、代わりにTREM-1のそのリガンドによる連結は、免疫応答の増幅を引き起
こし、Toll-様受容体(TLR)及びNod様受容体(NLR)と相乗作用し、誇張されたサイトカイン
放出を引き起こすモデルを示唆している12,15,16。これらのデータは、TREM-1の調節が、
敗血症時に免疫麻痺又は抗菌機能の阻害を引き起こすことなく炎症を軽減でき、かつ敗血
症におけるTREM-1の役割の系統的試験を委任し得ることを示唆している。
【０１５０】
(2. TREMファミリー)
　TREM-1は、「骨髄細胞上に発現する誘発性受容体(TREM)」と称される、顆粒球(好中球)
、単球/マクロファージ、樹状細胞(DC)、破骨細胞、及び小グリア細胞において発現され
た受容体ファミリーの基となるメンバーである12,17-19。TREMは、MHCとの連関において
ヒト染色体6p21及びマウス染色体17C3にマッピングされた遺伝子クラスターによりコード
された免疫グロブリン(Ig)スーパーファミリーの膜貫通糖タンパク質である(図1)12,19,2
0。このTREM遺伝子クラスターは、活性化受容体及び阻害受容体の両方をコードしている
。
【０１５１】
　TREM-1、TREM-2及びTREM-3活性化受容体は、V型の単独の細胞外Ig様ドメイン、帯電し
た残基(リジン)を伴う膜貫通領域、及び短い細胞質尾部を含む(図1)。TREM-3は、ヒトに
おいては偽遺伝子としてのみ存在する(図1)。TREM-1、TREM-2及びTREM-3は、細胞表面発
現、シグナル伝達及び機能のために、タンパク質アダプターDAP12と会合している(図2)。
DAP12の細胞質ドメインは、免疫受容体チロシン活性化モチーフ(ITAM)を含み、これは、
タンパク質チロシンキナーゼSyk及びZAP70のドッキング部位として機能する21-23。これ
らは、複数のアダプターの動員及びチロシンリン酸化、並びに下流のシグナル伝達メディ
エーターを促進し、このことは、細胞内Ca2+動員、アクチン細胞骨格の再編、転写因子の
活性化につながり、そして最終的には細胞活性化につながる(図2)。
【０１５２】
　TREMクラスターは、TLT-1及びTLT-2と称される、少なくとも2つのTREM-関連タンパク質
をコードしている他の遺伝子を含む。TLT-1は、血小板内において発現され、その細胞質
尾部内に免疫受容体チロシン阻害モチーフ(ITIM)を含み、かつタンパク質チロシンホスフ
ァターゼを動員する24,25(図1)。TLT-2は、B細胞及びマクロファージにおいて発現され、
その細胞質尾部内にプロリンが豊富な領域を含み、その機能は不明である25(図1)。追加
のTREM-様遺伝子及び偽遺伝子は、TREMゲノム領域のコンピュータ解析により予測されて
いる(図1)。TREMは、他のIg遺伝子スーパーファミリーメンバーとの限定された相同性を
共有している。最も近いTREMの類縁体は、NKp44であり、これはTREM遺伝子に密接に関連
された遺伝子によりコードされた活性化NK細胞受容体である27。TREMのより遠い類縁体は
、CMRF-35ファミリーメンバーを含む28-31。多量体Ig受容体(pIgR)32も、TREMファミリー
の細胞外領域と相同性を共有している。しかしTREM受容体、CMRF35又はNKp44のいずれも
、Igには結合しない。実際これらの受容体全てに関するリガンドは、未だ不明である。
【０１５３】
　TREM類の中で、TREM-1及びTREM-2は、最も広範に特徴付けられている。TREM-2は、プレ
破骨細胞及び小グリア細胞において主に発現される12。TREM-2における遺伝子欠損は、重
度の骨異常及び脳脱髄により特徴付けられるヒト疾患である那須－ハコラ病(NHD)を生じ
る33。TREM-2は、骨髄由来マクロファージ、チオグリコレート-誘起したマクロファージ
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、あるいは活性化されたマクロファージにおいても発現され34,35、微生物生成物に対す
るそれらのサイトカイン反応を調節する35,36。TREM-1は、顆粒球(好中球)及び単球/マク
ロファージにおいて発現される。ヒトにおける予備試験は、TREM-1は、インビトロにおい
てこれらの細胞を活性化し、かつインビボにおいて微生物感染時に全身性炎症反応及び敗
血症に寄与することを示唆している。13,14。
【０１５４】
(3. TREM-1は炎症を増幅し、敗血症の病理に寄与する)
　ヒトTREM-1は、血液好中球及び単球サブセットの上で発現される。正常組織において、
TREM-1は、肺胞マクロファージ上に選択的に発現される。これらは、肺において長期生存
するエフェクター細胞であり、病原体の認識及びクリアランス、アポトーシス細胞若しく
は損傷を受けた細胞のファゴサイトーシス、並びに高分子の除去に特化されている。更に
TREM-1は、グラム陽性菌及びグラム陰性菌に加え、真菌により感染されたヒト皮膚及びリ
ンパ節において好中球性浸潤物及び類上皮細胞において高レベルで発現される14,37。TRE
M-1発現の組織分布は、炎症における役割を示唆している。これと一致して、本発明者ら
は、ヒト顆粒球及び単球上のTREM-1のアゴニストmAbとの結合は、前炎症性ケモカイン及
びサイトカインの生成を刺激することを示した。好中球に対する強力な化学誘引物質であ
るIL-8は、TREM-1の結合により強力に誘導された。単球走化性因子-1(MCP-1)、MCP-3及び
マクロファージ炎症タンパク質1α(MIP-1α)も誘導される。TREM-1誘発は、ミエロペルオ
キシダーゼの顆粒球放出を誘導するが、ファゴサイトーシスは誘導しない。更にTREM-1及
びTLRは、炎症の誘導において互いに協力する。LPSに対する反応におけるTNF-α及びIL-1
αの単球分泌は、TREM-1 mAbが共刺激として使用される場合に顕著にアップレギュレート
され、これはTLRにより開始された炎症反応を増幅するTREM-1の能力を実証する13,15。加
えて、LPS及び他のTLRリガンドは、TREM-1発現をアップレギュレートし、その前炎症機能
を強化する13,15。
【０１５５】
　本発明者らは、インビボにおける炎症の増幅因子としてのTREM-1の役割について取り組
むために、ヒトIgG1のFc部分に融合された組み換えマウス可溶性TREM-1 (mTREM-1-Fc)を
作製した。このTREM-1-Fcは、TREM-1リガンド結合に関して内在性TREM-1と競合し、内在
性TREM-1の生物学的活性を中和する。LPS-誘導した内毒素血症の動物モデルにおいて、mT
REM-1-FcによるTREM-1シグナル伝達の遮断は、過敏反応及び死亡を減少させた14。生存大
腸菌の腹腔内注射並びに盲腸結紮及び穿刺(CLP)を含む敗血症性ショックのモデルにおい
て、TREM-1の遮断はまた、マウスをショック及び死亡から保護した14。
【０１５６】
　更にTREM-1の前炎症性の役割を裏付けると、TREM-1シグナル伝達アダプターであるDAP1
2を過剰発現しているトランスジェニックマウスは、多数の血液好中球に加え、肺におけ
る大規模なマクロファージ浸潤を顕在化し、かつLPS-誘導したショックを非常に受けやす
い38。この表現型は、一部TREM-1/DAP12-依存型経路の構成的活性化により記載すること
ができる。更にDAP12の過剰発現は、ザイモサンAにより誘起された肝性肉芽腫性炎症を増
大したのに対し、TREM-1の遮断は、肉芽腫形成を減少させた39。まとめるとこれらの結果
は、顆粒球及びマクロファージによる炎症反応の、特に微生物成分に対する反応の増幅に
おけるTREM-1の重要な役割を強調し、かつTREM-1を、敗血症性ショックなどの感染症に対
する過度の炎症反応により引き起こされたヒト疾患における治療的介入のための可能性の
ある標的として関係づけている。
【０１５７】
(4. 可溶性TREM-1模倣物質は炎症を調節する)
　TREM-1の可溶性型(sTREM-1)は、敗血症の患者の血清中40に加え、敗血症性ショックの
実験モデルに関与した動物の血清中41において同定されている。更に、sTREM-1は、肺炎
患者の気管支肺胞洗浄液(BAL)中に検出された42。sTREM-1の起源に関してはふたつの可能
性がある。ひとつの可能性は、sTREM-1は、表面に発現されたTREM-1のタンパク質分解性
切断又は膜シェディングにより作製されている。あるいは、sTREM-1は、TREM-1の分泌型
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をコードしているTREM-1 mRNAスプライシング変種のデノボ翻訳により作製されることが
できる。後者の仮説の裏付けにおいて、膜貫通領域をコードしているエキソン3を欠いて
いる選択的TREM-1転写産物が報告されている43,44。sTREM-1の生理的役割は、完全にはわ
かっていない。この分子は、表面提示されたTREM-1に即座に結合しないTREM-1リガンドを
掃去し、これにより免疫応答を鈍くし、かつ炎症の設定における局所的管理を提供する40

。実際、免疫学的シグナル伝達及び炎症反応に重要である複数の受容体の可溶性型の制御
放出が記載されている。これらは、IL-1受容体(IL-1デコイRII)45,46、TNF-α受容体47,5

0、及びL-セレクチン受容体51の可溶性型を含む。sTREM-1のモジュレーター機能と一致し
て、sTREM-1の短い高度に保存されたドメインを模倣している合成ペプチド(LP17、TDSRCV
IGLYHPPLQVY)は、インビトロにおけるヒト単球によるサイトカイン生成を減弱し、かつ敗
血症性動物を、インビボにおいて過敏反応及び死亡から保護した41。このペプチドは、単
に敗血症の予防のみではなく、一旦前炎症性サイトカインの有害作用が開始された場合の
敗血症の治療においても、有効であった。これらのデータは、sTREM-1ペプチドによるTRE
M-1のインビボ調節は、敗血症の治療に適した治療道具であり得ることを示唆している。
【０１５８】
(5. TREM-1/DAP12シグナル伝達は、顆粒球及びマクロファージの炎症反応を促進する)
　どのようにTREM-1は、炎症反応を誘起するのか？ヒトTREM-1膜貫通領域は、アダプター
DAP12との会合が可能である帯電した残基(リジン)を含む52。DAP12は、細胞質免疫受容体
チロシン活性化モチーフ(ITAM)を含む(図2)。DAP12-会合された受容体の結合は、Srcキナ
ーゼによるITAMのチロシンリン酸化を誘導する。リン酸化されたITAMは、タンパク質チロ
シンキナーゼSyk及びZAP70を動員し、Vavとの複合体内のLAT、NTAL、Slp76、及びSosとの
複合体内のGrb-2などの複数のアダプターのリン酸化を引き起こす。DAP12は、ホスファチ
ジルイノシトール3-キナーゼ(PI3-K)、ホスホリパーゼCγ1/2(PLCγ1/2)、TECキナーゼ、
c-Cbl、及び他の下流のシグナル伝達メディエーターの活性化も誘導する21-23。これらの
細胞質メディエーターは、細胞内Ca2+動員、アクチン細胞骨格の再編成、細胞外シグナル
制御キナーゼ(ERK)1/2及び転写因子の活性化を誘発し、最終的に細胞エフェクター機能の
活性化を引き起こす(図2)。
【０１５９】
　DAP12-会合された受容体のライゲーションに対する細胞の反応を測定する研究は、DAP1
2シグナル伝達単独では、限定された炎症反応を誘発するのみであることを示唆している
。しかしDAP12は、炎症を活性化する他のシグナル伝達経路と、特にTLRにより誘発される
シグナル伝達経路と、強力に相乗作用する。典型的にはTLRは、アダプターMyD88及びTRIF
を介しシグナル伝達する(図3)。MyD88は、IRAK4、IRAK1及びTRAF6を動員し、シグナル伝
達カスケードを開始し、最終的にはNF-κBの活性化につながる4。TRIFは、TBK-1及びIKK
εを動員し、これらはIRF-3のリン酸化及びIFN-βの転写活性化を媒介する4。更にTLRは
、MyD88-依存型及び-非依存型経路を介しSrcチロシンキナーゼによりシグナル伝達する53

。DAP12-媒介したシグナル伝達は、インビトロ及びインビボにおけるTLR-媒介した炎症反
応を明らかに増強する。しかしこの相乗作用の機序は、あまりわかっていない。持続され
たERK活性化は、転写複合体AP-1、特にc-Fosの活性化に必須であることが示されている54

,55。更に、DAP12-シグナル伝達は、持続した細胞内カルシウム動員を誘導し、これはCa2
+/カルモジュリン-依存型ホスファターゼカルシニューリンを活性化する56,57。カルシニ
ューリンは、転写因子である活性化T細胞核因子(NFAT)を脱リン酸化し、それらの核移行
につながる56,57。従って、DAP12-媒介したAP-1及びNFAT活性化は、TLRにより誘導された
NF-κB活性化と相乗作用し、炎症メディエーターをコードしている遺伝子の増強された転
写活性化を生じる(図3)。最近同様のモデルが、破骨細胞において明らかにされ、ここで
はDAP12及び他のITAM-含有アダプターは、Ca2+シグナルを発生し、このことは、NF-κB受
容体活性化因子(RANK)が破骨細胞形成の重要な転写因子であるNFATc1(NFAT2)を誘導する
ことを可能にしている58。
【０１６０】
　顆粒球及びマクロファージの細胞表面上に発現されたβ1及びβ2インテグリンも、細胞
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-細胞相互作用及び細胞外マトリックスタンパク質への接着を媒介することにより、炎症
に寄与している59,60。インテグリンの接着機能は、インテグリンの高次構造及び表面分
布を修飾するケモカイン受容体により発生された細胞内シグナルによって決まる61。DAP1
2は、インテグリン活性化に貢献するVavリン酸化などの、細胞内シグナルを発生すること
も可能である(図3)。顆粒球及びマクロファージの前炎症反応は、IgG Fc、ホルミル-ペプ
チド、炎症性サイトカインIL-1及びTNF、CD40L及び他のTNF-スーパーファミリーのメンバ
ーなどの追加の受容体を介して誘起される。DAP12-シグナル伝達のこれらの多様なシグナ
ル伝達経路に対する影響は、研究されていない。
【０１６１】
(6. TREM-1マウスモデルの構築：ヒトとマウスの遺伝子間の有意差)
　DAP12は、TREMのみではなく、SIRP-β1、CD200R、MDL-1、KIR、Ly49、NKG2C/Eなども含
む、免疫受容体活性化ファミリーに会合された、膜貫通シグナル伝達アダプターである62

。これらの受容体は、顆粒球(好中球)、マクロファージ、DC、破骨細胞、小グリア細胞及
びNK細胞の表面上で発現される。インビボにおいて敗血症におけるTREM-1の機能を実証す
るためには、TREM-1ノックアウトマウスを開発することが必要である。しかしマウスの場
合、おそらく遺伝子重複事象の結果、TREM-1遺伝子は、高度に相同な遺伝子TREM-3に隣接
している。TREM-3は、わずかに4kbだけTREM-1から隔てられ、これはマウスマクロファー
ジにおいて発現され、かつLPSに反応し強力にアップレギュレーションされる19。TREM-1
同様、TREM-3は、DAP12を介して細胞活性化を促進する19。それらの配列相同性及び構造
類似性を前提とすると、これらふたつの遺伝子産物は、マウスにおいて同様の又は重複す
る機能を有し、かつ同じリガンド又は密接に関係したリガンドを認識することができると
推定することは妥当である。対照的にヒトにおいて、TREM-3は、偽遺伝子であり、これは
タンパク質レベルで発現されず、従ってTREM-1とTREM-3の間に可能性のある重複は存在し
ない。従ってヒトにおけるTREM-1の遮断の作用をモデル化するために、本発明者らは、TR
EM-1/TREM-3二重ノックアウト(TREM-1/3-/-)マウスを作出した。本発明者らの結果は、TR
EM-1/3-/-マウスは、CLPに対しWTマウスよりもより抵抗性があることを示し、このことは
TREM-1/3-DAP12シグナル伝達複合体は、真正敗血症の状況において炎症を増悪することを
指摘している。
【０１６２】
(7. DAP12シグナル伝達の活性化対阻害：TREM-1とTREM-2の相反する役割)
　Hamermanらは最近、細胞の活性化におけるDAP12の明らかにされた役割とは反対に、骨
髄由来のマクロファージにおいてDAP12がTLR-媒介したサイトカイン生成を阻害すること
ができること、及びLPSがTNF-α増感剤D-ガラクトサミンと同時投与される場合、DAP12-/
-マウスは、WTマウスよりもLPSに対しより感受性が良いことを報告した63。従ってこれら
の結果は、LPSに対するTLR反応の調節におけるDAP12の阻害的役割を逆説的に示唆してい
る。本発明者らのデータ及び参考文献64において、本発明者らは、細菌が誘導した炎症の
生理学的モデルにおいて、DAP12-/-マウスは、WTマウスよりも、CLPに対しより抵抗性が
あることを明らかにしている。更に敗血症性マウスから回収されたDAP12-/-腹腔滲出液細
胞(PEC)は、野生型PECよりもより少ないサイトカインを生成した。これらの結果は、少な
くとも細菌感染の存在下での、DAP12の前炎症性機能を確認している。本発明者らは更に
、TREM-1/3-/-マウスは、WTと比べ、CLPに対し抵抗性であることを認め、このことは、TR
EM-1/3-DAP12がインビボにおける炎症反応に著しく貢献していることを示唆している。
【０１６３】
　最近Hamermanら36及び本発明者らのグループ35の新たな研究が、(TREM-1/3とは対照的
に)TREM-2を、低濃度LPSによる骨髄由来マクロファージのインビトロ刺激時の、並びに同
じくおそらくD-ガラクトサミンで増強された内毒素血症における、DAP12の阻害作用を媒
介する受容体として同定した。Hamermanらは、インビトロでのトランスフェクションシス
テムを使用し、TREM-2発現の低分子干渉RNA(siRNA)-媒介した阻害は、マクロファージのT
LRアゴニストに対する反応を増大させること、及びこのTREM-2の機能は、完全なITAMを必
要とすることを発見した36。本発明者らのグループによる研究は、TREM2-/-マウス由来の
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マクロファージは、WTマウス由来のものと比べ、増大したTLR-媒介型サイトカイン反応を
有すること、並びにこの作用は、DAP12-/-マウスにおいて先に認められた増加したサイト
カイン生成を完全に記載することを認め、野生型(WT)マウス及びTREM2-/-マウスの分析か
ら同じ結論を引き出した35。まとめるとこれらのデータは、マクロファージに対するDAP1
2の阻害作用を媒介するものとして、TREM-2を最終的に同定している。
【０１６４】
　これらのデータは、単純内毒素血症、対、D-ガラクトサミン-増強された内毒素血症に
おけるDAP12の役割に関するデータの見かけ上の矛盾を解決している。本発明者らは、DAP
12の活性化作用、対、阻害作用は、TREM-1、対、TREM-2の関与、並びにこれらの受容体の
それらのリガンド(類)に対するアフィニティ又はアビディティの差異を反映していると仮
定している。単純内毒素血症及びCLPの場合、高投与量のLPS(投与量範囲5～10mg/kg)及び
真正細菌感染は、高アフィニティTREM-1リガンドの発現及び完全なTREM-1/DAP12リン酸化
を誘導し、これは顆粒球及び単球の活性化、並びに炎症反応の大きさの増大につながる(
図3)。D-ガラクトサミン-増強された内毒素血症の場合、低投与量のLPS(20～100ng、単純
内毒素血症の1/1000)は、低いアビディティのTREM-2リガンド(類)を誘導し、これは阻害
性TREM-2シグナル伝達を誘発し、炎症反応を減弱し、かつ生存を改善する(図3)。このモ
デルの裏付けにおいて、最近のデータは、TREM-235及び推定低アフィニティTREM-2リガン
ド36の両方が、マクロファージの表面に発現されていることを明らかにしており、このこ
とはTREM-2は、マクロファージへ強力な(tonic)阻害シグナルを提供することができるこ
とを示唆している。阻害性シグナル伝達は、不完全なDAP12リン酸化、及び結果としての
阻害の主要なサイトゾルメディエーターであるタンパク質チロシンホスファターゼSHP-1
の動員により媒介されることができる65,66。
【実施例】
【０１６５】
(実施例1)
(DAP12シグナル伝達は炎症及び内毒素血症の死亡率に寄与する)
　顆粒球及び単球上のDAP12-会合された受容体TREM-1の抗体連結は、炎症性サイトカイン
TNF-α及びIL-8のLPS-誘導した放出を増幅することが先に示されている13,15。インビボ
において、DAP12-会合された受容体TREM-1の遮断は、低下した炎症及び内毒素血症又は敗
血症性腹膜炎からの生存の増大に関連付けられた14。これらの知見は、炎症反応増幅にお
けるTREM-1及びその会合されたアダプターDAP12の役割は、病原体及びそれらの成分によ
り誘導されることを示唆している。この仮説を裏付けるために、本発明者らは、炎症の生
理学的関連モデルにおけるDAP12の機能を理解しようと努めた。この目的のために、本発
明者らは、内毒素血症及びCLPにより誘導された敗血症性ショックへのDAP12の寄与を測定
した。
【０１６６】
　DAP12は、エンドトキシンに対するインビボ反応に貢献するかどうかを決定するために
、本発明者らは、WTマウス及びDAP12-/-マウスに、LPSの腹腔内注射を施し、それらの生
存をモニタリングした。DAP12-/-マウスは、エンドトキシン投与量5mg/kg及び6.25mg/kg
に忍容性があり、これらの投与量は、WTマウスにおいては死亡率60～100％を生じた(図4A
)。しかしDAP12-/-マウスは、投与量10mg/kgでは死亡した(図4A)ので、これらのマウスは
エンドトキシンに対し完全に不応性ではなかった。従ってDAP12シグナル伝達は、内毒素
血症に寄与するが、これはLPSに対する反応には不要である。
【０１６７】
　エンドトキシンは、マクロファージのTNF-α及び他の前炎症性サイトカインの生成を誘
導することにより、ショックを引き起こす67。DAP12シグナル伝達は、サイトカイン生成
を増加することにより内毒素血症を増悪するかどうかを決定するために、本発明者らは、
5mg/kgエンドトキシンで処置したマウスにおいて、サイトカインレベルを測定した。炎症
性サイトカインのレベルは、内毒素血症の1～3時間でピークに達することが示されている
68。本発明者らは、LPSの注射後2時間で、WT及びDAP12-/-の両マウスは、循環TNF-α、IL
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-6、MCP-1及びIL-10レベルが上昇したことを認めた。DAP12-/-マウスと比べ、WT動物は、
有意に高いレベルのTNF-α及びIL-10を有した。4時間後までに、TNF-α及びIL-10は、WT
マウスにおいて低下し、それらのレベルは、DAP12-/-動物と同等であった(図4B)。
　本発明者らは、DAP12シグナル伝達は、炎症性サイトカイン生成を迅速に増大すること
ができると結論付ける。
【０１６８】
(実施例2)
(敗血症性腹膜炎からの死亡率及び炎症は、DAP12により増大される)
　エンドトキシンからの死亡率は、炎症及びサイトカインの過剰生成により媒介されるの
に対し、真正敗血症の生存は、炎症反応の減弱に加え、細菌制御の実現が必要である69。
敗血症の生存におけるDAP12の役割を決定するために、本発明者らは、WT及びDAP12-/-マ
ウスに、細菌性腹膜炎の臨床関連モデルであるCLPを施した。本発明者らは、DAP12-/-マ
ウスは、CLPに対し高い抵抗性があることを認めた(WT、n＝20、生存なし；DAP12-/-、n＝
19、60％生存；図5A)。
【０１６９】
　敗血症は、ショックに寄与する高い循環サイトカインレベルに関連している69。DAP12
が、敗血症時のサイトカイン生成に寄与するかどうかを決定するために、本発明者らは、
CLPの6及び24時間後に、WT及びDAP12-/-マウスの血清中のサイトカインレベルを測定した
。6時間後に、WT及びDAP12-/-マウスは、IL-6、MCP-1及びTNF-αの測定可能な血清レベル
を有したが、これら2群間に差異はなかった。6時間から24時間の間に、WT血清サイトカイ
ンレベルは劇的に増加し、その結果敗血症発症後24時間までに、WTマウスは、DAP12-/-マ
ウスよりも、有意に高いレベルのIL-6、MCP-1、TNF-α及びIL-10を有した(図5B)。これら
のデータは、DAP12シグナル伝達は、敗血症時のサイトカイン生成に寄与することを明ら
かにしている。
【０１７０】
　DAP12-/-動物と比べてWTマウスの増加した敗血症死亡率を媒介する他のDAP12-制御因子
が存在するかどうかを決定するために、本発明者らは、これらのマウス由来の血漿タンパ
ク質を、二次元ディファレンスゲル電気泳動(2D DIGE)を用い比較した70。血漿は、WT及
びDAP12-/-マウスから、CLPの24時間後に単離し、血漿タンパク質を、等電点及びサイズ
により分解した。これらふたつの遺伝子型間で、個々のゲルの特色の相対存在量を比較し
、かつ4つの独立した実験において有意差がある特色を、単離し、かつ質量分析により同
定した。本発明者らは、13種のゲルの特色において、7種の示差的に制御されたタンパク
質を同定した(一部のタンパク質は、複数のゲル特色で示された)。データは、DAP12-/-、
対、WTの平均蛍光の変化の倍率として表した(表I)。
【０１７１】
　この偏りがない方式で同定されたタンパク質は、急性相反応物として先に記載された。
陽性急性相タンパク質(炎症に反応して増加することがわかっているタンパク質、すなわ
ち、アポリポタンパクA-IV71、ヘモペキシン72、及び補体成分372)は、同定されたタンパ
ク質7種中3種を占めた。陰性急性相タンパク質(炎症で減少させることがわかっているも
の)は、7種のタンパク質中の4種を占めた(主要尿中タンパク質73、抗トロンビンIII74、
ゲルソリン75、及びMHC Q1076)。個別のタンパク質各々に関して、急性相反応は、DAP12-
/-マウスにおいて減弱された。これは、より低いレベルの陽性急性相タンパク質及びより
高いレベルの陰性急性相タンパク質として示された。
　まとめると、これらのデータは、DAP12-/-マウスにおける低下した血漿サイトカインレ
ベル及び低下した急性相反応を示し、これは炎症誘発におけるDAP12の役割を明らかにし
ている。
【０１７２】
(実施例3)
(DAP12は、細胞動員又は細菌死滅に不要である)
　本発明者らは、DAP12の非存在は、腹膜炎に対する細胞反応の減少も生じると仮定した



(38) JP 2010-534828 A 2010.11.11

10

20

30

40

50

。この問題点に対処するために、本発明者らは、敗血症時に腹膜に動員された細胞の数及
び種類を測定した。本発明者らは、敗血症の発症後24時間で、WT及びDAP12-/-マウスの腹
膜において、細胞数は等しいことを認めた(図6A)。これらの細胞上の表面マーカーを分析
することにより、本発明者らは、WT及びDAP12-/-の両マウスにおいて、細胞の50～60％は
、マクロファージ(CD11b+GR1loとして定義された)であり、及び30～40％は顆粒球(CD11b+

GR1hiとして定義された)であることを認めた(図6B)。DAP12の非存在は、敗血症時に腹膜
への細胞の動員を変更するようには見えなかった。本発明者らは、DAP12-シグナル伝達の
非存在下で細菌の制御が欠損されるかどうかも調べた。DAP12は細菌の制御を媒介するか
どうかを決定するために、本発明者らは、24時間の時点の腹膜内の細菌負荷を測定した。
本発明者らは、WT及びDAP12-/-マウスの間の腹膜感染において有意差がないことを認め(
図6C)、これはDAP12が敗血症時の腹膜感染の制御には不要であることを明らかにしている
。
【０１７３】
【表２】

【０１７４】
(実施例4)
(DAP12-シグナル伝達は、敗血症性マウスから得た腹腔滲出液細胞のインビトロサイトカ
イン生成及びERKシグナル伝達を増強する)
　本発明者らの結果は、インビボDAP12-シグナル伝達は、サイトカイン生成を増強するこ
とを示す。これらの知見の細胞の基礎を調べるために、本発明者らは、敗血症により誘導
された腹腔滲出液細胞によるサイトカイン生成を測定した。腹膜細胞は、腹腔洗浄液から
単離し、かつLPS刺激の有無のいずれかで、エクスビボにおいてサイトカインを生成する
それらの能力について試験した。本発明者らは、CLP後にWT及びDAP12-/-の両方の腹膜か
ら単離された細胞は、いかなる追加刺激も存在せずにサイトカインを生成したことを認め
た(図7A)。しかしWTマウスから単離された細胞は、DAP12-/-マウスから単離された細胞と
比べ、より多くのMCP-1、TNF-α及びIL-10を生成した。これらの細胞を抗生物質の存在下
で培養したが、本発明者らは、このサイトカイン分泌は、端的に敗血症性腹腔洗浄液から
持ち越された細菌生成物による刺激を反映しているか、又はこのサイトカイン生成は、イ
ンビボにおいて先の刺激により誘導された活性化を反映しているかを、決定することはで
きなかった。TLRを介した刺激を標準化し、かつ微生物生成物の示差的持ち越しの可能性
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を排除するために、本発明者らは、細胞をLPS 1μg/mlで処理し、これはWT及びDAP12-/-
細胞によるサイトカイン生成の最大刺激及び増大を生じた。これらの条件下で、本発明者
らは、WT細胞は、サイトカイン生成が、DAP12-/-細胞よりも、有意により効果的であるこ
とを認めた(図7A)。驚くことに、WT及びDAP12-/-マウスからのチオグリコレート-誘起し
た腹腔滲出液細胞によるエクスビボサイトカイン生成を比較した場合、本発明者らは、IL
-10、IL-6、MCP-1又はTNF-αにおいて統計学的有意差を認めなかった(図7B)が、しかしこ
れらはDAP12-/-細胞により、IL-10生成を増大する傾向が存在した。本発明者らは、DAP12
-シグナル伝達は、敗血症性腹膜炎によりインビボにおいて刺激されたPECにおいてのみサ
イトカイン生成を増大すると結論付ける。
【０１７５】
　本発明者らは、敗血症性腹膜炎が誘導したPECにおけるサイトカイン生成のDAP12-媒介
した増加の基礎となるシグナル伝達経路を更に調べた。この目的のために、PECを、CLPの
24時間後に収集し、かつ様々な時点でLPSにより刺激した。細胞溶解液を、SDS-PAGEによ
り分離し、かつホスホ-ERK1/2について免疫ブロッティングし、その後総ERK2について再
度ブロッティングした(図8)。WTマウスは、刺激後30及び60分で、増大したERKリン酸化を
示した。これらのデータは、DAP12シグナル伝達は、LPS-媒介型ERK活性化を増大させるこ
とを実証する。
【０１７６】
　これらの研究は明白に、DAP12が、炎症増加による敗血症性腹膜炎からの死亡に寄与す
ることを実証する。びまん性腹膜炎及び内毒素血症のモデルにおいて、細胞を腹膜に動員
するため、又は抗微生物薬反応を媒介するためには、DAP12は不要である。本発明者らは
、DAP12シグナル伝達は、炎症性サイトカイン生成を増幅することにより、炎症反応を増
悪させることを認めた。
【０１７７】
(実施例5)
(TREM-1/TREM-3二重欠損(TREM1/3-/-)マウスは、WTマウスよりもCLPに対する影響を受け
にくい)
　本発明者らのデータ(図4-7)は、炎症促進におけるDAP12シグナル伝達の役割を明らかに
確立している。しかし、マウスにおけるDAP12の非存在は、炎症細胞上に発現された複数
の細胞表面受容体のシグナル伝達に影響を及ぼすことができる。これらは、TREM-1のみで
はなく、SIRPβ177,78、CD200R79-82、IREM283、MDL-184、及び他のもの62も含む。従っ
てDAP12-/-マウスは、インビボにおけるTREM-1の特異的機能を特定するために使用するこ
とはできない。インビボにおけるTREM-1の機能を取り扱うためには、ノックアウトモデル
の作出が必須である。
【０１７８】
　このマウスにおいて、TREM-1遺伝子は、非常に類似した遺伝子TREM-3に隣接しており19

、これはおそらくTREM-1と重複する機能を有することができかつ同じリガンド又は密接に
関連したリガンドを認識することができるタンパク質をコードしているであろう。対照的
にヒトにおいては、TREM-3は偽遺伝子である。従ってインビボにおけるヒトTREMシステム
を最良にモデル化するために、本発明者らは、TREM-1-TREM-3二重ノックアウトマウス(TR
EM-1-3-/-)を作出した。
【０１７９】
　このTREM-1-3標的化構築体は、TREM-1のDAP12への会合に必要である膜貫通ドメイン及
び細胞質ドメインをコードしているエキソン3及び4、並びにTREM-3のリーダー配列をコー
ドしているTREM-3のエキソン1を欠失するようにデザインされた(図9)。本発明者らは、こ
の構築体を、E14.1 ES細胞に電気穿孔し、正確に標的化されたクローンをC57BL/6胚盤胞
に注入し、キメラを得、CMVプロモーター下でCreを発現するトランスジェニックマウスを
繁殖させた85。キメラは、欠失されたネオマイシン耐性遺伝子を伴うTREM-1-3変異を伝達
した。TREM-1/3-/+マウスと相互交配することにより、本発明者らは、この欠失について
ホモ接合性のマウスを作出した。
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【０１８０】
　本発明者らのマウスにおけるTREM-1/3発現の欠如を明らかにするために、本発明者らは
、TREM-1/3-/-マウス及びWT同腹仔から、血液及び骨髄顆粒球を調製し、これらを抗-mTRE
M-1 mAb(50D1)14、及び本発明者らが最近作製した抗-mTREM-3 mAbで染色した(図10)。フ
ローサイトメトリー分析は、WT顆粒球は高レベルのTREM-1及びTREM-3を発現したが、TREM
-1及びTREM-3は両方ともTREM-1/3-/-顆粒球上には完全に存在しなかったことを明らかに
した(図11)。この可能性を取り扱うために、TREM-1/3-/-マウスを、C57Bl/6バックグラウ
ンドに戻し交配し、その後そのゲノムの＞70％がC57BL6系統に由来する場合に、相互交配
した(SSLPタイピングにより測定)。このマウスの遺伝的バックグラウンドの考察は、その
中で遺伝子座が標的化されているES細胞は、マウス129/Ola系統に由来する点、及びマウ
スの129系統におけるDAP12シグナル伝達において特徴付けられない欠損が存在する点で重
要である86。
【０１８１】
　敗血症生存に対するTREM-1/3の役割を決定するために、本発明者らは、TREM-1/3+/+マ
ウスとTREM-1/3-/-マウス(両方とも均一に70％C57BL/6/30％129Olaバックグラウンドを生
じるよう並行繁殖して得る)のCLP敗血症チャレンジに対する反応を比較し；生存を14日間
モニタリングした。試験は、敗血症生存に対する発情周期の交絡作用を避けるために、雄
のマウスに限定した。本発明者らは、TREM-1/3-/-マウスは、WTと比べ、CLPに対し抵抗性
があることを認めた(図12)。
【０１８２】
　本発明者らのデータは、TREM-1/3シグナル伝達の抑止は、CLPのこのマウスモデルにお
ける保護を提供することを明らかにしており、これはTREM-1シグナル伝達の遮断は、CLP
において恩恵があるという本発明者らの先行して公表されたデータを立証している。70％
C57BL/6マウスは、それらのWT対応マウスよりもCLPに対しより抵抗性があり、このことは
、TREMシグナル伝達の調節が、敗血症において恩恵があり得ることを示している。
【０１８３】
　これらのノックアウトマウスが純粋なC57BL/6バックグラウンドを基にしているとする
ならば、本発明者らは、TREM-1/3-/-の表現型保護が更により実質的であると予想する。
単独の受容体が欠失されたマウス系統を作出し、更に分析することができる。
【０１８４】
(実施例6)
(肺敗血症マウスモデルの確立)
　先に本発明者らは、TREM-1の遮断は、盲腸結紮及び穿刺(CLP)が誘導した敗血症後の生
存を改善することができることを示した。CLPは、腹部敗血症の臨床関連モデルであり、
内在性細菌に続発する複数グラム陰性菌の敗血症の病理を再現している。しかし腹部起源
の敗血症は、本臨床疾患のごく一部分のみを構成している。米国においては、臨床の敗血
症の50％よりも多くが市中感染又は院内感染のいずれかの病原体による原発性肺感染症か
ら広がる。更にヒトTREM-1は、肺胞マクロファージにおいて強力に発現され37、かつ肺感
染症に対する宿主反応において重要な機能を有することができる。この臨床状態のより良
いモデル化のために、本発明者らは、単独の臨床上の関連病原体による感染により開始さ
れる肺敗血症のモデルを採用した。先にDr. CoopersmithとDr. Hotchkissは、肺炎緑膿菌
からのグラム陰性菌敗血症モデルを発表した87-89。最近このモデルは、肺炎連鎖球菌か
らのグラム陽性菌敗血症に拡大されている。両方のモデルにおいて、細菌接種材料は、WT
マウスにおいて死亡率90％をもたらすことが力価判定されている。図13は、これら2つの
敗血症モデルの生存曲線を示している(左側パネルは、肺炎連鎖球菌モデルであり、及び
右側パネルは、緑膿菌モデルである)。
【０１８５】
(実施例7)
(ヒトTREM-1-リガンド(類)は活性化された好中球上で発現される)
　現在まで、いくつかの研究室において、TREM-1のリガンドを同定しようとする努力は成



(41) JP 2010-534828 A 2010.11.11

10

20

30

40

50

果が得られていない。本発明者らの見解では、これはおそらく迅速な解離速度(off rate)
と組合せられた低アフィニティ受容体-リガンド相互作用のためであろう。この現象は、
自然免疫の文献において記載されている。例えば、NK受容体NKG2Dは、マイクロモルから
ナノモルまで変動するアフィニティを持つ複数のリガンドを有する90。免疫受容体の低ア
フィニティリガンドを同定するために、本発明者らは、新規方式を開発した。様々な四量
体及び多量体の構築体を設計し、多価性によるより高い受容体-リガンドアフィニティ及
びより好ましい解離速度を作出した91-94。この目的のために、本発明者らは、四量体TRE
M-1構築体を作製した。ヒトTREM-1エクトドメインをコードしているcDNAを、関心対象の
タンパク質のカルボキシ末端にBirAタグ及び6-ヒスチジンタグを取り込んでいる(図14)細
菌性発現ベクターPet28(ワシントン医科大学のDaved Fremontのご厚意により提供)へクロ
ーニングした。BirA配列を、組み換えビオチンリガーゼにより効率的にビオチン化した。
ポリヒスチジンタグを使用し、ニッケルセファロースクロマトグラフィーにより、この組
み換えタンパク質を精製することができる。このタンパク質(TREM-1エクトドメイン-BirA
-6H)を、細菌性封入体から精製し、リフォールディングし、かつその後のFPLCを利用し単
離した。引き続きこのタンパク質をビオチン化した。取り込まれなかったビオチンは、FL
PCにより除去した。ビオチン化されたTREM-1を次に、フィコエリトリン(PE)に結合された
ストレプトアビジンと共にインキュベーションした。ストレプトアビジンは、4つの異な
る高アフィニティ(10-12M)のビオチン-結合部位を含むので、ビオチン化されたTREM-1エ
クトドメイン及びPE-ストレプトアビジンは、PE-標識された四量体を形成する。得られた
分子hTREM-1四量体は、中心のPEに結合されたストレプトアビジン分子の上に提示された4
つのhTREM-1エクトドメインを有する。
【０１８６】
　本発明者らは、このPE-標識された四量体性TREM-1を使用し、現存する細胞株(30種を上
回るヒト及びマウス系統を試験した)及び末梢血単核細胞(PBMC)、マウスのリンパ節、脾
臓及び腹膜の細胞をフローサイトメトリーによりスクリーニングした。本発明者らの先の
データはTREM-1は炎症シグナルの増幅において重要であることを示していたので、本発明
者らは、Barnes Jewish Hospitalの集中治療室(ICU)の敗血症患者から得られた細胞を試
験した。施設内倫理委員会(IRB)からこれらの患者試料をスクリーニングすることの承認
が得られた後、これらは、ICU患者及びICUスタッフの採取した血液を好適であると同定し
た。好中球を、フィコール勾配とそれに続くデキストラン濃縮を用いて、単離した95。微
量遠心分離により迅速な単離を実行することについては大きな注意を払い、細胞は人為的
活性化を避けるために、4℃で維持した96。患者は、疑わしい感染の存在及び血圧を維持
するための血管収縮薬の必要性を基に選択した。血液を採取し、次に好中球を更なる分析
に使用した。同時に、対照好中球を外来の志願者から得、結合実験のために患者試料と平
行して処理した。このhTREM-1四量体構築体は、敗血症性患者からの好中球サブセットに
は結合したが、健常志願者からの好中球には結合しなかった(図14)。これらのデータは、
推定されるTREM-1リガンドは、敗血症性患者の好中球上に発現されることを示唆している
。hTREM-1四量体結合の特異性を確認するために、対照四量体(CD69)及びSA-PE単独を結合
アッセイにおいて使用し、両方とも、敗血症患者から得たヒト好中球に結合することには
失敗した(図14)。
【０１８７】
　hTREM-1四量体に結合した好中球の亜集団は、細胞系統マーカーに対するmAbを用い、特
徴付けた。この亜集団は、受容体の好中球性パターンと一致するCD56-、CD3-、CD19-、及
びCD16highであった。更なる分析は、この好中球の亜集団が全て循環血中成熟好中球上で
発現されることがわかっているマーカーであるCD11b、CD10、CD66b、CD55、及びCD11cに
ついて陽性であることを明らかにした96(図15)。この集団は、加えて明白にCD35(補体受
容体1)陽性であり、CD35受容体は、好中球発達の桿状核球及び分葉核球段階で出現する抗
原であることが報告されている97ので、これらの細胞は、成熟し分葉核化された好中球で
あり、ストレスに反応して骨髄から早期に放出された未熟な顆粒球ではないことを示して
いる。CD16レベルは、炎症及び感染症の状況において異常に低いことが先に報告されてい
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る98。これらの研究と一致して、CD16(Fcγ受容体III)レベルは、敗血症性患者の好中球
において、対照と比べ減少した(図14)。興味深いことに、TREM-1リガンドについて陽性の
好中球の割合は、患者間で、約25％から最高90％まで変動した。この時点でこの変動性の
病因は不明であるが、しかし好中球活性化の異なる状態、患者間の遺伝的差異、又は様々
な翻訳後タンパク質修飾を表しているであろう。TREM-1リガンドの同定は、遺伝的変動性
の更なる分析を可能にしている。このような変動性は、敗血症の発生数及び転帰の両方に
おいて注目されている。
【０１８８】
(実施例8)
(PMA/イオノマイシンは推定hTREM-1リガンドをアップレギュレートする)
　インビトロ刺激により処理された好中球は、この推定リガンドをアップレギュレートす
るかどうかを評価するために、対照好中球を試験した。
　血液を、臨床試験委員会プロトコールに従い、Barnes Hospitalの集中治療室において
、敗血症性患者から採取した。好中球を、標準プロトコールにより単離した。簡単に述べ
ると、血液を、2倍量のPBSで希釈し、その後50mlのコニカル内でフィコール15ml上に積層
した。このチューブを、1400rpmで30分間回転した。その後赤血球と混合された好中球を
、3％デキストラン溶液を用い更に分離した。次に好中球が濃縮された層を収集し、赤血
球に、0.2％NaClを30秒間、引き続き同量の1.6％NaClを用い、低張溶血を施した。その後
好中球をペレット化し、冷PBS中に再浮遊させた。
【０１８９】
　血液からの単離後、好中球を、fMLP、TNF-α、LPS、IL-1、及びPMA/イオノマイシンを
含む、様々な刺激で処理した。これらの物質は全てヒト好中球を刺激し、一部は好中球顆
粒の優先的脱顆粒を引き起こすので、これらを選択した。好中球は、特異的、アズールア
フィニティ、ゼラチナーゼ、及び分泌小胞を含む、いくつかの独特な型の顆粒を有する。
各顆粒型は、特徴的タンパク質を含む。一旦顆粒がエキソサイトーシスされたならば、動
態化された顆粒の膜は、細胞膜の一部であり続け、その結果先の細胞内に分子を提示する
99。これは、好中球が、刺激時に迅速に新規受容体を提示する機序である。本発明者らは
、様々な化合物で細胞を刺激することにより、本リガンドは、活性化時にデノボで合成さ
れるか、又は顆粒内で予め形成されるかどうかを確かめたいと考えた。
【０１９０】
　対照好中球を前述の化合物で刺激した場合、PMA/イオノマイシンで処理した細胞のみが
、ヒトTREM-1に結合した(図14)。PMA/イオノマイシンは、好中球の総顆粒含量の50％以上
がエキソサイトーシスされるような強力な活性化を提供する(カルシウム流入及びプロテ
インキナーゼC活性化により)ことが先に示されている100。これらの条件下で、ほぼ全て
の好中球集団が、hTREM-1四量体結合について陽性となり始めた。この結合は、PMA/イオ
ノマイシンへの曝露のわずか3分後に最初に検出された。これらのデータは、hTREM-1リガ
ンドの少なくとも一部は、予め形成されており、かつ適当な刺激後、好中球はこのリガン
ドをその表面に移行させ、そこでその後の四量体結合に利用可能となることを示している
。最大hTREM-1四量体結合は、PMA/イオノマイシン曝露後30～45分で生じるので、このア
ップレギュレーションの一部の成分は翻訳レベルで駆動されるかどうかは不明である。本
発明者らは、この時点では、予め形成されたリガンドの細胞質での位置に関するいかなる
推論もすることができない。これらのデータをまとめると、hTREM-1のリガンドは、敗血
症患者における好中球の亜集団及びPMA/イオノマイシンで活性化された好中球の上に発現
されることを示している。これらのデータは、炎症及び敗血症の進展におけるTREM-1シグ
ナル伝達の役割とも一致している。実際、TREM-1受容体は、好中球及び単球上で構成的に
発現されるので、これは、炎症の状況において動的であるリガンド発現であろうと予想さ
れる。リガンド発現の制御は、最初の炎症誘発に続く敗血症の進展において重要な役割を
果たすであろう。
【０１９１】
(実施例9)
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(TREM-1-リガンドを遮断する抗体の産生)
　推定リガンドを同定するために、抗-ヒト好中球抗体を作製した。ラットを、敗血症性
患者から単離したリガンド陽性好中球で免疫処置した。3回免疫処置した後、ラットを屠
殺し、それらの脾臓を、マウスSP2/0マウス骨髄腫細胞と融合させた。得られたハイブリ
ドーマを、以下の抗体の産生についてスクリーニングした：a)PMA/イオノマイシンで刺激
された好中球又は敗血症性患者の好中球へ結合する抗体；b)対照好中球へ広範に結合しな
い抗体；c)TREM-1-トランスフェクトされた細胞に結合しない抗体；d)活性化された好中
球へのTREM-1四量体結合を無効化した抗体。このスクリーニング手順の後、R33と称され
るmAb(IgG2a)を同定した。R33により認識されるこの抗原は、敗血症性患者からの好中球
及びPMA/イオノマイシンで前処理された好中球においてアップレギュレーションされた。
重要なことに、敗血症性患者からの好中球のmAb R33と一緒のプレインキュベーションは
、TREM-1四量体結合を無効化したのに対し、アイソタイプが合致した対照mAbと一緒のプ
レインキュベーションは、四量体結合と干渉しなかった(図16)。これらのデータを基に、
本発明者らは、R33抗原は、TREM-1のリガンドであると結論付けた。
【０１９２】
(実施例10)
(敗血症性患者好中球からのcDNA発現ライブラリーの構築及びTREM-1リガンドを同定する
ためのこのライブラリーの使用)
　敗血症の判定基準に合致するICU内の敗血症性患者のバフィコートからの総細胞RNAを調
製した。これらの患者の大半は、R33抗原結合活性に加え、TREM-1四量体結合についてス
クリーニングした(図22は、TREM-1四量体は、敗血症性患者の好中球には結合するが、休
止期好中球には結合しないことを示している)。
【０１９３】
　RNAを精製するために、本発明者らは、「損傷に対する炎症及び宿主反応、大規模共同
研究プログラム」101の一部として、Dr. Perren Cobbsの研究室において先に立証された
プロトコールを利用した。簡単に述べると、試料は、生成の2時間以内に処理した。血液
を、900×gで10分間回転し、ブレーキをかけずに停止した。次に血清を除去し、-80℃で
貯蔵した。その細胞ペレットを、EL緩衝液(InVitrogen社)中で再浮遊させ、氷上で15分間
インキュベーションした。このインキュベーション後、細胞を収集し、この工程を繰り返
した。試料が赤血球を含まないようになった時点で、RNA貯蔵用緩衝液を添加し、試料を-
80℃で凍結した。その後総細胞RNAを、InVitrogen社のRNAEASYキットを用いて単離した。
このRNAの品質を、Agilentバイオアナライザーにより評価した。適量の高品質RNAが精製
されたならば、これらの試料をプールし、OpenBiosystemsにより、特注の増幅されないcD
NAライブラリーを、本発明者らの使用のために構築した。
【０１９４】
　次に本発明者らは、前述の精製されたcDNAを、哺乳類293細胞にトランスフェクトし、
かつこれらの細胞を蛍光セルソーターを用いて選別した。本発明者らは、選別された1000
万個から約10万個の細胞を収集した(図17、パネルA)。本発明者らは、これらの細胞から
、Hirt緩衝液を用いプラスミドDNAを単離した。このDNAを、大腸菌に形質転換した。形質
転換された細菌を、アンピシリン選択を用いて播種した。1個のコロニーが可視化された
ならば、これらのコロニーをレプリカプレート法に供した。本発明者らは、24個の個別の
プレートからプラスミドを収集しかつ精製し、それらの複製を4℃で貯蔵した。リポフェ
クタミン(InVitrogen社)を用い、これらのプラスミドのプールを、293細胞の個別のウェ
ルにトランスフェクトした。24時間後、細胞を各ウェルから収穫し、mAb R33及び好適な
二次複合抗体で染色した。その後これらの細胞に、FACS分析を施した(図17)。2つの陽性
プレートF(図17、パネルB)及びHを同定した。プレートFは、約149個の個別のコロニーを
有した。これらのコロニーを、4つのプールに分け、プラスミドDNAを単離した。このDNA
の293細胞へのトランスフェクト後、FACS染色によるスクリーニングの別のラウンドを実
行した。このプロセスを通じて、R33抗原は、最終的には単独のコロニーに絞りこまれた(
図17、パネルC)。これは、好中球及び単球のサブセット上に発現される分子であるCD177
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を発現することがわかった。
【０１９５】
　この分子のアミノ酸配列は、図18に示している。ここで、この分子はGPIアンカーを有
することを認めることができる。同じく、TREM-1受容体への結合に関与している細胞外部
分も有する。そのcDNA配列は、図21Aに示されている。
　GPI連結されたタンパク質は、しばしば細胞表面からシェディングされ、かつ血漿及び
血清中において可溶性タンパク質として認められる。このことは、本タンパク質ファミリ
ーのメンバーの場合であることが示されている。例えば、Klippelらの論文(Blood, 100, 
No 7, 2441-2448 [2002])は、PRV-1に関するこの現象を報告している。
【０１９６】
(実施例11)
(TREM-1リガンドの可溶性型の生成及びそれらの分析)
　前記リガンドの可溶性型を作製することができ、かつTREM-1を発現している細胞につい
て結合アッセイを実行するために有用である。これは、IgGのFc部分の変異型(Fc受容体に
結合しない)をコードしている本発明者らの研究室の構築体を用いて実現することができ
る。TREM-1リガンド遺伝子は、Fcとインフレームで融合されることができる。このプラス
ミドは、哺乳類細胞にトランスフェクトされることができる。このタンパク質産物は、Fc
相互作用により二量体形成する培地へ分泌されるであろう。得られるタンパク質産物は、
2つのリガンドヘッドを持つFc融合タンパク質であろう。この分子を分泌する細胞の上清
を収集し、この分子を、プロテインGカラムを用いて精製することができる。この構築体
は、受容体及びリガンドの両方向での結合、すなわち可溶性TREM-1が表面発現されたR33
抗原に結合し、かつ可溶性R33抗原が表面発現されたTREM-1に結合することの評価におい
て有用である。本発明者らの研究室は、この戦略を使用し、これまでにいくつかのリガン
ド受容体相互作用を特徴付けている13,14,114。
【０１９７】
　次に可溶性TREM-1リガンドFcタンパク質を、天然にTREM-1を発現する細胞(好中球及び
単球)に加え、TREM-1コードしているプラスミドによりトランスフェクトされた細胞の両
方と共にインキュベーションすることができる。Fc融合タンパク質の結合は、PEに複合さ
れた抗ヒトFc及びFACS分析を用いて、検出することができる。ヒトTREM-1四量体の、TREM
-1リガンドでトランスフェクトされた細胞株へ結合する能力を評価することができる逆の
実験も、実行することができる。TREM-1リガンドは、cDNAライブラリープラスミドから増
幅され、かつpcDNA3ベクターにサブクローニングされることができる。このベクターは、
ネオマイシン選択を含み、安定した哺乳類のトランスフェクタントの生成が可能である。
このプラスミドは、293細胞にトランスフェクトされ、かつ抗生物質選択下に配置される
。その後耐性細胞を、R33抗体による染色について、FACSで分析することができる。高発
現している安定したトランスフェクタントをクローニングし、その後TREM-1四量体分子に
加え、本発明者らの研究室で先に作製したTREM-1 Fc分子との結合アッセイにおいて使用
することができる。
【０１９８】
　CD3ζの細胞質領域に融合されたTREM-1分子を発現するT細胞ハイブリドーマレポーター
細胞株を構築した。TREM-1分子が、機能的様式で結合されている場合、ZAP70は、CD3ζに
動員され、かつ一連の細胞内リン酸化事象は、PLCgの活性化及び増大した細胞内カルシウ
ムに繋がる。このレポーター細胞は、緑色蛍光タンパク質(GFP)をコードしている配列に
融合されたNFATプロモーターをコードしているプラスミドを含む。NFATは、細胞内カルシ
ウム動態化により活性化される。これは、TREM-1発現しているGFPレポーターの推定リガ
ンドとの同時インキュベーションを可能にし、その後これらの細胞を、FACSにより、GFP
発現について分析する。本発明者らの研究室及び他の研究室は、このシステムを用い、他
の受容体リガンド相互作用の生物学的関連性を確認した115。この機能アッセイシステム
は、TREM-1/TREM-1リガンド相互作用の生物学的関連性の別の測定として使用することが
できる。
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【０１９９】
　前述の可溶性TREM-1リガンド分子に加え、無関係の対照Fc融合タンパク質を、新たに単
離されたヒト好中球及び単球と共にインキュベーションすることができる。炎症の代理マ
ーカーとして、IL-1、IL-8及びMPO活性を、好中球において測定する。好中球に対するR33
抗原結合の作用に加え、ファゴサイトーシスも評価する。単球において、TNFα、IL-8、
及びMCP-1の分泌を測定し、これらの分子に対するTREM-1結合の作用を評価することがで
きる。本発明者らは、これらの前炎症性サイトカインの分泌を生じる結合を予想する。
【０２００】
　野生型及びTREM1/3欠損マウスを使用し、可溶性TREM-1リガンドのマウス敗血症に対す
る影響を評価することができる。生存、血清サイトカイン生成、腹膜浸潤並びに局所的及
び全身の細菌負荷を、これらのマウスにおいて評価することができる。本発明者らは、ノ
ックアウトマウスにおける過剰なTREM-1リガンドは、生存に対し影響を有さないのに対し
、過剰なTREM-1リガンドは、刺激性である場合、野生型マウスのサイトカイン生成及び死
亡率を増大するはずであると予測している。
【０２０１】
　本発明者らは、TREM-1リガンドの結合は、前炎症性サイトカイン生成を誘発することを
予想する。インビボにおいて、本発明者らは、可溶性TREM-1リガンドの投与は、野生型マ
ウスにおいてCLP後の増大したサイトカイン生成及び増加した死亡率を生じるのに対し、
ノックアウトマウスはこの分子による影響を受けないと予想する。
【０２０２】
(実施例12)
(敗血症のマーカーとしてのTREM-1リガンド)
　本試験に含まれる患者は、臨床的に疑わしい感染症を呈しかつ全身性炎症反応症候群(S
IRS)の少なくとも2つの判定基準[Bone RC、Sibbald WJ及びSprung CLの文献、「敗血症及
び臓器不全に関するACCP-SCCM統一見解会議(The ACCP-SCCM consensus conference on se
psis and organ failure)」、Chest, 101:1481-3 (1992)]を満たした26名の新規入院患者
であった。これらの患者は、以下のようにレトロスペクティブに分類した：12名の敗血症
及び14名のSIRS。4名の健常個人を、対照として含んだ。TREM-1リガンド発現を、2つの時
点で評価した：1)急性相、ICUへの入院直後(体温＞38℃、心拍数＞90/分、WBC数＞12×10
9/l)；及び、2)回復期、退院時に相当(前記臨床パラメータの正常化)。登録時の臨床特徴
は、敗血症患者とそうでない患者の間に有意差はなかった：敗血症及びSIRSで、各々、男
性数8名(66％)及び9名(69％)；年齢48.6歳及び58.5歳。
【０２０３】
　血流感染は、敗血症患者12名全員において微生物学的に証明された(5名グラム陽性菌、
5名グラム陰性菌、1名複数感染、1名カンジダ・アルビカンス(C. albicans)感染)。TREM-
1リガンド発現は、敗血症患者においてのみ検出されたが、SIRS患者においては検出され
なかった(図24A)。健常被験者由来の末梢血顆粒球は、検出可能なレベルのTREM-1リガン
ドを発現しなかった(図24A)。TREM-1リガンドの発現レベルと血流から単離された微生物
菌株又はいずれか他の臨床的若しくは生物学的特色の間に、相関関係は認められなかった
。本発明者らは、TREM-1リガンドの発現レベルと敗血症患者の臨床状態の間の関係を更に
評価した。分析された敗血症患者全員において、TREM-1リガンドの発現レベルは、ICUか
らの退室時に低下していた(図24B)。患者1名において、TREM-1リガンドの2回目の測定は
、その患者が敗血症性ショックで死亡したために、実施することができなかった。更に2
名の患者において、全身性細菌感染と記載されたにもかかわらず、TREM-1リガンド発現は
、ICUへの入院時に検出されなかった。このことは、高い細胞死亡率を伴う不適切な血液
試料が研究室に送付されたという事実に起因するであろう。
【０２０４】
　本発明者らの結果は、TREM-1リガンド発現は、敗血症患者からの末梢血好中球上で広範
に検出されるが、非微生物起源のSIRS患者では検出されず、従ってこれは敗血症の有用な
マーカーを表していることを示している。可溶性TREM-1の血漿レベルの測定も、敗血症を
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SIRSから識別する上でその診断の正確さを示している[Gibot S、Kolopp-Sarda MN、Bene 
MCらの論文、Ann Intern Med, 141:9-15 (2004)]。実際、敗血症研究の進歩は、重度の罹
患患者の高度に不均質な群中で、より均質な患者のサブセットを線引きするために、並び
に提唱された療法の標的である特定の生物学的異常を有する患者を確定するために、入手
可能なマーカーよりもより良いマーカーを必要としている。本発明者らのデータは、TREM
-1リガンドは、敗血症を有し、その結果特定の療法に対し反応するであろう患者の確定診
断の確立において情報を提供し；有益な転帰を経験する確率が比較的高い患者を確定する
ために、敗血症の重症度を定量化し；どのように患者が介入に反応するかを決定するため
に、療法に対する反応を測定する、敗血症の存在及び重症度を推定するための、有用な診
断マーカーを提示し得ることを示唆している。
【０２０５】
　更にTREM-1リガンドは、敗血症における重要なメディエーターであり、かつ敗血症患者
において特異的に発現される。介入は、TREM-1を標的化するのみではなく、適した時点で
投与されなければならないので、敗血症での炎症反応の進展時のTREM-1リガンド発現の分
析は、敗血症の有効療法において根本的に重要なことである。
【０２０６】
(実施例13)
(TREM-1リガンドのその受容体への結合を妨害/減少させる化合物のスクリーニングをどの
ように実行できるかを示す第一の実施例)
　293細胞単独又はマウスCD177でトランスフェクトされた293細胞を、様々な濃度の被験
化合物と共に30分間氷上でプレインキュベーションし、次に可溶性マウスTREM-1分子(100
μg/ml)と共に45分間氷上でインキュベーションし、その後細胞を、FACS緩衝液(PBS、2％
BCS)で洗浄し、抗ヒトFCビオチンと共に20分間氷上でインキュベーションし、FACS緩衝液
で1回洗浄し、ストレプトアビジンAPCと共に20分間インキュベーションし、その後FACS緩
衝液で洗浄し、直ぐに細胞を分析した。死滅した細胞は除外した。ヒストグラムの左側へ
のシフトは、本被験化合物が、TREM-1分子のCD177への結合を阻害していることを示して
いる。
【０２０７】
(実施例14)
(TREM-1リガンドのその受容体への結合を妨害/減少させる化合物のスクリーニングをどの
ように実行できるかを示す第二の実施例)
　CD3ζの細胞質領域に融合されたTREM-1分子を発現するT細胞ハイブリドーマレポーター
細胞株を構築した。このTREM-1分子が、機能的方法で結合されたならば、ZAP70はCD3ζに
動員され、かつ一連の細胞内リン酸化事象は、PLCgの活性化及び増加した細胞内カルシウ
ムの増加をもたらす。このレポーター細胞は、緑色蛍光タンパク質(GFP)をコードしてい
る配列に融合されたNFATプロモーターをコードしているプラスミドを含む。NFATは、細胞
内カルシウム動態化により活性化される。これは、TREM-1発現するGFPレポーターを、可
溶性型か又はトランスフェクトされた細胞株により発現されるかのいずれかのCD177と、
様々な濃度の被験化合物の存在又は非存在下で、同時インキュベーションすることを可能
にし、その後これらの細胞をGFP発現についてFACSにより分析する。CD177によるTREM-1レ
ポーター細胞株の活性化の阻害は、本被験化合物はTREM-1に結合することを示している。
前記システムは、様々なレポーターシステム、例えばlacZなどを使用することにより、変
更することができる。
【０２０８】
(実施例15)
(TREM-1リガンドの同定を基にした敗血症患者の診断的スクリーニングをどのように実行
できるかを示す実施例)
　TREM-1リガンド(例えばCD177)又はそれらのTREM-1リガンド結合部分を、純粋な形で得
ることができる。
　これは次に、動物に接種され、モノクローナル抗体を産生する一連のハイブリドーマを
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作製するために使用することができる。
　その後TREM-1リガンドのTREM-1受容体への結合を遮断又は低下させるものを同定するた
めに、これらの抗体を、本発明のスクリーニング手順を用いてスクリーニングすることが
できる。
【０２０９】
　このような抗体は次に、敗血症(特に微生物起源の、例えば細菌又は真菌起源の)を診断
するための診断試験において使用することができる。
　望ましいならば、健常患者由来の好中球又は単球を基にした対照を、使用することがで
きる。
　これらの抗体が、該対照よりも有意により高い程度にまで敗血症のリスクがあると考え
られる患者に結合する場合、これは敗血症の指標である。
　この試験は、微生物起源の敗血症と非微生物由来のSIRSの間も識別することができる。
後者の場合(前者とは異なり)、これらの抗体の、患者から得た好中球又は単球への実質的
結合は存在しない。
【０２１０】
(実施例16)
(TREM-1リガンドのその受容体への結合を特異的に遮断する抗体をどのように同定し、敗
血症の治療において使用できるかを示す実施例)
　TREM-1リガンドに対するモノクローナル抗体を、実施例13-14に説明されたように作製
しかつスクリーニングすることができる。
　TREM-1のその受容体への結合をうまく遮断するものとしてスクリーニングにより同定さ
れた抗体は、その後更なる試験に使用することができる。
　例えば、これらは、微生物性敗血症患者からの末梢血中好中球に結合するが、非微生物
起源のSIRS患者のそれには結合しないかどうかを調べるために使用することができる(実
施例12を参照されたい)。
　本試験において成功する抗体は、安全性試験及び可能性のある最終的な臨床試験を含む
更なる分析のために選択することができる。
【０２１１】
　臨床試験は、該抗体の微生物性敗血症の患者群における結果を、非微生物起源の患者群
の結果と比較することにより実行することができる。本試験は、いずれの群でも大きい副
作用が存在せず、微生物性敗血症の患者群の状態において、非微生物起源のSIRSの患者群
と比較して改善が存在する場合に、うまくいくであろう。例えば、プラセボが投与される
微生物性敗血症患者、プラセボが投与される非微生物起源のSIRS患者、プラセボが投与さ
れる健常志願者の群、及び該抗体が投与される健常志願者の群のような、好適な対照群も
使用することができる。
【０２１２】
　本抗体は、交差反応性を低下させる形で提供されることができる。先に考察されたよう
に、例えばこれらは「ヒト化」か、又は「完全ヒト」であってもよい。これらは、無菌の
医薬組成物中で、インビボにおけるその半減期を延長することを補助する1種以上の物質
と一緒に提供されることができる(例えば先に考察されたようにペグ化が使用されること
ができる)。これらは、任意の好適な経路により投与されることができるが、好ましくは
注射用組成物として提供される。
【０２１３】
　用量範囲は、先に示されているが、当然、ヒトへの投与前の動物試験の結果により最適
化することができる。ある用量で副作用が発生する場合は、当然この用量は適宜減少され
なければならない。
【０２１４】
(実施例17)
(非-ヒトTREM-1リガンドに対する抗体を提供する実施例)
　当然CD177及び他のTREM-1リガンド(例えばPRV-1)の種内及び種間変種が存在する。様々
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な変種に対する抗体は、精製、診断、治療、組織タイピング、競合試験、特異性の評価な
どにおいて有用であり得る。
　ヒトにより発現されたCD177に対するモノクローナル抗体(R33)は、既に考察されている
。
　本実施例は、マウスCD177に対する抗体の作製を例示している。
【０２１５】
　マウスCD177は、BLAST相同性探索を用いて同定した。特異的プライマーを作製し、マウ
スcDNAからCD177配列を増幅するために使用した。得られた断片を、発現ベクターpCDNA6
にサブクローニングした。このプラスミドを、293細胞にトランスフェクトし、かつ安定
して高度に発現している細胞を、高効率セルソーターを用いて単離した。次にこれらの細
胞を利用し、ラットを免疫処置した。引き続きそのラットのリンパ節を、SP2/0細胞に融
合し、次にHAT選択し、個別の抗体産生クローンを単離し、組み換えマウスCD177分子への
結合に関してスクリーニングした。40個の陽性クローンを同定した。これらの抗体の1つ
を次に精製し、かつビオチン化し(Y176)、CD177がマウスにおいて発現される場所を確認
するために使用した。骨髄を採取し、Fcブロッキング(FcBlocking)上清と共にインキュベ
ーションした。20分間室温でインキュベーションした後、ビオチン化されたY176(次にス
トレプトアビジンAPC)、抗CD11b-FITC及び抗GR1-PEを使用し、CD177陽性集団を特徴決定
した。骨髄の試験は、CD177が炎症性単球及び好中球上で発現されることを明らかにした
。
【０２１６】
(実施例18)
(R33(抗-ヒトCD177)は、mTREM-1のhCD177トランスフェクトされたHEK293細胞への結合を
遮断する)
　ヒトCD177完全長でトランスフェクトされたHEK293細胞を、図25に示したように、細胞
蛍光分析により分析した。灰色ヒストグラムは、アイソタイプ対照MAbの存在下での、可
溶性マウスTREM1/IgGによる染色を表している。点線のヒストグラムは、R33 MAbの存在下
での、可溶性マウスTREM1/IgGによる染色を表している。対照可溶性マウスTLT/IgGによる
染色は、白色ヒストグラムにより表されている。
　このデータは、R33 MAbは、可溶性マウスTREM1/IgGのCD177-トランスフェクトされた細
胞への結合を特異的に遮断することを示している。
【０２１７】
(実施例19)
(マウスCD177は好中球及び単球上で発現される)
　マウス末梢血を、細胞蛍光分析により分析した。これらの結果は、図26に示している。
　左側：ドットプロットは、マウス末梢血中の単核細胞の前方分散対サイズ分散を表して
いる。物理的パラメータを基に、異なるサブセットを同定する3つのゲートを構築した：a
)リンパ球、b)単球、c)好中球。
　右側：右側の3つのパネルは、これらの細胞のY176 MAbによる染色を示している。
　このデータは、Y176 MAbは、末梢遮断(peripheral blook)の好中球及び単球上のそのエ
ピトープを特異的に認識するが、リンパ球上のものは認識しないことを示している。
【０２１８】
(実施例20)
(マウスのTREM-1可溶性分子は、マウスのCD177でトランスフェクトされた293細胞に結合
する)
　293細胞単独又はマウスCD177でトランスフェクトされた293細胞を、可溶性マウスTREM-
1分子(100μg/ml)と共に45分間氷上でインキュベーションし、その後細胞を、FACS緩衝液
(PBS、2％BCS)で洗浄し、抗ヒトFCビオチンと共に20分間氷上でインキュベーションし、
その後FACS緩衝液で1回洗浄し、ストレプトアビジンAPCと共に20分間インキュベーション
し、次にFACS緩衝液で洗浄し、直ぐに細胞を分析した。死滅した細胞は除去した。
【０２１９】
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　結果は図27に示している。このヒストグラムにおいて、293/マウスCD177トランスフェ
クトされた細胞へ結合しているマウスTREM-1可溶性分子は、点線で示されるのに対し、29
3単独へ結合しているマウスTREM-1可溶性分子は、実線で示されている。
　これは、mTREM-1は、293細胞上に発現されたmCD177に結合することの証拠を提供してい
る。
【０２２０】
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ているが、当業者には、本発明の内容を考慮し、添付された請求項の精神又は範囲から逸
脱しない限りは、それらにある種の変更及び修飾を行うことができることは容易に明らか
であろう。
　特許及び特許出願を含む本出願において言及された全ての参考文献は、各個別の刊行物
又は特許出願が、具体的かつ個別に引用により組み込まれていることを指摘されるように
可能な限り完全に引用により本明細書中に組み込まれている。
　本明細書及びそれに続く請求項を通じ、文脈が別に必要としない限りは、用語「らを含
む(comprise)」及び変形「を含む(comprises)」及び「含んでいる(comprising)」は、言
及された整数、段階、整数群又は段階群を包含するが、いずれか他の整数、段階、整数群
又は段階群を排除することを意味するものではないことは、理解されるであろう。
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【手続補正書】
【提出日】平成22年6月21日(2010.6.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１４５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１４５】
【図２０】図20は、ヒトCD177アミノ酸配列と、マウス配列のふたつの部分の各々の間の
アラインメントを示す。該ヒト配列は、該マウス配列の各部分と有意な配列同一性を有す
ることを認めることができる。これは、マウスにおける遺伝子重複事象を示すことができ
る。図20において、上段の配列はヒトCD177アミノ酸配列（配列番号1）のアミノ酸残基17
～417位に対応し、中段の配列はマウスCD177アミノ酸配列（配列番号2）のアミノ酸残基3
97～773位に対応し、下段の配列はマウスCD177アミノ酸配列（配列番号2）のアミノ酸残
基17～414位に対応する。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１５７】
(4. 可溶性TREM-1模倣物質は炎症を調節する)
　TREM-1の可溶性型(sTREM-1)は、敗血症の患者の血清中40に加え、敗血症性ショックの
実験モデルに関与した動物の血清中41において同定されている。更に、sTREM-1は、肺炎
患者の気管支肺胞洗浄液(BAL)中に検出された42。sTREM-1の起源に関してはふたつの可能
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性がある。ひとつの可能性は、sTREM-1は、表面に発現されたTREM-1のタンパク質分解性
切断又は膜シェディングにより作製されている。あるいは、sTREM-1は、TREM-1の分泌型
をコードしているTREM-1 mRNAスプライシング変種のデノボ翻訳により作製されることが
できる。後者の仮説の裏付けにおいて、膜貫通領域をコードしているエキソン3を欠いて
いる選択的TREM-1転写産物が報告されている43,44。sTREM-1の生理的役割は、完全にはわ
かっていない。この分子は、表面提示されたTREM-1に即座に結合しないTREM-1リガンドを
掃去し、これにより免疫応答を鈍くし、かつ炎症の設定における局所的管理を提供する40

。実際、免疫学的シグナル伝達及び炎症反応に重要である複数の受容体の可溶性型の制御
放出が記載されている。これらは、IL-1受容体(IL-1デコイRII)45,46、TNF-α受容体47,5

0、及びL-セレクチン受容体51の可溶性型を含む。sTREM-1のモジュレーター機能と一致し
て、sTREM-1の短い高度に保存されたドメインを模倣している合成ペプチド(LP17、TDSRCV
IGLYHPPLQVY（配列番号5）)は、インビトロにおけるヒト単球によるサイトカイン生成を
減弱し、かつ敗血症性動物を、インビボにおいて過敏反応及び死亡から保護した41。この
ペプチドは、単に敗血症の予防のみではなく、一旦前炎症性サイトカインの有害作用が開
始された場合の敗血症の治療においても、有効であった。これらのデータは、sTREM-1ペ
プチドによるTREM-1のインビボ調節は、敗血症の治療に適した治療道具であり得ることを
示唆している。
【手続補正３】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図１８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【図１８】

【手続補正４】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図１９
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【図１９】

【手続補正５】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図２１Ａ（ｉｉ）
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図２１Ａ（ｉｉ）】

【手続補正６】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図２１Ｂ（ｉｉｉ）
【補正方法】変更
【補正の内容】

【図２１Ｂ（ｉｉｉ）】

【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2010534828000001.app
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摘要(译)

鉴定出TREM-1配体。 这允许提供/鉴定各种能够结合TREM-1受体的衍生物。 TREM-1配体或衍生物可用于筛选药物/候选药物。 
阻断或减少TREM-1配体/衍生物与TREM-1受体结合的物质可用于治疗败血症，特别是细菌或真菌来源的败血症。 配体的抗体可用
于诊断败血症，特别是细菌或真菌来源的败血症。
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